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PRÓLOGO

La lactancia materna exclusiva durante seis meses y la posterior 
introducción de alimentos complementarios adecuados sin interrupción de la 
lactancia natural, como recomienda la Organización Mundial de la Salud, son el 
fundamento de la nutrición del lactante. Sin embargo, existe poca información 
sobre las cantidades de leche materna consumida y el momento en el que se 
introducen otros alimentos en el régimen del lactante. Esta falta de información 
obedece, al menos en parte, a lo difícil que resulta cuantificar la ingesta de leche 
materna. El método clásico para ello consiste en pesar al lactante antes y después 
de cada toma. Pero este es un procedimiento largo y que a veces altera los modos 
habituales de alimentación. 

Es posible soslayar estas dificultades prácticas empleando la técnica 
de isótopos estables (es decir, no radiactivos) de “dosis de óxido de deuterio 
a la madre”, que no influye en los modos normales de alimentación y permite 
determinar el volumen total de leche materna ingerida por el lactante en un 
periodo de 14 días. Además, no es una técnica invasiva, pues la dosis de óxido de 
deuterio se administra a la madre por vía oral y los análisis se efectúan a partir de 
muestras de saliva. 

Este método, elegante por su sencillez, fue concebido por el difunto 
A.  Coward en el Reino Unido a principios del decenio de 1980. La presente 
publicación, primera en su género, está basada en gran medida en su innovadora 
labor. El OIEA viene promoviendo un uso más extendido de esta técnica en los 
Estados Miembros, para lo cual presta apoyo a proyectos nacionales y regionales 
de nutrición a través de su programa de cooperación técnica (especialmente 
en África) y de proyectos de investigación coordinados que abordan temas 
prioritarios en materia de nutrición del lactante, como es el caso del reciente 
proyecto sobre el zinc en la alimentación durante los primeros años de vida.

Esta publicación fue elaborada por un grupo internacional de expertos como 
parte de la labor que lleva cabo el OIEA para contribuir a la transferencia de 
tecnología y de conocimientos en la materia a nutricionistas, analistas químicos 
y profesionales de otros campos. El lector encontrará en estas líneas información 
sobre los fundamentos teóricos y la aplicación práctica de un método puntero 
para determinar la ingesta de leche materna en el lactante amamantado: una 
técnica de isótopos estables basada en el análisis del enriquecimiento en deuterio 
por espectrometría infrarroja por transformada de Fourier.

El OIEA expresa su agradecimiento a los principales redactores de esta 
publicación (L. Bluck y C. Slater, del Reino Unido), que han puesto al alcance 
del lector sus conocimientos técnicos y su vasta experiencia en la aplicación 
de técnicas de isótopos estables en el ámbito de la nutrición. Las fotografías 
proceden de cursillos impartidos recientemente en África para explicar el uso de 
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la técnica de dosis de óxido de deuterio a la madre. Conviene señalar, al mismo 
tiempo, que la aplicación de este método ofrece la posibilidad de abordar temas 
prioritarios en materia de nutrición del lactante a escala mundial. El funcionario 
del OIEA encargado de esta publicación fue L.  Davidsson, de la División de 
Salud Humana.

NOTA EDITORIAL

Aunque se ha puesto gran cuidado en mantener la exactitud de la información contenida 
en esta publicación, ni el OIEA ni sus Estados Miembros asumen responsabilidad alguna por 
las consecuencias que puedan derivarse de su uso.

	 El uso de determinadas denominaciones de países o territorios no implica juicio 
alguno por parte de la entidad editora, el OIEA, sobre la situación jurídica de esos países o 
territorios, sus autoridades e instituciones o el trazado de sus fronteras.

	 La mención de nombres de determinadas empresas o productos (se indiquen o no 
como registrados) no implica ninguna intención de violar derechos de propiedad ni debe 
interpretarse como una aprobación o recomendación por parte del OIEA. 
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1

1.  INTRODUCCIÓN

1.1.	 ANTECEDENTES

Las prácticas correctas de alimentación revisten gran importancia para 
procurar al niño un crecimiento, desarrollo y estado de salud óptimos en sus 
primeros años de vida. La Organización Mundial de la Salud (OMS) aconseja 
recurrir exclusivamente a la lactancia materna en los seis primeros meses, 
y a partir de ahí introducir alimentos complementarios y a la vez seguir 
amamantando al niño hasta que tenga por lo menos dos años [1-3]. “Lactancia 
materna exclusiva” significa que el bebé no recibe más alimento o bebida que la 
leche materna, sin ingerir ni siquiera agua. En muchos países, aunque la lactancia 
natural es práctica corriente, solo un pequeño porcentaje de los lactantes se nutren 
exclusivamente de leche materna, y existe poca información sobre las cantidades 
de leche que ingieren y el momento en el que se introducen otros alimentos en 
su dieta. Esta falta de información obedece, al menos en parte, a lo difícil que 
resulta cuantificar la ingesta de leche materna.

El método clásico para medir la cantidad de leche ingerida consiste en pesar 
al lactante antes y después de cada toma. Pero este es un procedimiento largo y 
que a veces altera los modos habituales de alimentación [4]. Además, en muchos 
lugares se suele dar el pecho al lactante “cuando lo pide”, incluso durante la noche, 
lo que impone limitaciones prácticas al uso de este método. Es posible soslayar 
estos problemas empleando una técnica de isótopos estables. La cantidad total 
de leche materna ingerida por el lactante en un periodo de 14 días se determina 
con el método de “dosis de óxido de deuterio a la madre” (figura 1), que consiste 
en dar de beber a la madre agua marcada con deuterio e ir controlando después 
el ritmo al que el isótopo desaparece de su organismo y aparece en el cuerpo del 
niño (figura 2). Con este método también es posible estimar la cantidad de agua 
incorporada por el lactante a partir de fuentes distintas de la leche materna, así 
como la composición corporal de la madre [5-7]. La técnica de dosis de óxido 
de deuterio a la madre puede ser útil, por ejemplo, para: valorar la eficacia de 
programas de asesoramiento y pedagogía sobre prácticas de alimentación del 
lactante [8, 9]; estudiar la relación entre la ingesta de leche materna en el lactante 
amamantado y la composición corporal de la madre [10]; evaluar programas 
comunitarios de nutrición para mujeres lactantes [11]; determinar cómo influye 
la introducción de alimentos complementarios en la ingesta de leche materna del 
lactante amamantado [12]; y cuantificar el flujo de nutrientes o la transferencia 
de elementos tóxicos de la madre al bebé [13,14].
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1. INTRODUCTION 

1.1. BACKGROUND 

Appropriate feeding practices play an important role in ensuring optimum growth, 
development and health in the first years of life. The World Health Organization (WHO) 
recommends exclusive breastfeeding for six months, followed by the introduction of 
appropriate complementary foods, while breastfeeding continues until two years of age or 
beyond [1–3]. Exclusive breastfeeding means that the infant receives human milk without any 
additional food or drink, not even water. In many countries, although breastfeeding is 
widespread, only a small proportion of infants are exclusively breastfed and only limited 
information is available on the quantities of human milk consumed and the time of 
introduction of other foods into infants’ diets. This lack of information isdue , at least partly,
to the difficulties involved in measuring the intake of human milk. 

The conventional technique to measure the intake of milk is to weigh infants before and after 
each feed. This is known as ‘test weighing’. The technique is time consuming and the 
procedure can disturb the normal feeding pattern [4]. In many settings, infants are nursed
frequently, on demand, including during the night, which results in practical limitations to the 
use of test weighing. The practical problems associated with test weighing can be overcome
by using a stable isotope technique. The amount of human milk consumed by the baby over a 
period of 14 days can be assessed using the deuterium oxide ‘dose-to-mother’ technique (Fig. 
1), which involves giving the mother a drink of deuterium labelled water and following the
disappearance of the deuterium from the mother and its appearance in the baby (Fig. 2). The 
technique also allows the baby’s intake of water from sources other than human milk and the
mother’s body composition to be estimated [5–7]. For example, the deuterium oxide dose-to-
mother technique can be used to: evaluate the efficacy of counselling and education 
programmes on infant feeding practices [8, 9]; evaluate the association between the intake of 
human milk by breastfed infants and maternal body composition [10]; evaluate community 
nutrition programmes for lactating women [11]; evaluate the effect of the introduction of 
complementary foods on human milk intake by breastfed babies [12]; and quantify nutrient
flux or transfer of toxic elements from mother to baby [13, 14]. 

FIG. 1. Dose-to-mother technique for assessing human milk intake. 

1. La madre bebe 2H2O.

2. El lactante ingiere 2H2O con la 
leche materna.

3. La saliva de ambos está 
enriquecida en 2H2O.

Fig. 1.  Técnica de “dosis a la madre” para determinar la ingesta de leche materna.
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FIG. 2. Disappearance of deuterium from the body water of the mother (●) and appearance in her
baby (■). 

Deuterium is a stable (non-radioactive) isotope of hydrogen with the symbol 2H. It is given 
orally as deuterium oxide (2H2O) and after mixing with body water is eliminated from the
body in urine, saliva, sweat and human milk. Deuterium oxide is metabolized in the body in
the same way as water, and is dispersed through the body water within a matter of hours. 
Body water can be sampled in the form of saliva, urine, plasma or human milk and the 
enrichment of deuterium can be measured by isotope ratio mass spectrometry (IRMS) or 
Fourier transform infrared spectrometry (FTIR). FTIR is not suitable for analysis of urine or 
human milk samples. The technique is not as sensitive as IRMS and, therefore, a larger dose
of deuterium oxide is required. However, FTIR instrumentation is easier to use and maintain
than that of IRMS, is less expensive to buy and the cost of analysis is lower; FTIR is, 
therefore, particularly suitable in settings where resources are limited. 

1.2. OBJECTIVE 

This publication, developed by an international group of experts, is intended to be an integral 
part of the IAEA’s efforts to contribute to the transfer of technology and knowledge in this 
field among nutritionists, analytical chemists and other professionals. It provides information 
on the theoretical background as well as the practical application of state of the art 
methodology to assess the intake of human milk in breastfed infants by the stable isotope 
technique, based on analysis of deuterium by Fourier transform infrared spectrometry.

1.3. SCOPE 

This manual assesses human milk intake and the intake of fluids from sources other than
human milk in breastfed babies, using the deuterium oxide dose-to-mother technique, with 
analysis of deuterium enrichment in saliva samples by FTIR. A glossary is included. 

1.4. STRUCTURE 

Following this introduction, Section 2 discusses the dose-to-mother method of assessing 
human milk intake. Section 3 describes the procedure for assessing human milk intake. 
Section 4 discusses the analysis of deuterium enrichment by FTIR. Section 5 describes the 
critical steps necessary for good quality data, while Section 6 lists the equipment needed for 

Fig. 2.  Desaparición de deuterio del agua corporal de la madre (●) y aparición en la del 
lactante (■).

El deuterio es un isótopo estable (no radiactivo) del hidrógeno que se 
expresa con el símbolo 2H. Tras su administración por vía oral como óxido de 
deuterio (2H2O), se mezcla con el agua del cuerpo y después se elimina por la 
orina, la saliva, el sudor y la leche. Dentro del organismo el óxido de deuterio 
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se metaboliza de igual manera que el agua, y en cuestión de horas se diluye 
en los compartimentos hídricos del cuerpo. Es posible obtener muestras de 
agua corporal en forma de saliva, orina, plasma o leche y después medir su 
enriquecimiento en deuterio por espectrometría de masas de relación isotópica 
(IRMS) o espectrometría infrarroja por transformada de Fourier (FITR). La 
espectrometría FTIR no es apropiada para analizar muestras de orina o leche 
humana, pues es una técnica menos sensible que la IRMS y requiere por ello 
una dosis más elevada de óxido de deuterio. En cambio, su aplicación exige 
un instrumental más fácil de utilizar y mantener, y también más barato, que el 
de la IRMS, y además el proceso de análisis es menos oneroso. Por tal razón 
la espectrometría FTIR resulta especialmente apropiada cuando se dispone de 
escasos recursos.

1.2.	 OBJETIVO

Esta publicación constituye una guía práctica para la determinación de la 
ingesta de leche materna en lactantes amamantados mediante la técnica de dosis 
de óxido de deuterio a la madre. Va dirigida a nutricionistas, analistas químicos y 
profesionales de otros ámbitos de la salud, que a veces carecen de experiencia en 
el uso de técnicas de isótopos estables.

1.3.	 ALCANCE

En este manual se expone un método cuantitativo para determinar, en 
lactantes amamantados, la ingesta de leche materna y el aporte hídrico de origen 
distinto a la leche. También se describe aquí el análisis del enriquecimiento en 
deuterio de muestras de saliva por espectrometría FTIR.

1.4.	 ESTRUCTURA

Esta introducción va seguida de la Sección 2, en la cual se ofrece 
información básica sobre el método de dosis de óxido de deuterio a la madre para 
determinar la ingesta de leche materna en lactantes amamantados. En la Sección 3 
se ofrecen instrucciones detalladas para proceder a la antropometría de madre e 
hijo, la preparación de dosis de óxido de deuterio, la administración de la dosis 
a la madre y la obtención de muestras de saliva de madre y lactante. En la cuarta 
sección se presenta el análisis del enriquecimiento en deuterio por espectrometría 
FTIR, en la quinta se exponen las precauciones que conviene adoptar para 
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obtener datos de buena calidad y en la sexta se relaciona el material necesario, 
tanto en laboratorio como sobre el terreno. Siguen por último cuatro apéndices 
en los que se presentan, respectivamente: el modelo matemático utilizado para 
calcular las cantidades de agua incorporadas por el lactante a partir de la leche 
materna y a partir de otras fuentes; información general sobre la seguridad del 
óxido de deuterio; una explicación del fenómeno del fraccionamiento isotópico; 
y una breve exposición de la espectrometría FTIR.

2.  TÉCNICA DE “DOSIS A LA MADRE”  
PARA DETERMINAR LA INGESTA DE LECHE MATERNA

2.1.	 EL FLUJO DE AGUA EN LA PAREJA MADRE-LACTANTE. 
MODELO DE DOS COMPARTIMENTOS EN EQUILIBRIO

2.1.1.	 Introducción

La técnica de dosis de óxido de deuterio a la madre fue descrita por primera 
vez por A. Coward y sus colaboradores en 1982 [5]. El cálculo de la ingesta de 
leche materna y del aporte hídrico de origen distinto a la leche se basa en un 
modelo de dos compartimentos (o bicompartimental) (figura 3). En el Apéndice I 
se ofrece información más detallada al respecto.

4 

2. THE DOSE-TO-MOTHER TECHNIQUE FOR ASSESSING
HUMAN MILK INTAKE 

2.1. TWO COMPARTMENT STEADY STATE MODEL  
OF WATER FLOW IN A MOTHER–BABY PAIR

2.1.1. Introduction 

The deuterium oxide dose-to-mother technique was first described by A. Coward and co-
workers in 1982 [5]. Assessment of human milk intake and intake of water from sources other 
than human milk is based on a two compartment model (Fig. 3). For more detailed
information, see Appendix I.

In the two compartment model, the mother’s total body water (TBW) is the first compartment
and the baby’s TBW is the second compartment. These two compartments are connected by 
the flow of human milk from the mother to the baby. In the steady state, water input is equal 
to water output, and the amount of water in the compartment does not change. Over the
timescale of the experiment, this is a good approximation for the mother, but the baby’s TBW 
changes as the baby grows. 

FIG. 3. Two compartment steady state model of water flow in a mother–baby pair. 

2.1.2. Curve fitting and calculations 

Intake of human milk and water from sources other than human milk can be assessed by 
fitting the deuterium enrichment data to a model for water turnover in the mother and the 
baby. Human milk intake by the baby is calculated from the flow of water from the mother to
the baby. The baby’s total water intake includes water from the oxidation of human milk
proteins, lipids and carbohydrates, and water from sources other than human milk. Allowance 
must be made for the baby’s growth during the two week study duration. For more 
information, see Appendix I.

Figure 4 shows the natural logarithm (ln) of deuterium enrichment in the body water of a 
mother and her baby plotted against the time since the dose of deuterium oxide was consumed 
by the mother. 

ACT
del lactante

 Líquido ingerido por la madre Agua incorporada por el 
lactante a partir de fuentes 
distintas a la leche materna 

Leche
materna 

Líquido eliminado
por la madre

Líquido eliminado
por el lactante

ACT
materna

Fig. 3.  Modelo de dos compartimentos en equilibrio para dar cuenta del flujo de agua en la 
pareja madre-lactante



5

En el modelo bicompartimental, el primer compartimento corresponde al 
agua corporal total (ACT) de la madre, y el segundo al ACT del lactante. Estos 
dos compartimentos están conectados entre sí por el flujo de leche materna que 
va de la madre al niño. En estado de equilibrio, las entradas de agua son iguales 
a las salidas, y la cantidad de agua presente en cada compartimento no varía. A 
la escala temporal del experimento, esta es una buena aproximación por lo que 
respecta a la madre. El ACT del lactante, en cambio, va aumentando a medida 
que crece su cuerpo.

2.1.2.	 Ajuste de curva y cálculos

Para determinar la ingesta de leche materna y el aporte hídrico de origen 
distinto a la leche, es preciso ajustar los datos de enriquecimiento en deuterio 
a un modelo de renovación del agua corporal en la madre y el niño. La leche 
materna ingerida por el lactante se calcula a partir del flujo de agua que este 
recibe de la madre. El total de agua incorporada por el niño incluirá también el 
agua resultante de la oxidación de proteínas, lípidos y carbohidratos presentes en 
la leche materna, junto con el aporte hídrico de origen distinto a la leche. También 
hay que tener en cuenta el crecimiento del lactante durante las dos semanas de 
duración del estudio. En el Apéndice I se ofrece más información al respecto.

