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1. La lactancia materna: patrén de oro para la nutricion y el desarrollo del lac-

tante.

La lactancia materna exclusiva constituye el patron de oro de la nutriciéon del lactante
durante los primeros meses de vida, por la evidencia acumulada durante los ultimos
afos de los beneficios sobre la salud a corto y largo plazo para el lactante y por sus ven-

tajas para la madre que amamanta (1).

El principal beneficio es la reduccion de la mortalidad (2-5), de mayor impacto en pai-
ses en vias de desarrollo, pero también significativo en paises desarrollados. El sindro-
me de muerte subita del lactante es la principal causa de muerte en paises desarrollados
durante el primer afio de vida y la lactancia materna (LM) reduce su incidencia (3).
Ademas, es relevante la disminucién de la morbilidad relacionada con infecciones: las
tasas de diarrea, las infecciones de vias respiratorias, la otitis media y las infecciones
urinarias son menos frecuentes en los nifios amamantados que en los que no lo son (6-
9).

La alimentacion en periodos criticos del desarrollo, como el periodo neonatal, tiene im-
pacto en la salud a largo plazo, habiéndose descrito una menor incidencia de obesidad,
hipertension, hipercolesterolemia (10-12), diabetes de tipo | y 1l (13,14), asma y atopia
(15), enfermedad celiaca (16), enfermedad inflamatoria intestinal (17) y leucemias
(18,19).

La influencia de la LM sobre el desarrollo neurocognitivo y motor es un tema de debate
gue continua abierto. Aunque es cierto que algunos estudios indican que los nifios
amamantados sobresalen en pruebas de desarrollo intelectual y motor, en comparacion
con los que reciben formula (20,21) los mecanismos por los cuales la leche humana
(LH) ejerceria esta influencia positiva todavia no se conocen en profundidad. Existen
posibles explicaciones bioldgicas para el vinculo causal entre la lactancia materna y el
desarrollo intelectual. La LH contiene acidos grasos poliinsaturados de cadena larga,
conocidos por su importancia para el crecimiento y el desarrollo cerebral y la madura-
cion retiniana (22). Se ha descrito una modulacion del efecto de la LH en el desarrollo
neurolégico por variaciones del gen FADS2 implicado en el control del metabolismo de
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los acidos grasos (23). Se considera ademas que el contacto fisico, Unico entre madre e
hijo, proporcionado por la lactancia materna conlleva un estimulo psicosocial y un
vinculo que proporcionarian reduccion del estrés y beneficios para el desarrollo (24,25).
Sin embargo, la influencia del entorno social, y el nivel cultural y econémico de los
padres también ejerce una poderosa influencia y no se debe olvidar que las madres mas
concienciadas en relacion con la lactancia materna son aquellas con un nivel superior de

estudios y de estatus social.

En los recién nacidos prematuros (RNP), particularmente los nacidos con un peso infe-
rior a 1500 gramos, denominados RN de muy bajo peso al nacimiento (RNMBPN), se
han descrito beneficios adicionales como la proteccién frente a patologia derivada de la
prematuridad, como la enterocolitis necrotizante (ECN)(26) y la retinopatia de la pre-
maturidad grave (ROP) (27), ademas de una disminucion en la tasa de sepsis y menin-

gitis, mejor tolerancia alimentaria y mejor desarrollo neuroldgico (28).

La LH es un fluido dinamico cuya composiciéon varia segun el momento de lactancia
(calostro, leche de transicion y leche madura), segun el método de extraccion, entre las
tomas, y de una mujer a otra, entre otras circunstancias (29-32). Ademas de ser un ali-
mento fuente de energia, proteinas, hidratos de carbono, lipidos, vitaminas y minerales
(33-35), es un tejido vivo cuyos componentes bioactivos actian de forma sinérgica pro-
porcionando agentes antioxidantes y antiinfecciosos, favoreciendo el desarrollo de los
organos, la modulacion y maduracion inmune y la colonizaciéon microbiana saludable
(36-39).

Entre los componentes bioactivos de la LH se encuentran proteinas como la lactoferrina,
la inmunoglobulina A (IgA) secretora y lisozima (33-34), factores de crecimiento como
el factor de crecimiento epidérmico, factor de crecimiento neuronal, la familia de los
factores de crecimiento insulina-like y factores de crecimiento del endotelio vascular
(40-45). Es fuente de probidticos, y rica en prebidticos como los oligosacaridos (37-39).
Adicionalmente contiene hormonas como eritropoyetina, calcitonina, somatostatina,
adiponectina, resistina, ghrelina o leptina (46,47) y de células, como macrofagos, célu-
las T, linfocitos y células madre (48-53). Las citoquinas y quimioquinas actian como
comunicadoras entre las células (54-56). Por ultimo, se ha descrito la transferencia de
material genético (RNA y microRNA) mediante la LM aunque la relevancia es aun des-

conocida (57).
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1.1. Propiedades antioxidantes de la LH

La LH es una fuente de antioxidantes exdgenos que permite a los RN enfrentarse al
estrés oxidativo que se produce de una manera fisioldgica en el momento del parto, v,
gue en el caso de los RNP, es agravado por condiciones clinicas que pueden conllevar
la necesidad de recibir soporte ventilatorio y oxigeno suplementario, nutricion parente-

ral, fototerapia o por determinadas complicaciones como la sepsis de inicio tardio (58).

Los componentes antioxidantes de la LH probablemente actuan de forma sinérgica y
actualmente se ha descrito la presencia de vitaminas como acido ascorbico, retinol, alfa-
tocoferol; minerales como zinc, cobre, selenio 0 manganeso; enzimas antioxidantes co-
mo la catalasa, glutation peroxidasa (GPx), superoxidodismutasa (SOD) y antioxidan-
tes no enzimaticos como el glutation (59-62).

Proteinas como la lactoferrina, secuestradora de hierro, ha sido encontrada en elevadas
concentraciones en la LH y se ha asociado con la reduccion de la generacion de radica-
les libres (63). Ademas ciertos péptidos podrian actuar desencadenando una respuesta
mediante activacion gendmica del sistema antioxidante en las células del epitelio intes-

tinal que lo protegiera de la agresion de los radicales libres (64,65).

Shoji y colaboradores (2005) cultivaron células de epitelio intestinal pre-incubadas con
LH, leche bovina o férmula artificial y las trataron con hidrogeno para inducir estrés
oxidativo. Las células incubadas con LH mantuvieron la tasa de supervivencia mas ele-
vada frente a las no tratadas con leche bovina o formula artificial (64). Yao y colabora-
dores (2009) en un modelo de cultivo celular que reproducia la dig@stiitro encon-

traron que tanto la LH como la LH digerida reducen el estrés oxidativo y el dafio al
DNA inducido por el perdxido de hidrogeno (65).

Si bien la capacidad antioxidante es mayor en etapas iniciales de la lactancia y va dis-
minuyendo posteriormente (66-68), en cualquier caso, es mayor que en la féormula de
inicio (69,70) La LH de madres de RNP y la de recién nacidos amnér(NT) ofrece

la misma resistencia al estrés oxidativo y proporciona una proteccién significativamente

mayor que la formula (66, 69,70).
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1.2. Propiedades anti-infecciosas de la leche humana: capacidad bactericida.

La proteccion frente a infecciones es uno de los efectos mas antiguamente reconocidos
de la LH. Dicho efecto es ejercido a través de los numerosos componentes descritos
previamente: proteinas inmunolégicamente activas como la lactoferrina, lactadherina o
la sIgA; prebidticos como nucleotidos, lactosa u oligosacaridos. Estos dltimos ademas
ejercen su funcion mimetizando antigenos bacterianos y compitiendo por los receptores
a nivel intestinal. Adicionalmente, glicosaminoglicanos, gangliésidos, proteinas de la
membrana del glébulo graso (mucinas) y las citoquinas y quimioquinas actuando como
comunicadores celulares completan la lista de elementos antiinfecciosos de la LH (71-
77).

El andlisis de la capacidad bactericida de la LH puede realizarse mediante la capacidad
de bacteriolisis de Escherichia coli NCTC 911 serovar O111:k568(B4):H-, exponiendo
dicha cepa a LH y calculando la diferencia en los recuentos de E. coli en los controles y
en las muestras de LH, expresado como porcentaje del recuento de la muestra control.
(78)

2. BANCOS DE LECHE HUMANA' Y LECHE HUMANA DONADA

Los RN pueden no disponer de LH de su propia madre por diversos motivos: enferme-
dad materna, contraindicaciones para la lactancia materna, deseo materno de alimenta-
cion con formula. En ocasiones la dificultad estriba en el establecimiento de la lactan-
cia los primeros dias, o en producir volumen de LH suficiente que cubra las necesidades
del RN. En el caso de RNP existe consenso en considerar la posibilidad de utilizar la
leche humana donada (LHD) pasteurizada, proporcionada por un banco de leche huma-
na (BLH) como la mejor alternativa, especialmente por su efecto protector frente a la
enterocolitis necrotizante (1,79,80). Los BLH estan ampliamente distribuidos en algu-
nas regiones del mundo: en Europa funcionan 203 bancos agrupados en la European
Milk Bank Association (EMBA). En Espafia hace aproximadamente una década se im-
plant6 el primer BLH, existiendo 8 en la actualidad. EI BLH del Hospital Universitario

y Politécnico La Fe (HUPLF) fue el tercero inaugurado en Espafia e inicid su actividad
en Marzo 2010. La finalidad de los BLH es proporcionar LHD que ha sido procesada y

analizada para garantizar su calidad y seguridad. Desde su inauguracién en Marzo 2010

24



INTRODUCCION

hasta el 30 de Junio de 2015 el BLH ha distribuido 2130 litros de LHD proporcionada

por 720 madres donantes, a 950 receptores.

La presencia de un BLH en una unidad neonatal no interfiere con la lactancia de los
nifios ingresados; por el contrario, existe evidencia de que la tasa de LM al alta hospita-
laria es mayor en aquellas unidades neonatales dotadas de un BLH que en las que no

disponen de ello (81).
2.1. Procesamiento y conservacion de la LHD en los BLH

La LH es un producto bioldgico, y por lo tanto, un potencial transmisor de ciertas en-
fermedades infecciosas. Se ha descrito la presencia de bacterias: S. aureus, S.agalactiae,
E. Coli, Pseudomonas spp, Klebsiella spp., Serratia spp., Salmonella spp; virus como el
CMV, VIH, HTLV, VHB, VHC, parvovirus; y parasitos como el trypanosoma cruzi)
(82-84). Para controlar este riesgo, en los BLH se adoptan estandares aprobados inter-
nacionalmente, basados en la normativa que rige la donacion de sangre, tejidos u orga-
nos (85-87). A las candidatas a donar leche se les realiza a una entrevista clinica sobre
estado de salud y habitos de vida, junto con una extraccion de sangre para realizar estu-

dio serologico y de carga viral.

Adicionalmente, la LHD es sometida a tratamiento térmico para inactivar los potencia-
les virus. En la actualidad, el tratamiento térmico estandarizado es la pasteurizacion
Holder, es decir calentamiento a 62.5°C durante 30 minutos seguido de enfriamiento
rapido. Se estan investigando alternativas que probablemente pudieran alterar en menor
grado la composicion de la leche, como la pasteurizacion a elevada temperatura durante
corto tiempo, High Temperature Short Time (HTST) (88,89). Tras la pasteurizacion
(90), la LHD es conservada congelada a -20°C o -80°C hasta su distribucién, durante un

tiempo variable.

La conservacion y procesamiento de la LHD, indispensable para garantizar su seguri-
dad, puede conllevar alteraciones en las propiedades fisico-quimicas y nutricionales de

la LH e interferir en algunas propiedades bioactivas.

La congelacion permite alargar la vida util de la LH, ya que se minimizan los cambios
en la composicion de la leche, y se retardan los deterioros por procesos quimicos y fisi-
cos. Numerosos estudios han evaluado el efecto de la congelacion sobre las propiedades
de la LH, microbiolégicas, nutricionales y funcionales.
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A) Efecto sobre propiedades microbiolégicas: se ha descrito que durante la congelacion

se inhibe el crecimiento bacteriano y pueden destruirse algunos virus (91,92).

B) Efecto sobre propiedades nutricionales: desde el punto de vista nutricional se han
referido una disminucion de contenido en grasa del 13% y calérico del 8% tras 3 meses
a -20°C (93), disminucion de la lisina disponible aunque no el contenido proteico total

tras 15 dias a -20°C (94), y no se han descrito cambios en la lactosa ( 95).

C) Efecto sobre propiedades funcionales: la congelacion a -20°C durante un mes dismi-
nuye la concentracion de lisozima, IgA soluble, actividad lactoperoxidasa, sin cambios
en la lactoferrina. (96). Se ha descrito la estabilidad de la actividad bactericida durante
la refrigeracion hasta 72h o en congelacion durante 7 dias, pero un descenso significati-
vo de esta propiedad si la misma refrigeracion se prolonga durante 96 horas (97). La
capacidad antioxidante total no se modifica durante la refrigeracion hasta 96 horas
(91,98), pero durante la conservacion en frio prolongada hasta 60 dias se ha demostrado
un descenso de la actividad glutation peroxidasa ( ya presente a los 30 dias) y un au-

mento de los niveles de malondialdehido (MDA) (99).

La pasteurizacion también conlleva pérdida de componentes bioactivos: se han descrito
reducciones significativas en los niveles de slgA, lisozima, lipasa estimulada por sales
biliares, citokinas, lipasas, TGk-y adiponectina, entre otras proteinas (100,1043. L
multiples ciclos congelacion-descongelacion unidos a la pasteurizacién parecen ser lo
mas dafino para algunas proteinas (96). Pocos estudios han evaluado la capacidad bac-
tericida tras la pasteurizacion, y los resultados indican que ésta disminuye tras el trata-
miento térmico (102,103). La capacidad antioxidante también se ve afectada negativa-
mente: se ha demostrado una disminucién de la capacidad antioxidante total y de la glu-

tation peroxidasa tras la pasteurizacion (104).
2.2. Liofilizacién como alternativa a la congelacié

La liofilizacién o deshidrocongelacion es un procesel que se congela el producto y
posteriormente se introduce en una camara de vacio para reasiegpatacion del agua

por sublimaciénDe esta manera se elimina el agua desde el esthdo abgaseoso

del ambiente sin pasar por el estado liquido. Para acelerar el proceso se utilizan ciclos
de congelacion-sublimacién, con los que se consigue eliminar practicamente la totalidad
del agua libre contenida en el producto origipagservando la estructura molecular de

la sustancia liofilizada.
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Es una técnica de conservacion muy apreciada para productos complejos que requieren
garantias de calidad, tales como farmacos, cepas microbianas, vacunas, tejidos biologi-
cos y algunos alimentos (105). Previene el crecimiento bacteriano y retrasa la oxidacion
grasa (106). El uso de la liofilizacion para el almacenamiento de la LM puede ser una
buena alternativa a la congelacion, alargando la viabilidad del producto, reduciendo el
espacio de almacenamiento y facilitando el transporte, con la consecuente reduccién de
costes (105,107). Hasta la fecha esta técnica ha sido escasamente explorada, y los traba-
jos publicados se han limitado al estudio de los efectos sobre vitaminas, acidos grasos, o
capacidad antioxidante (108). Los efectos de la liofilizacion sobre la compaosicion nutri-

cional y las propiedades microbiolégicas de la LH no han sido claramente establecidos.
2.3. Control de la leche humana donada en los bancos de leche.

La LHD es un producto bioldgico, con un riesgo inherente de transmision de enferme-
dades infecciosas, lo que puede suponer una limitacion en su empleo. Este riesgo se
controla con la entrevista, la analitica realizada a la madre, el tratamiento térmico y el
cultivo post pasteurizacion de la LHD. No se acepta para su distribucion ningun lote en

el que haya algun tipo de crecimiento bacteriano tras la pasteurizacion.

La variabilidad de las caracteristicas de las madres donantes es otra limitacion: con fre-
cuencia difieren de las madres de los receptores en la edad de gestacion y el momento
de lactancia. Se ha descrito una gran variabilidad de la composicion de la LHD que pro-
porcionan los BLH (109). La idoneidad nutricional de la LHD es un tema de debate
abierto. Se ha descrito un menor crecimiento a corto plazo en los RNP alimentados con
LHD frente a férmula, aunque estas diferencias no fueron significativas en el segui-
miento a largo plazo (80) Por este motivo, y considerando que las necesidades nutricio-
nales son diferentes entre los RN, es muy recomendable la incorporacion de analizado-

res de macronutrientes a los BLH.
3. LA NUTRICION DEL RECIEN NACIDO PRETERMINO.

La nutricion de los RNPT constituye un auténtico desafio para el neonatélogo por varios
motivos: proporcionar los nutrientes adecuados para un crecimiento postnatal igual al
menos al crecimiento intradtero en el contexto de nacimiento prematuro y comorbilida-
des importantes es extremadamente dificil: por otra parte, la inmadurez de su sistema
digestivo y neuroldgico obliga a una introduccion lenta y progresiva de la alimentacion

enteral, lo que implica que durante semanas o meses la LH sea suministrada por sonda,
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sufriendo una manipulacion previa que repercutira de forma variable en sus componen-

tes bioactivos.

A partir de la maduracion del reflejo de succién deglucion, en torno a las 34 semanas, se
produce la transicién a la alimentacién por succion, de forma ideal directamente al pe-

cho.
3.1. Prematuridad y vulnerabilidad frente a la desnutricion postnatal
3.1.1. Incidencia y consecuencias de la desnutricion postnatal.

Los avances en la atencidén neonatal en las Ultimas décadas se han acompafiado de una
mejoria en la supervivencia, sin embargo persiste una elevada incidencia de retraso de
crecimiento extrauterino. La incidencia publicada es ampliamente variable debido a la
heterogeneidad de definiciones, intervenciones nutricionales y poblacién estudiada, con
cifras que oscilan entre el 11-97%. La definicibn mas apropiada seria la que contempla

la evolucidn del percentil del peso o el aumento de la desviacion estandar al alcanzar la
edad corregida de a término, mejor que al alta hospitalaria, debido a la variabilidad en
las practicas de distintos centros. Stoll publica una incidencia de peso < pl10 a las 36
semanas de edad postconcepcional del 79% en RNP con EG < 28 semanas (110).

Si bien el impacto de la nutricion en las etapas iniciales de la vida en el crecimiento se
demostré hace afios (111), en los Ultimos afios se ha reconocido, ademas, la repercusion
sobre el desarrollo neuroldgico de los RNP, tanto estructural como funcionalmente
(112,113). En los ultimos afos se ha establecido la relacion de este desarrollo con la
gravedad de la patologia en el periodo neonatal (112). Es relevante el concepto de la
“ventana de oportunidad” que supone esta etapa de la vida: comparando la velocidad de
crecimiento en el periodo comprendido entre el nacimiento y la edad postmenstrual de
40 semanas, con los periodos entre las 40 semanas y los 4 meses, y entre los 4 y 12 me-
ses de vida; solo el adecuado crecimiento en la primera etapa tuvo impacto significativo
en el neurodesarrollo posterior. Por tanto, el periodo postnatal inmediato se convierte en

un periodo critico de intervencion nutricional (114).
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3.1.2. Patron de oro del crecimiento postnatal y recomendaciones nutricionales.

El gold standard del crecimiento postnatal es desconocido, y se acepta como mejor op-
cion el objetivo de lograr un crecimiento al menos igual al crecimiento intrauterino es-

perado (115). Con esta finalidad los ultimos afios se ha propugnado una nutricién de-
nominada por algunos “agresiva” generandose el debate sobre el riesgo asociado de

desarrollo de sindrome metabdlico en la edad adulta. (116).

La European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (ESPG-
HAN) ha publicado recomendaciones nutricionales para la alimentacion enteral y paren-
teral de los RNP (117,118).

3.1.3. Abordaje de la nutricion del recién nacido prematuro

Desde hace diez o quince afios afios se ha intentado implantar protocolos estandarizados
de alimentacién, que incluyen la combinacion de nutricion parenteral precoz y la intro-
duccion de la nutricion enteral minima o trofica, seguida del aumento progresivo de la
nutricion enteral junto con la reduccidn progresiva de la nutricion parenteral hasta al-
canzar los aportes totales. La comparacion de esta practica con controles historicos
muestra beneficios como son una recuperacion del peso al nacimiento mas precoz, lo-
grar la alimentacion enteral completa mas precozmente con menor duracion de la nutri-
cion parenteral, y alcanzar mejores valores antropométricos a las 36 semanas de edad
postmenstrual o al alta del periodo de hospitalizacion (119,120). Los protocolos estan-
darizados se asocian a menor incidencia de ECN y de sepsis de comienzo tardio, y de
las patologias relacionadas con el retraso de crecimiento extrauterino (RCEU)
(121,122).

3.1.3.1 Fortificacion clasica y nuevas formas de fortificacion

Aunque la LH es el alimento de eleccion y, en su defecto, la LHD se considera la mejor
alternativa especialmente por su proteccion frente a la ECN, en ambos casos (especial-
mente con la LHD), las necesidades caléricas, proteicas, de minerales y vitaminas no se
alcanzan (117). Los fortificantes de leche humana (FLH) se han disefiado para suple-
mentar la leche materna en energia, proteinas, calcio, fosforo, vitaminas, y en ocasiones
hierro. La mayoria estan elaborados a partir de proteina bovina; aunque existe un forti-
ficante elaborado con leche materna donada, actualmente no comercializado en Espana.

Los suplementos estan indicados en €82 semanas de gestacion (SG) o PN < 1500
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gramos o en prematuros algo mas mayores que no toleran aportes elevados de leche
materna ¥180ml/kg/dia).

Existe evidencia acerca de los beneficios del uso de la LH fortificada (LHF o LHDF)
por lo que se ha consolidado como practica habitual del manejo nutricional de los RNP.
Se ha demostrado mejores tasas de ganancia de peso, talla y perimetro cefalico, mejores
resultados de balance nitrogenado y cifras mas elevadas de urea, albumina sérica, pro-
teinas totales y prealbimina, normalizacion de los indices bioquimicos de estado
mineral éseo, sin aumento de la incidencia de ECN (123).

La estrategia clasica de fortificacion, es decir, atribuir una composicion estable a la le-
che materna y afiadir una cantidad fija de fortificante, no se ajusta a las necesidades
reales de los recién nacidos pretérmino en ocasiones por exceso, pero habitualmente por
defecto de aporte proteico (124,125). Dado que el aporte de proteinas es, probablemen-
te, el principal factor limitante del crecimiento, se han disefiado nuevas estrategias de
fortificacion dirigidas fundamentalmente a aumentar el aporte proteico de la dieta.