En la figura 4 está representado el logaritmo natural (ln) del enriquecimiento 
en deuterio del agua corporal de una madre y su hijo lactante en relación con el 
tiempo transcurrido desde la administración de la dosis de óxido de deuterio a la 
madre.
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4) Page 13. Please change “99.9 at.%” to “99.8 at.%” and “mg/L” to “mg/kg”. 

Should read: 

Samples will have an enrichment of 2H of up to 1000 mg/kg (parts per million, ppm), whereas the 
doses are enriched to at least 99.8 at.% excess 2H i.e. 998 000 mg/kg. The dose therefore contains 
approximately 1000 times as much deuterium as the biological specimens. 

5) Section  3.2.1.  

Move “The mother’s weight is measured as described below:” (which was inserted by the editor) to 
after the first bullet point. Remove the indent of the first bullet point so that it becomes the first 
sentence of the paragraph. 

6) The same applies to the next section (3.2.2), which should start at the top of the next page. 

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

0 5 10 15
Time (days)

Ln
 m

g/
kg

 (p
pm

)
 2

H

Baby A Baby B 

Fig. 4.  Enriquecimiento en deuterio del agua corporal de una madre y su hijo lactante. 
Los símbolos (○  madre, ■ lactante) corresponden al nivel de enriquecimiento medido 
experimentalmente.
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Para ajustar las curvas a estos datos se emplea la función “Solver” de 
Microsoft Excel, que utiliza una regresión no lineal para determinar el valor de 
las constantes que correspondan a la línea de mejor ajuste a los datos. En esta 
representación gráfica la eliminación de deuterio en la madre (○) es lineal. El 
ACT de la madre, y por ende su composición corporal, se pueden determinar 
por extrapolación retrógrada del punto de intersección de esa línea con el eje de 
ordenadas (véase la Sección 2.1.4).

Las premisas en que reposa este modelo traen aparejado un error en 
la estimación del aporte hídrico de origen distinto a la leche materna. Este 
error (25 ± 62 g/d) genera la aparente incorporación de una pequeña cantidad de 
agua de procedencia distinta en bebés que en principio han consumido única y 
exclusivamente leche materna [9].

2.1.3.	 Ejemplo de resultados

En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos en sendas parejas 
madre-lactante.
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Fig. 5.  Enriquecimiento en 2H del agua corporal (saliva) de la madre (○) y el lactante (■).

—— el enriquecimiento en 2H de la saliva resultó sensiblemente más elevado en 
el lactante de la izquierda (A) que en el de la derecha (B);

—— el lactante A consumió diariamente 950 g de leche materna y menos de 25 g 
de agua de otra procedencia;

—— el lactante B consumió diariamente 230 g de leche materna y 773 g de agua 
de otra procedencia.
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2.1.4.	 Cálculo de la composición corporal materna

La composición corporal de la madre se calcula a partir del ACT, 
determinada a su vez por dilución de deuterio. En estos cálculos se presupone 
que el cuerpo está formado por masa grasa (MG) y masa libre de grasa (MLG). 
La MG corresponde a la diferencia entre el peso del cuerpo y la MLG. A 
continuación se explica cómo estimar la MLG a partir del agua corporal total.

El volumen de ACT es ligeramente inferior al volumen de distribución de la 
dosis de deuterio, porque una parte de esta, por efecto de un proceso denominado 
“intercambio no acuoso”, se incorpora a sustancias no acuosas (principalmente 
proteínas).

VD es el volumen de distribución (también llamado espacio de dilución) del 
deuterio.

Cuando se representa gráficamente la evolución temporal del logaritmo 
natural del enriquecimiento en deuterio del agua corporal materna, la distribución 
resultante es una línea recta. VD se calcula a partir de la intersección de la recta 
de regresión lineal con el eje de ordenadas (figura 6).
X:\P1429\P1429_text\Original\PC5255_IAEA HHS No. 7_Stable Isotope Technique_final edited MS+GR_19 Nov 2009.doc
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FIG. 6. Elimination of deuterium from the mother. 

— The value of the y intercept is given the notation, Em(0) (enrichment of 2H in the 
mother’s body water at time zero):

VD (kg) = deuterium oxide dose (mg)/(Em(0)) 

— VD must be corrected for non-aqueous isotopic exchange. Non-aqueous isotopic 
exchange for deuterium is assumed to be 4.1% of the pool space. TBW is, therefore, 
calculated by dividing VD by 1.041: 

TBW (kg) = VD/1.041 

— The hydration of FFM in the body is remarkably constant between species, but is
higher in infants than in adults. Here, we are only concerned with the mother. FFM in 
adults is assumed to be 73.2% water. This is known as the hydration of FFM. Thus: 

FFM (kg) = TBW (kg)/0.732 

— FM is calculated as the difference between FFM and body weight: 

FM (kg) = body weight (kg) – FFM (kg)

FM% = FM (kg)/body weight (kg) × 100 

Em(0)

Fig. 6.  Eliminación de deuterio en la madre.

El valor de la recta en el punto de intersección se representa como Em(0) 
(enriquecimiento en 2H del agua corporal de la madre en el tiempo cero)

VD (kg) = dosis de óxido de deuterio (mg)/(Em(0))

El valor de VD debe ser corregido para tener en cuenta el intercambio 
isotópico no acuoso, que en el caso del deuterio corresponde en principio a 
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un  4,1  % del espacio de dilución. El ACT se obtendrá pues dividiendo VD 
por 1,041:

ACT (kg) = VD/1,041

La hidratación de la MLG corporal es un parámetro notablemente constante 
entre las especies, aunque siempre es más alto en el lactante que en el adulto. 
En el caso que nos ocupa solo nos interesa la madre. En un adulto, en principio, 
el porcentaje de agua en la MLG, o “coeficiente de hidratación de la MLG”, es 
del 73,2 %. Así pues:

MLG (kg) = ACT (kg)/0,732

La masa grasa (MG) se calcula restando la MLG del peso corporal:

MG (kg) = peso corporal (kg) – MLG (kg)
MG (%) = MG (kg)/peso corporal (kg) × 100

2.2.	 PLANIFICACIÓN DEL ESTUDIO

En cualquier estudio es indispensable una cuidadosa planificación para 
obtener buenos resultados. Lo más importante es determinar la finalidad del 
estudio, centrándolo en una cuestión principal y planteándose cuál es la hipótesis 
que se somete a prueba.

—— ¿Cuántas parejas madre-lactante se necesitan para dilucidar la cuestión? 
Es preciso calcular el tamaño de la muestra (Sección 2.3), para lo cual 
conviene pedir asesoramiento a un bioestadístico.

—— ¿Cómo se van a procesar los datos? ¿Qué pruebas estadísticas se realizarán? 
Es preferible recabar la opinión de expertos en la etapa de planificación, y 
no una vez obtenidos los datos.

—— ¿Qué pasos hay que seguir para obtener la aprobación ética?

2.2.1.	 Deontología

Todos los estudios practicados con personas deben ser objeto de examen 
y aprobación por parte del comité de ética local, que suele estar integrado 
por médicos, científicos y legos en la materia, como dirigentes religiosos o 
comunitarios, además de un abogado o jurista. Este comité puede estar adscrito 
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al Ministerio de Salud, el Ministerio de Ciencia o la universidad local. Conviene 
ponerse en contacto con él en las primeras fases del estudio a fin de averiguar el 
proceso que hay que seguir para solicitar aprobación ética y obtener copia de los 
documentos necesarios.

Los participantes deben ser informados de la finalidad del estudio en un 
lenguaje adaptado al contexto local, deben dar su consentimiento informado y 
voluntario para participar y se les debe comunicar que son libres de retirarse del 
estudio en cualquier momento.

A continuación se ofrece un ejemplo del tipo de información que exigen los 
comités de ética, aunque los detalles diferirán en función de las circunstancias 
locales:

—— clara exposición de la finalidad del estudio propuesto;
—— resumen de las características y metodología del estudio, con información 
detallada sobre el tamaño muestral previsto e indicaciones sobre los 
cálculos utilizados para determinarlo;

—— breve exposición de las cuestiones de carácter ético que la propuesta pueda 
suscitar;

—— exposición detallada del proceso que se va a seguir para obtener el 
consentimiento, que debe incluir una ficha informativa redactada en 
términos sencillos y no técnicos;

—— quién tendrá acceso a los datos y qué medidas se adoptarán para proteger el 
derecho a la confidencialidad de los participantes;

—— quiénes son los investigadores (incluidos los ayudantes) que llevarán a 
cabo el estudio, y qué cualificaciones y experiencia poseen;

—— localidad(es) donde se llevará a cabo el proyecto;
—— fecha de inicio prevista;
—— fecha de conclusión prevista.

En el Apéndice II se ofrece información sobre la seguridad del óxido de 
deuterio que puede ser útil a la hora de preparar solicitudes de aprobación ética.

2.2.2.	 Estudio piloto

Cuando sea la primera vez que se utilice esta técnica será aconsejable 
realizar un estudio piloto antes de empezar.

El estudio piloto es importante para:

—— practicar y ensayar los protocolos, sobre todo los de obtención y análisis de 
muestras y los de procesamiento de datos;

—— formar a todas las personas que vayan a intervenir;
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—— rodar el trabajo sistemático y en equipo;
—— concebir estrategias para resolver dificultades prácticas.

El estudio piloto se suele llevar a cabo con un número relativamente 
pequeño de parejas madre-lactante.

2.3.	 CÁLCULO DEL TAMAÑO DE LA MUESTRA

En cualquier estudio hay que asegurarse de contar con el número de 
participantes necesario para obtener una respuesta fiable al interrogante 
planteado. Los cálculos del tamaño de la muestra son un paso importante en la 
concepción de todo estudio, además de un dato que exigen los comités de examen 
ético y los organismos de financiación. El tamaño de la muestra requerido para 
obtener una respuesta fiable se puede determinar empleando el cálculo de la 
potencia estadística.

Ejemplo

En un estudio de la ingesta de leche materna en lactantes amamantados, 
para calcular el tamaño muestral requerido hay que conocer la desviación típica 
de la ingesta diaria, y además definir la diferencia entre grupos de estudio que se 
va a considerar significativa. Cabe decidir, por ejemplo, que una diferencia de 
100 g en la ingesta diaria de leche marca la diferencia entre lactantes básicamente 
amamantados y lactantes solo parcialmente amamantados [7].

Cuando no se disponga de más información se presupondrá una desviación 
típica (σ) de 130 g/d en la ingesta de leche materna y una diferencia entre 
grupos  (δ) de 100 g. Con dos grupos de estudio, el tamaño de muestra (n) 
requerido para obtener una potencia del 80 % y un nivel de significación de 0,05 
se calcula con la siguiente ecuación:

n= × ×





2 7 85

2

,
s
d

donde 7,85 es el factor multiplicador f (α, potencia) extraído de las tablas 
estadísticas que corresponde a una potencia del 80  % y a α  =  0,05. Por 
consiguiente:

n= × ×






 =2 7 85

130
100

27
2

,
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Para obtener resultados estadísticamente significativos se requieren 
como mínimo 27 parejas madre-lactante en cada grupo. Si se necesitara más 
potencia o un mayor nivel de significación harían falta más participantes en el 
estudio. Asimismo, es prudente añadir un factor para tener en cuenta eventuales 
exclusiones, cuyo valor se fijará en función de los precedentes locales. 
Presuponiendo un índice de abandonos del 10  %, en este ejemplo habría que 
constituir dos grupos formados por un mínimo de 30 parejas madre-lactante cada 
uno, pero en función de las características del estudio esta cifra podría ser mucho 
más alta.

3.  PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR 
LA INGESTA DE LECHE MATERNA

En la figura 7 se muestra, resumido, el procedimiento para determinar la 
ingesta de leche materna, que se expone en detalle en las secciones siguientes.

3.1.	 PREPARACIÓN Y CONSERVACIÓN DE LAS DOSIS

Todo el material utilizado para preparar las dosis debe estar perfectamente 
seco, a fin de evitar la contaminación por agua. Para determinar la ingesta de leche 
materna mediante el análisis del enriquecimiento en deuterio por espectrometría 
FTIR, la dosis estándar de óxido de deuterio siempre será de 30 g (99,8 %at 2H), 
con independencia de cuánto pese la madre.

A fin de evitar las pérdidas o toda contaminación por la humedad ambiental, 
las dosis deben conservarse en frascos estancos con tapón de rosca (p.ej., frascos 
de polipropileno de 60 ml de boca ancha, estancos y autoclavables), que no 
será preciso autoclavar. Es posible preparar las dosis en lotes y guardarlos en 
la nevera hasta que sea necesario. Cada frasco irá marcado con una etiqueta en 
la que consten el número y la fecha de preparación de la dosis. Las dosis no 
deben prepararse en un laboratorio químico, sino en una zona destinada a la 
manipulación de alimentos.

Es indispensable pesar las dosis con una precisión de al menos 0,01 g. 
En un cuaderno de laboratorio se va anotando lo siguiente: número de lote de 
la solución madre de óxido de deuterio utilizada para preparar las dosis, fecha 
de preparación de las dosis, numeración de las dosis, peso del frasco, peso del 
frasco más la dosis y peso de la dosis. Ulteriormente se puede transferir toda esta 
información a una hoja de cálculo.
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A continuación se enumeran los pasos para preparar las dosis, ilustrados en 
la figura 8.

10 

example, assuming a 10% attrition rate, but this could be much higher depending on the
nature of the study.

3. PROCEDURE FOR ASSESSING HUMAN MILK INTAKE 

Recoger muestras basales de saliva 
de la madre y el niño.

Pesar a la madre vestida con ropa liviana (0,1 kg de precisión). 
Pesar al lactante desnudo (0,01 kg de precisión).

La madre bebe 30 g de 2H2O con una pajita. 

Recoger muestras de saliva de la madre y el 
bebé al cabo de 1, 2, 3, 4, 13 y 14 días de 

administrar la dosis a la madre.

Medir por espectrometría FTIR el 
enriquecimiento en deuterio de las 

muestras.

La madre amamanta al lactante como 
de costumbre. La única vía por la 

que el niño ingiere 2H2O es la leche 
materna.

Con ayuda de una hoja de cálculo, determinar la ingesta de leche 
materna y el aporte hídrico de origen distinto a la leche.

Human milk intake (M) 0.947 kg.day-1

Water input from milk (Fm) 0.910 kg.day-1

Water used in growth (Fg) 0.014 kg.day-1

Total water output (Fob) 0.978 kg.day-1

Non-oral water intake (Fa) 0.062 kg.day-1

Non-milk oral intake (Fs) 0.019 kg.day-1

Square root MSE (mg/kg) 17.51 Total error

2H Kinetics
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FIG. 7. Summary of the procedure for assessing human milk intake by the deuterium oxide dose-to-
mother technique.

Fig. 7.  Resumen del procedimiento para determinar la ingesta de leche materna con la técnica 
de dosis de óxido de deuterio a la madre.
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The procedure for assessing human milk intake is summarized in Fig. 7. The following 
sections give detailed instructions on the procedure for assessing human milk intake. 

 
3.1. DOSE PREPARATION AND STORAGE 

All of the equipment used for preparing doses must be completely dry to avoid contamination 
by water. The standardized dose of deuterium oxide for assessing human milk intake, with 
analysis of deuterium using FTIR, is 30 g (99.9 atom % (at.%) 2H) for all mothers, regardless 
of their body weight. 

Dose bottles must be screw-capped and leak proof (e.g. 60 mL wide mouth, leak proof, 
autoclavable, polypropylene bottles) to avoid losses during storage and contamination by 
moisture from the atmosphere. It is not necessary to autoclave the bottles. The doses can be 
made in batches and stored in a refrigerator until required. Bottles should be labelled with a 
dose number and the date the dose was prepared. Doses should be prepared in a food 
preparation area, not a chemistry laboratory. 

Doses must be accurately weighed to at least 0.01 g. The batch number of the stock solution 
of deuterium oxide used to make the doses, the date the doses were prepared, the dose 
number, the weight of the bottle, the weight of the bottle plus the dose, and the weight of the 
dose should be recorded in a laboratory notebook. This information can be transferred to a 
spreadsheet later. 

The procedure for preparing doses is illustrated in Fig. 8 and is as follows: 

 

   

 

   
FIG. 8. Dose preparation. Doses should be prepared in a food preparation area, not in a laboratory. 

 
Fig. 8.  Preparación de las dosis. No deben prepararse en laboratorio, sino en una zona 
destinada a la manipulación de alimentos.

—— Pesar el frasco etiquetado, con el tapón puesto, y anotar el resultado.
—— Con una probeta verter 30 ml de 2H2O en el frasco y volver a taparlo.
—— Pesar el frasco con 2H2O.
—— Anotar el peso exacto de óxido de deuterio presente en cada dosis.
—— El peso de 2H2O no será exactamente de 30 g, pues la densidad del óxido de 
deuterio es superior a la del agua (a 25 ºC, la del 2H2O es 1,105 g/ml y la del 
H2O es 1,000 g/ml), pero esto no es importante siempre y cuando se registre 
el peso exacto y se utilice esta misma cifra en los cálculos subsiguientes.