Las dos estrategias de fortificacion individualizada se basan en el analisis de macronu-
trientes de la LH (denominada por algunos autores “fortificacion ajustable”), o en el
metabolismo proteico del RN (denominada por algunos autores “fortificacion
individualizada”). En este trabajo se refiere como fortificacion individualizada (FI) a los
dos métodos, porque ambos se diferencian de la fortificacion clasica o standard en que
su objetivo es individualizar los aportes que el paciente finalmente recibe, aunque sea
por vias diferentes. La Fl basada en el analisis periddico de la LH se basa en dicho re-
sultado para adicionar la cantidad necesaria de fortificante hasta cubrir las necesidades
tedricas segun las recomendaciones actuales. Esta estrategia ha demostrado reducir de
manera significativa la variabilidad en los aportes nutricionales permitiendo mantener la
ingesta proteica y la ratio proteina:energia en el intervalo de las recomendaciones nutri-
cionales (126) y mejorar el crecimiento (127). La Fl basada en el metabolismo proteico
se basa en la determinacion periédica de urea como marcador de estado metabdlico pro-
teico y el aumento o disminucion de la cantidad de proteina a aportar hasta lograr las
cifras deseadas. También se ha descrito una mejoria de la ganancia ponderal (124). Re-
cientemente Biasini ha publicado una mejoria en el desarrollo neurolégico en los RNP
gue recibieron un mayor aporte proteico (3,5g/kg vs 4,8 g/kg) (128).
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La necesidad de fortificar de una manera individualizada ha quedado bien establecida,
sin embargo, no esta claramente definido como hacerlo. Algunos estudios (127) afiaden
mas cantidad del fortificante con multicomponentes, con la desventaja potencial de
aportar un exceso de vitaminas o0 minerales. En otros estudios (129) se afiladen médulos
de grasa, hidratos de carbono y fundamentalmente proteina para optimizar la fortifica-
cion, no encontrado efectos secundarios. Sin embargo, estos estudios no estan dotados
de la suficiente potencia estadistica para valorar ciertos potenciales efectos adversos,
como por ejemplo su influencia sobre la incidencia de ECN. La adicion de fortificantes,
vitaminas, minerales, y otros nutrienteda leche incrementa su osmolaridad y este
hecho debe ser tenido en consideracion (130). Las recomendaciones sobre los limites
maximos de osmolaridad se definieron hace afios y estan basadas en recomendaciones
de expertos. Posteriormente no se han llevado a cabo estudios que proporcionen eviden-

cia sobre cual es el limite maximo de osmolaridad seguro (129).
3.2. Prematuridad y vulnerabilidad frente al estrés oxidativo postnatal.

En las ultimas décadas, la supervivencia de los recién nacidos nacidos muy prematura-
mente ha aumentado sustancialmente. La supervivencia de nifios nacidos a las 24 y 25
semanas de edad gestacional aument6 de 25 a 50% a comienzos de los 90 a del 40-60%
en los 2000 en Europa y Norteamérica. El descenso de la mortalidad es atribuible a va-
rios factores como la regionalizacion, la generalizacion del uso de los corticoides ante-
natales, nuevas modalidades de ventilacion mecanica y el uso del surfactante. Sin em-
bargo, este aumento de supervivencia no se ha acompafiado en paralelo de un descenso
simultaneo de la morbilidad. La prevalencia de complicaciones serias como la retinopat-

ia de la prematuridad, la displasia broncopulmonar, la leucomalacia periventricular o la
desnutricion postnatal ha permanecido inalterada especialmente en el grupo de recién

nacidos muy prematuros (131).

Como se ha indicado en parrafos anteriores, el sistema antioxidante de los recién naci-
dos prematuros (RNPT) es inmaduro lo que les predispone a la denominada “Enferme-
dad por radicales libres de la prematuridad”. Los radicales libres derivados del estrés
oxidativo son factores contribuyentes relevantes de una respuesta inflamatoria generali-
zada, base para el dafio organico o sistémico. El estrés oxidativo es un factor clave en el
desarrollo de patologia propia de la prematuridad como la displasia broncopulmonar
(DBP) (132), la ECN (133), la ROP grave (134) o la leucomalacia periventricular
(LMPV) (135).
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Los recién nacidos alimentados con formula presentan un aumento de marcadores de
estrés oxidativo en orina (136). En recién nacidos prematuros alimentados con LM tam-
bién se ha objetivado una mejor defensa frente al estrés oxidativo, presentando una me-
nor eliminacion de marcadores de dafio oxidativo al DNA en orina (137,138). La adi-
cion de fortificante de LH en un estudio permiti6 observar que esta proteccidon no se
mantenia en la LHF (139).

4. VIAS DE OPTIMIZACION DE LA ALIMENTACION DEL NEONATO CON
LECHE MATERNA

Actualmente las unidades neonatales atienden a un niumero creciente de pacientes inma-
duros extremadamente vulnerables en los que la nutricion en la etapa inicial ejercera un
papel determinante en su desarrollo posterior. La lactancia materna al pecho es el patrén
de oro de la alimentacion, pero la realidad es que durante semanas o0 meses, para benefi-
ciarse de la LH, ésta debera ser extraida, refrigerada o congelada, pasteurizada en el
caso de la LHD, y administrada por sonda. El desafio consiste en proporcionar una
LH, de madre propia o donada, que preserve todas sus propiedades beneficiosas y que

aporte los nutrientes adecuados.

La LH es un importante factor ambiental potencialmente modificable. La intervencion
es factible en varios estadios: modificando la dieta materna, para aumentar la capacidad
antioxidante (140,141) o mejorar el perfil lipidico (142), posteriormente mediante la
fortificacion con multicomponentes (143) o incluso mediante la adicion de otros com-
ponentes bioactivos en estudio como BSSL, probidticos, lactoferrina o inositol, que
pueden conferir beneficios adicionales tan importantes como mejorar la absorcion grasa
(144), disminuir la incidencia de ECN (145) y sepsis (146) e incluso disminuir la morta-
lidad (144-146).

La LH es un recurso muy valioso en las unidades neonatales, y como consecuencia de
su valoracion se esta produciendo un cambio en la concepcion y el abordaje de su utili-
zacion por parte de los profesionales que la manejan, creandose unidades de procesa-
miento de LM, dotadas de recursos materiales y humanos adecuados, tecnélogos de
alimentos, dietistas, y otragc (147). Hay un interés creciente por la investiaen

cada uno de los pasos implicados en la alimentacion con LH que puedan optimizar su

utilizacion. Entre las lineas a desarrollar se encuentra la busqueda de técnicas de con-
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servacion que preserven la capacidad antioxidante, técnicas alternativas de conservacion

como la liofilizacion y el andlisis de LH en las unidades neonatales y los BLH.

Esta tesis doctoral basada en la linea de trabajo del analisis de la leche materna recoge
el trabajo realizado y los resultados publicados en los siguientes articulos:

[) Comparison of mid-infrared transmission spectroscopy with biochemical methods
for the determination of macronutrients in human milk. Silvestre D, Fraga M, Gor-
maz M, Torres E, Vento M. Matern Child Nutr. 2014 Jul;10(3):373-82.

II) Estabilidad de la capacidad antioxidante y pH en leche humana refrigerada durante
72 horas: estudio longitudinal. Miranda M, Gormaz M, Romero FJ, Silvestre D. Nutr
Hosp. 2011 Jul-Aug;26(4):722-8.

[I) Human milk bactericidal properties: effect of lyophilization and relation to maternal
factors and milk components. Salcedo J, Gormaz M, Lopez-Mendoza MC, Nogarotto
E, Silvestre D. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2015 Apr;60(4):527-32.

IV) Role of human milk in oxidative stress associated with prematurity. Gormaz M,
Torres-Cuevas |, Cernada M, Kuligowski J, Cubells E, Escobar J, Vento M. Journal
of Pediatric Biochemistry 2013;3:169-177.
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I) Comparacion de la espectroscopia de transmision de infrarrojo medio con los

meétodos bioquimicos para la determinacién de macronutrientes en la leche humana.
Resultados de la validacion de los métodos

La Tabla 1.1 recoge la precision y la linealidad expresada como coeficiente de correla-

cion de los métodos empleados.

Tabla 1.1. Precision y linealidad de los métodos empleados.

METODO PRECISION (%) LINEALIDAD
COEFICIENTE DE CORRELACION r 2

Gerber lipidos 1.29% 0.9996
Bradford proteinas 6.91% 0.9977
Chloramine-T lactosa 2.15% 0.9928
Miris HMA lipidos 5.19% 0.9988
Miris HMA proteina 3.08% 0.9822
Miris HMA lactosa 1.40% 0.9975

Las figuras 1.1-1.3 muestran las diferencias entre los métodos bioquimicos empleados
para la determinacién de lipidos (Gerber)(148), proteinas (Bradford)(149) y lactosa
(Chloramine-T)(150) y el analizador de infrarrojos Human Milk Analyzer (HMA)

usando el método estadistico de Bland-Altman (151,152).

Asi, la Figura 1.1 muestra las diferencias media (-0.75) y la desviacion estandar 1.96
SD (0.92-2.34) del analisis de los lipidos mediante los métodos Gerber y HMA. El an&-
lisis mediante IR HMA muestra valores més elevados. Todos los valores estén incluidos

en el intervalo de confianza excepto dos.
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Figura 1.1.Diferencie en la grasa entre el método HMA- Gerber
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En la Figura 1.2 smuestra las diferencias media (0.6) y desviacé&siande 1.96 SD
(0.07-1.12) de ldeterminacio de proteina mediante los métodradforc y HMA. El
modo Bradford muestraalores mas elevados que el método HVEBN1 embargo, todos
los valores estan dentde! intervalo de confianza. Las diferenciasmoestra ninguna

tendencia estadisticamesignificativa.

Figura 1.2.Diferencie en la proteina entre el método HMBRADFORI
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La Figura 1.3 representas diferencias media (1.99) y la desviaciéstande 1.96 SD

(0.32—- 4.5) de la lactosketerminad mediante el métodGhloramineT y el método
HMA. Los valores ddactos: determinados mediante el métodbloramine™ son mas
elevados que logbtenido mediante el HMA. Todos los valoregceptt uno estan de-
ntro del intervalo deonfianze Las graficas muestran la tendenciansaumento en las

diferencias con valorasayore de lactosa.

Figural.3 Diferencia ete lactosa entre el método HMA- CLORAMINE T
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La Tabla 1.2 muestra loslores medios y DS para lamacronutriente (lipidos, protei-
na y lactosa). Laplicacior del test t de Student para datos pareadosstri que las
diferencias mediante ahdlisi: directo con HMA y el andlisis con taetodologi tradi-
cional son significativaparz los tres nutriented?(< 0.01 yP < 0.001pare lipidos, pro-

teinas y lactosagspectivamente

Tabla 1.2.Comparacionde concentraciones de lipidos, proteinakgtos: (expresa-
das en g/100 mlyeterminada con el autoanalizador pomfrarrojos (HMA) y los
métodos convencionales laboratorio (LAB) utilizando la t d&tuder para muestras
pareadas.

Componentes n HMA LAB p
(g/200mL)
Lipidos 32 4.29 +1.43 3.59+1.13 <0.01
Proteinas 3€ 0.59+0.29 119+ 0.27 <0.001
Lactosa 32 49+0.17 6,89 £0.91 <0.001
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Tras confirmar la existencia de diferencias entre los métodos, evaluamos la existencia

de una relacién linear entre ellas.

Las Figuras 1.4-1.6 representan los scatter plots para lipidos, proteinas y lactosa evalua-
dos tanto por los métodos tradicionales (representados como “bioquimicos) como auto-
matizado. El andlisis de regresion para los lipidos ( Fg 1.4) muestra un cociente de

correlacion significativo # 0,81 (p < 0,001).

Figura 1.4. Correlacion andlisis de grasa mediante autoanalizador y método bioquimico.
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El andlisis de regresion para proteinas también muestra un cociente de correlacion sig-
nificativo r = 0.53 (p < 0.02).
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Figura 1.5. Correlacién arsis de proteinas mediante autoanalizador ytadé bioquimico.
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El analisis de regresidambiér muestra un cociente de correlacisignificativc para la
lactosa r = 0.40 (p<0,02).

Figura 1.5. Correlacién arisis de lactosa mediante autoanalizador ytooké bioquimico.
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[I) “Estabilidad de la capacidad antioxidante y pH en leche humana refrigerada

durante 72 horas: estudio longitudinal”.

Se analizan el pH y los contenidos de malondialdehido (MDA) y capacidad antioxidante
total (CAT), y su estabilidad bajo las condiciones de refrigeracion, asi como las relacio-

nes entre ellos.
Los valores medios de los parametros evaluados, para cada etapa de refrigeracion con-

siderada se muestran en la tabla 2.1

Tabla 2.1. pH, concentracion de MDA y CAT en leche fresca y en leche mantenida a 4°C
durante 12h, 24h, 36h, 48h. ( Valor medio + desviacién estandar)

Tiempo de pH MDA (uM) CAT ( mmoles equivalentes
almacenamiento (21 valores = todos) de Trolox)

Fresca 7,5+%0,16 1,15 + 0,07 68,55 + 15,74

12h 7,28 £0,15 1,36 + 0,23 67,48 + 18,58

24h 7,09 £ 0,22 1,7+£0,49 63,07+ 14,87

36h 6,83 £ 0,26 2,50+ 0,32 67,78 + 17,81

48h 6,70 + 0,19 2,47 1,02 63,02 + 20,56

Todas las poblaciones estudiadas, mostraron una distribuciéon normal en los tres para-
metros analizados, lo que permitié aplicar ANOVA multifactorial (de 2 factores: mujer

y tiempo de almacenamiento en refrigeracion) como pruebas estadistica.

El estudio longitudinal de la evolucion de los parametros mostré los siguientes resulta-

dos:

Los valores de pH en leche fresca presentaron una amplia variabilidad, con valor maxi-

mo de 7,68 y minimo de 7,07, siendo la mediana 7,56.

El pH de la leche presenta variaciones altamente significativas para los dos factores
analizados: mujer donante y tiempo de almacenamiento (p = 0,0000, en ambos). El pH
desciende desde leche fresca hasta el final del estudio de forma progresiva y significati-
va entre cualquiera de las etapas consideradas, como puede observarse en la figura 2.1.
Asi, el pH es maximo en leche fresca (7,50 + 0,16) y, a partir de este momento, des-
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ciende bruscamentpresentanc en cada una de las etapas un vsignificativament

mayor que en Iaiguiente obteniendo el minimo valor de pH a K& horas de extra-
ccion (6,70 £ 0,19).

Figura 2.1 pH de lechbumana evolucién longitudinal. Leche fresca (pu®oy leche mantenida
a 4°C durante 12h, 24h, 3§%8h. Intervalos para la media. Test LSD.
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Los valores de MDAeche fresca presentaron una amplia variabilidaxh valor maxi-

mo de 1,09 y minimo d&,28 siendo la mediana de 1,15.

En la tabla 2.1 puedeomprobars el incremento de la concentracida MDA que se
obtuvo a lo largo deéstudio La aplicaciéon del ANOVAmultifactoria indica que los
cambios presentados est¢ marcador de oxidacion lipidica sestadisticamen signi-
ficativos en relacion diempc de almacenamiento en refrigeracion=®,0015), pero
no respecto a laariabilidac encontrada entre las mujeres donafis). Las diferen-
cias existentes entre lasapa analizadas se evidenciaron @plicacior posterior del
test LDS (fig. 2.2). Compued« observarse en la figura 2.2,dancentracio de MDA
aumenta ligeramentdesd: el inicio, en leche fresca (1,15 £ 0,6M), aunque este
incremento no esignificativc durante las primeras 24 horasré&igeracior A partir
de este punto, si lzfrigeraciol se prolonga hasta las 36 horas;dacentracio obteni-
da de MDA alcanza vald,5C £ 0,49 mM, aumento significativestadsticamente res-
pecto a los anteriorepermanecienc constante a partir de aqui hastdinal del estu-
dio.
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Figura 2.2. Concentraciéde MDA en leche humana: evolucion longitudinagche fresca (0Oh)

y leche mantenida a 4#furante 12h, 24h, 36h y 48h. Intervalos para la mediest LSD.
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Al igual que logparametrc anteriormente evaluados, la CAbtenid: en leche fresca
presenté una ampligariabilidad con valor maximo de 90,95mginimc de 39,45, sien-
do la mediana 73,8@omc puede comprobarse en la tabla 2.1ddeerminacié de la
capacidad antioxidantgloba de la leche humana presenta wmar variabilidad en
todas las poblacionemalizada: El analisis estadistico multifactorialdice variaciones
significativas entre lamujere: donantes (p = 0.0000), sin embargnlos son en rela-
cion al tiempo dalmacenamien (NS), indicando que la capacidadtioxidante global
permanece sin cambiaggynificativos desde el inicio, leche frestast: el final del es-

tudio, tras refrigeraciédurant«48 horas, tal como muestra la figa.8.
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Figura. 2.3 Capacida@ntioxidant« total de leche humana ( CAT, moésgiivalente de Tro-
lox): evolucién longitudinalleche fresca (0h), y leche refrigerada a 48Qrante 12h, 24h, 36h
y 48 h. Intervalos para leedia Test LSD

Means and 95,0 Percent LSD Intervals
72F :
70E ]
68 - ' , . .

CAT
2

0 12 24 36 48
tiempo

La posible relacién entr®s parametros evaluadores de la capacataxidant de la

leche y el pH de la misnsx analizé por aplicacion de un analisisrdgresiol lineal.

Los resultadogncontradc no mostraron relacion significativa entrepél y la CAT en
leche humana. Siembargc el descenso en el pH si se relacioneersament con la

concentracion de MDAecn la siguiente ecuacion:
MDA = 11,3058-1,35819*pH

En la figura 2.4 senuestri la representacion del analisis @gresiol lineal entre los
valores de pH y MDAobtenido en la evolucion longitudinal en lechemana refrige-
rada. El coeficiente deorrelacin del andlisis (R = -0,6876) indicpie entre ambas
variables existe uneelacior inversa de fuerza moderada. Pudieafional que dicha
relacion entre ambgsarametrac es altamente significativa, camtervalc de confianza
del 95%, (p = 0,0001).
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Figura 2.4 Correlaciérentre concentracion de MDA y pH en ledimemana evolucién lon-
gitudinal en refrigeracion giempo Oh, 12h, 24h, 36h y 48 h.

4F T T MDA = 11,3058 - 1.35819*pH
3 Correlation Coefficient = -0,687574
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[ll. Human milk bactericidal properties: effect of lyophilization and relation to

maternal factors and milk components

Efecto del método de conservacion sobre el recuento bacteriano

La Tabla 3.1 muestra los resultados obtenidos en los analisis microbianos de microor-
ganismos aerobicos mesofilic&, aureusS. epidermidisy Enterococcus spp., en las
muestras congeladas a -20°C, muestras congeladas a -80°C, y muestras congeladas a

-80°C con liofilizacion subsiguiente.

Tabla 3.1 Recuentos microbianos en LH congelada a -20°C, -80°C vy liofilizada.

-20°C -80°C Liofilizacion
Recue_nto % Recue_nto % Recue_nto %
microbiano microbiano microbiano
Microorganismos 29690 + 9830* 85 24065 + 2500* 100 15107 + 281" 95
aer6bicos mesofilicos (90-4,100,000) (270-101,000) (270-101,000)
1171 £ 1010* 2950 + 730* 611 + 90*
S. aureus 200-32000 0 (100-13000) ©9 (423000 °
. - 14443 + 1290* 7057 £ 480* 5154 + 310
S. epidermidis (2410-47,000) S0 (260-24300) 2°  (760-16700) '°
99202 + 6090 807 + 60 488 + 70
Enterococcus spp (280-202000) 20 (200-1460) 2°  (300-620) 2°

Resultados expresados como media + desviacion estandar (n= 20x3) UFC/m.
* indica distribucion no normal. "indica diferencia estadisticamente significativa

( p<0.05) respecto a congelacion a -20°C
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El test de Kruskal-Wallis, prueba no paramétrica que indica las diferencias en
poblaciones no normales, se utilizé para valorar el efecto del método de conservacion
sobre los recuentos de cada una de las especies microbianas indicando que la congela-
cion a -80°C vy la liofilizacion resultaron en diferencias significativas (p<0.05) en los
recuentos de microorganismos aerdobicos mesofiliGsepidermidisEspecificamente,
la liofilizacién disminuyé significativamente los recuentos de ambos grupos de orga-
nismos, mientras que la congelacion a -80°C sélo afeBtéepidermidis, con una dis-
minucion en el contaje respecto a la linea de bas8. BHureusmi Enterococcusspp.
mostraron diferencias significativas en los recuentos ni en las muestras liofilizadas ni en
las congeladas a -80°C comparandolas con los correspondientes recuentos en las mues-
tras almacenadas a -20°C.

Efecto del método de conservacion en la capacidad bactericida de la leche.

Todas las muestras analizadas mostraron capacidad bactericida. La Tabla 3.2 muestra la
capacidad bactericida de las muestras congeladas a -20°, a -80°C y a -80°C seguido de

liofilizacion. Se confirmo la distribucion normal en todos los casos.

Tabla 3.2. Capacidad bactericida de la LM congelada a -20°C, -80°C vy liofilizada.

Media + DE Rango efecto bactericida
Congelacion a -20°C 63,60 £ 13,75 38,24 - 91,62
Congelacion a -80°C 69,15 + 21,13 32,06 - 98,57
Liofilizacion 63,09 + 21,61 21,88 - 94,85

Resultados expresados como media + DE (n=20) de la inhibiciéhodéi (%) respecto

al control.

El analisis con ANOVA multifactorial para investigar si la naturaleza de las
muestras de LM o el método de conservacion de la LM influyeron en la capacidad bac-
tericida no mostré diferencias significativas atribuibles a las donantes o el método de
conservacion empleado. La liofilizacion de la LM no produce pérdidas significativas en

la capacidad bactericida.
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Efecto de los factores maternos (edad gestational y tiempo postparto) en la capacidad

bactericida de la leche.

Se analizo la posible relacion entre las propiedades de la LH (tiempo postparto y
edad gestacional) y su capacidad bactericida. La tabla 3 refleja la capacidad bactericida
correspondiente a la etapa inicial de la lactancia y la leche madura, y la LH de madre de
RNT y de RNP. La distribucion fue normal en todos los casos.

Tabla 3.3. Capacidad bactericida en funcion de la etapa de la lactancia: inicial o leche

madura, y del momento del parto: pre término o a término.

Media + DE n Rango efecto

Bactericida
Calostro 66,90 + 15,19* 20 44,12 -88,71
Leche madura 75,38 £ 11,94 37 52,28-96,57
Parto pretérmino 64,39 + 15,61# 27 37,50-92,81
Parto a término 73,43 +12,90 25 47,31-90,90

Resultados expresados como media + DE de la reduccion del crecimiento de E.
coli comparado con el control. *Indica diferencias estadisticas (p<0.05) respecto a la
leche madura. # Indica diferencia estadistica ( p<0.05) respecto a las muestras de madre

con parto pretérmino.

Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) tanto para el tiempo postpar-
to y la edad gestacional. De hecho, las muestras de leche madura tenian mayor capaci-
dad bactericida que el calostro, y las muestras de madres con partos a término tuvieron

mayor capacidad bactericida que las de madres con parto prematuro.

Relacién entre la capacidad bactericida y la composicién nutricional de la leche.

Se analizé la relacion entre la capacidad bactericida de la LH y su contenido en
grasa, proteinas y lactosa en 30 muestras. La capacidad bactericida media de esas mues-

tras, expresada como el porcentaje de inhibicion de crecimiento de E. coli fue 63.60x
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13.75 %. Este valor sencuentr en el mismo rango obtenido en ldsma apartados
del estudio

Lasconcentracion¢ medias (en g/100 mL) de grapepteinas y lactosa de las
muestras fueron 3.45%80 1.07 £ 0.54 and 6.90 + 0.3&spectivament

El andlisis deegresid multiple usando la capacidédctericidi de las muestras
como variabledependient y la concentracion de los tregacronutriente mencionados
como variablesndependiente no reveld ninguna relacion significatipara ninguno de
ellos (p > 0.05).

Relacién entre lgapacida bactericida y el contenido en gangliésigascido sidlico de

la leche.

El estudio de laelacior entre la capacidad bactericida y smponente fun-
cionales se llevé a caler 15 muestras. Su capacidad bactericitdic fue 70.83 £
25.08 %. Laconcentracié media de acido sidlico y gangliésidimdale: fue 230.00 +
22.10 mg/l y 550.80 260.0( ug/l, respectivamente.