—— Para todas las dosis preparadas en una misma tanda se puede utilizar una 
sola y misma probeta, pues esta únicamente habrá contenido óxido de 
deuterio muy enriquecido. No hay que lavar la probeta entre una dosis y 
la siguiente, pues ello la contaminaría con agua y provocaría un error en la 
cantidad de 2H2O administrada a la madre.

Téngase en cuenta que al aplicar esta técnica por primera vez será preciso 
conservar unos pocos mililitros de la solución madre (99,8 %at 2H) para preparar 
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un patrón de calibración que se analizará junto con las muestras de saliva (véase 
la Sección 4.3).

Para garantizar las debidas condiciones de higiene y evitar toda 
contaminación cruzada, las dosis no deben conservarse en el mismo lugar que 
las muestras de saliva, pues estas presentarán un enriquecimiento en 2H de 
hasta 1  000 mg/kg (partes por millón [ppm]), mientras que las dosis están 
enriquecidas, como mínimo, hasta un 99,8 %at de exceso de 2H, es decir, 
998 000 mg/kg. Una dosis, por lo tanto, contendrá aproximadamente mil veces 
más deuterio que una muestra biológica. Otra razón para no conservar las 
dosis junto con las muestras de saliva es la de evitar la contaminación cruzada 
de carácter microbiano. Al transportar las dosis hacia o desde las localidades 
de trabajo sobre el terreno se deben utilizar cajas distintas para las dosis y las 
muestras de saliva.

3.2.	 PESAJE Y MEDICIÓN DE LA ESTATURA O LONGITUD

Para el cálculo de la composición corporal de la madre, que se basa en 
la determinación del ACT, es indispensable pesarla con gran exactitud. Hay que 
pedirle que vacíe la vejiga (y de poder ser los intestinos) antes del pesaje, y en 
el momento de pesarse debe llevar puesta la menor cantidad posible de ropa. 
De este modo se generan condiciones normalizadas, hecho que reviste especial 
importancia en los estudios longitudinales. Hay que pesar a la madre en el 
momento cero del estudio (peso basal) y en el día 14, para tener la seguridad 
de que su peso no haya cambiado sustancialmente. Aunque su estatura no es un 
dato necesario para calcular la ingesta de leche materna, en la mayoría de los 
estudios de nutrición se determinan los principales parámetros antropométricos 
de la madre y el niño. El índice de masa corporal (IMC) de la madre se calcula a 
partir de su peso (en kg) y su estatura (en cm).

IMC (kg/m2) = peso (kg)/(estatura (cm)/100)2

3.2.1.	 Pesaje de la madre

Hay que pesar a la madre con una precisión de 0,1 kg, empleando una 
báscula electrónica o cualquier otra báscula que ofrezca este nivel de precisión 
(figura 9).
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 The mother’s weight must be measured to the nearest 0.1 kg using electronic scales or 
any balance with adequate precision (Fig. 9); 

 The balance must be placed on a level surface. This should be checked using a spirit 
level; 

 Mothers should wear minimal clothing and no shoes. If mothers do not wish to wear 
minimal clothing during the weighing procedure, their clothes could be weighed 
separately afterwards, and the weight of their clothes subtracted to obtain an accurate 
measure of body weight; 

 The mother’s weight should be recorded on the mother’s information sheet to 0.1 kg; 

 The accuracy of the scales should be checked daily using a calibration weight of 
known mass. 

                       

FIG. 9. Weight measurement. Weight is measured in light clothing without shoes. 

 

3.2.2. Measuring the mother’s height 
 

The mother’s height is measured as described below: 

 The mother’s height must be measured to the nearest 0.1 cm using a stadiometer. 

 The stadiometer must be placed on a level surface, which should be checked using a 
spirit level. The accuracy of the stadiometer should be checked periodically using 
measuring rods of known length. 

 Height should be measured without shoes. 

 The mother should stand upright with her heels to the wall or touching the vertical 
post on the stadiometer. Her knees should be straight. 

 The mother should be asked to look straight ahead. It should be ensured that her eyes 
are at the same level as her ears (Fig. 10). 

Fig. 9.  En el pesaje la persona está descalza y viste ropa liviana.

A continuación se detalla el procedimiento de pesaje.

—— La báscula debe estar sobre una superficie horizontal, cosa que conviene 
comprobar con un nivel.

—— La participante debe estar descalza y llevar el mínimo posible de ropa. 
Cuando no quiera desvestirse demasiado durante el pesaje cabe la 
posibilidad de pesar después la ropa por separado y sustraer este peso del 
resultado anterior para obtener así un peso corporal exacto. 

—— Anotar el peso en la ficha de datos de la madre con 0,1 kg de precisión.
—— Cada día habrá que comprobar la exactitud de la báscula con una pesa de 
calibración de masa conocida.

3.2.2.	 Medición de la estatura de la madre

La estatura de la madre debe medirse con una precisión de 0,1 cm, 
empleando para ello un estadiómetro.

A continuación se detalla el procedimiento de medición.

—— El estadiómetro debe estar sobre una superficie horizontal, cosa que 
conviene comprobar con un nivel. Periódicamente habrá que verificar la 
exactitud del estadiómetro utilizando varas de medir de longitud conocida.

—— La estatura se mide sin calzado.
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—— La persona debe mantenerse erguida, con los talones contra la pared o 
contra la escala vertical del estadiómetro y las rodillas estiradas.

—— Se le pide que mire al frente y se comprueba que tenga los ojos al mismo 
nivel que los oídos (figura 10).

14 

 The beam should be lowered until it touches the top of her head. Elaborate hair 
arrangements must be undone. The mother’s height (in cm to the nearest 0.1 cm) 
should be recorded on the mother’s information sheet. The measurement should be 
repeated. Both measurements should be recorded and the mean calculated. 
 

 
FIG. 10. Measuring height: hair down, eyes forward. 

 

3.2.3. Measuring the baby’s length and weight 
 
An accurate measurement of the baby’s weight (W) is required to estimate the volume of 
distribution of the deuterium in the baby (Vb) [15]: 

Vb = 0.84W 0.82   

The baby’s weight should be measured at the baseline and on Day 14. 

WHO has developed detailed instructions on how to measure a child’s weight and 
length/height. The materials can be downloaded from the following web site: 

http://www.who.int/childgrowth/training/en/index.html 

 
3.2.3.1. Measuring the baby’s weight 

 
The baby’s weight should be measured as described below: 
 
— The baby must be weighed without clothes using scales accurate to 0.01 kg (Fig. 11); 

— A cloth should be left in the weighing pan to prevent chilling the child; 

— The scales should be adjusted to zero with the cloth in the pan; 

— The naked child should be gently placed on the cloth in the weighing pan; 

— It is necessary to wait for the child to settle and the weight to stabilize; 

— The weight should be measured (to the nearest 10 g, 0.01 kg) and recorded immediately. 

 

Fig. 10.  Medición de la estatura: cabello aplanado, mirada al frente.

—— Tras deshacer todo peinado voluminoso, se hace descender la vara corredera 
hasta que toque la parte superior de la cabeza y se anota la estatura en la 
ficha de datos de la madre (en centímetros y con una precisión de 0,1 cm). 
Acto seguido se repite el procedimiento, se anota igualmente el resultado y 
se calcula después el promedio entre ambas mediciones.

3.2.3.	 Pesaje y medición de la longitud del lactante

Para estimar el volumen de distribución del deuterio en el bebé (Vb) hay 
que determinar su peso (P) con exactitud [15]:

Vb = 0,84P 0,82

Se debe pesar al lactante en el momento cero del estudio (peso basal) y en 
el día 14.

La OMS ha elaborado instrucciones detalladas sobre la forma de pesar y 
medir a los niños, que se pueden descargar del siguiente sitio web:

http://www.who.int/childgrowth/training/es/index.html
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3.2.3.1.	Pesaje del lactante

El bebé ha de estar desnudo y debe usarse una báscula que ofrezca 0,01 kg 
de precisión (figura 11).
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FIG. 11. Measuring the baby’s weight. 

 

It is important to take proper care of the scales to ensure that measurements are accurate. The 
scales should be kept clean and stored at normal indoor temperature, protected from humidity. 

Standardization (levelling) of the scales should be performed weekly, for example, every 
Monday or whenever the scales are moved.  

 

Checking the scales 

Known weights of 3, 5 and 10 kg, and if appropriate of 20 kg, should be weighed. If 
calibration weights are not available, sealed bottles containing water can be used. These must 
have been accurately weighed on a calibrated balance, and the weight should be checked 
periodically. 

To check tared weighing, a 10 kg weight should be weighed, the scales tared and then a 3 kg 
weight should be added. The scales should indicate the 3 kg weight. 

If the weights are not accurate, the scales should be calibrated if possible. If it is not possible 
to recalibrate, the scales need to be replaced. 
 
3.2.3.2. Measuring the baby’s length 
 
The baby’s length is measured using a measuring board. Two people are needed to measure 
the child’s length (Fig. 12). 

One person should: 

 Assist in positioning the child face-up on the measuring board, supporting the head 
and placing it against the headboard; 

 Position the crown of the head against the headboard, compressing the hair to check 
that the child is lying straight along the centre line of the board and is not slanted, and 
does not change position; 

 It is usual for this person to stand or kneel behind the headboard. 

The second person should: 

Fig. 11.  Pesaje del lactante

A continuación se detalla el procedimiento para pesarlo.

—— Colocar una tela en el plato de la báscula para que el niño no se enfríe.
—— Ajustar la báscula a cero con la tela en el plato.
—— Procediendo con cuidado, colocar al niño desnudo sobre la tela.
—— Esperar que el niño se calme y el peso se estabilice.
—— Por último determinar y anotar de inmediato el peso (con una precisión 
de 10 g, 0,01 kg).

Para tener la seguridad de obtener resultados exactos es importante cuidar 
debidamente de la báscula, manteniéndola limpia y conservándola a temperatura 
normal de interior, protegida de la humedad.

Es preciso estandarizar (nivelar) la báscula una vez a la semana, por 
ejemplo los lunes, o cada vez que sea desplazada. 

Verificación de la báscula

Deben emplearse pesas de 3, 5 y 10 kg, y también, de ser necesario, 
de 20 kg. Cuando no se tengan pesas de calibración se pueden utilizar botellas 
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llenas de agua herméticamente cerradas, que se habrán pesado con exactitud en 
una báscula calibrada y cuyo peso se comprobará periódicamente.

Para verificar el pesaje tarado hay que colocar en la báscula una pesa de 10 kg, 
tarar la báscula y después añadir una pesa de 3 kg. La lectura debe indicar 3 kg de 
peso. Si los pesajes no resultan exactos se debe calibrar la báscula, cuando ello 
sea posible, y cuando no lo sea habrá que sustituirla.

3.2.3.2.	Medición de la longitud del lactante

Para determinar la longitud del lactante se utiliza una plancha de medición 
(llamada a veces “infantómetro”). La operación requiere el concurso de dos 
personas (figura 12).

16 

 Support the trunk as the child is positioned on the board. 

 Lay the child flat along the board. 

 Place one hand on the shins above the ankles or on the knees and press down firmly. 
The foot-piece should be placed firmly against the heels with the other hand. 

 The length should be measured (to the nearest 0.1 cm) and recorded immediately. 
 

 
FIG. 12. Measuring the baby’s length. 

 

The measuring board should be kept clean and stored at normal indoor temperature, protected 
from humidity. It should be checked for accuracy every week.  

 

3.3. DOSE ADMINISTRATION 

Baseline saliva samples must be obtained from both the mother and her baby before the 
mother consumes the dose. Detailed instructions for saliva sampling are given in Section 3.4. 
The dose bottle should be inverted several times to mix any condensation on the cap into the 
bulk of the liquid. This should be done immediately before the dose is consumed. This is 
because the condensation on the lid will be fractionated relative to the bulk liquid. For more 
information on fractionation, see Appendix III. 

 

The dose should be administered as described below: 

— The bottle should not be opened until it is time for the dose to be consumed; 

— The bottle number and the time the dose was taken should be noted on the mother’s 
data sheet; 

— Mothers should drink the dose through a straw to avoid spillage (Fig. 13); 

— About 50 mL of drinking water should be added to the dose bottle and the participant 
asked to drink this through the straw. This procedure should be repeated. This will 
ensure that no deuterium labelled water is left in the bottle. 

Fig. 12.  Medición de la longitud del lactante

La primera persona:

—— ayuda a acostar al niño boca arriba en la plancha, sosteniéndole la cabeza y 
colocándola contra el cabezal;

—— posiciona la coronilla contra el cabezal, comprimiendo el cabello, y se 
cerciora de que el niño esté tendido y recto siguiendo la línea central de 
la plancha, de que no cambie de posición y de que los hombros guarden 
contacto con la plancha y la columna vertebral no esté arqueada;

—— en general esta persona se coloca por detrás del cabezal, de pie o arrodillada.
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La segunda persona se encarga de:

—— sostener el tronco del niño al depositarlo en la plancha;
—— acostar al niño en la plancha hasta que quede completamente tendido;
—— con una mano ejercer firme presión en las espinillas, por encima de los 
tobillos, o en las rodillas, y con la otra mano apoyar firmemente el tope 
para los pies contra los talones;

—— medir y anotar de inmediato la longitud (con una precisión de 0,1 cm).

Es preciso mantener limpia la plancha de medición y conservarla a 
temperatura normal de interior, protegida de la humedad. Hay que comprobar su 
exactitud una vez a la semana. 

3.3.	 ADMINISTRACIÓN DE LA DOSIS

Antes de administrar la dosis a la madre hay que recoger una muestra 
basal de su saliva y de la del niño (en la Sección 3.4 se expone en detalle el 
procedimiento de obtención de muestras). Es preciso voltear varias veces el frasco 
que contiene la dosis para que el vapor de agua condensado en el tapón se mezcle 
bien con el resto del líquido. Esto hay que hacerlo justo antes de que la madre 
ingiera la dosis. La razón de esta maniobra es que la condensación adherida al 
tapón estará fraccionada en relación con el resto del líquido del frasco. Para más 
información sobre el fraccionamiento, véase el Apéndice III.

A continuación se expone el procedimiento de administración de la dosis:

—— no abrir el frasco hasta que llegue el momento de administrar la dosis;
—— en la ficha de datos de la madre, anotar el número de frasco y la hora de 
ingestión de la dosis;

—— dar de beber la dosis a la madre con una pajita, a fin de evitar todo 
derramamiento (figura 13);

—— verter en el frasco de dosis unos 50 ml de agua potable y pedir a la 
participante que se la beba con la misma pajita, repitiendo acto seguido 
la operación para tener la seguridad de que en el frasco no quede agua 
marcada con deuterio.
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FIG. 13. The mother drinks the dose through a straw. 

 

3.4. SALIVA SAMPLING 

3.4.1. Preparing for saliva sampling 
Good preparation before taking the samples and a clear understanding of the procedure are 
very important for accurate results. The procedure should be clearly explained to the mother 
before sampling. 

It should be ensured that the following items are available before starting (Fig. 14): 

 

FIG. 14. Equipment required for saliva sampling. 

 
— Cotton wool and swabs: 

 Cotton wool balls are used to collect saliva samples from the mother (Fig.15); 
 Cotton wool swabs with extra cotton wool are used to collect saliva samples from the 

baby (Fig. 16). 

— Sample storage vials: 
 Must be screw-capped with a seal to prevent losses, fractionation and cross-

contamination during storage, e.g. 4 mL cryovials. It is a good idea to use different 
coloured caps for baseline and post-dose samples, e.g. blue caps for baseline samples 
and red caps for post-dose samples. 

 Must be completely dry before use. 

Fig. 13.  La madre bebe la dosis con una pajita.

3.4.	 OBTENCIÓN DE MUESTRAS DE SALIVA

3.4.1.	 Preparación para la recogida de muestras

Para obtener resultados exactos es muy importante prepararse debidamente 
antes de recoger las muestras y entender cabalmente el procedimiento, que habrá 
que explicar con claridad a la madre antes de proceder.

Antes de empezar conviene comprobar que se dispone del material 
relacionado a continuación (figura 14).
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FIG. 13. The mother drinks the dose through a straw. 

 

3.4. SALIVA SAMPLING 

3.4.1. Preparing for saliva sampling 
Good preparation before taking the samples and a clear understanding of the procedure are 
very important for accurate results. The procedure should be clearly explained to the mother 
before sampling. 

It should be ensured that the following items are available before starting (Fig. 14): 

 

FIG. 14. Equipment required for saliva sampling. 

 
— Cotton wool and swabs: 

 Cotton wool balls are used to collect saliva samples from the mother (Fig.15); 
 Cotton wool swabs with extra cotton wool are used to collect saliva samples from the 

baby (Fig. 16). 

— Sample storage vials: 
 Must be screw-capped with a seal to prevent losses, fractionation and cross-

contamination during storage, e.g. 4 mL cryovials. It is a good idea to use different 
coloured caps for baseline and post-dose samples, e.g. blue caps for baseline samples 
and red caps for post-dose samples. 

 Must be completely dry before use. 

Fig. 14.  Material necesario para obtener muestras de saliva.
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—— Algodón y torundas
●● Bolas de algodón para tomar muestras de saliva de la madre.
●● Torundas de algodón con algodón suplementario para tomar muestras de 
saliva del lactante.

—— Tubos de conservación de muestras
●● Deben tener tapón roscado y una junta hermética para evitar toda 
pérdida, fraccionamiento o contaminación cruzada durante el tiempo 
de conservación, p.ej. criotubos de 4 ml. Es aconsejable utilizar tapones 
de distinto color para las muestras basales y las muestras post-dosis, por 
ejemplo tapón azul para las primeras y rojo para las segundas.