El analisis daegresidl multiple de la relacion entre tapacida bactericida de
la leche y su contenidmtal en ganglidsidos y acido sialico revelde correlacion sig-
nificativa (p = 0.0000). Laelacior significativa se obtuvo con ebntenid: total de GG.
Ni la concentracion décidc sialico, ni la concentracién de ningunolde componentes

parciales de la fraccion d&G (GM3, GD3, GT3) mostraron relaci@mnificativa.

Figura 3.2 Relacion entrel efecto bactericida y contenido total ganglidsidos coeficiente
de correlacior de r? = 0.847¢

Component+Residual Plot for bactericida
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La optimizacion de la nutricion de los RNP, especialmente los de mayor riesgo como
los de MBPN, constituye una prioridad asistencial actual, y ha fomentado un intenso
desarrollo de la investigacién en este campo. Partiendo de la evidencia de la superiori-
dad de la LM, demostrada en numerosos estudios, hoy la investigacion se enfoca en la
preservacion de sus propiedades cuando se requiere una manipulacion previa a la inges-
ta y para una correcta suplementacion. En un futuro, posiblemente, los conocimientos
en ingenieria genética y de procesos se aplicaran a la LHD y los BLH para poder pro-

porcionar la LHD que mas se ajuste a las necesidades de cada RNP.

I) Comparison of mid-infrared transmission spectroscopy with biochemical

methods for the determination of macronutrients in human milk.

En el primer estudio queda demostrado que los métodos automatizados de andlisis de
LH son una interesante opcidn por sus ventajas practicas pero también que la calibra-

cidn periddica es necesaria para la extrapolacion de los resultados al campo clinico.

Las ventajas que ofrece el uso del HMA ddn:precisar un pequefo volumen de mues-

tra de leche; (2) minimo entrenamiento del personal que realiza el analisis; (3) el equipo
es facilmente transportable y precisa un pequeio gasto de reactivo; (4) su rapidez que
permite disponer del resultado en un minuto. El estudio apoya dichas ventajas y sugiere
gue este método puede ser facilmente incorporado a los BLH para el analisis de rutina
de la LHD o a la cabecera del paciente para el andlisis de la leche de madre propia. Uti-
lizando un volumen de muestra de <2ml y en so6lo 1 minuto, el HMA puede determinar
la concentracion de los tres principales nutrientes ( lipidos, proteinas y lactosa) y calcu-
lar el valor calérico correspondiente. Ademas, el uso de un Unico instrumento reduce
considerablemente los consumibles necesarios y la formacion de los técnicos. En com-
paracion, las técnicas convencionales de laboratorio precisaron un volumen total de 25
mL, con duracion de aproximadamente 150 minutos y entrenamiento prolongado de los

técnicos para cada método.

Para la evaluacion de la validez del analisis de los nutrientes de la leche por HMA se
seleccionan los métodos oficiales establecidos para determinacion de grasa (método
Gerber)(148), lactosa (método de la cloramina T)(149), mientras que para la determina-

cion de proteinas se desestimo6 el método oficial (Kjendhal)(153), dado el elevado con-
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tenido de nitrdgeno no proteico en leche humana, eligiendo el método Bradford para
este fin (151).

De forma inicial, se eligié para cuantificar el contenido graso total el método de Rose
Gottlieb recomendado por la Federacion Internacional Dairy para la cuantificacion de
grasa total (http://nmpf.org/washington_ watch/labeling/international). Debido a que en
los test preliminares se formaron emulsiones de grasa y reactivos con frecuencia, se

opto por utilizar el método Gerber para evitar este inconveniente (148).

Los resultados obtenidos concuerdan con los de otros autores (154-157): se han encon-
trado diferencias significativas en la concentracion de macronutrientes entre los méto-
dos tradicionales y HMA. Asi, el método de Gerber para la cuantificacion de la grasa en
la leche mostré concentraciones significativamente menores que el método HMA. Am-
bas técnicas mostraron la esperada variabilidad inter individual inherente a la LH, y las
concentraciones obtenidas con ambos procedimientos se encontraron entre los rangos
publicados para concentraciones de lipidos en LM (109,158-160). Aunque las diferen-
cias obtenidas fueron estadisticamente significativas, se observd una buena correlacion
entre los datos, sugiriendo que las diferencias podrian ser obviadas reajustando la cali-
bracion del analizador. Otros autores han obtenido resultados similares, comparando el
analizador con otros métodos bioquimicos (métodos de Folch y Rése Gottlieb, respecti-
vamente) (154,155Reciente y posteriormente a la publicacion de eatsjo, Fusch

ha publicado resultados de la comparacion de dos instrumentos que utilizan técnica de
infrarrojos (Near-infrared milk analyzer (Unity SpectraStar, USA) and Mid-infrared
milk analyzer (Miris, Sweden) con micrométodos para determinacién de macronutrien-
tes (Mojonnier, andlisis elemental y UPLC-MS/MS para grasa proteinas y lactosa res-
pectivamente). El amplio tamafio muestral y representatividad de las muestras otorgan
gran relevancia a sus resultados (157)(67). No hubo diferencias significativas entre las
determinaciones de grasa mediante método de referencia y el Miris HMA, si con los

resultados obtenidos con el otro instrumento, y la correlacion fue buena.

Las concentraciones de proteinas obtenidas con ambos métodos mostraron diferencias
importantes del orden de 0.59 g/100mL pero con diferencias de hasta 1.23 g/100 mL en
alguna de las muestras. Esta llamativa diferencia es un elemento preocupante ya que el
contenido proteico es el mas relevante para fortificar la LH. El andlisis de estas diferen-
cias muestra que el método Bradford obtiene resultados significativamente mayores que

el HMA en todas las muestras. La correlacion lineal entre las dos técnicas fue baja. Co-
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mo se ha ratificado en este estudio, la concentracién de proteinas en la LH es general-
mente mas estable que la de lipidos. En este sentido, la DS fue baja y similar en ambos
métodos pese al hecho de que la concentracidbn media obtenida mediante el método de
Bradford doblaba la obtenida mediante el HMA. Las concentraciones obtenidas con el
autoanalizador estaban muy por debajo de lo esperado segun lo documentado en la lite-
ratura (109,161) mientras que el método de Bradford obtuvo resultados dentro del inter-
valo esperado. Por tanto, en ausencia de muestras certificadas de LH y considerando los
parametros obtenidos con los dos métodos, parece razonable recomendar el ajuste y
calibracion del HMA antes de utilizarlo para la cuantificacion del contenido proteico.
Otros autores han conducido estudios similares utilizando la misma u otra técnica (
Bradford, Kjeldahl,) (154,155). Menjo (2009) encuentra también una infraestimacién de
las proteinas (154) y Casadio también describe diferencias significativas, aunque en este
caso el autoanalizador HMA sobrestimo la concentracion de proteinas en LH, opuesta-
mente a nuestros resultados (155). Fusch encuentra una infraestimacién media de 0.2
g/100 ml en el contenido proteico analizado con el HMA frente los métodos de referen-
cia (157). Las diferencias obtenidas en los diferentes trabajos pueden tener su origen en
las diferentes técnicas de laboratorio empleadas, y en la particular composicion de la
leche materna con un contenido de nitrégeno no proteico mas elevado que la leche bo-

vina.

La concentracion de lactosa mostré diferencias significativas, con concentraciones me-
nores en todas las muestras analizadas mediante el HMA, con valores préoximos a
5g/100 mL. Por tanto, el HMA parece infraestimar la concentracién de lactosa publica-
da en LH (161,162). En contraste, el método de laboratorio obtuvo valores coincidentes
con los esperados para la LH, un dato que refuerza su fiabilidad. Ademas de lactosa, la
cuantificacion mediante el método de Chloramine-T puede incluir otros azlUcares como
los oligosacaridos con terminales lactosa, que pueden estar presentes en cantidades
grandes y variables en la LM (162). Menjo (154) también encuentra diferencias signifi-
cativas en las determinaciones de lactosa comparando método HMA con cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC) particularmente en las muestras diluidas. La dilucién de
las muestras no esta contemplada en las instrucciones del instrumento y dado el volu-
men de la muestra (1ml) no es un aspecto relevante en la practica Eliisicia.(2015)
encuentra una pobre correlacion en las determinaciones de lactosa obtenidas mediante
los métodos basados en infrarrojos, que estan infraestimadas comparandolas con las

obtenidas por métodos de referencia (157).
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Se obtuvo una elevada precision y linealidad durante la validacion tanto de los ensayos
bioquimicos seleccionados como del HMA para determinar los macronutrientes, lo que
permite la comparacion critica de ambos métodos. Las limitaciones incluyen el peque-
flo tamafio muestral y la pérdida de algunas observaciones debido a la falta de volumen

suficiente para completar todas las determinaciones en cada muestra.

El uso de los autoanalizadores por infrarrojo, como el HMA, parece ser mas apropiados
como métodos de rutina en unidades de neonatologia y BLH. Sin embargo, se debe re-
velar que se requiere una frecuente calibracion con un standard altamente fiable, si se
utiliza con la finalidad de fortificar la LH administrada a RNP. Recientemente y poste-
riormente a este estudio el grupo de Billard ha planteado una estrategia de calibracién
del HMA (163). Aunque la influencia teérica de analizar la LH previamente a la FLH

es positiva, son necesarios mas estudios evaluando los beneficios sobre el prondstico
nutricional de incorporar a los protocolos de nutricion de RNPT el andlisis de rutina de
la LH yla LHD.

II) “Estabilidad de la capacidad antioxidante y pH en leche humana refrigerada durante

72 horas: estudio longitudinal”.

Cuando la administracion de LH a los RNP o enfermos no puede realizarse en las con-
diciones ideales, directamente del pecho de la madre, es necesario la extraccion y con-

servacion en refrigeracion previa a su ingesta.

Las condiciones y periodo de conservacion en frio deben optimpaaesainimizar su
alteracion y las pérdidas de sus cualidades. Entre las propiedades que interesa preservar
destaca la capacidad antioxidante, como factor de proteccion frente a patologias propias
del RN, especialmente RNP a las que esta especialmente expuesto, dada su inmadurez,
de 6rganos y sistemas. El estrés oxidativo, mediante la formacién de radicales libres y
derivados reactivas del oxigeno es un factor etiolégico de patologia neonatal grave co-
mo la DBP, ECN y ROP grave (132-134).

Diversos autores han evaluado previamente la estabilidad de esta propiedad de la LH
durante su manipulacion, sin embargo sus resultados no son concluyentes, ni en muchas
ocasiones contrastables entre ellos, por considerar diversas condiciones de almacena-

miento o evaluar parametros diferentes (104,164-6).

56



DISCUSION

Es dificil seleccionar un parametro evaluador de la propiedad antioxidante de la LH; los
diferentes autores que la han estudiado han utilizado diferentes indices (componentes
independientes, actividades enziméticas, productos de oxidacion o capacidad global
antioxidante, entre otros). La eleccion de la concentracion de MDA, como evaluador del
estado oxidativo de la leche, se justifica no solo por su interés como indicador del pro-
ceso de peroxidacion lipidica, del que es producto directo, sino también por el riesgo

gue supone en si mismo dado su caracter toxico.

Estudios anteriores han mostrado la presencia de MDA en LH recién extraida y su in-
cremento significativo cuando se almacena 48 horas (104), sin embargo se desconocia

la evolucion de este aumento y a partir de qué tiempo se producia.

Los resultados obtenidos en este estudio han corroborado la presencia de MDA en todas
las muestras frescas analizadas, con baja variabilidad entre ellas, posible consecuencia
de la seleccion de las donantes entre mujeres no fumadoras, ya que estudios previos han
demostrado la diferente concentracion de MDA entre mujeres fumadoras y no fumado-
ras (166).

Como puede observarse en la figura 2.2 el contenido de MDA en leche fresca es
minimo, a partir de aqui el tiempo de almacenamiento conlleva un incremento, suave en
las primeras 24 horas, a partir de las cuales la concentracion de MDA muestra un mar-
cado aumento con significacion estadistica, asi, a las 36 horas de almacenamiento la
concentracion de MDA es significativamente mayor, manteniéndose estable a partir de
aqui. Este resultado coincide y completa el obtenido en estudios anteriores (104), corro-
borando la inestabilidad de la leche, respecto a la concentracién de MDA tras almace-
namiento 48 horas en refrigeracién pero detallando, ademas, que esta alteracién se pro-
duce en etapas previas, concretamente a las 36 horas, siendo estable hasta este momen-

to.

El estudio de la capacidad antioxidante de la leche se completa con la evaluacion de la
capacidad antioxidante global de la leche. En este pardmetro confluye la contribucién
de esta propiedad de numerosos componentes de la leche, algunos identificados y con-
siderados en trabajos de otros autores, como glutation (GSH) (164), enzima glutation
peroxidasa (167,168), enzima superoxido dismutasa (168) y vitaminas antioxidantes C,
Ay E, entre otros. Este parametro ha sido anteriormente utilizado para determinar la

capacidad antioxidante total por otros autores (104) en otros estudios en LH. Los resul-
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tados obtenidos presentan una gran variabilidad entre las mujeres donantes, estas varia-
ciones posiblemente puedan estar enmascarando el efecto de los otros factores influyen-
tes, como la permanencia a 4°C. Asi, en este trabajo no se han encontrado variaciones
significativas en el poder antioxidante total de la leche durante las 48 horas de almace-
namiento. Este resultado puede ser debido a la propia variabilidad entre muestras, que
enmascare otros factores que afecten como pueda ser el estudiado, lo que explicaria la
discrepancia con otros autores. Este resultado discrepa, o al menos no era esperable da-
do el conocido efecto que la permanencia de la LH en estas condiciones tiene sobre la
estabilidad y actividad de algunos de los compuestos con accion antioxidante, contribu-
yentes a esta propiedad (165, 167, 175, 170).

Posteriormente a la publicacion del articulo varios autores han estudiado la estabilidad
de la capacidad antioxidante total durante la conservacion de la leche humana con inte-
resantes y diferentes resultados. Aksu (171) recientemente ha descrito una disminucion
de la CAT del 50% en refrigeracion durante 72 horas y tras congelacién a -20°C. La
congelacion a -80°C parece preservar mejor la capacidad antioxidante ya que no se alte-
ra tras 3 meses a -80°C (172). Estos resultados difieren de los publicados recientemente
por Bertino (2013)(91), que no encuentra alteraciones en la CAT ni en el MDA en LM

refrigerada durante 96 horas.

La acidez de la leche es un parametro de controhligad muy valorado en la indus-

tria lactea, y utilizado en algunos BLH, como parametro limitante para su empleo. Se

valora como acidez (expresada como concentracion de acido lactico) y pH. Sin embar-
go, para el control rutinario en empresa lactea, y también en BLH, se recurre a la acidez
dornic (173).

Es conocida la caida del pH de leche humana durante su almacenamiento (170,171)
tanto si el almacenamiento se realiza en refrigeracion como en congelacion. En este
trabajo se han obtenido resultados concordantes con dichos estudios. En leche fresca se
han encontrado pH entre 7,07 y 7,68, valores maximo y minimo (7,50 £ 0,16 como me-
dia), datos ligeramente superiores a los publicados previamente (172) e incluidos en el
intervalo obtenido por otros autores (171). Cuando la leche se almacena en frio, desde el
inicio se aprecia una marcada y significativa disminucion del pH, asi a las 24 horas de
almacenamiento el pH medio es de 7,09 + 0,22, habiendo pues descendido -0,41 unida-
des, respecto al valor inicial. El trabajo publicado por Hedge (2007), realiza el segui-

miento del pH durante este periodo, mostrando similar comportamiento del pH aunque
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con menor pendiente de descenso (-0,17 unidades de pH de diferencia) entre leche re-
frigerada 24 h y leche fresca (171). Resultados asi mismo concordantes con otros auto-
res (161,170). Nuestro estudio prolonga el periodo de almacenamiento durante mas
tiempo, observando que la caida de pH se mantiene en descenso durante todo el periodo
evaluado, alcanzando el minimo valor (6,70 = 0,19) a las 48 h. Igualmente este descen-
so de pH se prolonga en otros estudios hasta tiempos mas largos como 8 dias de refrige-
racion (168).

Asi, estos resultados confirman que el almacenamiieicta a la acidez de la leche;
aumentando su acidez desde el inicio de su refrigeracion, tanto mas cuanto mayor es el
tiempo de mantenimiento.

Al margen de la relacion que el aumento de la acidez de la leche pueda mantener con el
desarrollo de microorganismos, relacion valorada en algunos estudios (1@timesl-

to de acidez desencadenado durante la refrigeracion tiene su origen en el incremento de
acidos grasos libres que conlleva la actividad de las enzimas lipasas presentes en la le-
che y activas a pesar de las bajas temperaturas, incluso en congelacion (a -20°C )(172).
La actividad lipasa es mayor y con ello el descenso de pH si la leche se almacena a
temperatura ambiente entre 15 a 25°C; a su vez, a estas temperaturas es mas prolifero el
crecimiento microbiano (173).

Posteriormente Bertino E (91) ha analizado la actividad lipasa y perfil lipidico durante

la refrigeracion de la LM durante 96 horas encontrando disminucion progresiva del pH

h no acompafiada por aumento en los acidos grasos libres.

El aumento de acidos grasos libres, especialmessduirados, registrado en diversos
trabajos (162,174), puede llevar a un aumento del proceso oxidativo y con ello la for-
macion de productos de oxidacion como MDA. En base a ello, en este trabajo se ha
tratado de relacionar las variaciones entre ambos parametros: pH y concentracion de
MDA, no habiendo encontrado estudios previos que traten de relacionarlas. Los resulta-
dos obtenidos confirman una relacion lineal inversa entre ambas con fuerte significacion
estadistica, de forma que el descenso de pH conlleva un aumento en la concentracién de
MDA.

Sin embargo no se ha encontrado relacién entre la variacién del pH con la capacidad
total antioxidante, aunque este resultado parece poco concluyente dada la elevada varia-
bilidad interindividual de la CAT, lo que impide sacar conclusiones al respecto y preci-

sa, para su confirmacion, nuevos estudios con mayor nimero de muestras.
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Si biencon la pasteurizacion se lograria inactivar las enzimas lipasas, desencadenantes
de la liberacion de acidos grasos, paralelamente se destruiria toda la flora bacteriana, las
células vivas, y diminuirian significativamente otros factores bioactivos relevantes para
los beneficios de la LH. Por ello es tan importante optimizar el tratamiento para lograr

la seguridad microbiolégica sin afectar a las propiedades beneficiosas.

Los resultados obtenidos permiten recomendar que con la finalidad de evitar las altera-
ciones en el componente lipidico, el almacenamiento en refrigeracidon no debe superar

las 36 horas.

[I) Human milk bactericidal properties: effect of lyophilization and relation to maternal

factors and milk components.

Una de las caracteristicas de la LH es que no es un producto estéril. El uso de
métodos independientes de cultivo ha permitido identificar y clasificar especificamente
las bacterias presentes en la LH, siendo los microorganismos mas frecuentes
:Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Weissella
and Leuconostol78-180).

La microbiota de la LH tiene potenciales beneficios sobre la salud del lactante:
favorece la maduracion del sistema inmune, contribuye a la reduccion de la incidencia y
severidad de las infecciones y promociona el establecimiento de un microbioma saluda-
ble en su intestino. En los BLH, con la finalidad de asegurar la seguridad de la LHD,
ésta se somete a pasteurizacién que conlleva la eliminaciéon no sélo de virus sino tam-
bién de la flora bacteriana, con la excepcion de bacterias productoras de esporas termo-
rresistentes.

Los efectos de diferentes condiciones de congelacién sobre la calidad micro-
bioldgica de la LH son conocidos aunque no se han realizado estudios del efecto global
de los sucesivos pasos de congelacion. Del mismo modo, no se han encontrado estudios
previos sobre los efectos de la liofilizacion sobre la calidad microbiolégica como méto-
do de almacenamiento en los BLH.

El objetivo de este trabajo ha sido comparar el efecto de la liofilizacion con los
métodos de conservacion habituales, congelacidon a diferentes temperaturas, en términos
de recuentos bacterianos. Los microorganismos mesofili@iaphylococcugS. epi-
dermidisand S. aureysfueron los microorganismos mas frecuentemente identificados,
mientras que el genEnterococcuse aislo solo en el 20% de las muestras analizadas.
Staphylococcuy Streptococcuse han descrito como la flora predominante en leche
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fresca, y sus recuentos no varian cuando la leche se congela a -20°C por periodos de 3
dias a 6 meses (178). Esto sugiere que la congelacién de nuestras muestras de referencia
a -20°C no deberia haber alterado el recuento de dichos géneros.

La conservacion subsiguiente de las muestras a -80°C o liofilizadas resulté en un
descenso en los recuentosSleepidermien ambos casos. La cantidad de microorga-
nismos mesofilicos aerdbicos no se modificd por la congelacién a -80°C, pero dismi-
nuyo significativamente en las muestras liofilizadas comparadas con los valores de refe-
rencia y las muestras congeladas a -80°CSNaureushi Enterococcusnostraron dife-
rencias significativas tras la liofilizacion o la congelacion a -80°C.

Desde una perspectiva microbiolégica, la liofilizacidbn se presenta como una
buena alternativa para la conservacion de la LH, con efectos similares a la congelacion a
-80°C sobre la carga microbiana del producto.

Aspectos estudiados:

A) Estabilidad de la capacidad bactericida

Los resultados obtenidos corroboran la actividad bactericida de la LH frEnte a
coli en las muestras de referencia, previamente congeladas a -20°C, expresadas como
porcentaje de inhibicién de crecimiento bacteriano. En este estudio la capacidad bacte-
ricida media de las muestras antes de la congelacién a -80° o la liofilizacion fue inferior
gue la capacidad publicada para leche fresca en estudios previos (78,181,182). Las dife-
rencias entre éstos resultados y los encontrados en la literatura pueden explicarse por la
posible pérdida de componentes bioactivos durante la congelacion a -20°C (
181,183,184).

Las muestras de leche del estudio se conservaron congeladas a -20°C entre 1-6
semanas antes del primer analisis, con el fin de semejar el proceso lo mas posible a las
practicas rutinarias en el BLH; es posible que esta congelacion previa y comun a todas
las muestars sea la causa de la pérdida parcial de esta propiedad, en relacion a otros pre-
vios. Asi, los resultados obtenidos confirman la presencia de propiedades bactericidas
en la LHD almacenada en el BLH, pese al descenso en relacion a la leche fresca.

No se han encontrado estudios sobre los efectos adicionales de los tratamientos
sucesivos habitualmente empleados en los BLH, congelacién inicial en el domicilio a -
20°C seguido de congelacion en el BLH a -20 o -80°C. Asimismo tampoco se han en-
contrado estudios en la literatura comparando los efectos de la liofilizacion y la conge-

lacion sobre las propiedades microbioldgica en la LH en los BLH.
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Los resultados confirman la existencia de capacidad bactericida en todas las
muestras de LH, con valores que difieren ampliamente entre donantes. La capacidad
inhibitoria de crecimiento de E. coli permanecié estable independientemente del método
de conservacion empleado. La congelacion a -80°C durante el periodo de tiempo estu-
diado no afect6 a la capacidad bactericida y la liofilizacion de la leche asimismo no con-
llevé cambios comparada con la congelacion a -80°C o los valores de referencia. Asi, la
liofilizacién preserva la capacidad antioxidante de la LH de forma equiparable a como

lo hace la congelacion a -80°C.