●● Deben estar completamente secos antes de su uso.
●● No deben ser reutilizados, a fin de evitar la contaminación cruzada entre las 
muestras enriquecidas (post-dosis) y las no enriquecidas (basales).

●● Deben ir etiquetados con el número de identificación de la persona y la 
fecha y hora de obtención de la muestra. Para proteger la confidencialidad 
no hay que escribir nombre alguno en los tubos de muestras.

—— Jeringas desechables de 20 ml
●● Deben estar completamente secas antes de su uso.
●● No deben ser reutilizadas, a fin de evitar la contaminación cruzada entre las 
muestras enriquecidas (post-dosis) y las no enriquecidas (basales).

—— Guantes
●● La persona que recoja las muestras de saliva debe hacerlo con guantes 
desechables nuevos.

●● Cada par de guantes debe ser desechado antes de pasar al siguiente 
participante.

●● Una vez se haya puesto los guantes, la persona que vaya a recoger la muestra 
basal de saliva no debe tocar el frasco de dosis hasta haber concluido esta 
operación.

—— Bolsas con cremallera
●● Para cada pareja madre-lactante se requieren tres bolsas pequeñas con cierre 
de cremallera: una para las muestras basales de la madre y el niño; una para 
las muestras post-dosis de la madre; y otra para las muestras post-dosis del 
niño.

●● Se necesita asimismo una bolsa con cremallera de mayor tamaño para 
guardar juntas todas las muestras de una misma pareja madre-lactante.

●● Todas las bolsas deben ir etiquetadas de forma indeleble con el número de 
identificación de cada participante.

—— Etiquetas
●● Hay que asegurarse de que las etiquetas sean de buena calidad y no puedan 
desprenderse de los recipientes.
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●● Al escribir en las etiquetas se debe emplear un rotulador indeleble para que 
la tinta no se emborrone o desaparezca, en particular al descongelar las 
muestras.

—— Fichas de datos de los participantes
●● Antes de recoger la primera muestra (basal) hay que disponer de copia 
impresa de la ficha de datos de cada participante.

●● Para proteger la confidencialidad, en la ficha de datos no debe constar 
el nombre de la persona. Los nombres y números de identificación 
correspondientes deberán consignarse aparte.

●● En la Sección 3.5 se muestra un ejemplo de ficha de datos.

3.4.2.	 Procedimiento detallado para obtener muestras de saliva de la madre

A continuación se describe el procedimiento para tomar muestras de saliva 
de la madre, ilustrado en la figura 15.
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3.4.2. Step-by-step instructions for saliva sampling: Mother 

 

     

FIG. 15. Saliva sampling in the mother. 
 

Instructions for saliva sampling in the mother: 

(1)  Clean gloves should be used for each participant. 

(2) When collecting samples, it should be ensured that the mothers have not eaten 
or drunk anything for at least half an hour before collection. 

(3) The mother should be given a cotton wool ball to soak up saliva. She should be 
asked to move it around her mouth for 2 min or until sodden, keeping her 
mouth closed while doing this. Asking her to think about a favourite food 
increases salivation. 

(4)  The plunger should be removed from a new 20 mL disposable syringe. 

(5) The mother should be asked to transfer the cotton wool to the front of her 
mouth and transfer it directly from her mouth into the body of the syringe. 

(6)  The plunger should be replaced into the body of the syringe. 

(7) A sample storage vial should be labelled with the participant’s identification 
number, date and time of collection. 

(8) The lid should be removed from the vial, and the syringe plunger used to 
extract saliva from the cotton wool into the sample storage vial. 

(9) If there is not at least 2 mL of saliva, the above steps should be repeated with a 
new cotton wool ball or swab. If possible, 4 mL should be collected to allow 
for repeat analysis. 

(10) The syringe, cotton wool and gloves should be discarded between participants. 
The sample vials or syringes should not be reused. 

(11) The saliva should be sampled at the baseline and then 1, 2, 3, 4, 13 and 14 d 
after the dose was taken by the mother, preferably at the same time of day on 
each occasion. The participant’s identification number as well as the date and 
time the sample was taken should be recorded on each vial. 

(12) Good records should be kept. All the dates and times of saliva collection should be 
recorded on a data entry form as well as on the bottles. This information 
should be copied to a spreadsheet as soon as possible. 

Fig. 15.  Obtención de muestras de saliva de la madre

1)	 Es preciso emplear guantes limpios para cada participante.
2)	 Al recoger la muestra hay que asegurarse de que la madre no haya comido 

ni bebido nada durante al menos la media hora anterior a la extracción de 
saliva.

3)	 Dar a la madre una bola de algodón para que la impregne de saliva, 
pidiéndole que cierre la boca y vaya moviendo la bola en su interior 
durante 2 minutos, o hasta que esté empapada. Se le puede aconsejar que 
piense en su plato preferido, cosa que incrementará la salivación.

4)	 Extraer el émbolo de una jeringa desechable de 20 ml nueva.
5)	 Pedir a la madre que se lleve el algodón a la parte frontal de la boca y de allí 

lo haga pasar directamente al cuerpo de la jeringa.
6)	 Volver a colocar el émbolo en el cuerpo de la jeringa.
7)	 Etiquetar un tubo de muestras con el número de identificación de la persona 

y la fecha y hora de obtención de la muestra.
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8)	 Destapar el tubo de muestras y, presionando con el émbolo de la jeringa, 
exprimir la bola de algodón para introducir la saliva en el tubo.

9)	 Cuando no haya al menos 2 ml de saliva habrá que repetir los pasos 
anteriores con una nueva bola o torunda de algodón. De ser posible conviene 
recoger 4 ml, para que en caso necesario se pueda repetir el análisis.

10)	 Entre una participante y la siguiente se desechan jeringas, algodón y 
guantes. No se deben reutilizar ni tubos de muestras ni jeringas.

11)	 Además de la muestra basal, hay que obtener muestras de saliva al cabo de 
1, 2, 3, 4, 13 y 14 días de administrar la dosis a la madre, preferiblemente 
a la misma hora del día cada vez. En cada tubo deben constar el número 
de identificación de la participante y la fecha y hora de obtención de la 
muestra.

12)	 Hay que registrar debidamente la información, anotando la fecha y hora 
de recogida de cada muestra tanto en el frasco como en un formulario de 
entrada de datos, y transfiriendo lo antes posible esta información a una 
hoja de cálculo.

3.4.3.	 Procedimiento detallado para obtener muestras de saliva del lactante

A continuación se describe el procedimiento para obtener muestras de 
saliva del lactante, ilustrado en la figura 16.

20 

 
3.4.3. Step-by-step instructions for saliva sampling: Baby 

 

       

FIG. 16. Saliva sampling in the baby. 
 

Instructions for saliva sampling in the baby: 

 

(1) Clean gloves should be used for each baby. 

(2) When collecting samples, it should be ensured that it is at least 15 min since the 
baby was last fed, so that there is no residual milk or other foods in the baby’s 
mouth. 

(3) In babies, saliva is sampled using a cotton wool swab. An extra piece of cotton 
wool should be wrapped around the swab. Saliva should be collected by moving 
the swab around the baby’s mouth until the cotton wool is sodden. The time 
required for this will vary between babies. Patience is required. It may take several 
attempts to collect the required volume (minimum 2 mL, preferably 4 mL). 

(4) The plunger from a new 20 mL disposable syringe should be removed. The cotton 
wool from the swab should be removed and placed in the barrel of the 20 mL 
syringe. 

(5) The plunger should be replaced into the body of the syringe. 

(6) A sample storage vial should be labelled with the participant’s identification 
number, date and time of collection. 

(7) The lid should be removed from the vial and the syringe plunger used to extract 
saliva from the cotton wool into the sample storage vial. 

(8) If there is not at least 2 mL of saliva, the above steps should be repeated with a 
new cotton wool ball or swab. If possible, 4 mL should be collected to allow for 
repeat analysis. 

(9) The swab, syringe, cotton wool and gloves should be discarded between 
participants. Sample vials or syringes should not be reused. 

(10) The saliva from the baby should be sampled at the baseline and then 1, 2, 3, 4, 13 
and 14 d after the dose was taken by the mother, preferably at the same time of day 
on each occasion. The participant’s identification number, the date and time the 
sample was taken should be recorded on each vial. 

Fig. 16.  Obtención de muestras de saliva del lactante

1)	 Para cada niño se deben usar guantes limpios.
2)	 Al recoger una muestra hay que cerciorarse de que hayan pasado al 

menos 15 minutos desde la última comida del bebé, para que en la boca no 
queden residuos de leche u otros alimentos.

3)	 En los lactantes, las muestras de saliva se obtienen con una torunda de 
algodón envuelta en otra pieza de algodón suplementaria. Para recoger 
la saliva hay que ir moviendo la torunda por la boca del niño hasta que 
el algodón quede empapado. Dependiendo del bebé hará falta más o 
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menos tiempo, pero el proceso exige paciencia. A veces se requerirán 
varios intentos para obtener el volumen necesario (2 ml como mínimo, 
preferiblemente 4 ml).

4)	 Tras extraer el émbolo de una jeringa desechable de 20 ml nueva, separar 
el algodón empapado de la torunda e introducirlo en el cuerpo de la jeringa. 

5)	 Volver a colocar el émbolo en el cuerpo de la jeringa.
6)	 Etiquetar un tubo de muestras con el número de identificación del niño y la 

fecha y hora de obtención de la muestra.
7)	 Destapar el tubo de muestras y, presionando con el émbolo de la jeringa, 

exprimir el algodón para introducir la saliva en el tubo.
8)	 Cuando no haya al menos 2 ml de saliva habrá que repetir los pasos 

anteriores con una nueva bola o torunda de algodón. De ser posible conviene 
recoger 4 ml, para que en caso necesario se pueda repetir el análisis.

9)	 Entre un participante y el siguiente se desechan jeringas, algodón y guantes. 
No se deben reutilizar ni tubos de muestras ni jeringas.

10)	 Además de la muestra basal, hay que obtener muestras de saliva del 
lactante al cabo de 1, 2, 3, 4, 13 y 14 días de administrar la dosis a la 
madre, preferiblemente a la misma hora del día cada vez. Cada tubo debe 
ir etiquetado con el número de identificación del niño y la fecha y hora de 
obtención de la muestra.

11)	 Hay que registrar debidamente la información, anotando la fecha y hora 
de recogida de cada muestra tanto en el frasco como en un formulario de 
entrada de datos, y transfiriendo lo antes posible esta información a una 
hoja de cálculo.

3.4.4.	 Conservación de las muestras de saliva

Habrá un total de siete muestras de cada madre y otras siete de cada niño. 
Un estudio de grandes proporciones generará pues cientos de muestras, por lo 
que es esencial proceder con esmero al manipularlas y etiquetarlas. Los tubos de 
muestras de saliva de cada pareja madre-lactante deben conservarse juntos.

A continuación se indican los puntos relevantes para la conservación de las 
muestras.

—— Para conservar las muestras de saliva es importante utilizar recipientes de 
buena calidad y con tapón roscado.

—— Los recipientes deben quedar firmemente cerrados para evitar la pérdida de 
agua por evaporación o la contaminación cruzada entre muestras.

—— Los tubos de muestras se deben guardar en bolsas con cierre de cremallera 
para evitar la contaminación cruzada entre participantes o entre muestras 
basales y post-dosis.
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—— Las muestras basales de la madre y de su hijo se conservan en la misma 
bolsa.

—— Hay que utilizar una nueva bolsa para las muestras post-dosis de la madre y 
otra para las muestras post-dosis del niño.

—— Después se guardan juntas todas las muestras de ambos en una bolsa de 
mayor tamaño con cremallera.

—— Tanto en los tubos de muestras como en las bolsas debe constar el número 
de identificación de cada participante.

—— En una hoja de cálculo se debe llevar un registro de las muestras.
—— Para reducir al mínimo el eventual crecimiento bacteriano hay que guardar 
las muestras en una nevera portátil o un refrigerador hasta que sea posible 
transferirlas a un congelador (a –20  °C), donde permanecerán hasta su 
análisis.
Para evitar que las muestras se contaminen:

—— nunca se deben conservar juntas las muestras y las dosis;
—— siempre hay que asegurarse de que el tapón de los tubos de muestras quede 
bien cerrado para evitar toda pérdida por evaporación o contaminación por 
la humedad ambiental. 

3.5.	 DATOS NECESARIOS

A continuación se indican los datos que es preciso consignar.

—— En la madre: peso; estatura; fecha del estudio; número de la dosis; hora de 
ingestión de la dosis; y fecha y hora de obtención de las muestras de saliva 
en el momento cero y al cabo de 1, 2, 3, 4, 13 y 14 días de la ingestión de 
la dosis.

—— En el lactante: peso; longitud; fecha del estudio; y fecha y hora de obtención 
de las muestras de saliva en el momento cero y al cabo de 1, 2, 3, 4, 13 y 14 
días de la administración de la dosis a la madre.

En la figura 17 se muestra un ejemplo de ficha de datos.
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Page 4

11) Figure 17 should be in Section 3.5. I have inserted an extra row (row 2). The new version of Fig. 
17 is below 

Madre Lactante

Fecha de administración de la dosis (día 0)

Número de identificación

Fecha de nacimiento

Peso corporal (kg) - Día 0
Peso corporal (kg) - Día 14

Estatura/longitud (cm)

Muestra basal de saliva: fecha y hora

Número de la dosis

Hora de ingestión de la dosis No se aplica

Muestra de saliva del día 1: fecha y hora

Muestra de saliva del día 2: fecha y hora

Muestra de saliva del día 3: fecha y hora

Muestra de saliva del día 4: fecha y hora

Muestra de saliva del día 13: fecha y hora

Muestra de saliva del día 14: fecha y hora

12) Section 4.3 insert “(D2O)” after 99.8 at.% deuterium oxide and then refer to D2O, rather than 99.8
at.% deuterium oxide where indicated in the margin. 

13) Replace section 6 with new equipment list (on next page). 

No se aplica

Fig. 17.  Ejemplo de ficha de datos del participante

4.  ANÁLISIS DEL ENRIQUECIMIENTO EN 
DEUTERIO POR ESPECTROMETRÍA FTIR

El enriquecimiento en deuterio de muestras de saliva se puede cuantificar 
por espectrometría FTIR [16]. En la figura 18 se muestra un ejemplo típico de 
espectrómetro FTIR.

4.1.	 EL LABORATORIO DE ESPECTROMETRÍA FTIR

El espectrómetro FTIR debe estar en un lugar bien ventilado para evitar 
la acumulación de CO2 en el ambiente. Lo ideal es una sala dotada de aire 
acondicionado con control de temperatura y humedad. El mueble en que repose 
el espectrómetro no debe estar expuesto a vibraciones procedentes de otros 
instrumentos cercanos o de una fuente externa.

No conviene mover el espectrómetro una vez instalado. Cuando sea 
menester desplazarlo habrá que pedir a un ingeniero que compruebe el 
alineamiento de los espejos.
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4. ANALYSIS OF DEUTERIUM ENRICHMENT BY FTIR 

The enrichment of deuterium in saliva samples can be measured by FTIR [16]. A typical 
FTIR instrument is shown in Fig. 18. 

 
FIG. 18. A typical FTIR instrument. 

 

4.1. THE FTIR LABORATORY 

Conditions necessary for an FTIR instrument 

The FTIR instrument should be sited in a well ventilated room to avoid buildup of CO2 in the 
atmosphere. Ideally, the room should be air-conditioned with controlled temperature and 
humidity. The bench on which the FTIR instrument is placed should not be subject to 
vibration from nearby equipment or external sources. 

The FTIR instrument should not be moved once it has been installed. If it is necessary to 
move it, an engineer must be called to check the alignment of the mirrors. 

The humidity in the FTIR instrument should be less than 60%. The desiccant in the FTIR 
instrument’s optics should be changed when the indicator changes colour. This could be once 
a week in humid climates. 
 

4.2. CLEANING THE FTIR INSTRUMENT 

A water-dampened cloth should be used to wipe the exterior of the FTIR instrument to keep it 
dust free. It is not advisable to wipe the inside of the sample compartment. 

If spillage from the cell occurs inside the compartment, it should be cleaned up immediately 
with an absorbent lint-free cloth. 

A brief description of the principles of FTIR can be found in Appendix IV. The exact details 
of the procedure will depend on the make and model of the FTIR instrument, but the main 
principles and precautions are summarized in the following sections. 

Fig. 18.  Típico espectrómetro FTIR.

La humedad en la zona del espectrómetro FTIR debe ser inferior a un 60 %. 
Si el espectrómetro está provisto de deshumectante, este debe ser sustituido en 
cuanto el indicador cambie de color, lo que en climas húmedos podría llegar a ser 
una vez a la semana.

4.2.	 LIMPIEZA DEL ESPECTRÓMETRO FTIR

Para mantener libre de polvo el exterior del espectrómetro FTIR debe 
utilizarse un paño humedecido con agua. No es aconsejable pasar un paño por el 
interior del compartimento de muestras.

Si se derrama líquido de la cubeta dentro del compartimento hay que 
limpiarlo de inmediato con un paño absorbente que no suelte pelusa.

En el Apéndice IV se describen someramente los principios de la 
espectrometría FTIR. Aunque los detalles exactos del procedimiento dependerán 
de la marca y el modelo de espectrómetro, en las siguientes secciones se resumen 
los principios y precauciones fundamentales.

4.3.	 PREPARACIÓN DEL PATRÓN DE CALIBRACIÓN

Se prepara (por gravimetría) un gran volumen de solución de calibración 
(o patrón) de aproximadamente 1 000 mg/kg (ppm) o 1 g/l, pesando la cantidad 
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correspondiente de la solución de óxido de deuterio (D2O) al 99,8 %at y 
diluyéndola en agua corriente normal de la región. Téngase en cuenta que la 
densidad del óxido de deuterio es de 1,105 g/ml.

También hay que prestar atención a lo que sigue.

—— Es conveniente preparar 1 litro de patrón de calibración en un matraz 
aforado y después transferirlo a un frasco de vidrio borosilicatado con tapón 
de rosca revestido de PTFE para conservarlo en él hasta que sea necesario. 
También se debe conservar un segundo frasco con 1 litro del agua utilizada 
para hacer la dilución. Una buena idea es guardar el patrón de calibración 
en una serie de frascos más pequeños cerrados herméticamente (p.ej. 
frascos de borosilicato de 250 ml con tapón de rosca revestido de PTFE). 
En cada momento solo deben estar en uso, como patrones de trabajo un 
frasco de solución enriquecida y uno con la abundancia natural, quedando 
los restantes frascos herméticamente cerrados hasta que llegue el momento 
de utilizarlos. Si se conservan en un lugar fresco y oscuro los patrones 
de calibración durarán varios años. Los frascos deben estar cerrados 
herméticamente para impedir la entrada de humedad ambiental. No hay que 
guardarlos en el mismo lugar que el D2O.

—— El D2O se debe pesar con una balanza analítica que ofrezca 0,0001 g, o 
aún mejor 0,000 01 g, de precisión. En el departamento de química de 
la facultad o universidad local habrá seguramente balanzas analíticas e 
instrumental de vidrio convenientes. La solución patrón se prepara en dos 
etapas, expuestas a continuación, pero es importante conocer el peso del 
óxido de deuterio con una precisión de 0,0001 g. Hay que nivelar y calibrar 
las balanzas antes de usarlas.

—— Al preparar el patrón de calibración de 1  000 mg/kg (ppm) no debe 
emplearse agua destilada, porque está sujeta a fraccionamiento, sino agua 
potable local, de la que además se conservará un volumen parecido para 
que sirva de patrón cero. Cuando el agua local sea de escasa calidad, cabe 
el recurso de pasarla por un filtro estéril de 0,22 μm para alargar el tiempo 
de conservación del patrón.

—— Todo el instrumental de vidrio debe estar limpio y seco antes de su 
utilización.

A continuación se expone el procedimiento recomendado.

—— Utilizando una balanza analítica que ofrezca una precisión de 0,0001 g (o 
aún mejor de 0,000 01 g), pesar con el tapón puesto un matraz aforado 
de 50  ml, limpio y seco, o en su defecto otro recipiente parecido, por 
ejemplo un frasco de vidrio limpio, seco y con tapón.
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—— Verter en el matraz un pequeño volumen (~20 ml) de agua potable. Tapar el 
matraz y pesarlo de nuevo.

—— Añadir al frasco 1 g de D2O. Cuando para ello se utilice una pipeta ajustable, 
el volumen seleccionado debe ser de 0,9 ml, pues el óxido de deuterio es 
más denso que el agua (1,105 g/ml y 1,000 g/ml, respectivamente, a 25 ºC). 
Tapar de nuevo el matraz para evitar pérdidas por evaporación, anotar el 
peso y calcular después el peso exacto de D2O contenido en el frasco.

—— Pesar con el tapón puesto un matraz aforado de 1 litro, limpio y seco. En 
esta etapa se puede emplear una balanza que ofrezca 0,1 g de precisión.

—— Con ayuda de un embudo, transferir el agua del recipiente de 50 ml 
al matraz de 1 litro. Añadir otra vez agua potable al recipiente pequeño 
y verterla de nuevo en el grande. Repetir la operación por lo menos tres 
veces para tener la seguridad de haber transferido todo el óxido de deuterio, 
extremando las precauciones para no derramar nada en el proceso.

—— Enrasar el matraz con agua potable local hasta la marca de 1 litro, tapar el 
recipiente y pesarlo de nuevo.

—— Una vez anotado el peso, transferir el patrón de calibración a un frasco de 
vidrio limpio y seco con tapón de rosca revestido de PTFE.

—— Conservar un volumen parecido de agua potable local para que sirva de 
patrón cero, o blanco, con el que se medirá el espectro de la actividad de 
fondo.

—— Calcular el enriquecimiento del patrón de calibración como se explica a 
continuación.

●● Si A es el peso de D2O y B es el peso de agua potable más D2O presentes en 
el matraz de 1 litro, el peso de agua potable agregada será B – A.

●● Por ejemplo, peso de D2O = 1,0015 g (A)
●● Peso de agua potable más D2O en el matraz de 1 litro = 1 000,1 g (B)
●● Por tanto, peso de agua potable agregada = 1 000,1 g – 1,0015 g
= 999,0985 g (B – A)

●● Enriquecimiento en D2O del patrón de calibración = A/(B – A) × 106 mg/kg
= 1,0015 g/999,0985 g ×106 mg/kg
= 1 002 mg/kg (ppm)

Téngase en cuenta que 1 mg/kg = 1 mg/l porque la densidad del H2O es 
de 1,0 kg/l a 25  ºC. Por lo tanto, el patrón de calibración tiene una densidad 
aproximada de 1 000 mg/l.

Es posible comprobar el enriquecimiento del patrón de calibración FTIR 
pidiendo a un laboratorio de referencia que haga un análisis independiente. El 
valor de enriquecimiento resultante del análisis debe estar próximo al obtenido 
por gravimetría, esto es, siguiendo el procedimiento aquí descrito.
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4.3.1.	 Tiempo de conservación de los patrones de calibración

El tiempo de conservación de los patrones de calibración dependerá de 
la calidad del agua potable local. Se deben conservar los frascos en un lugar 
fresco y oscuro, al abrigo de la luz solar directa, pero no en la misma nevera 
que la solución muy enriquecida (99,8 %at) de óxido de deuterio. El hecho de 
envolverlos en papel de aluminio ayuda a proteger de la luz el contenido. El tapón 
debe tener un buen cierre y el frasco ha de quedar herméticamente cerrado para 
impedir la entrada de humedad ambiental. Algunos laboratorios recomiendan 
guardar los frascos boca abajo porque en caso de filtración sería menos probable 
que hubiera fraccionamiento. Otros aconsejan guardar el patrón de calibración 
en varios frascos de 100 ml o 250 ml en lugar del frasco de 1 litro. Ello presenta 
la ventaja de exponer cada vez a las condiciones ambientales solo una pequeña 
parte de la solución, y el inconveniente de que el calibrador, en el momento de 
ser utilizado, será más sensible a los efectos del fraccionamiento.

4.4.	 ELABORACIÓN DE UNA CURVA DE REFERENCIA

 Una vez instalado el espectrómetro FTIR, conviene verificar la exactitud del 
análisis de deuterio en el rango de niveles de enriquecimiento que probablemente 
se detectarán, utilizando para ello patrones obtenidos por gravimetría (figura 19). 
Se pueden preparar volúmenes más pequeños (p.ej. 100 ml) de esos patrones 
diluyendo D2O con agua potable local en un matraz del modo ya descrito. El 
nivel de enriquecimiento debe ir de 0 (abundancia natural en el agua potable) 
a 2 000 mg/kg, esto es, un valor superior a los que presumiblemente se observarán 
en las muestras de saliva.

Después se preparan los patrones (en 100 ml de agua potable local) 
conforme a lo indicado en el cuadro adjunto (cuadro 1). Con una pipeta se vierte 
el D2O en el matraz aforado (columna 2), habiéndolo pesado previamente con 
exactitud (columna 3). También hay que anotar el peso del agua potable agregada 
para llegar al volumen final (columna 4). A partir de los pesos se puede calcular el 
nivel real de enriquecimiento (mg/kg) como ya queda explicado. En la figura 20 
se muestra un ejemplo de curva de referencia.



31

28 

a)   b)   c) 

       
d)  e)  f)

FIG. 19. Preparation of calibration standards. (a) The volumetric flask with its lid should be 
weighed; (b) D2O should be pipetted into a weighed amount of water; (c) it should be
weighed again and the weight noted; (d) it should be filled to the mark; (e) it should be 
weighed again; (f) the weight should be noted. The enrichment of D2O in the standard should
be calculated.  
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FIG. 20. Deuterium calibration curve measured by FTIR. 

If the gradient of the calibration curve is not close to one, there is a problem with the 
weighing, with the calculations or with the analysis. Check the data input and, if necessary, 
start again and make new standards. 

Fig. 19.  Preparación de patrones de calibración. a) Pesar el matraz aforado con el tapón 
puesto. b) Con una pipeta, verter el D2O en una cantidad de agua previamente pesada. 
c) Pesar de nuevo y anotar el peso. d) Enrasar hasta la marca. e) Pesar otra vez. f) Anotar el 
peso. Calcular después el enriquecimiento en D2O del patrón. 

CUADRO 1.  PREPARACIÓN DE PATRONES DE ESPECTROMETRÍA FTIR

Enriquecimiento final 
(mg/kg D2O) μl D2O

Peso de D2O (g) con 4 
decimales de precisión

Peso de agua 
potable agregada 

(g)

    0     0

  100   10

  200   20

  400   40

  600   60

  800   80

1 000   90

1 500 140

2 000 180
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weighed; (b) D2O should be pipetted into a weighed amount of water; (c) it should be
weighed again and the weight noted; (d) it should be filled to the mark; (e) it should be 
weighed again; (f) the weight should be noted. The enrichment of D2O in the standard should
be calculated.  
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FIG. 20. Deuterium calibration curve measured by FTIR. 

If the gradient of the calibration curve is not close to one, there is a problem with the 
weighing, with the calculations or with the analysis. Check the data input and, if necessary, 
start again and make new standards. 

Fig. 20.  Curva de calibración del deuterio medido por espectrometría FTIR.

La balanza utilizada para preparar los patrones debe reposar en una mesa 
estable, lejos de ventanas abiertas y corrientes de aire.

Si el gradiente de la curva de calibración no está próximo a 1, esto 
significa que ha habido algún problema en el pesaje, los cálculos o el análisis 
espectrométrico. En tal caso hay que comprobar los datos introducidos y, de ser 
necesario, empezar otra vez el proceso y preparar nuevos patrones.

4.5.	 FUNCIONAMIENTO DEL ESPECTRÓMETRO FTIR

Hay que encender el espectrómetro FTIR entre 30 y 40 minutos antes de 
empezar a usarlo para que los circuitos electrónicos se estabilicen, comprobar 
que tanto la interfaz como los espejos funcionen correctamente y, por último, 
asegurarse de que esté configurado como sigue:

—— Modo de medición:	 Absorbancia
—— Apodización:	 Triangular
—— Número de barridos:	 32
—— Resolución:	 2,0
—— Rango (cm–1):	 Mínimo 2 300 	 Máximo 2 900

Se debe realizar una lectura “de fondo” utilizando agua no enriquecida 
(abundancia natural), por ejemplo el agua que ha servido para hacer el patrón 
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de calibración (patrón cero), y después calibrar el espectrómetro con el patrón 
de 1 000 mg/kg (ppm). 

El pico del deuterio debería presentar un máximo en los alrededores 
de 2 504 cm–1 (figura 21).
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FIG. 21. Typical FTIR spectrum from an enriched water sample after background correction. 

 

The large peak at 2504 cm–1 is the deuterium oxide peak. The double peak at 2350 cm–1 is due 
to CO2 in the sample chamber. 

 

 
FIG. 22. Typical FTIR spectrum after background correction showing a negative CO2 peak. 

 

Precautions must be taken to minimize the size of the CO2 peak on the tail of the D–O peak: 

— The FTIR instrument should be located in a well ventilated or air-conditioned room; 

— The cells should be carefully filled as described in Section 4.7 to avoid air bubbles; 

— Samples containing bubbles should not be analysed. They should be flushed out by adding 
more sample. 

 

Fig. 21.  Típico espectro FTIR de una muestra de agua enriquecida tras corrección del fondo.

Cuando se establece el cociente entre el espectro de absorción del agua 
local y el de referencia, el espectrómetro queda directamente calibrado para 
expresar mg/kg (ppm) de exceso de deuterio.

Se puede proceder de igual forma con las muestras de agua corporal, pero 
en este caso habrá que emplear el espectro de la muestra basal de saliva (tiempo 
cero) como valor de fondo. El software del espectrómetro incluye el módulo 
necesario para efectuar esta corrección de la actividad de fondo.

El rango dinámico que ofrece el espectrómetro FTIR para el análisis de 
deuterio es mucho mayor que las concentraciones que presumiblemente se 
observarán en estudios de ingesta de leche materna o de composición corporal, 
pero conviene interpretar con cautela todo nivel de enriquecimiento inferior 
a 100 mg/kg (ppm) de 2H, aproximadamente.

4.5.1.	 Espectros de FTIR típicos

El CO2 ambiental genera un pronunciado doblete en el hombro de la señal 
del óxido de deuterio. Estos dos picos pueden ser positivos (figura 21) o negativos 
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(figura 22). Se obtienen picos negativos cuando en el momento de analizar la 
muestra enriquecida la concentración de CO2 presente en el compartimento de 
muestras es más baja de lo que era al analizar la actividad de fondo.
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FIG. 21. Typical FTIR spectrum from an enriched water sample after background correction. 

 

The large peak at 2504 cm–1 is the deuterium oxide peak. The double peak at 2350 cm–1 is due 
to CO2 in the sample chamber. 

 

 
FIG. 22. Typical FTIR spectrum after background correction showing a negative CO2 peak. 

 

Precautions must be taken to minimize the size of the CO2 peak on the tail of the D–O peak: 

— The FTIR instrument should be located in a well ventilated or air-conditioned room; 

— The cells should be carefully filled as described in Section 4.7 to avoid air bubbles; 

— Samples containing bubbles should not be analysed. They should be flushed out by adding 
more sample. 

 

Fig. 22.  Típico espectro FTIR tras corrección del fondo, con un doble pico negativo de CO2.

El gran pico que se observa a 2 504 cm–1 es el pico del óxido de deuterio. 
El doble pico que aparece a 2  350 cm–1 corresponde al CO2 presente en el 
compartimento de muestras.

Conviene adoptar precauciones para reducir al mínimo el tamaño del pico 
de CO2 en la cola del pico de D–O:

—— el espectrómetro debe encontrarse en una sala bien ventilada o dotada de 
aire acondicionado;

—— hay que llenar cuidadosamente las cubetas, como se explica en la 
Sección 4.7, para evitar la presencia de burbujas de aire;

—— cuando haya burbujas no debe analizarse la muestra, sino desalojarlas 
añadiendo más muestra.

4.6.	 LA CUBETA DE ESPECTROMETRÍA FTIR

Para analizar la abundancia de deuterio en muestras de saliva se recomienda 
emplear cubetas de fluoruro de calcio de 10–4 m (100 mm) de espesor (longitud 
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del paso de luz). Estas cubetas no sirven para analizar muestras de orina porque el 
amonio y los fosfatos presentes en ella las deterioran. En la figura 23 se muestra 
esquemáticamente una cubeta de espectrometría FTIR (Omni-cell, de Specac, 
serie 1800). El procedimiento para llenarla viene expuesto en la Sección 4.7. Las 
cubetas de cloruro de sodio, vendidas a menudo con los espectrómetros FTIR, no 
son apropiadas para analizar muestras que contengan agua.

Carcasa de la cubeta

Placa posterior

Junta de neopreno

Cubeta sellada

Tuerca rápida

Conector Luer

Espaciador adicional 
para ventanas de menos

de 4 mm de espesor

Orificio de llenado

Placa frontal

Fig. 23.  Ilustración esquemática de un bloque de cubeta. (© Specac Ltd. [Reino Unido]. 
Reproducido con autorización.)

4.6.1.	 Mantenimiento de las cubetas

Mientras no se estén utilizando se deben conservar las cubetas en su 
embalaje de origen. Para limpiarlas se usará exclusivamente un paño que no 
suelte pelusa. Es posible eliminar ligeras rayaduras y otras imperfecciones de las 
ventanas utilizando alguno de los kits de pulimentación disponibles en el mercado 
(que ofrecen los propios proveedores de cubetas). Para comprobar la lisura de la 
superficie tras el pulido se puede utilizar un plano óptico, suministrado en general 
con el kit.
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4.7.	 LLENADO DE LA CUBETA

Para llenar las cubetas se utiliza una jeringa desechable de 1 ml (figura 24).
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4.7. FILLING THE FTIR CELL 

The cells are filled using a 1 mL disposable syringe (Fig. 24). 

 

 

FIG. 24. FTIR cell with a 1 mL syringe in the filling port. The cell is raised at one end by propping on 
any suitable object, e.g. a pencil. 

 
4.7.1. Introduction 
The following steps should be taken: 

— Saliva samples must be completely thawed before analysis; 

— When filling the FTIR cells, it is important not to have bubbles in the sample. Bubbles 
cause the light to be scattered, thus resulting in a severely distorted baseline; 

— The vials containing specimens of saliva should be centrifuged for at least 10 min at 
1000g (with the caps on) to move any condensation in the lid down into the bulk of 
the specimen, and to remove bubbles; 

— The window of the cell should be cleaned with lens tissue before starting; 

— The capacity of the cell is approximately 150 L. By pushing through 1 mL saliva or 
reference water, traces of the previous sample are removed. 