B) Factores influyendo en las caracteristicas de la LH

La variabilidad es una caracteristica de la LH, dado que sus componentes y propiedades
estan determinados por un amplio abanico de factores. Se han realizado estudios ex-
haustivos sobre el efecto del tiempo postparto en la composicién en nutrientes, aunque
la variacion en biocomponentes y propiedades no son tan bien conocidas. En este estu-
dio se ha encontrado que tanto el tiempo postparto y la edad gestacional ejercen una
influencia significativa en la capacidad bactericida de la LH. Especificamente, las pro-
piedades bactericidas fueron menores en la primera semana de lactancia y aumentaron
en la leche madura. Este hallazgo es sorprendente, dado que una de las caracteristicas
mas valiosas del calostro es la contribucién a las defensas del RN. Algunos autores han
analizado este efecto previamente y los resultados no son siempre concordantes. Takci
et al. (183) no observaron diferencias en la capacidad bactericida de la LH friénte a

coli durante los primeros 15 dias de lactancia, mientras que, en contraste Ogundele
(170) publicé un marcado descenso en la capacidad bactericida durante el periodo desde
el calostro a la leche de transicion. Otros estudios han analizado los cambios en ciertos
componentes individuales que contribuyen al efecto global con la observacion de dife-
rentes tendencias (185-189).

Los resultados de este estudio confirman que la capacidad bactericida de la leche
frente a E. coli es menos pronunciada en la leche de madres con nifios prematuros que
en aquellas con niflos RNT. No se han encontrado estudios en la literatura con los que
hacer comparaciones en este aspecto, aunque algunos autores han examinado el efecto
gue la gestacién puede tener en ciertos componentes probablemente activos en esta ca-
racteristica como las proteinas, lipidos, enzimas o alfa-tocoferol (188,189). Sin embar-

go, ningun estudio ha examinado el efecto global.
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Aunque se han identificado algunos de los componentes bioactivos de la LH, su
naturaleza quimica varia e incluye lipidos, proteinas, e hidratos de carbono, englobando
éstos ultimos a los oligosacaridos, que son potencialmente activos en proteger al RN de
infecciones)(190,191). Sin embargo, no esta clarificada la relacion directa entre cada
uno de esos componentes y la proteccion global antibacteriana proporcionada por la LH.

La concentracion de los nutrientes: proteinas, grasa y lactosa mostraron amplia
variabilidad, dentro del intervalo aceptado en la literatura. No se encontré6 que ninguno
de los tres nutrientes guardara relacion significativa con la capacidad bactericida de la
LH y su contenido.

Los gangliésidos, en sus diferentes formas activas que constituyen el componen-
te total, y los derivados de acido sialico son componentes activos presentes en la LH
que intervienen en muchos procesos bioldgicos y en el desarrollo y maduracion del sis-
tema inmune (192). Las concentraciones de las diferentes especies de gangliésidos y
acido sidlico varian ampliamente entre diferentes muestras de leche, y los factores sub-
yacentes a dicha variabilidad no se han establecido con claridad (192-195). Los meca-
nismos de accion de estos componentes sugieren que pueden contribuir a la capacidad
antibacteriana de la leche.

El analisis de regresion mostré que los efectos bactericidas se correlacionaban
directamente con la cantidad total de gangliésidos presentes en la LH (p = 0.039; r =
0.896) sin que ningun componente individual de la fraccion de ganglidsido contribuyera
de forma significativa. Segun nuestro conocimiento, ningun estudio ha analizado pre-
viamente la relacién entre la capacidad bactericida de la LH y la composicion de la
fraccion de gangliésidos. Por tanto, no es posible comparar nuestros resultados con los
de otros autores. Sin embargo, si se ha estudiado el efecto bactericida de los esfingolipi-
dos de la leche bovina, que comparten parte de la estructura de los gangliésidos. Sprong
et al. (200) observaron el efecto inhibitorio en el crecimiento bacteriano de los esfin-
golipidos presentes en la leche bovina, sugiriendo que los gangliésidos estan muy im-
plicados en la accion bactericida observada con esta fraccion. Los acidos grasos que
forman parte de la fraccion ceramida de los ganglidsidos pueden conferir esta potente
actividad bactericida, tal como se ha observado in vitro, sin que la cadena de azUcar
estuviera envuelta en este efecto. Los acidos grasos mencionados podrian ser, de hecho,
los componentes activos de la fraccion lipidica descritos por Ogundele (170).

La capacidad bactericida es una de las propiedades funcionales de la leche que

interesa preservar aunque ésta se someta a conservacion y procesamiento. No se ha en-
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contrado relacion directa entre la composicidon en macronutrientes y dicha propiedad,

pero si con los gangliésidos, que se postulan como uno de los componentes de la LH
gue participan de dicho efecto beneficioso. La liofilizacion no disminuye la capacidad
bactericida, y tampoco aumenta la carga microbiana, por lo que, desde este punto de

vista, puede considerarse una opcion valida de conservacion de la LH en los BLH.
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1. Los autoanalizadores por infrarrojo como el HMA, ofrecen importantes ventajas fren-

te a los métodos tradicionales para la determinaciéon de nutrientes en leche humana. El
menor volumen de muestra que se precisa, la sencillez de uso y la rapidez en la obten-
cion de resultados les capacita como adecuados métodos para el uso rutinario en unida-

des de neonatologia y en los bancos de leche humana.

2. Las determinaciones de los tres macronutrientes mostraron diferencias significativas
con los métodos de referencia, siendo la correlacion significativa. Lo que sugiere que la
calibracion rutinaria con un standard altamente fiable es obligatoria, si se utiliza con la

finalidad de fortificar la leche humana destinad&cién nacidos prematuros.

3. La refrigeracion de la leche humana no disminuye su capacidad antioxidante total,
aunque si se detecta un aumento de malondialdehido, habitual marcador de de peroxida-
cion lipidica, a partir de las 36 horas. Con el fin de preservar el estado oxidativo de la
leche humana, se recomienda su congelacion, cuando no vaya a ser consumida en las

primeras 36 horas.

4. En base a la calidad microbiolégica de la leche humana, la liofilizacién puede ser un
buen método para su conservacion en los bancos de leche humana. Los resultados obte-
nidos indican que la liofilizacion no aumenta la carga microbiana y que la capacidad

bactericida de la leche humana liofilizada se preserva.

5. No se ha establecido correlacion entre la capacidad bactericida de la leche humana y
el contenido en macronutrientes. Sin embargo, si se ha encontrado relacion significativa
entre la capacidad bactericida y el contenido total en gangliésidos, que se postulan co-
mo uno de los componentes de la leche materna implicados en dicha propiedad benefi-

ciosa.
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Abstract

The variability of human milk (HM) composition renders analysis of its components essential for optimal
nutrition of preterm fed either with donor’s or own mother’s milk. To fulfil this requirement, various analytical
instruments have been subjected to scientific and clinical evaluation. The objective of this study was to evaluate
the suitability of a rapid method for the analysis of macronutrients in HM as compared with the analytical
methods applied by cow’s milk industry. Mature milk from 39 donors was analysed using an infrared human milk
analyser (HMA) and compared with biochemical reference laboratory methods. The statistical analysis was
based on the use of paired data tests. The use of an infrared HMA for the analysis of lipids, proteins and lactose
in HM proved satisfactory as regards the rapidity, simplicity and the required sample volume. The instrument
afforded good linearity and precision in application to all three nutrients. However, accuracy was not acceptable
when compared with the reference methods, with overestimation of the lipid content and underestimation of the
amount of proteins and lactose contents. The use of mid-infrared HMA might become the standard for rapid
analysis of HM once standardisation and rigorous and systematic calibration is provided.

Keywords: human milk, macronutrients, milk banking, quantitative methods, milk analysers, fortification.
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Introduction viding neonates whose mothers are not able to breast-
feed with HM coming from donor mothers. In

The numerous benefits derived from the use of addition, the introduction of HMBs offers economic

human milk (HM) as sole nutrient during the first
months of life have been explicitly underscored by
international health organisations and justify gener-
alisation of its use in all newborn infants, particularly
in the most vulnerable such as preterm and/or
low-birthweight infants [Henderson etal. 2007,
World Health Organization (WHO) 2011; American
Academy of Pediatrics 2012]. As a consequence, there
has been a growing interest in developing human milk
banks (HMBs) worldwide, with the objective of pro-

benefits as it reduces the incidence and/or severity of
numerous diseases, particularly necrotizing entero-
colitis (Arnold 2002; Italian Association of Human
Milk Bank 2010; European Milk Bank Association
2012).

Routinely, donor milk is collected, subjected to
chemical and microbiological control and pasteurisa-
tion, and stored until consumption. HMB is always
consumed under medical prescription (Italian Asso-
ciation of Human Milk Bank 2010). HM composition
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is widely variable and may not always satisfy indi-
vidual nutritional needs (Silvestre et al. 2001; Bokor
et al.2007; Bauer & Gerss 2011; Molt6-Puigmarti et al.
2011). Preterm infants are at high risk of undernutri-
tion. HM fortifiers added to HM in these patients
enhance protein, energy and mineral provision, and
improve growth and nitrogen retention (Arslanoglu
et al. 2010). However, standard fortification is made
assuming a fixed composition of HM. Information
regarding the precise composition of HM would be of
relevance to optimise fortification either with own
mother’s milk or with bank donor’s milk (Arslanoglu
et al. 2010).

In this scenario, generalisation of HMBs has led to
an increasing demand for suitable methods capable of
rapidly and reliably analysing large number of HM
samples using only small aliquots. Conventional ana-
lytical methods used for quality control or research
purposes do not meet these criteria because they are
tedious, time-consuming and require large milk
volumes. In recent years, new spectrophotometric
instruments similar to the ones used in the dairy
industry for the analysis of cow’s milk but technically
adapted to the requirements of HMBs have been
developed. Among the different options, infrared
(IR) spectrophotometry has been shown to be very
useful for the analysis of macronutrients in HM
(Michaelsen et al. 1988; Sauer & Kim 2001; Corvaglia
et al. 2008; Menjo et al. 2009; Casadio et al. 2010). The
convenient handling characteristics of this technique
offer an attractive alternative to classical analytical
procedures. To add new information, we have
launched a prospective study to compare the preci-
sion and suitability of the mid-infrared (MIR) HMA
(Miris AB®, Uppsala, Sweden) for routine quantifica-
tion of fat, protein and lactose in HM with the bio-
chemical methods routinely employed for the analysis

Key messages

of cow’s milk as recommended by the International
Dairy Federation (http://www.cd3wd.com/cd3wd_40/
LSTOCK/004/X6537E/X6537E05.htm).

Material and methods
Milk donors and sample collection

Analysis of mature milk from 39 donors (HMB; Divi-
sion of Neonatology, University & Polytechnic Hos-
pital La Fe, Valencia, Spain) was performed in the
Department of Pharmacy (University CEU Cardenal
Herrera, Valencia, Spain). Milk donors delivered at
term (range: 37-41 weeks; median: 39 weeks). Milk
was expressed from both breasts using an electric
pump (Lactina; Medela, Baar, Switzerland) into a
sterile container until emptying was completed (c.
10-15 min in each breast). Extracted milk was poured
into a labelled sterile container and kept frozen at
—20°C until processed. For processing, the milk
sample was allowed to thaw at room temperature.
Before samples were analysed by HMA, they were
warmed up to 40°C and homogenised (1.5 s per 1 mL
of sample) with an ultrasonic vibrator (VCX 130;
Sonics & Material, Newtown, CT, USA). Biochemical
analysis did not require previous warming of the
samples and were homogenised as described. There-
after, a total of 44 mL was homogenised by manual
agitation and further used for analytical purposes.
Out of these, an aliquot of 2 mL. was pipetted into a
sterile recipient for HMA analysis, while the rest was
fractioned into three aliquots: 20 mL for lipids, 2 mL
for protein and 20 mL for lactose determination,
respectively.

The study was approved by the Ethics and Scien-
tific Committee of the Hospital Universitario y
Politécnico La Fe and does not comprise ethical issues

* Individualised fortification of HM favours the achievement of nutritional needs especially in preterm infants.
* Traditional methods of analysis require large volumes of sample and are very tedious and time-consuming.
* On the contrary, MIR transmission spectroscopy HMAs only need a small volume of milk to perform analysis

and are extremely rapid and accurate.

* However, HMA needs to be periodically calibrated to avoid misreading that could endanger the quality of

supplementation.
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as only mothers who were producing exceeding
amounts of milk for their own baby and willing to
donate or already donating milk to the milk bank
were approached to participate in the study.

Direct analysis with the HMA

HMA is based on semi-solid MIR transmission spec-
troscopy. The chemical groups directly correlated with
fat, protein and lactose are measured at different
waveband areas through waveband filters. The wave-
bands are specific for each of the functional groups
measured: carbonyl groups (5.7 mm) and carbon-
hydrogen groups (3.5 mm) for fat determination;
amide groups (6.5 mm) for protein determination;
and hydroxyl groups (9.6 mm) for lactose determina-
tion (Casadio et al. 2010).

The HMA was operated in ‘processed milk’ mode,
indicated for frozen samples. The instrument has two
built-in modes — ‘processed’ and ‘unprocessed’ for
fresh and frozen milk, respectively. The analyser has a
different calibration for fresh and frozen milk because
milk fat globule size changes with storing, requiring
homogenisation prior to its analysis. Manufacturer
calibration is based on reference samples that have
been homogenised with an ultrasonic vibrator.
However, no negative control was used because the
manufacturer does not provide with calibration stan-
dards and does not inform on how they should be
performed.

Samples were allowed to thaw, warmed up to 40°C
and homogenised (1.5 s per 1 mL of sample) with an
ultrasonic vibrator (VCX 130; Sonics & Material).

Analysis with reference laboratory methods

The analytical assays employed in our studies follow
the standard recommendations of the International
Dairy Federation (http://www.cd3wd.com/cd3wd_40/
LSTOCK/004/X6537E/X6537E05.htm).

Fat determination (Gerber method)

This is a volumetric determination of the lipid frac-
tion using a specially calibrated butyrometer by cen-
trifugation for 5 min at 2000 r.p.m. after aqueous

fraction component (especially proteins) digestion
with sulphuric acid. The sample volume required is
10 mL and the procedure lasts for 30 min (Kleyn et al.
2001).

Protein determination (Bradford method)

This a colorimetric technique that measures Coomasie
blue protein complex absorbance using bovine sero-
albumin as the standard. A commercially available
reactive was employed (Bio-Rad Laboratories, Rich-
mond, CA,USA).The sample volume requiredis 1 mL
and the procedure lasts for 1-2 min (Bradford 1976).

Lactose determination (Chloramine-T method)

After milk deproteinisation with tungstic acid and
posterior filtration, lactose is quantified according to
iodine production in lactose IK-Chloramine-T reac-
tion based on the reducing characteristic of lactose
using 0.04 M thiosulfate. The sample volume required
is 10 mL and the procedure lasts for 120 min (Hinton
& Macara 1927).

As initial step, we assessed precision and linearity
of the different laboratory methods employed to
analyse HM composition. Precision of a method
refers to the degree of reproducibility of the specific
method employed, considering that accidental mis-
takes may influence the results. Calculation is made in
‘n’ simultaneously obtained aliquots within the same
working session (intra-assay precision) and in ali-
quots obtained from the same sample in different
working sessions (inter-assay). Hence, precision
between two different tests was calculated by per-
forming an analysis of 16 aliquots of the same sample
(8 aliquots per method). Precision was expressed as
coefficient of variation (CV %) and was calculated as
follows: CV % = 100 x standard deviation (SD)/mean
value for ‘n’ determinations. The linearity of the
methods for each nutrient was tested using various
dilutions of a standard formula (Hero Espafia SA®,
Alcantarilla, Spain) due to the lack of certified HM
samples. Dilutions employed assured that minimum
and maximum concentration values for each of the
analysed nutrients were comprised within the range
present in HM. The artificial formula was diluted as
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follows: 6.2,5,3.8,2.5 and 1.2 g per 100 mL of distilled
water for fat; 2.5, 2, 1.5, 1 and 0.5 g per 100 mL of
distilled water for proteins; and 8, 7, 6 and 5g in
100 mL of distilled water for lactose. Each result was
expressed as a correlation coefficient (r). Likewise,
the between-test precision of the HMA was evaluated
based on determination in 20 aliquots of the same
sample (10 aliquots in each test) and calculation of
the mean percentage coefficient of variation between
the two tests. The linearity of the HMA technique was
evaluated based on dilutions of a sample of HM in
proportions of 1:1, 1:2 and 1:3 for the analysis of fat
and lactose as the HMA cannot be used in infant
formulas or dairy products.

Differences between HMA and
biochemical methods

Full analysis using biochemical methods requires
>25 mL of sample volume, at least 2 h for completing
the procedure and trained analyst, whereas HMA
analysis of macronutrients can be performed using a
substantially smaller sample volume (1 mL), less time
(1 min) and minimum training. Moreover, MHA
offers also the possibility of point-of-care analysis.

Statistical analysis

The Statgraphics plus 5.0 statistical package (Stat-
point Technologies Inc., Warrenton, VA, USA) was
used for the statistical analysis and MedCalc Software
version 12.2.1(MedCalc Software, Broekstraat 52,
9030 Mariakerke, Belgium) for Bland-Altman test.
The differences between the results obtained with the
HMA technique and the traditional methods were
individually analysed using the Bland-Altman test
(Bland & Altman 1986), which allows the comparison
of new measurement technique with an established
one and verify if it agrees sufficiently as to replace
the standard one. Results of the comparison were
expressed using Bland—Altman plots, which allow the
comparison of two measurements techniques. In this
graphical method, the differences between the two
techniques are plotted against the averages of the two
techniques or, when one of the methods is a reference
or ‘gold standard’ method, against that particular

method (Krouwer 2008). Significant differences
between methods were evaluated using linear corre-
lation between both methods (7?). Statistical signifi-
cance was considered for P < 0.05.

Results

The Gerber (Kleyn et al. 2001), Bradford (Bradford
1976) and Chloramine-T (Hinton & Macara 1927)
methods proved to be valid for the determination of
total lipids, protein and lactose in HM samples. Vali-
dation of the methods yielded the following preci-
sion values: 1.29% (Gerber), 6.91% (Bradford) and
2.15% (Chloramine-T). Linearity at the considered
concentrations was »=0.9996 for the Gerber
method, 7>=0.9977 for the Bradford method and
»=0.9928 for the Chloramine-T,
Accordingly, these

respectively.

methods were considered
adequate for use as reference techniques vs. direct
analysis with the HMA.

Conversely, evaluation of the HMA technique
yielded a between-test precision of 5.19%,3.08% and
1.40% for fat, proteins and lactose, respectively. The
study of linearity at the considered concentrations
yielded the following linearity values expressed as
correlation coefficients: 7> = 0.9988 for fat, > = 0.9822
for protein, and 7> = 0.9975 for lactose, respectively.

Figures 1-3 show the differences between the bio-

chemical methods employed for the determination

Fat g per 100 mL
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Fig. I. Bland-Altman plot for fat analysis. Difference between the
values obtained with laboratory (Gerber; Kleyn etal. 2001) and HMA
methods is represented in the Y-axis. The results obtained using the
Gerber method are represented in the X- axis.
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Fig. 2. Bland-Altman plot for protein analysis. Difference between the
values obtained with laboratory (Bio-Rad; Bradford 1976) and HMA
methods is represented in the Y-axis. Bio-Rad method results are
represented in the X-axis.
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Fig. 3. Bland—Altman plot for lactose analysis. Difference between the
values obtained with laboratory (Chloramine-T; Hinton & Macara
1927) and HMA methods is represented in the Y-axis. Chloramine-T
method results are represented in the X-axis.

of fat (Gerber), protein (Bradford) and lactose
(Chloramine-T) and the IR HMA using the Bland-
Altman statistical method (Bland & Altman 1986;
Krouwer 2008). Hence, Fig.1 depicts the mean
(-0.75) and =1.96 SD (0.92-2.34) differences
between the Gerber and HMA methods for fat analy-
sis. All values are included within the confidence
interval except for two. Differences do not show any
statistically significant tendency. In Fig. 2, mean (0.6)
and =1.96 SD (0.07-1.12) differences for protein
determination between Bradford and HMA methods
for the determination of proteins are shown. Bradford

method shows higher values than HMA; however, all
values are within the confidence interval. Differences
do not show any statistically significant tendency.
Figure 3 represents mean (1.99) and =1.96 SD (0.32—
4.5) differences between Chloramine-T and HMA
methods for lactose analysis. Lactose values deter-
mined by the Chloramine-T method are higher than
those obtained using the HMA. All values but one are
within the confidence interval. Graphic shows the ten-
dency to enhance differences with greater lactose
values.

Table 1 reports the mean value and SD for macro-
nutrients (fat, protein and lactose). As shown in
Table 1, application of the Student’s -test for paired
data showed the differences between direct HMA
analysis and analysis with the traditional methodol-
ogy to be very significant (P < 0.01 and P <0.001 for
fat, proteins and lactose, respectively).

After confirming the existence of differences
between the methods, we evaluated the existence of a
linear relationship between them.

Figures 4-6 represent the scatter plots for fat,
protein, and lactose evaluated by both traditional
(represented as ‘biochemical’) and autoanalyser
methods. Regression analysis for fat (Fig. 4) showed a
highly significant correlation coefficient 7*=0.8155
(P <0.01). In addition, regression analysis for pro-
teins and lactose (Figs 5,6) also showed a significant
correlation (r*=0.53244; P<0.01 and r*=0.4088;
P <0.002, respectively).

Discussion

The present study shows the presence of significant
differences relative to macronutrient concentrations
(fat, protein and lactose) in mature HM between rou-
tinely used biochemical assays and the IR HMA
(Table 1). Hence, the Gerber method (Kleyn et al.
2001) for quantification of milk fat content consis-
tently showed significantly lower concentrations than
the HMA method. Both techniques showed the
expected inter-individual variations inherent to HM,
and the concentrations obtained with both proce-
dures were within the ranges published for lipid con-
centrations in HM (Lucas et al. 1978; Jensen & Clark
1984; Kleyn eral. 2001). Although the differences
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Table 1. Comparison of lipid, protein and lactose concentrations in human milk (expressed in g per 100mL) as determined with the infrared
autoanalyser (HMA) and the conventional laboratory methods (LAB) using Student's t-test for paired samples

Component (g per 100 mL) n HMA LAB Significance
Lipids 32 429 +1.43 359 + 1.13 <0.01
Protein 36 0.59 +0.29 1.19 = 0.27 <0.001
Lactose 32 49 +0.17 6.89 +0.91 <0.001

Laboratory methods employed for the determination of lipids, protein and lactose were the Gerber, Bradford and Chloramine-T techniques,

respectively.