 
4.7.2. Recommended procedure for filling the  
 FTIR cell 
 
The recommended procedure for filling the FTIR cell is as follows (Fig. 25): 

(1) A 1 mL syringe should be filled with the sample (standard or saliva); 

(2) Folded absorbent paper should be firmly pressed over the exit port to absorb 
excess sample and to prevent ingress of air; 

(3) The cell should be filled by gently pushing the syringe plunger or using firm taps 
on the plunger with the index finger; 

Fig. 24.  Cubeta de espectrometría FTIR con una jeringa de 1 ml en el orificio de llenado. 
Levantar la cubeta por uno de los costados apoyándola en cualquier objeto conveniente, por 
ejemplo un lápiz.

4.7.1.	 Introducción

Conviene adoptar las siguientes precauciones:

—— las muestras de saliva deben estar completamente descongeladas antes del 
análisis;

—— es importante que al llenar las cubetas no haya burbujas en la muestra, 
porque dispersan la luz y con ello alteran sustancialmente las condiciones 
de partida;

—— hay que centrifugar los tubos con las muestras de saliva durante al menos 10 
minutos a 1 000 g (con el tapón puesto) para que la eventual condensación 
adherida al tapón se mezcle con el resto de la muestra y también para 
eliminar posibles burbujas;

—— antes de empezar es preciso limpiar la ventana de la cubeta con gamuza 
para lentes;
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—— la capacidad de la cubeta es de aproximadamente 150 μl, por lo que al 
vaciar en ella 1 ml de saliva o agua de referencia se desalojará todo rastro 
que pudiera quedar de la muestra anterior.

4.7.2.	 Procedimiento recomendado

A continuación se expone el procedimiento recomendado para llenar la 
cubeta (figura 25).
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(4) Excess/splashes should be removed from the outside of the cell window using 
absorbent paper; 

(5) Bubbles should be checked for by holding the cell up to a light; 

(6) If there are visible bubbles in the cell, more sample should be added as described 
above until all of the bubbles have been pushed out; 

(7) The absorbance from 2300–2900 cm–1 should be measured; 

(8) The sample should be removed using the same syringe that was used for filling. 
The syringe should be discarded; 

(9) A new syringe should be used for each sample to avoid cross-contamination; 

(10) For the next sample, the procedure should be repeated from Step 1; 

(11) When all the samples have been analysed, the cell should be rinsed with drinking 
quality water before storing. 

 

   
FIG. 25. Procedure for filling the cell. The cell should be filled using a 1 mL syringe, bubbles should 
be checked for by holding the cell up to a light, and the cell should be placed in the sample chamber of 
the FTIR instrument. 

 

Fig. 25. Procedimiento de carga de la cubeta. Tras llenarla con una jeringa de 1 ml y 
observarla a contraluz para comprobar que no contenga burbujas, se coloca la cubeta en el 
compartimento de muestras del espectrómetro FTIR.

1)	 Llenar una jeringa de 1 ml con la muestra (patrón o saliva).
2)	 Presionar con firmeza un papel absorbente doblado contra el orificio de 

salida para absorber el exceso de muestra e impedir la entrada de aire.
3)	 Llenar la cubeta empujando suavemente el émbolo o dándole firmes 

golpecitos con el índice.
4)	 Con papel absorbente, eliminar el exceso o las posibles salpicaduras de 

muestra del exterior de la ventana de la cubeta.
5)	 Comprobar la ausencia de burbujas observando la cubeta a contraluz.
6)	 Si hubiera burbujas visibles, agregar más muestra a la cubeta, como queda 

explicado, hasta haberlas desalojado todas.
7)	 Medir la absorbancia de 2 300 a 2 900 cm–1.
8)	 Extraer la muestra con la misma jeringa que ha servido para el llenado, que 

después se desechará.
9)	 Utilizar una jeringa nueva para cada muestra a fin de evitar la contaminación 

cruzada.
10)	 Para la siguiente muestra, empezar de nuevo desde el paso 1.
11)	 Cuando se hayan analizado todas las muestras, enjuagar la cubeta con agua 

corriente antes de devolverla a su embalaje.
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5.  PASOS ESENCIALES PARA OBTENER 
DATOS DE CALIDAD

5.1.	 PREPARACIÓN DE LAS DOSIS

Hay que pesar las dosis con exactitud y con una precisión mínima de 0,01 g. 
Es preferible que esta labor se efectúe en un laboratorio de análisis y corra a 
cargo de personal formado.

5.2.	 SOBRE EL TERRENO

A continuación se indican los puntos importantes para el trabajo sobre el 
terreno.

—— Si cuenta con la formación adecuada, el personal que trabaja sobre el 
terreno puede ser de ayuda en las labores de antropometría y obtención de 
muestras de saliva, pero es importante que entienda la necesidad de pesar 
y medir concienzudamente a los participantes y de registrar los datos con 
exactitud. La formación de este personal es, por consiguiente, crucial.

—— En el momento del pesaje la madre debe llevar puesto el mínimo posible de 
ropa (hasta 0,1 kg). Hay que pesar al lactante con una precisión de 0,01 kg.

—— Hay que cerciorarse de que la madre no haya comido ni bebido nada en 
los 30 minutos previos a la obtención de la muestra de la saliva.

—— El lactante no debe haber tomado nada en los 15 minutos previos a la 
obtención de la muestra.

—— Antes de abrir el frasco de dosis hay que voltearlo varias veces para que el 
vapor de agua condensado en el tapón se mezcle con el resto del líquido.

—— No se debe abrir el frasco hasta llegado el momento de administrar la dosis.
—— Para tener la seguridad de que la madre ingiera el 100% de la dosis hay que 
añadir agua al frasco y dársela de nuevo a beber, repitiendo la operación 
dos veces.

—— Hay que asegurarse de que no haya contaminación cruzada entre los frascos 
de dosis y los tubos de muestras.

—— Se deben etiquetar los tubos de muestras con el número de identificación 
del participante y la fecha y hora de obtención de la muestra.

—— Hay que consignar toda la información en la ficha de datos del participante.
—— Se deben transferir los datos a una hoja de cálculo, como Microsoft Excel, 
lo antes posible.

—— Como medida de seguridad se debe llevar un registro en papel.
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5.3.	 EN LABORATORIO

A continuación se indican los puntos importantes para el trabajo en 
laboratorio.

—— No hay que mover el espectrómetro una vez instalado. Cuando sea 
imprescindible desplazarlo habrá que pedir a un ingeniero que compruebe 
el alineamiento de los espejos.

—— La humedad en la zona del espectrómetro FTIR debe ser inferior a un 60 %. 
Si el espectrómetro está provisto de deshumectante, este debe ser sustituido 
en cuanto el indicador cambie de color, lo que en climas húmedos podría 
ser hasta una vez a la semana.

—— Hay que cerciorarse de que las muestras de saliva estén debidamente 
descongeladas antes del análisis.

—— Es preciso voltear los tubos que contienen las muestras de saliva para que la 
condensación adherida al tapón se mezcle con el resto de la muestra.

—— Antes del análisis se deben centrifugar las muestras de saliva durante 10 
minutos a 1 000 g.

6.  LISTA DE MATERIAL

6.1.	 EN LABORATORIO

Óxido de deuterio (99,9 o 99,8 %at 2H).
Frascos de dosis (estancos y con tapón roscado, p.ej. frascos de polipropileno 
de 60 ml de boca ancha, estancos y autoclavables).
Etiquetas para los frascos de dosis.
Rotuladores de tinta indeleble para escribir en las etiquetas.
Probeta de vidrio para transferir 30 ml de 2H2O a los frascos de dosis.
Embudo de vidrio o plástico.
Balanza electrónica con una precisión de 0,01 g para pesar las dosis.
Balanza electrónica con una precisión de 0,0001 g para preparar el patrón de 
calibración.
Nevera para conservar las dosis.
Congelador (–20 ºC) para conservar las muestras de saliva.
Reguladores de voltaje para el instrumental electrónico (balanzas electrónicas, 
espectrómetro FTIR).
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Centrífuga con cubos para colocar los tubos de muestras, de ser posible 
refrigerada.
Espectrómetro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).
Cubetas de fluoruro de calcio para el espectrómetro FTIR.
Jeringas de plástico desechables de 1 ml con punta Luer para llenar las cubetas.
Pañuelos de papel o papel absorbente.
Papel de seda para limpiar la ventana de la cubeta FTIR.
Matraces aforados (1 litro, 100 ml y 50 ml) para preparar los patrones de 
calibración.
Pipetas automáticas (1 ml, 200 μl, 20 μl) y puntas de pipeta para preparar los 
patrones de calibración.
Piseta (matraz de lavado) para llenar los matraces aforados.
Dos frascos de reactivos de vidrio borosilicatado (1 litro) con tapón de rosca 
revestido de PTFE (teflón) para conservar el patrón de calibración y la muestra 
de agua potable local utilizada para prepararlo.
Frascos de vidrio borosilicatado de 100 o 250 ml con tapón de rosca revestido de 
PTFE para las alícuotas de patrón de calibración y de agua potable local que se 
empleen diariamente como “patrones de trabajo”.

6.2.	 SOBRE EL TERRENO

Dosis (preparadas en laboratorio).
Agua potable.
Pajitas.
Báscula con una precisión de 0,1 kg para pesar a las madres.
Báscula con una precisión de 0,01 kg para pesar a los lactantes.
Estadiómetro para medir la estatura de las madres.
Plancha de medición, o infantómetro, para medir la longitud de los lactantes.
Tubos con tapón de rosca para las muestras de saliva (p.ej. criotubos de 4 ml de 
roscado interno con faldón).
Etiquetas para los tubos de muestras.
Rotuladores de tinta indeleble para escribir en las etiquetas.
Bolas de algodón para obtener muestras de saliva en las madres.
Torundas de algodón para obtener muestras de saliva en los lactantes.
Jeringas de plástico de 20 ml.
Guantes desechables.
Bolsas de plástico con cierre de cremallera para conservar las muestras de saliva. 
Las muestras basales de madre e hijo se colocan en una misma bolsa. En una 
nueva bolsa se van guardando las muestras post-dosis de la madre, y en otra 
distinta las muestras post-dosis del niño. Todas estas muestras irán agrupadas en 
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una bolsa con cremallera de mayor tamaño. En total se necesitan cuatro bolsas 
con cremallera, tres medianas y una grande, para cada pareja madre-lactante.
Reloj (para anotar la hora de obtención de las muestras).
Nevera para conservar las dosis cuando haya que trabajar varios días sobre el 
terreno sin regresar a la base.
Nevera portátil con contenedores de hielo (para conservar las muestras sobre el 
terreno hasta que sea posible congelarlas).
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Apéndice I

FLUJO DE AGUA EN LA PAREJA MADRE-LACTANTE.  
MODELO DE DOS COMPARTIMENTOS EN EQUILIBRIO

I.1.	 INTRODUCCIÓN

La técnica de dosis de óxido de deuterio a la madre fue descrita por primera 
vez por A. Coward y sus colaboradores en 1982 [5]. Este apéndice está basado 
en la referencia 5 y en la labor más reciente de Haisma, supervisada por el propio 
Coward [7]. La notación aquí utilizada sigue las convenciones definidas en esos 
documentos.

El cálculo de la ingesta de leche materna y del aporte hídrico de origen 
distinto a la leche reposa en un modelo, ilustrado en la figura 26, que postula dos 
compartimentos (modelo bicompartimental) en estado de equilibrio [17]. 
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Appendix I 

TWO COMPARTMENT STEADY STATE MODEL OF WATER FLOW  
IN A MOTHER–BABY PAIR 

I.1. INTRODUCTION 

The deuterium oxide dose-to-mother technique was first described by A. Coward and co-
workers in 1982 [5]. This appendix is based on Ref. [5] and the more recent work of Haisma, 
under A. Coward’s supervision [7]. The notation used here follows the convention set out in 
those documents. 

Calculation of human milk intake and intake of water from sources other than human milk is
based on a two compartment steady state model [19]. This is illustrated in Fig. 26. In the two 
compartment model, the mother’s body water (Vm) is the first compartment and the baby’s 
body water (Vb) is the second compartment. These two compartments are connected by the
flow of milk from the mother to the baby (Fbm). In a steady state model, the total water input
is equal to the total water output. In Fig. 26, F signifies a flow of water. Conventionally, in 
compartmental models, the first letter after the F indicates where the flow goes to, and the 
second letter indicates where the flow is from, so that Fbm is the flow from the mother to the 
baby, i.e. human milk intake by the baby. Flows are also shown from the outside (o) to the 
mother (Fmo), i.e. the water she drinks, and from the mother to the outside, i.e. the water she 
loses from her body in urine, faeces, sweat and breath. Similarly, Fbo is the flow from the
outside to the baby, i.e. water intake by the baby from sources other than human milk. The 
final flow is from the baby to the outside, Fob, i.e. the water lost from the baby’s body in
urine, faeces, sweat, saliva and breath. 

Madre Bebé

FIG. 26. Two compartment steady state model of water flow in a mother–baby pair. F = flow; 
m = mother; b = baby; o = outside; V = Volume TBW; Vm = mother’s TBW volume; Vb = 
baby’s TBW volume; Fmo = from outside to mother; Fbo = from outside to baby (non-breast 
fluid intake); Fbm = from mother to baby (breast milk intake); Fom = from mother to outside; 
Fob = from baby to outside. 

 Vb

Fme Fbe

Fmb

Fem Feb

 Vm

Fig. 26.  Modelo de dos compartimentos en equilibrio para dar cuenta del flujo de agua en 
la pareja madre-lactante F = flujo; m = madre; b = bebé; e = exterior; V = volumen ACT; 
Vm = volumen ACT materna; Vb = volumen ACT del bebé; Fme = del exterior a la madre; 
Fbe = del exterior al bebé (incorporación de líquidos distintos de la leche); Fbm = de la madre 
al bebé (ingesta de leche materna); Fem = de la madre al exterior; Feb = del bebé al exterior.

En el modelo bicompartimental, el primer compartimento corresponde al 
agua corporal de la madre (Vm), y el segundo al agua corporal del bebé (Vb). 
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Estos dos compartimentos están conectados entre sí por el flujo de leche materna 
que va de la madre al niño (Fbm). En estado de equilibrio, el total de agua que 
incorpora el sistema es igual al total de agua que pierde. En la figura 26, F 
representa un flujo de agua. Por convención, en los modelos compartimentales la 
primera letra después de F indica el destino del flujo, y la segunda su origen. Así, 
Fbm es el flujo que va de la madre al bebé, es decir, la leche materna consumida 
por el lactante. También se muestran los flujos que van del exterior (e) a la madre 
(Fme), esto es, los líquidos que esta consume, y de la madre al exterior, esto es, 
el agua que su organismo pierde por la orina, las heces, el sudor y la respiración. 
Análogamente, Fbe es el flujo que va del exterior al bebé, correspondiente al agua 
que incorpora por vías distintas a la leche materna. El último flujo es el que va 
del bebé al exterior, Feb, esto es, el agua que su organismo pierde por la orina, las 
heces, el sudor y la respiración.

I.2.	 PREMISAS DEL MODELO

El modelo de dos compartimentos en equilibrio reposa en una serie de 
premisas. Cuando estas no se cumplen es preciso incluir un ajuste en los cálculos.

Se trata de las siguientes:

—— el reservorio hídrico del cuerpo forma un compartimento único en cada 
persona, lo que se aplica tanto a la madre como al niño;

—— la dosis de deuterio se equilibra rápida y homogéneamente con el agua 
presente en el organismo de la madre y el niño;

—— el reservorio hídrico de la madre es de tamaño constante; en cuanto al 
lactante, se postula que, a medida que este crece, el tamaño de su reservorio 
hídrico va cambiando linealmente con el tiempo;

—— toda el agua que abandona el organismo, por la vía que sea, está deuterada 
en igual proporción que el reservorio hídrico del cuerpo;

—— el deuterio solo abandona el sistema en forma de agua;
—— el lactante solo incorpora agua por ingestión.

La dosis de deuterio se administra en forma de agua marcada con deuterio 
(o deuterada), también denominada óxido de deuterio (2H2O o D2O).

I.2.1.	 Validez de las premisas

—— Premisa 1: tanto en la madre como en el niño, el reservorio hídrico del 
cuerpo forma un compartimento único. Esta premisa se cumple.
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—— Premisa 2: la dosis de deuterio se equilibra rápida y homogéneamente con 
el agua presente en el organismo de la madre y el niño. Esta premisa se 
cumple: la dosis de deuterio está totalmente estabilizada en el cuerpo de la 
madre a las pocas horas de que haya ingerido la dosis.