Biochemical determination of fat content (g per 100 mL)

0 3 T T T !
0 2 4 6 8
Autoanalyser determination of fat content (g per 100 mL)

Fig. 4. Scatter plot representing results obtained for lipid concentra-
tion using both methods (biochemical: Gerber technique and
autoanalyser: HMA autoanalyser).

obtained were statistically significant, a good correla-
tion was observed among the data, suggesting that the
differences between the methods could be obviated
by readjusting the calibration of the autoanalyser.
Other authors have obtained similar results, compar-
ing the autoanalyser with other biochemical methods
(Folch and Rose Gottlieb methods, respectively)
(Quigley etal. 2007). The protein concentrations
obtained with both methods showed important differ-
ences on the order of 0.59 g per 100 mL, but with
differences as high as 1.23 g per 100 mL in some of the
samples. This striking difference is a relevant matter
of concern because protein content of HM is a pre-
cluding condition to enrich HM. The analysis of these
differences showed the Bradford method to yield sig-
nificantly higher values than the HMA in all the
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Fig. 5. Scatter plot representing results obtained for protein concen-
tration using both methods (biochemical: Bradford technique and
autoanalyser: HMA autoanalyser).

samples analysed. Moreover, the linear correlation
between the two techniques was low. As has been
shown in the present study, the concentration of
protein in HM is generally more stable than the con-
centration of lipids. In this sense, the SD was low and
similar for both methods despite the fact that the
mean concentration reported by the Bradford tech-
nique doubled that obtained with HMA. It is impor-
tant to mention that the concentrations obtained with
the HMA were far lower than expected, according to
the mean protein concentrations in HM documented
in the literature (Atkinson eral. 1980), while the
Bradford method yielded values within the expected
range. Therefore, in the absence of certified samples
of HM and considering the analytical parameters
obtained with both methods, it seems reasonable to
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Fig. 6. Scatter plot representing results obtained for lactose concen-
tration using both methods (biochemical: Chloramine-T technique and
autoanalyser: HMA autoanalyser).

recommend adjustment and calibration of the HMA
before use for quantifying proteins. Other authors
have conducted similar studies (Quigley et al. 2007),
but using a different reference technique (the
Kjeldahl method). Their results did not coincide with
ours; however, significant differences were recorded
with respect to the HMA, the latter technique over-
estimated the concentration of proteins in HM as
opposed to our findings. Similarly as with the other
components, lactose concentration in the samples
showed significant differences according to whether
the HMA or traditional Chloramine-T technique was
used. Hence, the HMA yielded a comparatively lesser
concentration in all the analysed samples, with values
of close to 5g per 100 mL in all cases. The HMA
therefore appears to underestimate the usually
reported lactose concentration in HM (Andersson
et al. 1981). In contrast, the conventional laboratory
method yielded values similar to those expected for
HM - a fact that reinforces its reliability. In addition
to lactose, quantification with the Chloramine-T
method may also include other reducing sugars such
as oligosaccharides with lactose terminals, which can
be present in large and variable amounts in HM
(Atkinson et al. 1980). Nevertheless, literature find-
ings agree with our results. Specifically, the HMA

recorded lesser lactose concentrations than the refer-
ence method; however, in the mentioned studies, the
latter did not involve the Chloramine-T method but
an enzyme technique with a different analytical basis
(Atkinson et al. 1980).

The advantages offered by the HMA are as follows:
(1) requirement of a small sample volume of milk; (2)
minimal training requirement; and (3) the HMA is
easily transportable and needs only small volume of
reactive. These advantages are supported by our find-
ings and suggest that this method can easily be incor-
porated to HMBs for routine analysis of donor HM or
mother’s own milk and point-of-care analysis in the
neonatal units. Using a volume sample <2 mL and in a
running time of only 1 min, the HMA was able to
determine the concentration of all three major nutri-
ents (lipids, proteins and lactose) and compute the
corresponding caloric value. In addition, the use of a
single and easy-to-handle instrument considerably
reduced the consumables needed for routine bio-
chemical determinations and training of the techni-
cian. In comparison, the conventional laboratory
techniques required a total volume of over 25 mL,
with test duration of approximately 150 min and long-
lasting training of the technician in each of the
methods.

In the selection of methods for the present study,
we initially chose the Rose Gottlieb method recom-
mended by the International Dairy Federation for
total fat quantification (http://nmpf.org/washington_
watch/labeling/international). However, the prelimi-
nary tests conducted in HM often caused formation of
emulsions of milk and reagents. To avoid this incon-
venience, the Gerber method was found more suit-
able (Kleyn etal. 2001). In addition, we used the
Bradford (Bradford 1976)
(Hinton & Macara 1927) techniques for protein and
lactose, respectively. A thorough evaluation of these

and Chloramine-T

biochemical assays revealed their suitability for
analysis of HM. It should be mentioned here that for
assessing the linearity of the HMA technique, we
eliminated the 1:4 dilution as the sensitivity of the
instrument was insufficient to quantify such low con-
centrations of fat and proteins, while the analysis of
lactose in this aliquot lost the linearity observed in the
dilutions of greater concentration.
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Of relevance, both our results and those of other
authors (Menjo et al. 2009; Casadio et al. 2010) have
found significant differences between both traditional
and HMA methods relative to the macronutrient con-
centrations. Hence, the Gerber method for quantifi-
cation of milk fat content consistently showed
significantly lower concentrations than the HMA
method. Both techniques showed the expected inter-
individual variations inherent to HM, and the concen-
trations obtained with both procedures were within
the ranges published for lipid concentrations in HM
(Wojcik et al. 2009; Bauer & Gerss 2011; Molt6-
Puigmarti efal. 2011). Although the differences
obtained were statistically significant, a good correla-
tion was observed among the data, suggesting that the
differences between the methods could be obviated
by readjusting the calibration of the analyser. Other
authors have obtained similar results, comparing the
analyser with other biochemical methods (Folch and
Rose Gottlieb methods, respectively) (Menjo et al.
2009; Casadio et al. 2010). The protein concentrations
obtained with both methods showed important differ-
ences on the order of 0.59 g per 100 mL, but with
differences as high as 1.23 g per 100 mL in some of the
samples. This striking difference is a relevant matter
of concern as protein content of HM is a precluding
condition to enrich HM. The analysis of these differ-
ences showed the Bradford method to yield signifi-
cantly higher values than the HMA autoanalyser in
all the samples analysed. Moreover, the linear corre-
lation between the two techniques was low. As has
been supported in the present study, the concentra-
tion of proteins in HM is generally more stable than
the concentration of lipids. In this sense, the SD was
low and similar for both methods despite the fact that
the mean concentration reported by the Bradford
technique doubled that obtained with HMA. It
is important to mention that the concentrations
obtained with the HMA autoanalyser were far lower
than expected, according to the mean protein concen-
trations in HM documented in the literature (Wojcik
et al.2009), while the Bradford method yielded values
within the expected range. Therefore, in the absence
of certified samples of HM and considering the ana-
lytical parameters obtained with both methods, it
seems reasonable to recommend adjustment and

calibration of the HMA before its use for quantifica-
tion of milk protein content. Other authors have con-
ducted similar studies but using a different reference
technique (the Bradford method) (Casadio et al.
2010). Their results did not coincide with ours;
however, although significant differences were
recorded with respect to the HMA autoanalyser, the
latter technique overestimated the concentration of
proteins in HM as opposed to our findings (Casadio
et al. 2010). Lactose concentration showed significant
differences according to whether the HMA or tradi-
tional Chloramine-T technique was used. Hence, the
HMA autoanalyser yielded comparatively lesser con-
centration in all the analysed samples with values
close to 5 g per 100 mL in all cases. The HMA there-
fore appears to underestimate the reported lactose
concentration in HM (Kunz et al. 2000). In contrast,
the conventional laboratory method yielded values
coincident with those expected for HM — a fact that
reinforces its reliability. In addition to lactose, quan-
tification with the Chloramine-T method may also
include other reducing sugars such as oligosaccha-
rides with lactose terminals, which can be present in
large and variable amounts in HM (Kunz et al. 2000).

The principal strength of our study relies on the
precision, linearity and reproducibility of the bio-
chemical assays elected for determining milk macro-
nutrients, which allowed critical comparison with
results obtained with the IR HMA, rendering conclu-
sions regarding the reliability of the latter valid. Limi-
tations of the study include small sample size
calculation and some missing observations that
occurred due to lack of a sufficient milk volume to
complete all the determinations in every sample.

We conclude that the use of autoanalysers such as
the IR HMA appears to be more suitable for routine
use in HMBs and neonatology units or milk banks.
However, it should be underscored that routine cali-
bration with a highly reliable standard is mandatory
especially when used for fortification purposes in
preterm infants. Although theoretical influence of
such practice is apparently positive, further studies
evaluating the benefits of incorporating routine milk
analysis from milk banks and own mother’s to
preterm feeding protocols on nutritional outcome are
needed.

© 2012 Blackwell Publishing Ltd Maternal and Child Nutrition (2012), *¢, pp. **—**



Human milk composition analysis

Acknowledgements

We would like to express our gratitude to Amparo
Ramon, RN, and Rosario Sirvent, RN, for their con-
tribution in obtaining and processing the milk sample.

Source of funding

This study was supported with grants RD008/0072/
0022 from the Instituto Carlos III (Spanish Ministry
of Science and Innovation) to MV and GE006-10
from the Conselleria de Sanitat i Consum (Autono-
mous Community of Valencia) to MG.

Conflicts of interest

The authors declare that they have no conflicts of
interest.

Contributions

DS co-designed the study, analysed the data and per-
formed the initial draft of the manuscript; MF per-
formed the biochemical analysis and performed the
statistical analysis; MG performed the MIR spectros-
copy analysis and helped with the design of the study
and helped with the initial draft of the manuscript;
ET recruited milk donors in the NICU, collected
milk samples and performed MIR spectroscopy
analysis; MV designed the study, reviewed the statis-
tical analysis and figures, and wrote the final draft of
the manuscript.

References

American Academy of Pediatrics (2012) Policy Statement.
Breastfeeding and the use of human milk. Pediatrics 129,
e627-e641.

Andersson G.H., Atkinson D.S. & Bryan M.H. (1981)
Energy and macronutrient content in human milk
during early lactation from mothers living birth prema-
turely and a term. American Journal of Clinical Nutrition
34,258-265.

Arnold L.D. (2002) The cost-effectiveness of using banked
donor milk in the neonatal intensive care unit: preven-
tion of necrotizing enterocolitis. Journal of Human Lac-
tation 18, 172-177.

Arslanoglu S., Moro G, Ziegler E.E. & the WAPM
Working Group on Nutrition (2010) Optimization of
human milk fortification for preterm infants: new con-
cepts and recommendations. Journal of Perinatal Medi-
cine 38,233-238.

Atkinson S.A., Bryan M.H. & Anderson G.H. (1980)
Human milk: comparison of the nitrogen composition
in milk from mothers of premature and full-term
infants. American Journal of Clinical Nutrition 33, 811—
815.

Bauer J. & Gerss J. (2011) Longitudinal analysis of macro-
nutrients and minerals in human milk produced by
mothers of preterm infants. Clinical Nutrition 30,215-
220.

Bland JM. & Altman D.G. (1986) Statistical methods for
assessing agreement between two methods of clinical
measurement. Lancet 1,307-310.

Bokor S., Koletzko B. & Decsi T. (2007) Systematic review
of fatty acid composition of human milk from mothers
of preterm compared to full-term infants. Advances
Nutrition and Metabolism 51, 550-556.

Bradford M. (1976) A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing
the principle of protein-dye binding. Analytical Bio-
chemestry 72,248-254.

Casadio Y.S., Williams T.M., Lai C.T., Olsson S.E., Hep-
worth A.R. & Hartman PE. (2010) Evaluation of a mid-
infrared analyzer for the determination of the
macronutrient composition of human milk. Journal of
Human Lactation 26, 376-383.

Corvaglia L., Battistini B., Paoletti V., Aceti A., Capretti
M.G. & Faldella G. (2008) Near-Infrared reflectance
analysis to evaluate the nitrogen and fat content of
human milk in neonatal intensive care units. Archives
Diseases of Children Fetal Neonatal Edition 93, F372—
F375.

European Milk Bank Association (2012) Available at:
http://www.europeanmilkbanking.com (Accessed 1 April
2012).

Henderson G., Anthony M.Y. & McGuire W. (2007)
Formula milk versus maternal breast milk for feeding
preterm or low birth weight infants. Cochrane Database
of Systematic Reviews (4), CD002972.

Hinton C.L. & Macara T. (1927) The determination of
aldose sugars by means of chloramine-T, with special
reference to the analysis of milk products. Analyst 52,
668-688.

Italian Association of Human Milk Bank (2010) Guide-
lines for the establishment and operation of a donor
human milk bank. Journal of Maternal Fetal and Neona-
tal Medicine 23, 1-20.

Jensen R.G. & Clark R.M. (1984) Methods of lipids analy-
sis. Journal of Paediatric Gastroenterology and Nutrition
3,296-299.

© 2012 Blackwell Publishing Ltd Maternal and Child Nutrition (2012), *¢, pp. **—**



D. Silvestre etal.

Kleyn D.H., Lynch J.M., Barbano D.M., Bloom M.J. &
Mitchel M.W. (2001) Determination of fat in raw and
processed milks by the Gerber method: collaborative
study. Journal of the Association of Analytical Communi-
ties 84, 1499-1508.

Krouwer J.S. (2008) Why Bland-Altman plots should use
X, not (Y + X)/2 when X is a reference method. Statistics
in Medicine 27, 778-780.

Kunz C., Rudloff S., Baier W., Klein N. & Strobel S. (2000)
Oligosaccharides in human milk: structural, functional
and metabolic aspects. Annual Review of Nutrition 20,
699-722.

Lucas A., Gibas J.A.H., Lyster R.L. & Baum J.D. (1978)
Creamatocrit: simple clinical technique for estimating fat
concentration and energy value of human milk. British
Medical Journal 1, 1018-1020.

Menjo A., Mizuno K., Murase M.Y., Nishida Y., Taki M.,
Itabashi K. er al. (2009) Bedside analysis of human milk
for adjustable nutrition strategy. Acta Paediatrica 98,
380-384.

Michaelsen K.E.,, Pedersen S.B., Skafte L., Jaeger P. &
Peitersen B. (1988) Infrared analysis for determining
macronutrients in human milk. Journal of Pediatric Gas-
troenterology and Nutrition 2,229-235.

Molté-Puigmarti C., Castellote A.I., Carbonell-Estrany X.
& Lopez-Sabater M.C. (2011) Differences in fat content
and fatty acid proportions among colostrum, transitional,
and mature milk from women delivering very preterm,
preterm, and term infants. Clinical Nutrition 30,116-123.

Quigley M., Henderson G., Anthony M.Y. & McGuire W.
(2007) Formula milk versus donor breast milk for
feeding preterm or low birth weight infants. Cochrane
Database of Systematic Reviews (4), CD002971. DOI:
10.1002/14651858.CD002971.pub2.

Sauer C.W. & Kim JH. (2001) Human milk macronutrient
analysis using point-of-care near infrared spectropho-
tometry. Journal of Perinatology 31, 339-343.

Silvestre D., Martinez C., Lagarda M.J., Brines J., Farré R.
& Clemente G. (2001) Copper, iron and zinc contents in
human milk during the first three months of lactation.
Biology Trace Elements Research 80, 1-11.

Wojcik K.Y., Rechtman D.J., Lee M.L., Montoya A. &
Medo E.T. (2009) Macronutrient analysis of a nation-
wide sample of donor breast milk. Journal of the Ameri-
can Dietary Association 109, 137-140.

World Health Organization (WHO) (2011) Available at:
http://www.who.int/topics/infantfeeding_recomendation/
en/index.html (Accessed 12 December 2011).

© 2012 Blackwell Publishing Ltd Maternal and Child Nutrition (2012), *¢, pp. **—**



- i .61“0
Hospitalaria

Original

Nutr Hosp. 2011;26(4):722-728
ISSN 0212-1611 » CODEN NUHOEQ
S.V.R. 318

Estabilidad de la capacidad antioxidante y pH en leche humana
refrigerada durante 72 horas: estudio longitudinal
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Resumen

La leche materna es la via 6ptima de alimentacion del
lactante durante, al menos, los primeros 6 meses de vida.
Su eleccion se basa en el aporte de nutrientes y, de forma
especial, en proporcionar al neonato diversos compuestos
de accion beneficiosa que mejoran su crecimiento y le
protegen frente a patologias propias de esta etapa. Estas
propiedades de la leche materna justifican los procesos de
manipulacion previos a su ingesta, con el fin de promover
y asegurar su seguimiento, tanto a nivel casero como a
nivel hospitalario, de mayor importancia en lactantes
prematuros y/o de bajo peso, por su destacada vulnerabi-
lidad, a pesar de que durante estos procesos se pueden
perder parcialmente algunas de sus propiedades. Es por
ello que interesa conocer el efecto que los tratamientos
aplicados a la leche humana ejercen sobre sus principales
cualidades, como su capacidad antioxidante.

Objetivo: Este trabajo analiza la estabilidad de la capa-
cidad antioxidante de la leche humana durante su alma-
cenamiento a 4°C, de forma longitudinal desde su extrac-
cion hasta las 48 horas de refrigeracion, asi como las
variaciones del pH.

Meétodo: Se analiza la leche madura procedente de 30
mujeres sanas. El poder antioxidante de la leche se evalia
através de los parametros: capacidad antioxidante total y
concentraciéon de malondialdehido. Los resultados obte-
nidos muestran que el pH disminuye de forma creciente
desde el inicio del almacenamiento, mientras que la capa-
cidad antioxidante, con diferente comportamiento segin
el parametro evaluador considerado, permanece estable
durante las primeras 24 horas, a partir de las cuales se
presentan cambios significativos.

Conclusiones: Cuando es preciso recurrir a la extrac-
cion y refrigeracion de la leche antes de su ingesta es reco-
mendable minimizar el tiempo de almacenamiento, pro-
curando que no supere las 24 horas si se quiere preservar
del estrés oxidativo.

(Nutr Hosp. 2011;26:722-728)
DOI:10.3305/nh.2011.26.4.4871
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STABILITY OF THE ANTIOXIDANT CAPACITY
AND pH OF HUMAN MILK REFRIGERATED FOR 72
HOURS: LONGITUDINAL STUDY

Abstract

Maternal milk is the optimal feeding way for the infant
at least for the first six months of life. Its properties
include nutrients intake and, particularly, to provide the
infant with several beneficial compounds improving his
growth and protecting him from the diseases typical of
this time period. These properties justify the manipulat-
ing processes before its intake in order to promote and
warrant the adherence to it, both at the hospital and at
home, being more important in premature infants and/or
with low birth weight given their increased vulnerability,
is spite of the fact that during these processes some of its
properties may be partially lost. There exist, therefore, an
interest in knowing the impact of the procedures applied
to human milk on its qualitative properties, such as the
antioxidant capacity.

Objective: This work assesses the stability of the antiox-
idant capacity of human milk during its storage at 4° C,
longitudinally from its extraction until 48 h of refrigera-
tion, as well as the pH changes.

Method: the milk from 30 healthy women was ana-
lyzed. The milk’s antioxidant capacity was assessed by
the following parameters: total antioxidant capacity and
level of malondialdehyde. The results obtained showed
that pH decreases gradually from the storage beginning,
whereas the antioxidant capacity remains constant for
the first 24 hours, with a different result depending on the
parameter used, and thereafter significant changes were
observed.

Conclusions: In case of needing extraction and storage
of maternal milk before its consumption, the storage time
should be minimized, preferably less than 24 hours in
order to preserve the oxidative stress.

(Nutr Hosp. 2011;26:722-728)
DOI:10.3305/nh.2011.26.4.4871

Key words: Human milk. Antioxidant capacity. Refrigera-
tion. Malondialdehyde. pH.



Introduccion

La leche materna es la mejor opcién en la ali-
mentacion del lactante, al menos, durante los primeros
seis meses de vida. Los beneficios que aporta exceden
al mero aporte de nutrientes, contribuyendo a la mejora
en los sistemas defensivos y de proteccion del lactante
frente a diversos agentes agresivos, origen de
numerosas patologias. Estas propiedades son de espe-
cial importancia en la alimentacién del lactante pre-
maturo y/o de bajo peso, que por su inmadurez presenta
mayor vulnerabilidad frente a dichos agentes.

Los componentes activos no nutricionales de la
leche humana identificados actualmente presentan
diversa naturaleza y han sido identificados como: célu-
las, oligosacdridos, proteinas, enzimas, inmunoglobu-
linas, factores de crecimiento, hormonas y sistemas
antioxidantes'. Estos elementos mantienen su integri-
dad tras el proceso digestivo y muestran actividad en la
mucosa del lactante donde desempefian su funcién,
evitando la accién agresiva de microorganismos y
otros agentes toxicos>.

A pesar del reconocido y undnime interés por pro-
longar la lactancia’, son diversas las causas que llevan a
un abandono temprano, entre ellas se encuentra la
incorporacion de la madre a la vida laboral. En esta
situacion, la extraccion de la leche y su almace-
namiento en el domicilio permite el seguimiento de la
lactancia incluso en la ausencia de la madre. Este pro-
ceder es de habitual seguimiento por la mayor parte de
mujeres motivadas por continuar su lactancia a pesar
de su alta laboral u otras circunstancias que impidan la
alimentacidn directa a pecho. A su vez, esta prictica es
empleada en el sistema hospitalario para la ali-
mentacion de lactantes ingresados en UCI con leche de
madres donantes, procesada y almacenada en Bancos
de Leche, de creciente y deseable implantacién a nivel
mundial, también en Espafia.

Tal manipulacién puede conducir a pérdidas en las
propiedades nutricionales y funcionales de la leche,
menguando parcialmente los beneficios que proporcio-
nan y que justifican su calidad*’. Estas alteraciones han
sido estudiadas por numerosos autores, aunque no sufi-
cientemente y, en la actualidad, todavia no son del todo
conocidas. Asi, aunque se conoce en parte la estabili-
dad de la capacidad antioxidante de la leche humana
cuando ésta se mantiene en almacenamiento en frio, no
se han encontrado estudios previos que evaldien su
evolucién de forma longitudinal durante la refrig-
eracion, ni su posible relacion con otros parametros
posiblemente relacionados como el pH.

La peroxidacién lipidica es uno de los procesos de
oxidacién mds importantes que se desencadenan en el
organismo, por accion directa del oxigeno o de otros
agentes oxidantes sobre los dcidos grasos insaturados
de la membrana celular, con dafios directos sobre la
membrana y organulos celulares, liberacion de radi-
cales libres y formacién de productos con cardcter t6x-
ico como el malondialdehido (MDA). El control de su

evolucion y sus dafiinas consecuencias es funcién, en
el organismo, del sistema de antioxidantes obtenidos
por via endégena y fortalecido por el aporte dietético
de los mismos.

El riesgo de estrés oxidativo es especialmente elevado
en los neonatos, y sobretodo en el caso de prematuros,
debido a la inmadurez fisioldgica de sus sistemas de
defensa y a su exposicion a altas concentraciones del
oxigeno inspirado, consecuencia de la deficiente
gestion de los pulmones en temprana formacion®.

Los radicales de oxigeno pueden contribuir al desar-
rollo de numerosas enfermedades propias de neonatos
prematuros, como la enfermedad pulmonar crénica,
enterocolitis necrotizante, retinopatia, hemorragia
intraventricular y periventricular, entre otras’. Asi, la
proteccion demostrada en los lactantes alimentados
con leche materna frente a la enfermedad enterocolitis
necrotizante se relaciona con su actividad antioxidante,
lo que justifica el interés en el empleo de leche de ban-
cos para su alimentacion’.

La oxidacién de la grasa lactea requiere, como paso
previo, la hidrdlisis de los triglicéridos constituyentes y
la liberacién de los dcidos grasos, por accién de las
lipasas, enzimas presentes y activas en leche humana,
con el consiguiente descenso del pH. Lo que podria
relacionar las variaciones del pH y el estrés oxidativo
de laleche.

El presente estudio tiene por objeto analizar la evolu-
cién del estrés oxidativo de la leche humana cuando se
mantiene almacenada en refrigeracion a lo largo de 48
horas, condiciones recomendadas en los protocolos de
manipulacion, eligiendo como pardmetro evaluador la
capacidad antioxidante global de la leche y la concen-
traciéon de malondialdehido, producto de la peroxi-
dacidn lipidica y por ello considerado un buen mar-
cador del proceso oxidativo, relacionando su contenido
con el los cambios mostrados en el pH.