—— Premisa 3: el reservorio hídrico de la madre es de tamaño constante, pero 
el del niño cambia linealmente con el tiempo. En un adulto sano y de peso 
estable, en un periodo de dos semanas las entradas de agua son iguales a 
las salidas. Si el peso de la madre se modifica, ello puede deberse bien 
a cambios en la grasa corporal, que no afectan al tamaño del reservorio 
hídrico, o bien a cambios en la MLG, que sí influirán en él. Durante las dos 
semanas que dura el estudio el lactante irá creciendo, por lo que el valor 
del ACT aumentará. Será preciso introducir un ajuste para tener en cuenta 
este incremento. El ACT materna en el momento inicial se determina 
por dilución isotópica, pero cuando la madre ingiere la dosis de óxido 
de deuterio no es posible cuantificar el ACT del lactante a menos que se 
administre a este un segundo isótopo estable (p.ej. 18O), lo cual complicaría 
y encarecería el procedimiento, sin olvidar que el 18O debe analizarse por 
espectrometría de masas. De ahí que se opte por estimar el ACT del lactante 
a partir de su peso corporal (P), utilizando para ello la fórmula de Wells 
[15]:

ACT = 0,84 P0,82

—— Premisa 4: toda el agua que abandona el organismo, por la vía que sea, 
está deuterada en igual proporción que el reservorio hídrico del cuerpo. 
Esto no es así. Hay que introducir una corrección para tener en cuenta el 
fraccionamiento isotópico en el agua que deja el cuerpo del lactante como 
vapor de agua en el aire espirado o por evaporación transdérmica.

—— Premisa 5: el deuterio solo abandona el sistema en forma de agua. Esta 
premisa, en sentido estricto, no se cumple: una pequeña cantidad de deuterio 
se intercambia con otros átomos de hidrógeno presentes en el organismo de 
la madre y el niño (sobre todo en las proteínas), por efecto de un proceso 
llamado “intercambio no acuoso”. Ahora bien, el error introducido por el 
hecho de estimar, en lugar de medir, el ACT del lactante resulta mayor 
que el propio intercambio no acuoso. Por este motivo, en los cálculos para 
determinar la ingesta de leche materna se obvia el intercambio no acuoso.

—— Premisa 6: el lactante solo incorpora agua por ingestión. En realidad, el 
bebé absorbe la humedad presente en el aire por la piel y los pulmones, 
proceso cuyo componente mayoritario es el intercambio gaseoso alveolar. 
Para tener en cuenta esta incorporación de agua por vías no orales se precisa 
una corrección, que se estima en un 6,3 % del aporte hídrico total.
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I.3.	 CÁLCULO DE LA INGESTA DE LECHE MATERNA 
(L) Y DEL APORTE HÍDRICO DE ORIGEN DISTINTO 
A LA LECHE (FD) EN EL LACTANTE

La ingesta de leche materna y el aporte hídrico de origen distinto a la leche 
se calculan ajustando los datos de enriquecimiento en deuterio a sendos modelos 
de renovación del agua corporal en la madre y el niño. En la figura 27 se muestra 
un ejemplo.
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Fig. 27.  Enriquecimiento en deuterio del agua corporal de una madre (○) y su hijo 
lactante (■).

En estado de equilibrio, la renovación del agua en la madre viene dada por 
una ecuación exponencial simple:

E

E
em(t)

m(0)

k tmm= −

donde

Em(t)	� es el enriquecimiento en deuterio del agua corporal materna en el tiempo t, 
expresado en mg/kg o ppm; 
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t	� es el tiempo transcurrido desde la ingestión de la dosis (tiempo post-dosis), 
expresado en días; 

Em(0) 	�es el enriquecimiento en deuterio del agua corporal materna en el tiempo 
cero expresado en mg/kg (ppm), correspondiente a la intersección con el 
eje de ordenadas de la curva de eliminación del isótopo (representación 
semilogarítmica del enriquecimiento en 2H del agua corporal en el tiempo) 
(véase la figura 27);

kmm 	� es la constante de renovación diaria del agua en la madre (en kg/d), que 
corresponde al gradiente de la curva de eliminación del isótopo (véase la 
figura 27).

Por lo que respecta a los datos del lactante, deben ser ajustados al siguiente 
modelo multiexponencial:

E  = E
F
V

e e
F /Vb(t) m(0)

bm

b

k t F /V t

bb b

mm bb b









−
( )−
− −( )

kkmm













donde

Eb(t) 	� es el enriquecimiento en deuterio del agua corporal del bebé en el tiempo t, 
expresado en mg/kg (ppm); 

t	� es el tiempo transcurrido desde la administración de la dosis a la madre 
(tiempo post-dosis) expresado en días;

Em(0) 	�es el enriquecimiento en deuterio del agua corporal materna en el tiempo 
cero expresado en mg/kg (ppm), correspondiente a la intersección con el 
eje de ordenadas de la curva de eliminación del isótopo (representación 
semilogarítmica del enriquecimiento en 2H del agua corporal en el tiempo) 
(véase la figura 27); 

Fbm 	� es la transferencia de agua de la madre al bebé a través de la leche materna 
(kg/d); 

Vb 	� es el volumen de distribución total del 2H en el bebé (kg) que, según la 
correspondiente premisa, cambia linealmente, con sendos valores inicial y 
final determinados por el peso del bebé (P, en kg): Vb = 0,84 P0,82 [15]; 

kmm 	� es la constante de renovación diaria del agua en la madre (en kg/d), que 
corresponde al gradiente de la curva de eliminación del isótopo (véase la 
figura 27); 

Fbb 	 es el total de agua perdida por el bebé (kg/d).

Para el ajuste de la curva se puede emplear la función “Solver” de Microsoft 
Excel, que se encuentra en el grupo “Análisis” de la pestaña “Datos” de Excel. 
Ello generará una ventana que permite seleccionar una “celda de destino” cuyo 
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valor debe ser optimizado (en este caso reducido al mínimo). Cuando “Solver” no 
aparezca en “Análisis” será preciso agregarlo siguiendo este camino: “Archivo”, 
“Opciones”, “Complementos”, “Administrar”, “Complementos de Excel”, pulsar 
en “Ir” y seleccionar la casilla “Solver”. “Solver” utiliza una regresión no lineal 
para determinar, por iteración, el valor de las constantes que ofrezcan la línea 
de mejor ajuste a los datos, o dicho de otro modo, para reducir al mínimo el 
sumatorio de los cuadrados de las diferencias entre los valores observados y los 
ajustados a la vez en la madre y en el niño. Para este procedimiento se necesitan 
estimaciones iniciales de los parámetros desconocidos (Em(0), Fbm, kmm y Fbb), 
valores que después se afinarán por “Solver” para que converjan en la línea de 
mejor ajuste. El ACT materna se calcula a partir de la dosis administrada y de 
Em(0), como se explica en la Sección 2.1.4, y la ingesta de agua de la madre se 
estima con arreglo a la fórmula: 

Fme = Vm × kmm

I.4.	 CÁLCULO DE L: LECHE MATERNA INGERIDA POR EL LACTANTE

La ingesta de leche materna se calcula a partir del flujo hídrico que va de 
la madre al lactante, presuponiendo un porcentaje de agua en la leche humana 
del 87,1 % [18].

L = Fbm/0,871 kg/d

La ingesta de leche materna medida suele expresarse en g/d.

I.5.	 CÁLCULO DE FD: AGUA INCORPORADA POR EL LACTANTE 
DE ORIGEN DISTINTO A LA LECHE MATERNA

El total de agua incorporada por el bebé incluye el agua resultante de la 
oxidación de la fracción sólida de la leche (proteínas, grasas y carbohidratos) y 
el aporte hídrico de origen distinto a la leche. El aporte hídrico total procedente 
de la leche materna es Fl. En el cálculo de Fd se parte de la premisa de que las 
entradas de agua son iguales a las salidas. Hay que tener en cuenta: el crecimiento 
del lactante (Fc) y el subsiguiente incremento del ACT durante las dos semanas 
de obtención de muestras de saliva; el hecho de que el agua que el niño pierde 
al espirar o por evaporación transdérmica (Feb) está sujeta a fraccionamiento 
isotópico (para más información al respecto, véase el Apéndice III); y la absorción 
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transcutánea de vapor de agua ambiental, principalmente por los pulmones (Fa). 
Aporte hídrico total = (Fl + Fa + Fd).

El agua incorporada (Fl + Fa + Fd) es igual al agua perdida más el agua 
resultante del crecimiento (Feb + Fc). Por consiguiente:

Fd = Feb + Fc – Fl – Fa 

I.5.1.	 Cálculo del agua total incorporada por el lactante a partir de la leche 
materna (Fl)

El flujo hídrico que va de la madre al bebé (Fbm) corresponde al agua que 
se encuentra en estado libre en la leche, lo que no incluye el agua resultante de la 
oxidación de la fracción sólida (proteínas, grasas y carbohidratos):

—— se presupone la siguiente composición porcentual de la leche materna: 
un 87,1 % de agua; un 1,3 % de proteínas; un 4,1 % de grasas; y un 7,2 % 
de carbohidratos [18];

—— la producción de agua metabólica es de 0,41 g a partir de 1 g de proteína; 
de 1,07 g a partir de 1 g de grasa; y de 0,55 g a partir de 1 g de carbohidrato.

Por consiguiente, la oxidación de las sustancias sólidas genera unos 9 g de 
agua por 100 g de leche materna.

El aporte hídrico total que el lactante recibe de la leche materna (Fl) viene 
dado por la fórmula:

Fl = Fbm + 0,09L

I.5.2.	 Ajuste por crecimiento del lactante (Fc)

El crecimiento del lactante durante el periodo experimental traerá consigo 
una ligera modificación del volumen de distribución del deuterio (correlacionado 
con el ACT), representado aquí como Vb. Se parte del supuesto de que Vb cambia 
linealmente, con sendos valores inicial y final que dependerán del peso del bebé 
(P, kg): Vb = 0,84 P0,82 [15]. El aumento del reservorio hídrico del lactante durante 
el periodo experimental (Fc) viene dado por:

Fc = (Vb, día14 – Vb, día0)/14
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I.5.3.	 Ajuste por fraccionamiento isotópico (Feb)

Por razones ya explicadas, en el agua que el organismo pierde en forma 
gaseosa por la respiración y, de forma insensible, por la piel (evaporación 
transdérmica), la pérdida de deuterio es más lenta que la de hidrógeno. Por lo 
tanto, el valor de Fbb precisa una corrección por los efectos del fraccionamiento 
isotópico.

El total de agua que sale del cuerpo del bebé, esto es, el flujo que va de su 
organismo al exterior (Feb), que incluye el agua perdida por la orina, el sudor, las 
heces y la respiración, debe tener integrada esta corrección por fraccionamiento 
isotópico. El factor de fraccionamiento del deuterio entre el vapor de agua y el 
agua líquida es de 0,946 a 37 ºC. Presuponiendo que un 85 % del agua que sale 
del lactante no está fraccionada, y que el restante 15 % se fracciona conforme a 
un factor de 0,946, el factor de corrección será de: 0,85 + (0,946 × 0,15) = 0,9919.

El valor de Feb viene dado por:

Feb = Fbb/0,9919

I.5.4.	 Ajuste por absorción transcutánea de agua (Fa)

La cantidad de agua que el lactante incorpora por vías no orales (Fa) se 
determina introduciendo un factor de corrección para tener en cuenta el aporte 
de agua procedente de la humedad ambiental que se absorbe por la piel y los 
pulmones, en un proceso cuyo componente mayoritario es el intercambio 
alveolar. Se calcula que el aporte hídrico por vías no orales representa un 6,3 % 
del total de agua incorporada [19]. Puesto que el total de agua incorporada es 
igual al total de agua perdida, el valor de Fa vendrá dado por:

Fa = 0,063(Feb + Fc)

I.6.	 CÁLCULO DEL APORTE HÍDRICO DE ORIGEN 
DISTINTO A LA LECHE MATERNA (FD)

Fd = Feb + Fc – Fl – Fa 

Las premisas en que se basa este cálculo traen aparejado un error en la 
estimación del agua que el lactante incorpora a partir de fuentes distintas a la 
leche materna. Este error (25 ± 62 ml/d) genera la aparente incorporación de una 
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pequeña cantidad de agua de origen distinto a la leche materna en bebés que en 
realidad han sido exclusivamente amamantados [9].
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Apéndice II

INFORMACIÓN GENERAL SOBRE LA SEGURIDAD 
DEL ÓXIDO DE DEUTERIO

II.1.	 ISÓTOPOS DEL HIDRÓGENO

Un átomo está formado por un núcleo central, en el que hay neutrones y 
protones, y por electrones que orbitan a su alrededor. Los protones tienen una 
carga positiva de 1 y una masa aproximada de 1 unidad de masa atómica (uma). 
Los neutrones son eléctricamente neutros y tienen una masa de alrededor de 1 
uma. Los electrones tienen una carga negativa de 1 y una masa de 0,00055 uma.

Los átomos que difieren en su número de protones se denominan 
“elementos”. Por ejemplo, el hidrógeno tiene un protón, el carbono seis y 
el oxígeno ocho. Los diferentes isótopos de un elemento tienen igual número 
de protones pero distinto número de neutrones. Los isótopos estables no son 
radiactivos y están presentes de forma natural en el medio, incluido el cuerpo 
humano, en una proporción que se conoce como “abundancia natural” del isótopo. 
La mayoría de los elementos son una mezcla de varios isótopos estables. Todos 
los átomos de un elemento tienen el mismo número de protones en el núcleo, 
mientras que el número de neutrones podrá diferir cuando haya más de una 
posible combinación estable. En la investigación biomédica se han utilizado con 
gran frecuencia los isótopos estables de diversos elementos (carbono, hidrógeno, 
oxígeno y nitrógeno).

El hidrógeno consta de un protón (cargado positivamente) en el núcleo 
y un electrón (cargado negativamente). Un protón representa una masa de 1, y 
por lo tanto la masa del hidrógeno es 1. Este isótopo estable también recibe el 
nombre de “protio”. En el deuterio, que es un isótopo estable más pesado del 
hidrógeno, el núcleo posee un protón y un neutrón (que carece de carga y tiene 
una masa de 1). La masa del deuterio, por lo tanto, es 2. La masa de un elemento 
suele mostrarse en el ángulo superior izquierdo de la letra que lo representa. Así 
pues, el hidrógeno es 1H y el deuterio 2H. El deuterio, que también se simboliza a 
menudo como “D”, fue descubierto en 1932.

El hidrógeno tiene un protón en el núcleo 1H (isótopo estable)
Cuando hay un neutrón en el núcleo, 
es deuterio

2H (isótopo estable)

Cuando en el núcleo hay dos neutrones, 
es tritio

3H (isótopo radiactivo)
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La abundancia natural del deuterio es del 0,015 %. Ello significa que en los 30 kg 
de agua corporal de una mujer adulta de 55 kg de peso habrá unos 4,5 g de 
deuterio.

El óxido de deuterio es agua (2H2O) en la cual un 99,8  % o 99,9  % de 
los átomos de hidrógeno están en forma de deuterio. Es lo que suele expresarse 
como  99,8 (o 99,9) %at de 2H2O, o como D2O. El óxido de deuterio puede 
utilizarse para cuantificar el tamaño del reservorio hídrico del cuerpo (agua 
corporal total) por dilución isotópica o la circulación de agua de un reservorio 
a otro (por ejemplo, del agua corporal de la madre a la del bebé a través de la 
leche materna).

II.2.	 SEGURIDAD DEL ÓXIDO DE DEUTERIO

El uso de isótopos estables para realizar estudios del metabolismo humano 
tiene más de medio siglo de historia. Los isótopos estables de hidrógeno no 
emiten ningún tipo de radiación que pueda ser dañina. La masa del deuterio es 2 
(2H) y la del hidrógeno es 1 (1H), con lo que la diferencia de masa entre ambos 
(como proporción de la masa atómica del hidrógeno) es de un factor de dos, lo 
que supone una diferencia mayor que entre cualquier otro par de isótopos estables 
de un mismo elemento. A concentraciones muy elevadas de óxido de deuterio en 
los tejidos (más de un 15 %), esta diferencia de masa puede causar importantes 
“efectos isotópicos”. Los efectos isotópicos se deben a que la presencia de 
deuterio en una molécula acorta los enlaces covalentes, haciéndolos más fuertes 
y resistentes a la ruptura. Las moléculas en las que hay deuterio, por lo tanto, 
presentan una velocidad de reacción ligeramente distinta de las que solo contienen 
hidrógeno. La diferencia entre las constantes de velocidad de una reacción en la 
que participe una molécula que solo tenga hidrógeno y las de otra reacción en 
la que intervenga una molécula provista de deuterio es lo que se llama “efecto 
isotópico cinético”, efecto que puede manifestarse en el curso de las reacciones 
catalizadas por enzimas que tienen lugar en el organismo. En estudios con 
animales se ha observado que los tejidos con más de un 15 % de agua marcada 
con deuterio exhiben multitud de efectos, como disfunciones en la síntesis de 
proteínas y ácidos nucleicos, alteraciones en la conformación y estabilidad de 
los biopolímeros, modificación de la velocidad de las reacciones enzimáticas, 
división celular defectuosa o cambios morfológicos [20]. El efecto general del 
marcaje con deuterio parece ser una depresión del metabolismo tisular, debida a 
la menor velocidad de reacción que presentan in vivo los compuestos marcados. 
Aunque algunos de los efectos tóxicos del marcaje con deuterio son reversibles, 
concentraciones muy elevadas pueden resultar mortales. Para que aparezcan 
efectos negativos es preciso mantener los niveles de marcaje en un 15 % con la 
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administración continua de dosis [20]. En los mamíferos no se han observado 
efectos dañinos a concentraciones de deuterio inferiores a un 15 %. No obstante, 
se han descrito efectos menores, como episodios transitorios de vértigo, en 
personas adultas que habían consumido una cantidad de óxido de deuterio 
suficiente para enriquecer el agua corporal hasta un 0,35 %–0,65 % [20]. Algunos 
autores han postulado que existe un umbral, situado en un enriquecimiento del 
agua corporal por encima del 0,2 %, más allá del cual habrá efectos secundarios 
transitorios perceptibles. El umbral de toxicidad del deuterio ha sido fijado en 
un 15 %, lo que supera con creces las concentraciones imaginables en estudios 
con el ser humano [20]. La cantidad de deuterio administrada en los estudios de 
producción de leche o de composición corporal en el ser humano enriquece el 
agua corporal hasta un máximo de alrededor del 0,1 % en la madre y de menos 
de la mitad en su hijo lactante. A estos niveles no se ha descrito ningún efecto 
secundario negativo.
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Apéndice III

FRACCIONAMIENTO ISOTÓPICO

Las propiedades físicas del óxido de deuterio (2H2O) no son idénticas a las 
del agua.