Objetivos

Analizar, de forma longitudinal, la evolucién de la
capacidad antioxidante de la leche humana, evaluada
mediante: capacidad antioxidante total (CAT) y la con-
centracion de malondialdehido (MDA), asi como el pH
cuando se almacena en refrigeracion a 4°C durante: O h,
12 h, 24 h, 36 y 48 h. Estudiar la posible relacién entre
ambos pardmetros.

Material y métodos
Mugjeres donantes

El estudio se llevd a cabo con leche donada por 30
mujeres sanas, no fumadoras que acudian al Box de
Lactancia de la Unidad de Neonatos del Hospital Uni-
versitario La Fé (Valencia) para la extraccion de su
leche con el fin de alimentar a su hijo all{ ingresado.

Evolucion de la capacidad antioxidante
de la leche humana en refrigeracién
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Con la colaboracién del personal técnico del box se
seleccionaban las mujeres donantes de acuerdo a su
disponibilidad y caracteristicas, éstas eran informadas
sobre el interés y objeto del estudio y, en su caso, daban
su consentimiento para participar en él. La recogida de
muestras se llevd a cabo con la aprobacion de la
Comisién Etica del Hospital.

Recogida de muestras

Se analizaron 30 muestras de leche madura, recogidas
bajo condiciones estandarizadas con el fin de eliminar al
maximo las fuentes de variabilidad entre ellas®. La extrac-
cion se llevé a cabo, bajo la supervision del personal téc-
nico del box de lactancia del citado hospital, en horario de
maifiana entre las 9 y las 13 h, con ayuda de sacaleches
automatico con regulador de vacio (MAMILAT SM
122), directamente sobre recipiente de polipropileno, evi-
tando asi su contaminacion. Tras la extraccion, las mues-
tras se trasladaban inmediatamente a la Universidad
CEU-Cardenal Herrera, ubicada en Moncada (Valencia),
para su andlisis, en todo momento bajo condiciones de
refrigeracion y en oscuridad, con el fin de evitar el pro-
ceso oxidativo durante este breve periodo.

Procesado de las muestras

En base a estudios previos que confirmaron la esta-
bilidad de la capacidad antioxidante de la leche
humana cuando ésta se mantiene en congelacién a -
20°C durante 10 dias’, el procesado de las muestras se
disefi6 de la siguiente forma: cada muestra se dividia en
5 alicuotas de unos 3-4 mL cada una y se identificaban.
Una de ellas se sometia a control inmediato, leche
fresca, y el resto para su andlisis tras mantener el refrig-
eracion a 4°C durante 12 h, 24 h, 36 h y 42 h, respecti-
vamente. A cada tiempo se procedia a la determinacién
del pH y posterior congelacion de la alicuota a -20°C.
En un tiempo inferior a 5 dias se descongelaban y se
sometian al resto de determinaciones segtin los méto-
dos seguidamente indicados.

Ensayos bioquimicos

La determinacién de pH se realiz6 en todas las mues-
tras, por medida potenciométrica con pH-metro Basic
20 (Crisol).

La concentracién de MDA se determind en las cinco
alicuotas de 16 muestras, como producto de peroxi-
dacion lipidica por cromatografia liquida de acuerdo a
la modificacién sobre el método de Richard y cols."
puesto a punto previamente'".

La capacidad antioxidante total se evalud en las
cinco alicuotas de 14 muestras mediante el kit comer-
cial (Antioxidant Assay kit (Cayman Chemical Co.
Ann Arbor, MI)). El ensayo se basa en la cuantificacion

de la capacidad de los antioxidantes en la muestra por
inhibicién de la oxidacién del radical ABTS + y com-
paracion con la del Trolox, un andlogo del tocoferol
soluble en agua, y se cuantificacién como milimoles
equivalentes de Trolox.

Andlisis estadistico

El estudio estadistico de los resultados obtenidos se
realiz6 con ayuda del programa Statgraphics Plus 5.0.
Las diferencias estadisticas se consideran con una
probabilidad del 95% (p < 0,05).

Los valores se expresan en valor medio + desviacién
estandar. La normalidad de las poblaciones estudiadas
se confirmé mediante la aplicacién del test de Kol-
mogorov (p > 0,100), con el fin de poder analizar los
datos con andlisis de la varianza (ANOVA).

El efecto del tiempo de permanencia en refrig-
eracion se evalud teniendo en cuenta la variabilidad
debida a la mujer donante, efectuando para ello un
ANOVA de dos factores y posterior test de LDS (test
de minima diferencia significativa, prueba empleada
por el programa informatico Statgaphics para localizar
las diferencias significativas tras la aplicacién de la
ANOVA) . La relacién entre pardmetros se evalud
mediante regresion lineal.

Resultados

Los valores medios de los pardmetros evaluados,
para cada etapa de refrigeracion considerada se mues-
tran en la tabla I.

Todas las poblaciones estudiadas, en los tres
pardmetros analizados, mostraron una distribucién
normal, lo que permitié aplicar ANOV A multifactorial
como pruebas estadistica.

El estudio longitudinal de la evolucién de los
pardmetros mostré los siguentes resultados:

Los valores de pH en leche fresca presentaron una
amplia variabilidad, con valor mdximo de 7,68 y min-
imo de 7,07, siendo la mediana 7,56.

El pH de la leche presenta variaciones altamente sig-
nificativas para los dos factores analizados: mujer
donante y tiempo de almacenamiento (p = 0,0000, en
ambos). El pH desciende desde leche fresca hasta el
final del estudio de forma progresiva y significativa
entre cualquiera de las etapas consideradas, como
puede observarse en la figura 1. Asi, el pH es mdximo
en leche fresca (7,50 + 0,16) y, a partir de este
momento, desciende bruscamente, presentando en
cada una de las etapas un valor significativamente
mayor que en la siguiente, obteniendo el minimo valor
de pH a las 48 horas de extraccion (6,70 + 0,19). El pH
a cada tiempo de refrigeracion es significativamente
inferior al de la etapa anterior, teniendo en cuenta las
diferencias también significativas, que presenta el pH
de las madres donantes entre ellas.
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Tabla I
pH, concentracion de MDA vy capacidad antioxidante total, en leche fresca y en leche mantenida a 4° C durante 12 h,
24 h, 36 h 'y 48 h. (Valor medio + desviacion estandar)

Tiempo de almacenamiento pH (21 valores = todos) MDA (uM) CAT (mmoles equivalentes de Trolox)
Fresca 7,50+0,16 1,15+0,07 68,55+ 15,74
12h 7,28 £0,15 1,36 £0,23 67,48 + 18,58
24h 7,09+0,22 1,70 £0,49 63,07 + 14,87
36h 6,83 +£0,26 2,50+0,32 67,78 17,81
48 h 6,70+0,19 2,47+1,02 63,02 20,56
Means and 95,0 percent LSD intervals Means and 95,0 percent LSD intervals
7,6 r B 32 F 4
74 ] 281 7
1 1 24 F |
72+ 1
20 <
& 1 g 2y T

6,8 ; I B
1

6,6 L 4
0 12 24 36 48
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0 12 24 36 48
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Fig. 1.—pH de leche humana: evolucion longitudinal. Leche
fresca (punto 0) y leche mantenida a 4° C durante 12 h, 24 h, 36
h'y 48 h. Intervalos para la media. Test LSD.

Los valores de MDA leche fresca presentaron una
amplia variabilidad, con valor maximo de 1,09 y min-
imo de 1,28, siendo la medianade 1,15.

En la tabla I puede comprobarse el incremento de la
concentracion de MDA que se obtuvo a lo largo del
estudio. La aplicacién del ANOVA multifactorial
indica que los cambios presentados en este marcador
de oxidacion lipidica son estadisticamente significativos
en relacion al tiempo de almacenamiento en refrig-
eracién (p = 0,0015), pero no respecto a la variabilidad
encontrada entre las mujeres donantes (NS). Las diferen-
cias existentes entre las etapas analizadas se evidencia-
ron por aplicacion posterior del test LDS (fig. 2). Como
puede observarse en la figura 2, la concentracion de
MDA aumenta ligeramente desde el inicio, en leche
fresca (1,15 + 0,07 mM), aunque este incremento no es
significativo durante las primeras 24 horas de refrig-
eracion. A partir de este punto, si la refrigeracion se
prolonga hasta las 36 horas, la concentracion obtenida
de MDA alcanza valor 2,50 + 0,49 mM, aumento signi-
ficativo estadisticamente respecto a los anteriores, per-
maneciendo constante a partir de aqui hasta el final del
estudio.

Al igual que los pardmetros anteriormente evalua-
dos, la CAT obtenida en leche fresca presentd una
amplia variabilidad, con valor maximo de 90,95 y min-
imo de 39,45, siendo la mediana 73,80. Como puede

Fig. 2—Concentracion de malondialdehido (MDA, uM) en lec-
ce humana: evolucion longitudinal. Leche fresca (0 h) y leche
mantenida a 4° C durante 12 h, 24 h, 36 h'y 48 h. Intervalos pa-
ra la media. Test LSD.

comprobarse en la tabla I, la determinacién de la
capacidad antioxidante global de la leche humana pre-
senta una gran variabilidad en todas las poblaciones
analizadas. El andlisis estadistico multifactorial indica
variaciones significativas entre las mujeres donantes
(p = 0.0000), sin embargo no los son en relacién al
tiempo de almacenamiento (NS), indicando que la
capacidad antioxidante global permanece sin cambios
significativos desde el inicio, leche fresca hasta el final
del estudio, tras refrigeracion durante 48 horas, tal
como muestra la figura 3.

La posible relacién entre los pardmetros evaluadores
de la capacidad antioxidante de la leche y el pH de la
misma se analizé por aplicacion de un andlisis de regre-
sién lineal.

Los resultados encontrados no mostraron relacién
significativa entre el pH y la CAT en leche humana. Sin
embargo, el descenso en el pH s se relaciona, inversa-
mente, con la concentraciéon de MDA segtn la sigu-
iente ecuacion:

MDA =11,3058-1,35819*pH
En la figura 4 se muestra la representacion del andli-

sis de regresion lineal entre los valores de pH y MDA
obtenidos en la evolucién longitudinal en leche
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Means and 95,0 percent LSD intervals
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Fig. 3.—Capacidad antioxidante total de leche humana (CAT,
mmoles equivalentes de Trolox): evolucion longitudinal. Leche
fresca (0 h) y leche almacenada a 4° C durante 12 h, 24 h, 36 h
y 48 h. Intervalos para la media. Test LSD.

4F MDA = 11,3058-1,35819*pH
Correlation Coefficient = 0,687576

3p 1

MDA

0k . . , . . |
6,5 6,7 69 71 73 7.3 7,7

pH

Fig. 4—Correlacion entre concentracion de MDA 'y pH en le-
che humana: evolucion longitudinal en refrigeracion a tiempo 0
h, 12 h, 24 h, 36 hy 48 h.

humana refrigerada. El coeficiente de correlacion del
andlisis (R =-0,6876) indica que entre ambas variables
existe una relacién inversa de fuerza moderada. Pudi-
endo afirmar que dicha relacién entre ambos paramet-
ros es altamente significativa, con intervalo de confi-
anzadel 95%, (p =0,0001).

Discusion

Cuando es necesario proceder a la refrigeracion de la
leche materna previo a su ingesta, es importante cuidar
las condiciones y el periodo de mantenimiento con el
fin de minimizar su alteracion y las pérdidas de sus
cualidades. Entre las propiedades que interesa preser-
var destaca la capacidad antioxidante, como factor de
proteccion frente a patologias propias del neonato, a las
que estd especialmente expuesto dada su inmadurez de
organos y sistemas®'?. La oxidacién de los lipidos de la
leche origina productos de reaccién que contribuyen a
la formacidn de radicales y derivados reactivos del

oxigeno que parece pueden contribuir en el desarrollo
de patologias como enterocolitis necrotizante o displa-
sia broncopulmonar, entre otras®.

Diversos autores han evaluado previamente la esta-
bilidad de esta propiedad de le leche humana durante su
manipulacion, sin embargo sus resultados no son con-
cluyentes ni en muchas ocasiones contrastables entre
ellos, por considerar diversas condiciones de almace-
namiento o evaluar pardmetros diferentes®”.

La eleccion de la concentracién de MDA como eval-
uador del estado oxidativo de la leche, se justifica no
s6lo por su interés como indicador del proceso de per-
oxidacién lipidica, del que es producto directo, sino
también por el riesgo que supone en s{ mismo dado su
cardcter toxico.

Estudios anteriores han mostrado la presencia de
MDA en leche humana recién extraida y su incremento
significativo cuando se almacena 48 horas', sin
embargo se desconocia la evolucion de este aumento y
a partir de qué tiempo se producia.

Los resultados obtenidos han corroborado la presen-
cia de MDA en todas las muestras frescas analizadas,
con baja variabilidad entre ellas, posible consecuencia
de la seleccién de las donantes entre mujeres no
fumadoras, ya que estudios previos han demostrado la
diferente concentracion de MDA entre mujeres
fumadoras y no fumadoras'> .

Como puede observarse en la figura 2, el contenido
de MDA en leche fresca es minimo, a partir de aqui el
tiempo de almacenamiento conlleva un incremento,
suave en las primeras 24 horas, a partir de las cuales la
concentraciéon de MDA muestra un marcado aumento
con significacion estadistica, asi, a las 36 horas de
almacenamiento la concentracién de MDA es signi-
ficativamente mayor, manteniéndose estable a partir de
aqui. Este resultado coincide y completa el obtenido en
estudios anteriores’, corroborando la inestabilidad de la
leche, respecto a la concentracion de MDA tras alma-
cenamiento 48 horas en refrigeracion pero detallando,
ademds, que esta alteracion se produce en etapas pre-
vias, concretamente a las 36 horas, siendo estable hasta
este momento.

El estudio de la capacidad antioxidante de la leche se
completa con la evaluacién de la capacidad antioxi-
dante global de la leche. En este pardmetro confluye la
contribucidn a esta propiedad de numerosos compo-
nentes de la leche, algunos identificados y considera-
dos en trabajos de otros autores, como glutation
(GSH)"“, enzima glutation peroxidasa®'®, enzima
superéxido dismutasa'® y vitaminas antioxidantes C, A
y E, entre otros. Este parametro ha sido anteriormente
evaluado por otros autores® y por nuestro equipo'® en
otros estudios en leche humana. Los resultados
obtenidos presentan una gran variabilidad entre las
mujeres donantes, estas variaciones posiblemente
puedan estar enmascarando el efecto de los otros fac-
tores afectantes, como la permanencia a 4°C. Asi, en
este trabajo no se han encontrado variaciones significa-
tivas en el poder antioxidante total de la leche durante
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las 48 horas de almacenamiento. Este resultado dis-
crepa, o al menos no era de esperar dado el conocido
efecto que la permanencia de la leche humana en estas
condiciones tiene sobre la estabilidad y actividad de
algunos de los compuestos con accién antioxidante,
contribuyentes a esta propiedad®*!"5,

La acidez de la leche es un parametro de control de
calidad muy valorado en la manipulacién en bancos de
leche, determindndose como grados dérnic o como pH.
El empleo de la titulacién dérnic es de mayor uso y fre-
cuencia®.

Es conocida la caida del pH de leche humana durante
su almacenamiento®®?', tanto si el almacenamiento se
realiza en refrigeracién como en congelacién. Nuestro
trabajo obtiene resultados concordantes con dichos
estudios. En leche fresca se han encontrado pH entre
7,07 y 7,68, valores maximo y minimo (7,50 + 0,16
como media), datos ligeramente superiores a los publi-
cados previamente? e incluidos en el rango obtenido
por otros autores®'. Cuando la leche se almacena en
frio, desde el inicio se presenta una marcada y signi-
ficativa disminucion del pH, asf a las 24 horas de alma-
cenamiento el pH medio es de 7,09 + 0,22, habiendo
pues descendido -0,41 unidades, respecto al valor ini-
cial. El trabajo publicado por Hedge y Vikyath, 20072,
realiza el seguimiento del pH durante este periodo,
mostrando similar comportamiento del pH aunque con
menor pendiente de descenso (-0,17 unidades de pH de
diferencia) entre leche refrigerada 24 h y leche fresca).
Resultados asi mismo concordantes con otos autores®.
Nuestro estudio prolonga el periodo de almace-
namiento durante mas tiempo, observando que la caida
de pH se mantiene bruscamente durante todo el periodo
evaluado, alcanzando el minimo valor (6,70 + 0,19) a
las 48 h. Igualmente esta bajada de pH se prolonga en
otros estudios hasta tiempos mds largos como 8 dias de
refrigeracion’®.

Asi, estos resultados confirman que la leche humana
aumenta su acidez desde el inicio de su refrigeracion,
tanto mds cuanto mayor es el tiempo de manten-
imiento.

Al margen de la relacion que el aumento de la acidez
de la leche pueda mantener con el desarrollo de
microorganismos, relacién valorada en algunos estu-
dios?', el aumento de acidez desencadenado durante la
refrigeracion tiene su origen en el incremento de dcidos
grasos libres que conlleva la actividad de las enzimas
lipasas presentes en la leche y activas a pesar de las
bajas temperaturas, incluso en congelacién®. La activi-
dad lipasa es mayor y con ello el descenso de pH si la
leche se almacena a temperatura ambiente entre 15 a
25°C>.

El aumento de dcidos grasos libres, especialmente
insaturados registrado en diversos trabajos'>*, puede
llevar a un aumento del proceso oxidativo y con ello la
formacion de productos de oxidacién como MDA. En
base a ello, en este trabajo se ha tratado de relacionar
las variaciones entre ambos parametros: pH y concen-
tracién de MDA, no habiendo encontrado estudios pre-

vios que traten de relacionarlas. Los resultados
obtenidos confirman una relacién lineal inversa entre
ambas con fuerte significacion estadistica, de forma
que el descenso de pH conlleva un aumento en la con-
centraciéon de MDA.

Sin embrago no hay relacién entre la variacién del
pH con la capacidad total antioxidante, aunque este
resultado parece poco concluyente dada la elevada
variabilidad interindividual de la CAT, lo que impide
sacar conclusiones al respecto y precisa, para su confir-
macion, nuevos estudios con mayor nimero de mues-
tras.

En base a los resultados expuestos y con el fin de
paliar estas modificaciones parece aconsejable inacti-
var las enzimas lipasas, desencadenantes de estas
alteraciones con la liberacion de dcidos grasos de sus
estructuras originales en los triglicéridos, con el
tratamiento térmico como la pasteurizacion®.

Los resultados obtenidos en este trabajo justifican la
recomendacién de disminuir en lo posible el tiempo de
almacenamiento de leche en refrigeracién. Cuando la
mujer debe proceder a almacenar su leche antes de la
ingesta del lactante, el periodo no deberia superar las
24 horas con el fin de mantener la integridad de su com-
ponente lipidico y evitar sus alteraciones.
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Human Milk Bactericidal Properties: Effect of
Lyophilization and Relation to Maternal
Factors and Milk Components

“Jaime Salcedo, "Maria Gormaz, iMaria C. Lopez-Mendoza, *Elisabetta Nogarotto,
and "Dolores Silvestre

ABSTRACT

Objective: Lyophilization appears to be a viable method for storing human
milk, assuring no microbiological contamination and preserving its health
benefits and antibacterial properties. The aim of the study is to evaluate and
compare the effects of different storage methods (lyophilization and freezing
at —20°C and —80°C) and maternal factors (gestational length or time
postpartum) upon the microbiological contents and bactericidal activity of
human milk. The possible relation between bactericidal activity and the
content of certain nutrients and functional components is also investigated.
Methods: Microbiological content, bactericidal activity, sialic acid, and
ganglioside contents, as well as protein, fat, and lactose concentrations were
assessed in 125 human milk samples from 65 healthy donors in the Human
Milk Bank of La Fe (Valencia, Spain).

Results: Lyophilization and storage at —80°C significantly reduced the
content of mesophilic aerobic microorganisms and Staphylococcus
epidermidis when compared with storage at —20°C. Bactericidal activity
was not significantly modified by lyophilization when compared with freezing
at either —20°C or —80°C. Bactericidal activity was not correlated with fat,
protein, or lactose content, but was significantly correlated to ganglioside
content. The bactericidal activity was significantly greater (P < 0.05) in
mature milk and in milk from women with term delivery than in milk from
early lactation (days 1—7 postpartum) and milk from women with preterm
delivery, respectively.

Conclusions: Lyophilization and storage at —80°C of human milk yields
similar results and are superior to storage at —20C with regard to microbial and
bactericidal capacities, being a feasible alternative for human milk banks.

Key Words: bactericidal activity, breast-feeding, human milk, human milk
bank, lyophilization
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What Is Known

* Present conditions for storing human milk include
freezing at —20°C/—80°C, modifying its defensive
properties and microbial content depending on
time—storage conditions.

* Bactericidal capacity of human milk is considered as
one of the most important defensive properties,
remaining unknown factors controlling.

* Scarce studies have evaluated human milk lyophiliza-
tion as storage alternative, founding none assessing
its effects on nutritional or functional properties.

What Is New

* Human milk lyophilization does not modify its nutri-
tional properties, bactericidal activity, or microbiolo-
gical properties.

* Bactericidal capacity of human milk depends on the
gestational age and time postpartum, and is related
to total ganglioside content.

reast-feeding is the best exclusive feeding option for infants

during the first 6 months of life. Different authorities such
as the World Health Organization, the American Academy of
Pediatrics, and the European Society for Pediatric Gastroenterol-
ogy, Hepatology, and Nutrition recommend pasteurized donor
breast milk supplied by milk banks as the best alternative when
direct breast-feeding is not possible (1). In effect, donor milk
affords additional benefits for premature or low-birth-weight
infants in addition to its nutritional characteristics, such as protec-
tion against necrotizing enterocolitis (lessened incidence of necro-
tizing enterocolitis), infections, and improved food tolerance (2—4).
The bactericidal capacity and microbiota of human milk are 2
properties that contribute to a specific intestinal colonization (5).

The retention of these properties in milk that has been pas-
teurized or stored at —20°C has been established (6—8), although the
effects of other storage methods such as lyophilization (also known as
freeze drying) or freezing at —80°C have not been explored to date.

Human milk banks (HMBs) are increasingly common
throughout the world (9), and standards based on the guidelines
published by different national HMBs have been adopted—although
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there may be some variations in the processing criteria applied in each
case. From the time of expression of the donor milk to consumption,
the storage conditions used aim to maximally preserve all of the
product’s properties and avoid the risk of contamination.

The most common storage method is freezing, and in this
regard, some of the properties of milk are modified to 1 degree or
other, depending on the temperature and duration of storage (10—14).

Lyophilization is highly valued as a storage technique for
complex products that require quality guarantees such as drugs,
microbial strains, biological tissues, and certain foods. In this
context, lyophilization offers maximum preservation of the proper-
ties of the original product. The use of lyophilization for storing
human milk may be a good alternative to freezing in HMBs,
allowing prolongation of the shelf life of the milk and lowering
the cost of storage.

Although many studies have evaluated the stability of cold-
stored (refrigerated or frozen) milk, few have examined the effects
of lyophilization upon human milk, and the existing publications
are moreover old and largely limited to effects upon the fat globule
(15) or certain protective actions (16). The effects of lyophilization
upon the nutritional value, bioactive compound stability, sensory
characteristics, and microbiological properties of human milk have
not been established.

Our hypothesis is that lyophilization is a suitable alternative
to freeze storage at —80°C and —20°C, and does not increase
harmful microbial content or decrease its nutritional and bioactive
functionality. Moreover, this study examines the possible effect of
gestational length, time postpartum, and the contents of certain
nutrients and bioactive compounds (sialic acid and gangliosides)
upon the bactericidal capacity of milk.

METHODS

Subjects and Samples

A total of 125 human milk samples from 65 healthy donors in
the HMB of La Fe Hospital (Valencia, Spain) were analyzed. All of
the donors gave written informed consent to use the donated milk
for research purposes. As part of the routine protocol of the HMB, a
full clinical history was compiled in each case, including the
characteristics of the donated samples. The study was approved
by the hospital ethics committee. Milk was collected at home in
sterile polypropylene containers using a breast pump (Lactina,
Medela, Switzerland) and was immediately frozen at —20°C until
transfer to the HMB, where the milk was stored under the same
conditions until shipment to the laboratory of CEU-UCH University

65 women

!

125 HM samples

(Valencia, Spain). Frozen storage conditions were maintained at
all times.

Of the 125 total samples collected, 50 were used to study the
effect of lyophilization upon the microbiological and nutritional
properties: 20 samples for microbiological counts (5 mL) and 30 for
the study of bactericidal capacity (2 mL) and the analysis of
proteins, lipids, and lactose (3 mL).

The effect of time postpartum and gestational length upon the
bactericidal capacity of the milk was analyzed using 75 samples: 20
samples corresponded to the early lactation period (collected in the
first 7 days after delivery) and 37 to mature milk (collected between
15 and 125 days after delivery). In turn, 27 of the samples came
from women with gestations between 26 and 36 weeks (preterm),
and 25 were donated by women with gestations between 38 and
41 weeks (term).

The relation between bactericidal capacity and ganglioside
and sialic acid content was evaluated in 15 milk samples with
sufficient volume (40 mL) to perform 3 determinations for each
sample. Figure 1 summarizes the use of samples in the course of
the study.

At the time of processing, each sample was thawed and
divided into 3 aliquots of 10 mL each: first aliquot (A) was destined
for immediate analysis after thawing in the refrigerator at 6°C to
—8°C; a second aliquot (B) was frozen at —80°C; and a third aliquot
(C) was frozen at —80°C, followed by lyophilization. After a period
of 10 to 14 days, aliquot B was thawed at room temperature,
whereas lyophilized aliquot C was reconstituted to original weight
with bidistilled water. Immediate analysis of the corresponding
parameters was carried out in all cases.

Lyophilization

Sample lyophilization was carried out following the instruc-
tions of the equipment (Telstar Cryodos, Mannheim, Germany),
under conditions of —40°C and 12 mbar. Briefly, 10 mL of sample
was frozen at —80° C in sterile plastic tubes, and the equipment was
turned on. Once the system reached working conditions (—80 °C,
0.01 mbar) and the samples were totally frozen, the samples were
taken from the freezer, covered with loose parafilm, and introduced
into the system. The samples were dry after 2 to 3 days.

Microbiological Count

For microbiological analysis, 1 mL of each sample was
diluted with 9 mL of 0.1% wt/vol sterile peptone water (Oxoid;
Unipath Ltd, Basingstoke, UK). To estimate microbial counts,

Lyophilization effect

Bactericidal

\L— (50 samples) —\l/ T capacity (75 samples)

Microbial content

(20 samples) (30 samples) (30 samples)

Nutritional composition  Bactericidal capacity ~Gangliosides effect
(15 samples)

Maternal factors

F (60 samples) —\l/

Gestational age Time postpartum

(52 samples) (57 samples)
Pre-term Term Early lactation ~ Mature milk
(27 samples) (27 samples) (20 samples) (37 samples)

FIGURE 1. Flowchart summarizing the use of samples in the course of the study. HM =human milk.
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appropriate dilutions of sample homogenates were prepared and
inoculated in duplicate into growth media.

Mesophilic aerobic counts were determined by incubating
plate count agar (Oxoid) at 31°C for 72 hours. Staphylococcus
aureus was determined on Baird Parker Agar (Oxoid) with 10%
(vol/vol) of Egg Yolk Tellurite Supplement by incubating the
samples at 37°C for 24 hours. Enterococci were grown on
Slanetz-Bartley (Oxoid) medium incubated at 37°C for 48 hours.
Finally, Staphylococcus epidermidis was determined on Mannitol
Salt Agar (Oxoid) incubated at 30°C for 48 hours. The results were
expressed as colony-forming units per milliliter.

Determination of Bactericidal Capacity

The bactericidal effect against Escherichia coli NCTC 9111
serovar O111:K58 (B4):H— was assessed using the method described
by Silvestre et al (6). The degree of bacteriolysis was calculated as the
difference between E coli counts in the control and milk samples,
expressed as a percentage of the control sample counts.

Autoanalyzer Nutrient Determination

Fat, protein, and lactose determinations were carried out
using a human milk analyzer (Miris, Sweden). Briefly, samples
were warmed at 37°C and homogenized with an ultrasonic hom-
ogenizer (VCX 130; Sonics & Material, Newtown, CT) for 30
seconds, and 2 mL were injected into the analyzer. Results were
expressed as grams per 100 mL of milk. Before analysis, a daily
calibration check was performed using the calibration solution
(MIRIS check), which was provided by the supplier.

Determination of Gangliosides and Sialic Acid

Sialic acid content, expressed as Neu5Ac, was determined by
spectrophotometry according to Salcedo et al (17). Briefly, samples
were hydrolyzed with H,SO, and purified with ion exchange
chromatography. NeuSAc content was determined by spectropho-
tometry following the resorcinol procedure of Svennerholm (18).

For the determination of gangliosides, lipid extraction was
carried out following the methodology described by Puente et al
(18). Once the lipid extract was obtained, the total ganglioside
contents were determined as lipid-bound sialic acid using the
resorcinol procedure of Svennerholm (18), whereas ganglioside
identification was performed by high-performance thin-layer
chromatography as previously described (19).

Statistical Analysis

The normal distribution of the data was evaluated using the
Kolmogorov-Smirnov test. Parametric statistics were used in the

event of P > 0.05, applying 1-factor analysis of variance (ANOVA)
for the effect of storage methodology upon microbial content, or
multifactorial ANOVA to evaluate the effects of storage method,
gestational age, and time postpartum upon bactericidal capacity. In
all cases, a later application of the Tukey test was used to check
differences between groups. Moreover, multiple linear regression
analysis was performed to explore the relation between different
parameters (bactericidal capacity with nutritional composition (fat,
protein, lactose), bactericidal capacity with ganglioside (total or
individual) and sialic acid content). In the case of populations with a
nonnormal distribution (P <0.05), we used the nonparametric
Kruskal-Wallis test to analyze differences between groups.

RESULTS

Effect of Storage Method Upon

Microbiological Counts

Table 1 shows the results obtained in the microbiological
analyses of mesophilic aerobic microorganisms, S aureus, S epi-
dermidis, and Enterococcus spp, in the samples frozen at —20°C,
samples frozen at —80°C, and samples frozen at —80°C with
subsequent lyophilization.

The Kruskal-Wallis test used to assess the effect of the
storage method upon the counts of each of the microbial species
indicated that freezing at —80°C and lyophilization resulted in
significant changes (P < 0.05) in the counts of mesophilic aerobic
microorganisms and S epidermidis. Specifically, lyophilization
significantly lowered the counts of both groups of organisms,
whereas freezing at —80°C only affected S epidermidis, with a
drop in count versus baseline. Neither S aureus nor Enterococcus
spp showed significant differences in counts in either the lyophi-
lized samples or the samples frozen at —80°C when compared with
the corresponding counts in samples stored at —20°C.

Effect of Storage Method Upon the Bactericidal
Capacity of Milk

All of the analyzed samples exhibited bactericidal capacity.
Table 2 shows the bactericidal capacity of the samples frozen at
—20°C and of those stored at —80°C, both with and without
subsequent lyophilization. A normal distribution was confirmed
in all of the cases.

Multifactorial ANOVA used to investigate whether the
nature of the milk samples or the method used to store the milk
influenced the bactericidal capacity revealed no significant differ-
ences (P> 0.05) attributable to either the donors or the storage
method used. Lyophilization of the milk produced no significant
losses in bactericidal capacity.

TABLE 1. Effect of the storage method upon microbiological counts

Frozen at —20°C

Frozen at —80°C Lyophilization

Microbial count %

Microbial count % Microbial count %

29690 £ 9830" (90-4,100,000) 85
1171£1010% (200-3200) 70
14443 £1290% (2410-47,000) 80
99202 £ 6090 (280-202,000) 20

Mesophilic aerobic microorganisms
S aureus

S epidermidis

Enterococcus spp

24065 +£2500%" (270-101,000) 100 15107 +2810" (1740-24,000) 95

2950 £730% (100—13,000) 60 611+90" (14-2300) 70
7057 +480"% (260-24,300) 85 5154310 (760-16,700) 70
807 £ 60 (200—1460) 20 488 470 (300-620) 25

Bactericidal count and % of positive presence of mesophilic aerobic microorganisms, S aureus, S epidermidis, and Enterococcus spp after samples stored at
—20°C, —80°C, or subjected to lyophilization. Results expressed as mean = relative standard deviation (n=20 x 3) CFU/mL. CFU = colony-forming unit.

* Indicates not normal distribution.

*#Indicate statistical differences (P < 0.05) with values obtained in samples frozen at —20°C.
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TABLE 2. Effect of the storage method upon the bactericidal capacity
of human milk

Mean + SD Bactericidal range effect
Freezing —20°C 63.60+13.75 38.24-91.62
Freezing —80°C 69.15+21.13 32.06-98.57
Lyophilization 63.09+21.61 21.88-94.85

Bactericidal capacity of samples frozen at —20°C, —80°C, or subjected to
lyophilization, expressed as E coli growing reduction (% E coli inhibition).
Results expressed as mean =+ relative standard deviation (n=20) of E coli
inhibition (%) with respect to control. SD = standard deviation.

Effect of Maternal Factors (Gestational Age
and Time Postpartum) Upon the Bactericidal
Capacity of Milk

An analysis was made of the possible relation between the
properties of the milk (time postpartum and gestational age) and its
bactericidal effect. Table 3 reports the bactericidal capacity corre-
sponding to the early lactation period and mature milk, and for milk
from women with preterm and term deliveries. A normal distri-
bution was confirmed in all cases.

Significant differences (P < 0.05) were recorded for both time
postpartum and gestational age. In effect, the samples of mature milk
had greater bactericidal capacity than colostrum, and samples from
women with term delivery exhibited greater bactericidal capacity
than the samples from women with preterm delivery.

Relation Between Bactericidal Capacity and
Nutritional Composition of Milk

The relation between the bactericidal capacity of milk and its
lipid, protein, and lactose contents was analyzed in 30 samples. The
average bactericidal capacity of these samples, expressed as the
percentage inhibition of E coli growth, was 63.60% =+ 13.75%. This
value falls within the range obtained when bactericidal activity
is evaluated depending maternal factors). The mean concentrations
(in g/100mL) of fat, protein, and lactose in the samples were
3.45+1.80, 1.07 +0.54, and 6.90 £ 0.39, respectively.

Multiple regression analysis using the bactericidal capacity
of the samples as dependent variable and the concentration of the 3
macronutrients mentioned (fat, protein, and lactose) as independent
variables revealed no significant relation for any of them (P > 0.05),
that is, the bactericidal capacity of the milk was not related to its fat,
protein, or lactose contents.

TABLE 3. Relation between maternal factors and bactericidal capacity
of human milk

Mean + SD n Bactericidal range effect

Early lactation milk ~ 66.90 £ 15.19° 20 44.12-88.71
Mature milk 75.38+11.94 37 52.28-96.57
PT delivery 6439+1561" 27 37.50-92.81
AT delivery 73.434+12.90 25 47.31-90.90

Bactericidal capacity expressed as E coli reduction (% inhibition). Results
expressed as mean = relative standard deviation triplicates of each sample of
E coli growing reduction compared with control. AT = term; PT = preterm;
SD*= standard deviation.

Indicates statistical differences (P < 0.05) with respect to mature milk.
fIndicates statistical differences (P < 0.05) with respect to PT values.
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Relation Between Bactericidal Capacity and
Ganglioside and Sialic Acid Contents of Milk

The study of the relation between bactericidal capacity and
functional components was carried out in 15 samples. Their mean
bactericidal capacity (expressed as the percentage inhibition of
E coli growth) was 70.83% 4-25.08%. The mean concentration
of sialic acid and total gangliosides was 230.00 +22.10 mg/L and
550.80 £ 160.00 pwg/L, respectively.

Multiple regression analysis of the relation between the
bactericidal capacity of milk and its total ganglioside and sialic
acid contents revealed a strongly significant correlation
(P=0.0000). Figure 2 shows the line adjusted to the model, with
a correlation coefficient of r* =0.8475.

DISCUSSION

Human milk is not sterile. The use of culture-independent
methods has allowed to identify and classify specifically bacteria
present in human milk, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococ-
cus, Lactococcus, Lactobacillus, Weissella, and Leuconostoc being
the most common of the different microorganisms identified
(20,21). A recent review has pointed out the beneficial roles of
human milk microbiota in infant health: it favors maturation of the
infant immune system, and contributes to reduction of incidence
and severity of infections and possible promotion of a ‘‘healthy”’
microbiome in the infant gut (22). Some microorganisms present in
milk can, however, also cause illness under certain conditions, such
as Clostridium or Staphylococcus, among others (23,24). The main
concern of HMB is to ensure the safety of human milk, trying thus to
eliminate HMB, not considering the possible lost of bacteria
exerting positive effects for the body.

The effects of different freezing conditions upon the micro-
biological quality of human milk are known (25-28), although to
our knowledge there have been no previous evaluations of the
global effect of the successive freezing steps. Likewise, we know of
no previous studies on the effects of lyophilization as milk storage
method in HMBs. In the present study we compared the effect of
lyophilization with that of present human milk storage methods
(—20°C, —80°C) in terms of pathogenic bacterial abundance, the
latter being a key concern in HMBs.

Mesophilic aerobic microorganisms and Staphylococcus
(S epidermidis and S aureus) were the most frequently identified
microorganisms, whereas the genus Enterococcus was isolated in
only 20% of the samples analyzed. Staphylococcus and Strepto-
coccus have been described as the predominant genera in fresh
milk, and their counts do not vary when the product is frozen at

3 ETTT T

2 =0.848; P=0.000

21

1

Predicted bactericidal
effect, %

] S T S ST S
340 440 540 640 740 840

Total gangliosides, ug/L

FIGURE 2. Linear relation between total ganglioside content (ng/L)
and bactericidal capacity (% inhibition).
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—20°C for a period of 3 days to 6 months (29). This suggests that the
freezing of our reference samples at —20°C should not have altered
the abundance of these genera.

Subsequent sample storage at —80°C or in lyophilized (freeze-
dried) form resulted in a decrease in S epidermidis counts in both
cases. The number of mesophilic aerobic microorganisms was not
modified by freezing at —80°C, but was decreased significantly in the
lyophilized samples when compared with both the reference values
and the samples frozen at —80°C. Neither S aureus nor Enterococcus
showed significant differences after lyophilization or after freezing at
—80°C. From a microbiological perspective, the results obtained
define lyophilization as being as good an alternative for storing milk
in the HMBs as freeze storage at —80°C because it does not increase
the microbial burden of the product.

Stability of Bactericidal Capacity

The results obtained corroborate the bactericidal activity of
human milk against E coli, as already evidenced by previous studies
(6,30). In our study, the mean bactericidal capacity of the nonstored
samples (expressed as percentage inhibition of microbial growth)
was lower than the capacity reported for fresh milk in previous
studies (6,30,31).

The differences between our results and those found in the
literature can be explained by possible milk bioactive compound
loss during freezing (13,30,32).

Milk samples in our study were kept frozen at —20°C
between 1 and 6 weeks before first analysis, consistent with routine
practices in the HMB, and were seen to retain bactericidal
capacity—although to a lesser degree than in freshly collected
breast milk. These data confirm the existence of bactericidal
properties in milk stored in the HMB, despite the decrease in
relation to fresh milk attributed to storage of the product in the
home of the donors.

We have found no studies on the additive effects of succes-
sive treatments such as those commonly used in milk banks, initial
freezing in the home (—20°C), followed by storage at either —20°C or
—80°C. Likewise, we have found no studies in the literature compar-
ing the effects of lyophilization and freezing on milk in HMBs.

Our results confirm the existence of bactericidal capacity in
all the milk samples, with values that differ widely among donors.
The E coli growth-inhibiting capacity remained stable regardless of
the storage method used. Freezing at —80°C during the period of
time studied did not affect this capacity, and lyophilization of the
milk likewise produced no changes when compared with either
freezing at —80°C or the reference values.

Factors Influencing the Characteristics of Milk

Variability is characteristic of human milk because its com-
ponents and properties are influenced by a broad range of factors.
In-depth studies have been performed of the effect of the time
postpartum upon its nutrient contents, although the variations in
biocomponents and properties are not always known. In our study,
we found both time postpartum and gestational age to exert a
significant influence upon the bactericidal capacity of milk. Specifi-
cally, the bactericidal properties were less apparent in the first week
of lactation and increased in mature milk. This finding is surprising
because one of the most valued characteristics of colostrum is its
contribution to the defenses of the newborn infant. Some authors
have already analyzed this effect, and the results are not always
consistent. Bertino et al (12) observed no differences in the bac-
tericidal capacity of human milk against E coli during the first 15
days of nursing, whereas Ogundele (30) reported a marked decrease
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in bactericidal activity during the period from colostrum to transi-
tional milk. Other studies have analyzed the changes in certain
components that contribute to the global effect with the observation
of different trends (33-36).

The results confirm that the antibacterial capacity of milk
against E coli is less pronounced in milk from women with preterm
infants than in those with infants born at term. We have found no
studies in the literature with which to establish comparisons in this
respect, although some authors have examined the effect that
pregnancy may have upon certain concrete components such as
proteins, lipids, enzymes, or a-tocopherol (37,38). No studies have
examined the overall effect, however.

Some of the bioactive components of human milk have been
identified. Their chemical nature varies and includes lipids,
proteins, and oligosaccharides, which are potentially active in
protecting the newborn infant from infections (30). The direct
relation between each of these components and the global anti-
bacterial protection afforded by breast milk, however, remains
unclear.

To examine this relation, we analyzed the concentration of
macronutrients in the samples. The results revealed no significant
relation between the bactericidal capacity of milk and its protein,
total fat, or lactose contents. The recorded values of these nutrients
were consistent with the data found in the literature, and showed
important variability among samples, possibly as a consequence of
the heterogeneity of the latter.

Gangliosides and sialic acid derivatives are active com-
pounds found in human milk that intervene in many biological
processes and in the development and maturation of the immune
system (39—42). The concentrations of the different ganglioside and
sialic acid species in human milk vary greatly among different milk
samples, and the factors underlying such variability have not been
clearly established (43—46). The mechanisms of action of these
compounds suggest that they may contribute to the antibacterial
capacity of milk.

Regression analysis showed bactericidal effects to be directly
correlated to the total amount of gangliosides present in human milk
(P=0.039, r=0.896)—no individual ganglioside being shown to
significantly contribute to this effect. To our knowledge, no studies
have analyzed the relation between the bactericidal effect of human
milk and the composition of the ganglioside fraction. As a result, it
is not possible to compare our results with those of other authors.
The bactericidal effect of bovine milk sphingolipids, which share
part of the structure of gangliosides, has, however, been investi-
gated. Sprong et al (47) observed an inhibitory effect (on bacterial
growth?) of sphingolipids present in bovine milk, suggesting that
gangliosides are involved in the bactericidal action observed with
this fraction. Fatty acids forming part of the ganglioside ceramide
moiety may confer their bactericidal activity, as has been observed
in vitro (48), the sugar chain not being involved in this effect. The
mentioned fatty acids may in fact be the active components of the
lipid fraction described by Ogundele (30).

CONCLUSIONS

The present work has demonstrated that lyophilization can be
considered as a promising alternative for storing human milk in
HMBs instead of freezing. Lyophilization does not increase harmful
microbial content, decrease bactericidal capacity, or modify the
nutritional value of human milk. Lyophilization, however, possibly
may have negative aspects (eg, inducing a decrease in known
beneficial bacteria content), hence emphasizing on the need of
future studies using more comprehensive methods (likely culture-
independent) to evaluate the effect of these preservation techniques
on a wider range of bacterial taxa. This work also demonstrates that
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the bactericidal capacity of human milk depends on the gestational
age and time postpartum, and is related to total ganglioside content.
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Abstract. Fetal to neonatal transition poses a relevant threat to the newly born infant. In few minutes oxygen delivery to tissue
will rise abruptly. In addition, very often aggressive therapies which include the use of oxygen are going to be necessary to assure
survival of the neonate. Interestingly, the antioxidant defense system maturation pattern is not complete until the end of gestation
and, therefore, preterm babies are endowed with an immature and less effective antioxidant armamentarium. Under these cir-
cumstances preterm infants are prone to oxidative stress derived serious conditions such as retinopathy of prematurity, bron-
chopulmonary dysplasia or intra-periventricular hemorrhage. Remarkably, human milk even in preterm mothers provides with a
vast array of antioxidant substances that will undoubtedly help the infant to confront with a pro-oxidant milieu. These antioxidant
properties render human milk essential for the survival of preterm infants and its use should be therefore strongly reinforced.

Keywords: Human milk, prematurity, oxidative stress, antioxidant, lactation, nutrition

1. Antioxidant defenses in utero

Oxygen is essential for the growth and develop-
ment of multi-cellular organisms. Under physiological
conditions the human fetus is relatively hypoxic
compared to the adult. Thus, while the arterial partial
pressure of oxygen (p,0,) in an adult subject is
~12 kPa (90 mmHg), fetal p,O, never surpasses 4 kPa
(30 mmHg) [1]. The low partial pressure of oxygen in
the tissue acting as a morphogen determines the dif-
ferentiation pattern of cells forming human tissues
because the balance between the formation and re-
moval of metabolically generated reactive oxygen
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Neonatology, University and Polytechnic Hospital La Fe, Bulevar
Sur s/n, 46026 Valencia, Spain. Tel.: +34 96 1245688; Fax: +34 96
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species (ROS) can elicit developmental events [2,3].
In experimental studies in rabbits it was shown that
antioxidant enzymes (AOE) superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase
(GPx) in lungs developed late in gestation. Interest-
ingly, one of the most active antioxidant enzymes
extracellular SOD increased significantly 150% in the
last 15% of gestation paralleling that of alveolar sur-
factant both preparing fetal lung to successfully initi-
ate air respiration [4]. It should be here noted that
AOE require the concourse of microminerals such as
selenium, copper, zinc, manganese and iron for their
biological activity; however, accretion of micro-
minerals and vitamins in the fetal tissue only occurs in
the last weeks of gestation. As a consequence, babies
born prematurely have reduced micromineral and
vitamin content and therefore a reduced antioxidant

1879-5390/13/$27.50 © 2013 — IOS Press and the authors. All rights reserved
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enzyme response to free radicals [4]. Hence, preterm
infants with lower copper or zinc status have de-
creased Cu-Zn SOD activity as compared to control
term babies and eliminate significantly greater
amounts of 8-hydroxy-2’-deoxy- guanosine (§OHdAG)
reflecting increased oxidative stress [5]. Selenium is
an essential micronutrient associated with decreased
oxidative stress through selenoproteins, being the GPx
family members the most studied; notwithstanding, it
also has an independent antioxidant activity linked to
decreased transcription and expression of Mn-SOD
and uncoupling protein 2. Furthermore, other seleno-
proteins are important component of the antioxidant
host defense system affecting leukocyte and NK cell
function. The milk globule regulating mechanisms
control the synthesis and secretion of seleno-com-
pounds throughout lactation, with a high total Se level
in colostrum that decreases as lactation progresses.
Selenium is present in breast milk principally as se-
lenoproteins (especially as GPx) but also as seleno-
amino acids (seleno- cystamine, seleno-cystine, seleno-
methionine), and is greater in breast-fed than in for-
mula fed [6]. Supplementation with Se to lactating rats
significantly increased its content in the milk and
similarly, preterm infants receiving supplements of Se
exhibited significantly increased plasma levels as
controls; nonetheless, preterm babies with higher Se
plasma levels and GPx activity did not show reduced
oxidative stress or less incidence of bronchopulmo-
nary dysplasia and/or retinopathy of prematurity [7].
Remarkably, supplementation with Se reduced the
incidence of nosocomial sepsis in extremely preterm
infants and has therefore been considered a promising
therapy for this population [8,9].

Vitamins A, E and C are also relevant as antioxi-
dants for the newborn infant. Hence, they are known
for inhibiting ROS-induced lipid peroxidation and
scavenge ROS. Similarly as with micromineral, an-
tioxidant vitamins A and E also accumulate in the
fetus in the last trimester of pregnancy and, therefore
preterm infants are endowed with low stores of vita-
min A and E especially those who are formula fed [10].
Vitamin A is essential for regulation and promotion of
growth and differentiation of cells in the retina and
cells that line the lung. It has been shown that plasma
B carotene and vitamin A concentrations are lower in
preterm infants and especially in those who develop
bronchopulmonary dysplasia [11]. Intriguingly, sup-
plementation of vitamin A to pregnant women and or
to their babies after birth has retrieved controversial

results. Hence, a recent Cochrane review informed
that supplementation of vitamin A to malnourished
pregnant women in developing countries did not exert
a beneficial effect on mothers or babies except for a
slight increased in mean birth weight [12]. Conversely,
in other recent studies performed in developed and
developing countries beneficial effects of vitamin A
supplementation to mothers and babies consisting in
improved respiratory outcome and less incidence of
moderate to severe bronchopulmonary dysplasia were
reported [13,14]. Notwithstanding, it should be noted
that experimental research has underlined the pro-
oxidant potential of retinoic acid and deleterious ef-
fects when supplemented during pregnancy and lac-
tation. Thus, both pregnant rats supplemented with
high doses of vitamin A and their offspring experi-
enced oxidative damage in striatum and hippocampus
which led to cognitive and behavioral impairment [15].
The same group studied relevant side-effects in the
lung of offspring of pregnant and lactating rats sup-
plemented with vitamin A. Analysis of the fetal and
offspring lungs exhibited increased lipo-peroxidation,
protein carbonyl, activities of the AOE and decreased
sulphydryl protein as unequivocal signs of oxidative
damage [16]. Hence, caution should be paid regarding
vitamin A supplementation during pregnancy and
lactation and especially in women of developed
countries with replenished vitamin A stores. Similarly,
although tocopherols are known for being potent an-
tioxidants preventing lipid peroxidation, supplements
during pregnancy to avoid oxidative stress associated
conditions such as preeclampsia or to preterm babies
to avoid free-radical associated conditions such as
bronchopulmonary dysplasia or retinopathy of prem-
aturity have rendered inconsistent results. Hence,
although some benefits have been found in the form of
reduced germinal matrix/intraventricular hemorrhage,
the substantial increased risk of sepsis blunts the rou-
tine supplementation with vitamin E especially to the
extremely low gestational age neonates [17].
Similarly, non-enzymatic antioxidants acquire full
expression and activity no later than the last weeks of
gestation. Hence, glutathione (GSH) a ubiquitous
tripeptide formed by y-glutamine, L-cysteine and
glycine, has been found at lower concentrations in
erythrocytes from preterm babies as compared to term
babies [18]. GSH has diverse functions such as de-
toxification, maintenance of thiol status, modulation
of cell proliferation and antioxidant defense [19].
GSH is able to reduce free radicals by establishing a
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disulfide bond with another GSH molecule forming
oxidized glutathione (GSSG) and thus providing one
electron. GSSG is reduced again to GSH by the action
of glutathione reductase (GSH-reductase) with the
electrons provided by NADPH [20]. Of relevance is
the fact that the major determinants of GSH synthesis
are the availability of L-cysteine, the sulfur amino
acid precursor, and the activity of glutamate cysteine
ligase. In this regard, the limiting enzyme for L-cys-
teine synthesis, y-cystathionase, has been shown to be
expressed late in gestation [21]. Hence, in a prospec-
tive study preterm infants < 1500 g of birth-weight
were randomly assigned to receive standard (40 mg/
kg/d) or high (81 mg/kg/d) L-cysteine supplementa-
tion in the first 6 days after birth. No differences in
circulating cystine, glutathione content or rate of syn-
thesis of glutathione were found between groups [22].
Remarkably, cord blood erythrocytes from preterm
infants with similar weight and gestational age syn-
thesized GSH at a significantly lower rate than term
infants when incubated with precursors (methionine,
glutamic acid, glycine) [18]. However, substitution of
methionine with N-acetyl-cysteine in the incubating
milieu therefore by-passing the limiting enzyme
v-cystathionase significantly increased the rate of
GSH synthesis approaching that of term neonates [18].
Similarly, isolated hepatocytes of offspring of preg-
nant rats treated with N-acetyl-cysteine were able to
increase GSH production as compared with non-
treated controls [23]. The availability of L-cysteine for
the synthesis of glutathione and other sulphur-disul-
fide compounds in humans in the first days after birth
is secured by the high L-cysteine content in the whey
proteins of colostrum [24-26].

Fetal development in utero is protected because of
the indispensable role of redox signaling through
uterine-fetal interactions. There is evidence for spatio-
temporal regulation of AOE (particularly SOD) in the
context of local nitric oxide (NO) generation via nitric
oxide synthases and downstream NO-dependent sig-
naling in the placenta, critically important for vascular
development [27]. Similarly to what occurs in the
fetus, studies performed in human abortus materials
and from placenta obtained at term have shown that
AOE activities also increased along gestation, and
especially in the last trimester [28]. In conditions such
as recurrent pregnancy loss, preeclampsia, preterm
premature rupture of membranes, intrauterine growth
restriction (IUGR) and fetal death oxidative stress has
been suggested as causative agents. Hence, free radi-

cals are going to provoke a switch towards a pro-
oxidant status causing negative effects on the placenta
and subsequently upon fetal growth and develop-
ment [29]. Markers of oxidative stress, such as non-
protein bound iron, have been measured in cord blood
as an indicator of intrauterine ROS production. These
markers have been associated with the development of
several postnatal disease processes, revealing that in
utero oxidative stress is a significant risk factor, es-
pecially in preterm neonates [10].

2. Oxidative stress in the fetal to neonatal
transition in preterm infants

In the fetal-to-neonatal transition there is an abrupt
increase in oxygen availability [30], and in few
minutes the p,0, reaches adult values [31,32]. This
sudden increase in oxygenation induces the formation
of oxygen and nitrogen reactive species, many of
which are free radicals [33] that may act as signaling
molecules modulating maturation of specific meta-
bolic pathways [34,35]. Hence, oxidative stress is
inherent to fetal to neonatal transition. Studies per-
formed in fetal and neonatal rat pups isolated
hepatocytes showed that GSH/GSSG ratio signifi-
cantly decreased in neonatal as compared to fetal
revealing a physiologic pro-oxidant status in the fetal
to neonatal transition [36]. However, under certain
circumstances fetal to neonatal transition will lead
unequivocally to profound and non-physiologic oxi-
dative stress [1,37-39]. Thus, birth asphyxia which is
characterized by prolonged periods of hypoxia will
cause an exhaustion of ATP and an accumulation of
purine derivatives especially hypoxanthine. Under
normal circumstances hypoxanthine is metabolized by
xanthine reductase to uric acid. However, upon re-
oxygenation with elevated concentrations of oxygen
specific proteases will activate xanthine oxidase
production which uses oxygen as a substrate and
generates a burst of oxygen free radicals especially
anion superoxide. In the presence of ferrous iron
Fenton chemistry will ensue enhancing the production
of hydroxyl radicals. Moreover, anion superoxide
combined with NO will lead to the production of a
highly reactive nitrogen species as is peroxyni-
trite [40].

In preterm infants, the burden imposed upon fetal to
neonatal transition and postnatal adaptation is still
greater. Prematurity disrupts antioxidant system mat-



172 M. Gormaz et al./ Human milk and prematurity

Milk constituents conferring antioxidant protection. Adapted from references 46, 49, 51-54, 56-59

Micronutrient Constituent of Biological function

Iron (Fe) Catalase Prevention of hypoxia in hemoglobin/myoglobin

Manganese (Mn) MnSOD Dismutation of anion superoxide

Copper (Cu) CuZnSOD Dismutation of anion superoxide; Ceruloplasmin; Iron metabolism

Zinc (Zn) CuZnSOD Dismutation of anion superoxide; Methallothionein; Membrane stabilization

Displacement of iron

Magnesium (Mg) Intracellular ion

Cofactor in pentose-phosphate pathway; Reactions involving ATP

Deficiency enhances ROS generation

Selenium (Se) Glutathione Peroxidase
tively
Riboflavin

Thiamine

Glutathione reductase

Nicotinamide

To reduce lipid hydroperoxides and hydrogen peroxide to alcohol and water respec-

Flavin Adenin Dinucleotide cofactor; Reduction of GSSG to GSH
Transketolase pentose phosphate pathway
NAD’, NADP*, NADPH, NADH Energy metabolism; DNA repair; Poly (ADP ribose) polymerase

Glutathione reductase & Catalase function

Folic acid
Vitamin C

Minimizes plasma homocysteine level for prevention of endothelial vascular damage
Free radical scavenger

Recycles tocopheryl radical to tocopherol

Vitamin E
Vitamin A

Chain breaking antioxidant protects membranes and LDL from peroxidation
Free radical quenching

uration and therefore the antioxidant defenses will not
be fully developed or functional [41]. In this context
oxidative stress can be accrued from different sources.
Hence, preterm infants especially below 32 weeks
gestation will require oxygen therapy to achieve tar-
geted saturations in the delivery room, and clinical
trials have shown that the levels of different bi-
omarkers of oxidative stress such as ortho-tyrosine,
F2-isoprostanes or 8OHAG in urine directly correlate
with the oxygen load received; moreover, there seems
to be a correlation between elevated markers of oxi-
dative stress in the first days after birth and later de-
velopment of chronic lung disease [40,42]. Moreover,
oxygen therapy associated with mechanical ventila-
tion is needed in a significant number of preterm ba-
bies to overcome lung immaturity. Additional sources
of free radicals are associated with the use of paren-
teral nutrition, phototherapy and/or nosocomial sep-
ticemia [43]. Clinical studies have consistently shown
that increased ROS production occurs in preterm
babies and is associated with an impaired activation of
antioxidant enzyme concentration and activity [4].
Moreover, the adaptive capacity of preterm infants to
oxidative stress associated with birth is substantially
decreased as compared with term infants. Hence,
studies comparing ROS production and umbilical vein
and umbilical artery total radical trapping antioxidant
potential and glutathione between term and preterm
infants showed an increased consumption of antioxi-
dants in preterm infants as well as a reduction in the

antioxidant reserve rendering these babies susceptible
to pro-oxidant aggression [43—45].

3. Antioxidant capacity of human milk (HM)

Milk antioxidant composition is extraordinarily
complex functioning by different chemical reactions,
which collectively culminate in a stable food source
for the breastfed infant [46]. Hence, especially fatty
acid composition would prevent lipid peroxidation
and rancidity. In addition, specific antioxidant com-
ponents could directly scavenge free radicals thus
avoiding oxidative stress. Finally, certain peptides
could elicit a response through genomic activation of
the antioxidant system in the intestinal epithelial cells
meant to protect intestinal epithelium against free
radical aggression [47].

Since up-regulation of antioxidants does not occur
in preterm babies HM could directly scavenge free
radicals and contribute to decrease free radical asso-
ciated conditions [48]. The complete list of antioxi-
dants present in HM is still unknown (Table 1) but the
most widely detected exogenous antioxidants are
microminerals (Zn, Cu, Se, Mn), antioxidant vitamins
(A, E, C, B carotene), fatty acids and antioxidant en-
zymes such as GPx, CAT, SOD, and non-enzymatic
antioxidants such glutathione. Of great interest is the
fact that antioxidants are in a significantly greater
proportion in HM than in bovine milk [24,49].
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Moreover, iron-sequestering proteins such as lac-
totransferrin (LTF) which are in elevated concentra-
tions in HM have also been associated with reduced
generation of iron-derived free radicals [49]. In addi-
tion to low-molecular weight antioxidants, bioactive
peptides that are present in bovine milk can act as
antioxidants at the intestinal level. Hence, antioxidant
properties that prevent peroxidation of essential fatty
acids have also been shown for peptides derived from
milk proteins. The addition of a Leu or Pro residue to
the N-terminus of a His-His, di-peptide will enhance
antioxidant activity and facilitate further synergy with
non-peptide antioxidants. Of note, tryptic digests of
casein yielding caseino-phosphopeptides exhibit both
hydrophilic and lipophilic antioxidant activity due to
both metal ions sequestering and quenching of
ROS [50]. Interestingly, peptide fraction of digested
milk PF23 with tryptophan as main component has
been shown to exhibit high antioxidant activity. Of
note, tryptophan added to cultured intestinal epithelial
cells had an intense pro-oxidant activity. However,
exposure of intestinal cells to tryptophan resulted in an
adaptive response consisting Nrf2 pathway activation
and an increase in the transcript level of glutathione
peroxidase 2. Hence, it could be speculated that pep-
tidic components of HM could act triggering antiox-
idant pathways leading to intestinal protection from
free radicals. This ability of HM of protecting intes-
tinal mucosa against free radical aggression could at
least partially explain its ability to protect against free
radical-mediated diseases [47]. Hence, numerous
clinical studies have shown that HM offers a signifi-
cant protection against free radical associated condi-
tions. In fact, compared to formula feeding cohorts,
breastfeeding cohorts have been reported to show a
significant decrease in the development of necrotizing
enterocolitis, better neurodevelopment and a decrease
in the development of retinopathy of prematurity [49].
Buescher and colleagues [51] reported that human
colostrum exhibited antioxidant properties and was
capable of inducing spontaneous reduction of cyto-
chrome ¢, depletion of polymorphonuclear leukocyte-
produced hydrogen peroxide, and protection of epi-
thelial cells from polymorphonuclear leukocyte-
mediated detachment. Friel and colleagues [52]
showed that under pro-oxidant conditions HM spared
significantly more ascorbate than did formula.
Moreover, ascorbate radical production was more
intense in formula than in breast milk. Finally, oxygen
consumption was less in HM than in formula. Addi-

tional experiments showed that there were no differ-
ences between milk from preterm mothers as com-
pared to that from term mothers’ milk. It was con-
cluded that milk from mothers of preterm and term
infants had equal resistance to oxidative stress and
provided significantly better protection than formu-
la [52]. Other studies have confirmed the presence of
enzymatic antioxidants including superoxide dis-
mutases, catalase, glutathione peroxidase, and non
enzymatic antioxidants including vitamin C, E, A, and
[ carotene and a greater antioxidant capacity of HM [52—
56]. In a study conducted by Shoji and colleagues [57]
in cultured intestinal epithelial cells pre-incubated
with breast milk, bovine milk, or formulas and treated
thereafter with hydrogen to induce oxidative stress, it
was observed that breast milk incubated epithelial
cells maintained the highest cell survival rate (50%)
compared with no pre-treatment (27%), bovine milk
treatment (6%), or formula treatment (13%—16%) of
cells. It was concluded that breast milk may act as an
antioxidant in the gastrointestinal tract of infants [57].
Ezaki and colleagues [49] showed an increased total
antioxidant capacity of preterm fed with HM as
compared to formula using the biological anti-oxidant
potential test. Although a negative correlation was
observed between the total antioxidant capacity of
preterm human milk and age, it remained always
significantly higher than that of preterm formula.
Biological anti-oxidant potential test is based on the
ability of a colored solution containing a source of
ferric ions bound to a special chromogenic substrate to
discolor when ferric ions are reduced to ferrous ions as
occurs by adding a reducing/antioxidant system [49].
More recently, Friel and colleagues [58] provided
evidence that the fraction of HM containing trypto-
phan displayed an extraordinary scavenging activity.
Moreover, addition of tryptophan to HM and to for-
mula significantly increased their antioxidant proper-
ties. Yao and colleagues [59] analyzed the antioxidant
capacity of HM using a combined in vitro digestion/
cell culture model mimicking conditions found in the
gastrointestinal system of the preterm infant. Two cell
lines — Caco-2BBE and HT29-MTX — were co-cul-
tured and intracellular oxidative stress was measured
using two oxidant-sensi- tive dyes, and DNA oxida-
tive damage. Results suggested that both HM and
digested HM reduced oxidative stress andhydrogen
peroxide induced DNA damage [59]. Tijerina-Saenz
and colleagues [60] have recently studied the correla-
tion of antioxidant capacity of HM and several of its
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components using the oxygen radical absorbance
capacity test modified with fluorescein to increase its
sensitivity and photo-stability. Of note was the cor-
relation between the anti-oxidant capacity of mature
milk’s at one month and the concentration of a-to-
copherol, but not with the concentration of vitamin A.

3.1. Human milk and antioxidant damage

Several studies have addressed the capability of
HM to protect neonates and infants from oxidative
damage due to biological molecules. Shoji and col-
leagues [61] showed that urinary elimination of
8OHAG correlated with the amount of HM received;
thus, infants belonging to the group that received
> 90% HM eliminated significantly lower amounts of
urinary 8-OHdG than those fed > 90% formula. The
same researchers obtained similar results when stud-
ying the effect of feeding HM to very low birth-weight
neonates as compared to feeding formula [62]. More
recently, it has been shown that preterm infants
eliminated significantly higher amounts of 80OHdG
and ortho-tyrosine than term infants [63]. The con-
centration of these biomarkers of oxidative damage to
DNA and to proteins inversely correlated with gesta-
tional age. Preterm infants exclusively fed mother’s
milk eliminated significantly lower amounts of both
biomarkers compared with babies fed formula [63].
Iron supplementation is a common practice in preterm
infants given the tendency toward iron-deficiency.
However, it has been shown that addition of iron
significantly increases free radical generation and
oxidative stress. LTF, a glycoprotein member of the
iron-binding transferrin family, inhibits the formation
of ROS by binding iron thus attenuating oxidation.
Hence, the addition of human recombinant LTF to
formula and to preterm HM decreases free radical
production in patients who had received medicinal
iron or fortifiers [64].

3.2. Antioxidant properties after milk pasteurization,
storage or fortifier addition

The extraordinary value of HM in the early nutri-
tion of preterm infants has been increasingly recog-
nized and promoted by scientific societies [65,66].
However, a significant number of mothers of preterm
infants are unable to feed or to providing an adequate
milk volume to meet their infants needs. To overcome
these difficulties human donor milk (HDM) is rou-

tinely employed in many neonatal units. However,
HDM has to undergo thermal processing (pasteuriza-
tion) to eliminate the risk of transmission of infectious
agents especially cytomegalovirus, HIV, hepatitis B
and others [67]. The most common employed method
is the Holder method (62.5°C for 30 min). However, it
has been shown that pasteurization significantly de-
creases bioactive factors such as immunoglobulins,
bile-stimulated lipase, lysozyme, lactoferrin while
others such as transforming growth factor o or 2 are
not affected. It has been therefore suggested the use of
the high-temperature-short time method which ap-
parently preserves better bioactivity of HM compo-
nents [68—70]. Only few studies have approached the
thermal effect (pasteurization or refrigeration/freez-
ing) on antioxidant properties of HM or HDM. To
study the effect of heating upon HM, samples of hu-
man donors were analyzed for oxidative stress mark-
ers (GSH, GPx activity, malondialdehyde and total
antioxidant capacity) after randomized assignment to
two different methods of pasteurization [(Holder
method (63°C for 30 min) or 75°C for 15 sec)]. Non-
pasteurized HM served as control. While malondial-
dehyde was similar in both batches, there was a de-
crease in GSH concentration and total antioxidant
capacity in thermally processed samples versus fresh
milk samples. Of note, the use of Holder method
produced a significantly greater descent in the anti-
oxidant capacity of milk [55]. Freezing HDM is also a
common practice in neonatal units especially meant to
avoid bacterial contamination but also to suppress
cytomegalovirus activity. Hanna and colleagues [54]
studied the effect of cooling (4°C) or freezing (—20°C)
on the antioxidant capacity of HDM stored for 2 to 7
days provided by mothers who had delivered prema-
turely or at term, and also compared it to artificial
formula. Fresh samples were processed immediately.
The assay used measured the ability of milk to inhibit
2,2’-azino-di-3-(ethyl-benthiazolin- sulphonate) to its
radical cation compared with Trolox. Results indi-
cated that there was a direct correlation between tim-
ing and also temperature. Hence, antioxidant activity
in frozen milk was lower than in refrigerated milk and
both lower than in fresh milk; in addition, milk that
was kept for longer time (7 days) had lesser antioxi-
dant activity than that kept for shorter time (2 days).
Silvestre and colleagues [55] compared the effect of
two different freezing temperatures (—20°C vs. —80°C)
and different storage times (15, 30 and 60 days) upon
the antioxidant capacity of HDM. The biomarkers
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employed for assessing antioxidant capacity were
GPx activity and malondialdehyde concentration.
Results revealed that freezing at —80°C for 30 days or
less preserved the antioxidant activity better than at
—20°C; however, when freezing is prolonged more
than 60 days GPx activity is similar independently of
the temperature. Thermal treatment including heating
and cooling/freezing both may affect antioxidant
properties of HDM; however, high-temperature-short
time pasteurization and deep freezing for 60 days both
seem to achieve desired bacteriological and anti-viral
effects while preserving antioxidant capacity of
HDM.

Fortification of mother’s milk or HDM has become
a common practice in neonatology to avoid postnatal
growth restriction which has been associated with
poor neurocognitive development. Interestingly, pre-
term human milk changes along the first weeks of
lactation and especially protein content diminishes
reaching concentrations of 0.9 g/dL which by far do
not meet recommended requirements of 3.5 g/kg/day.
Under these circumstances fortification of HM or
HDM is necessary to avoid undernutrition [71].
Seemingly laudable as it is to fortify HM or HDM to
approach desired postnatal growth and development,
it has been very recently shown that the use of forti-
fiers may alter the antioxidant capacity of HM. Hence,
in a very recent trial Friel and colleagues [72] evalu-
ated oxidative stress using urinary F2-isoprostanes,
and protein carbonyls and oxygen radical absorbance
capacity in plasma of low birth weight infants re-
ceiving HM different amounts of fortifier and com-
pared results with preterm babies receiving formula.
Unexpectedly, they found elevated F2-isoprostanes
which directly correlated with the highest concentra-
tion of fortifier. Explanation for this finding is still
elusive; however, previous studies have shown dif-
ferent problems associated with HM fortification such
as rapid spoil, abolishment of antimicrobial capacity
or sequester of anti-inflammatory cytokines [72].
Preterm infants are challenged by a tendency towards
protracted oxidative stress because their antioxidant
capacity is limited and they have to survive in a pro-
oxidant environment dealing with oxygen therapy,
infections, phototherapy, parenteral nutrition etc. [4].
Preterm human milk is protective against free radical
aggression [63]; however, it does not fully meet nu-
tritional requirements to assure an adequate postnatal
growth and development. Therefore preterm human
milk fortification has been almost universally in-

cluded in the nutritional protocols for low birth weight
infants [71]. Under these circumstances, caution
should be paid when addition of fortifiers to HM or
HDM is recommended and perhaps the use of non
invasive monitorization of oxidative stress biomarkers
should be implemented.
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