Cuando el óxido de deuterio se mezcla con el agua del cuerpo se observan 
tres formas isotópicas (figura 28). Por ejemplo, en una muestra de agua que 
contenga 1  000 mg/kg (ppm) de óxido de deuterio, la probabilidad de que un 
átomo de H sea 2H se cifra en 0,001, y la probabilidad de que sea 1H en 0,999.
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ISOTOPIC FRACTIONATION 

Deuterium oxide (2H2O) is not identical to water.

When deuterium oxide mixes with body water, three isotopic forms are found (Fig. 28). For 
example, in a water sample containing 1000 mg/kg (ppm) deuterium, the probability of any 
particular H being 2H is 0.001, and the probability of it being 1H is 0.999. 

For any molecule of water, the probability of both H being 1H (1H–O–1H) is: 

P (1H–O–1H) = 0.999  0.999 = 0.998001 or 99.8001% 

The probability of both H being 2H (2H–O–2H) is: 

P (2H–O–2H) = 0.001  0.001 = 0.000001 or 0.0001% 

The probability of any particular water molecule containing one 1H and one 2H is: 

P (1H2HO) = 2  0.999  0.001 = 0.001998 or 0.1998% 

The factor of two arises because there are two possible arrangements 1H–O–2H and 2H–
O–1H, which are equivalent. 

99,8001 % 0,1998 % 0,0001 % 

H2O HDO D2O 
1H2O 1H2HO  2H2O 

FIG. 28. Probability of different species of water molecules in a sample containing 1000 mg/kg (ppm)
2H. 

The energy of the bond between deuterium (2H or D) and oxygen (O) is slightly greater than 
the energy of the bond between hydrogen (1H) and O. This can lead to isotopic fractionation
when water undergoes a chemical or physical change. Isotopic fractionation of water occurs 
when water liquid becomes water vapour (gas). 

D D

O

H D

O

H H 

O 

Fig. 28. Abundancia de distintas moléculas en una muestra de agua con 1 000 mg/kg de D2O.

La probabilidad de que los dos átomos H de una molécula de agua 
sean 1H (1H–O–1H) será:

P (1H–O–1H) = 0,999 × 0,999 = 0,998 001 o 99,800 1 %

La probabilidad de que ambos H sean 2H (2H–O–2H) será:

P (2H–O–2H) = 0,001 × 0,001 = 0,000 001 o 0,000 1 %

La probabilidad de que una molécula de agua contenga un 1H y un 2H será:

P (1H2HO) = 2 × 0,999 × 0,001 = 0,001 998 o 0,1998 %
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El factor de 2 obedece a la existencia de dos posibles configuraciones, 
1H–O–2H y 2H–O–1H, que son equivalentes.

La energía del enlace entre el deuterio (2H o D) y el oxígeno (O) es 
ligeramente mayor que la del enlace entre el hidrógeno (1H) y el O, y ello puede 
causar fraccionamiento isotópico cuando el agua experimente cambios químicos 
o físicos. Hay fraccionamiento isotópico del agua cuando esta pasa del estado 
líquido al gaseoso (vapor de agua).

En el vapor de agua hay menos deuterio que en el volumen principal 
de agua líquida del que se ha evaporado. El factor de fraccionamiento (f) del 
deuterio entre el vapor de agua (gas) y el agua líquida es de 0,941 a 25 ºC.

Dentro del cuerpo hay muy poco fraccionamiento isotópico del agua. 
El plasma, la orina, la leche y el sudor presentan escaso fraccionamiento. Sin 
embargo, el agua que abandona el cuerpo como vapor de agua, presente en el 
aire espirado y la evaporación transdérmica, sí contiene menos deuterio que el 
agua corporal. La evaporación transdérmica es la pérdida insensible de agua a 
través de la piel por vías distintas de las glándulas sudoríparas. Cuanto mayor 
sea el volumen de pérdidas insensibles de agua (con menos deuterio que el agua 
corporal), más se concentrará el óxido de deuterio que quede en el cuerpo, lo que 
podría llevar a subestimar el ACT de la madre, y sobreestimar por ende su grasa 
corporal, y a la vez a subestimar el agua incorporada por el lactante a partir de 
fuentes distintas de la leche. Por este motivo las participantes no deben practicar 
excesivo ejercicio físico durante los 14 días de recogida de muestras, pero sí 
pueden realizar sus actividades cotidianas habituales.

Análogamente, el vapor de agua condensado en el tapón de los frascos 
donde se guardan dosis, muestras o patrones contiene menos deuterio que 
el resto del líquido. Por ello antes de abrir los frascos es preciso voltearlos o 
centrifugarlos para homogeneizar el contenido, y no hay que dejarlos abiertos en 
contacto con el medio.

En el siguiente ejemplo (figura 29) se muestran los efectos del 
fraccionamiento cuando hay 100 μl de condensación adherida al tapón de un tubo 
de muestras con 4 ml de saliva, que originalmente contenía 1 000 mg/kg de 2H.
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There is less deuterium in water vapour than in the main volume of liquid water from which
the vapour evaporated. The fractionation factor (f) for deuterium between water vapour (a 
gas) and liquid water is 0.941 at 25ºC. 

There is very little isotopic fractionation of water within the body. Plasma, urine, human milk 
and sweat show little fractionation. However, water leaving the body as water vapour in 
breath and transdermal evaporation contains less deuterium than body water. Transdermal
evaporation is insensible water loss from the skin through routes other than the sweat glands. 
The effect of increased insensible water losses, which contain less deuterium than body water, 
is to concentrate the deuterium oxide left behind, which could lead to an underestimation of 
TBW in the mother and, therefore, an overestimation of her body fat, and an underestimation 
of non-milk water intake by the baby. For this reason, participants should not take part in
excessive physical activity during the 14 day sampling period, but continue their normal daily 
living activities. 

Similarly, condensed water vapour on the caps of bottles used for storing doses, samples and 
standards contains less deuterium than the bulk of the liquid and, therefore, bottles should be 
inverted or centrifuged to mix the contents before opening, and should not be left open to the 
atmosphere. 

The following example (Fig. 29) shows the effect of fractionation if 100 μL of condensation
is clinging to the lid of a sample vial containing 4 mL of saliva, which originally contained 
1000 mg/kg 2H. 

f = 0,941 2H2O (gas) / 2H2O (líquida)

Vapor de agua

Agua líquida
restante

Probabilidad 1H2O = 99,8999 %
Probabilidad 1H2HO = 0,2001 %

Probabilidad 1H2O = 99,8119 %
Probabilidad 1H2HO = 0,1880 % 

3,9 ml de saliva
(1 001,5 ppm 2H)

100 µl de condensación
(941 ppm 2H)

FIG. 29. Effect of isotopic fractionation in 4 mL of a saliva sample originally containing 1000 mg/kg 
(ppm) 2H. 

The effect of fractionation is more pronounced when the volume of saliva is small. For
example, if a vial containing 1 mL of saliva is left open to the atmosphere and 100 μL 
evaporates, there will be only 900 μL (0.9 mL) left behind, and this will contain 1006 mg/kg 
2H (Fig. 30). 

Fig. 29.  Efecto del fraccionamiento isotópico en una muestra de saliva de 4 ml que 
originalmente contenía 1 000 mg/kg (ppm) de 2H2O.

El efecto del fraccionamiento es tanto más acusado cuanto más pequeño es 
el volumen de saliva. Por ejemplo, si se deja abierto un tubo con 1 ml de saliva 
y se evaporan 100 μl, solo quedarán en el tubo 900 μl (0,9 ml), en los que habrá 
1 006 mg/kg de 2H (figura 30).
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f = 0,941 2H2O (gas) / 2H2O (líquida)

Vapor de agua

Agua líquida 
restante

Probabilidad 1H2O = 99,7989 %
Probabilidad 1H2HO = 0,2010 %

Probabilidad 1H2O = 99,8119 %
Probabilidad 1H2HO = 0,1880 %

0,9 ml de saliva
(1 006 ppm 2H)

100 µl de condensación
(941 ppm 2H)

FIG. 30. Effect of isotopic fractionation in a 1 mL saliva sample originally containing 1000 mg/kg 
(ppm) 2H.  

Fig. 30.  Efecto del fraccionamiento isotópico en una muestra de saliva de 1 ml que 
originalmente contenía 1 000 mg/kg (ppm) de 2H2O. 
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Apéndice IV

ESPECTROMETRÍA INFRARROJA POR  
TRANSFORMADA DE FOURIER

Con la espectrometría FTIR se puede medir el enriquecimiento en deuterio 
de muestras de saliva. En la Sección 4 se describen una serie de aspectos 
prácticos de este método, como la preparación de patrones o la forma de llenar 
las cubetas. En este apéndice se presentan a grandes rasgos los principios de la 
espectrometría FTIR.

IV.1.	PRINCIPIOS DE LA ESPECTROMETRÍA FTIR

La absorbancia en la región del infrarrojo medio del espectro 
electromagnético se debe a las vibraciones moleculares. El agua exhibe tres 
modos vibracionales, que se pueden considerar modos de vibración del enlace 
O–H (figura 31).
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FOURIER TRANSFORM INFRARED SPECTROMETRY 

The enrichment of deuterium in saliva samples can be measured by FTIR. Practical aspects of 
using FTIR, including preparation of standards and filling cells, are described in Section 4. 
This appendix gives an introduction to the principles of FTIR. 

IV.1. PRINCIPLES OF FTIR

Absorbance in the middle of the infrared region of the electromagnetic spectrum is due to
molecular vibrations. Water exhibits three vibrational modes, which can be regarded as modes 
of vibration of the O–H bond (Fig. 31). 

The energy of vibration depends on the mass of the atoms between which the bond is made.
The effect of substitution of deuterium for hydrogen is a shift to a lower energy (Fig. 32).

FIG. 32. Schematic diagram of the infrared spectrum due to O–H and O–D bonds.  

Peak positions are commonly expressed in terms of wave number (cm–1), frequency (THz) or 
wavelength (m) (Fig. 33). The peak due to deuterium oxide is at 2504 cm–1 (75.07 THz or 
3.994 m). 

H H 

O 

H H

O

H H 

O

2       3     1 

Estiramiento simétrico Estiramiento asimétrico Tijereteo

1000200030004000

wave number (cm-1)

H D

O

Principalmente 1 y 2, con una pequeña cantidad de 3

Fig. 31.  Modos de vibración de los enlaces O–H del agua.

La energía de la vibración depende de la masa de los átomos que forman el 
enlace. La sustitución del hidrógeno por deuterio tiene por efecto un descenso del 
nivel de energía (figura 32).
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FOURIER TRANSFORM INFRARED SPECTROMETRY 

The enrichment of deuterium in saliva samples can be measured by FTIR. Practical aspects of 
using FTIR, including preparation of standards and filling cells, are described in Section 4. 
This appendix gives an introduction to the principles of FTIR. 

IV.1. PRINCIPLES OF FTIR

Absorbance in the middle of the infrared region of the electromagnetic spectrum is due to
molecular vibrations. Water exhibits three vibrational modes, which can be regarded as modes 
of vibration of the O–H bond (Fig. 31). 

FIG. 31. Modes of vibration of the O–H bonds in water. 

The energy of vibration depends on the mass of the atoms between which the bond is made.
The effect of substitution of deuterium for hydrogen is a shift to a lower energy (Fig. 32).

FIG. 32. Schematic diagram of the infrared spectrum due to O–H and O–D bonds.  

Peak positions are commonly expressed in terms of wave number (cm–1), frequency (THz) or 
wavelength (m) (Fig. 33). The peak due to deuterium oxide is at 2504 cm–1 (75.07 THz or 
3.994 m). 

H H 

O 

H H

O

H H 

O

    1 2 3 

Symmetric stretch Asymmetric stretch Scissoring 

Mainly 1 and 2, with a small amount of 3 

1 0002 0003 0004 000

Número de ondas (cm-1)

H D

O

Fig. 32.  Representación esquemática del espectro infrarrojo generado  
por los enlaces O–H y O–D.

Las posiciones con picos suelen expresarse en número de ondas (cm–1), 
frecuencia (THz) o longitud de onda (μm) (figura 33). El pico generado por el 
óxido de deuterio se sitúa en 2 504 cm–1 (75,07 THz o 3,994 μm).
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FIG. 33. Comparison of wavelength, absorbance and frequency. 

It should be noted that as energy increases, frequency and wave number increase, but 
wavelength decreases. 

FIG. 34. Schematic diagram of an FTIR instrument. 

An FTIR instrument is comprised of a source of infrared radiation, a beam splitter, two 
mirrors (one fixed and one moving) and a detector (Fig. 34). The beam splitter and mirrors 
make up the interferometer. One of the mirrors is fixed, while the other is mounted on an 
assembly, which is designed to move back and forth at constant velocity (the moving mirror).
Radiation from the source is directed towards the beam splitter. This is a semi-
transparent/semi-reflective material, which reflects half the incident radiation towards the 
fixed mirror and transmits half towards the moving mirror. After reflection from the mirrors, 
the two beams are recombined at the beam splitter and their sum passed through the sample 

400

10 1,666

9 10 100 195 

       cm–1 
m 

1012 Hz 

Beam splitter 

1 000 6 000

Longitud de onda

Número de ondas

Frecuencia

Fig. 33.  Comparación entre longitud de onda, absorbancia y frecuencia.

Conviene señalar que cuanto mayor es el nivel de energía, mayores son la 
frecuencia y el número de ondas, pero menor es la longitud de onda.

Un espectrómetro FTIR se compone de una fuente de radiación infrarroja, 
un divisor de haz, dos espejos (uno fijo y uno móvil) y un detector (figura 34). 
El divisor de haz y los espejos forman el interferómetro. Uno de los espejos está 
fijo, mientras que el otro (espejo móvil) está montado en un bloque (de piezas 
ensambladas) concebido para desplazarse hacia atrás y hacia delante a velocidad 
constante. La radiación emitida por la fuente va dirigida al divisor de haz, hecho 
de un material semitransparente/semirreflejante que divide la radiación incidente 
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en dos haces de igual intensidad, dirigiendo la mitad reflejada hacia el espejo fijo 
y la mitad transmitida hacia el espejo móvil. Tras reflejarse en ambos espejos, los 
dos haces se recombinan en el divisor de haz y la suma de ambos, tras atravesar 
la muestra, llega al detector. Al recombinarse, los dos haces interfieren entre sí. 
El movimiento del espejo modifica el patrón de interferencia, que va pasando 
cíclicamente de constructiva a destructiva y viceversa (figura 35).

Espejo fijo

Fuente de radiación
Muestra

Detector

Espejo móvil

Fig. 34.  Representación esquemática de un espectrómetro FTIR.
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Espejo

1,0

0,5

0,0

Fig. 35.  Curva cosenoidal formada por el haz recombinado a partir  
de una sola longitud de onda.

Este proceso tiene lugar simultáneamente para todas las longitudes de onda 
de la luz, que se combinan para generar un resultado global, o interferograma 
(figura 36).
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and focussed on the detector. When the beams are recombined, they interfere. As the mirror 
moves, the interference pattern changes from constructive to destructive and back cyclically 
(Fig. 35).  

 

 

Error! 

 

 

FIG. 35. Cosine wave formed from the recombined beam from a single wavelength. 
 

This happens for all the different wavelengths of light simultaneously. These are summed to 
give the total output or interferogram (Fig. 36). 

 

 

FIG. 36. Representation of interferogram formed from seven different wavelengths. 
 

If the output from the interferometer is passed through a sample, which absorbs some of the 
frequencies more than others, the amplitudes of the individual cosine waves will be different, 
and the interferogram will be modified accordingly. 

The FTIR detector is usually a pyroelectric material, such as triglycine sulphate (TGS), which 
has the property of producing an electrical signal if its temperature changes. The output from 
the detector is converted into a time varying voltage, which is an accurate representation of 
the total intensity of light passing through the sample. This is transformed back to the usual 
kind of spectrum mathematically by the process of Fourier transformation. 

 

Mirror 

}
Fig. 36.  Representación de un interferograma formado a partir de siete  
longitudes de onda distintas.

Si se hace pasar el resultado del interferómetro a través de una muestra, que 
absorberá algunas frecuencias más que otras, la amplitud de cada cosenoide será 
distinta y el interferograma resultará modificado en consecuencia.

El detector de un espectrómetro FTIR suele ser de un material piroeléctrico, 
como sulfato de triglicina (TGS), que tiene la propiedad de generar una señal 
eléctrica al cambiar de temperatura. El registro del detector se transforma así en 
una señal de voltaje que varía con el tiempo y que constituye una representación 
exacta de la intensidad total de luz que atraviesa la muestra. Después, 
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matemáticamente, por el proceso de transformación de Fourier, este resultado es 
transformado de nuevo en el tipo habitual de representación del espectro.

Dado que la fracción de deuterio es muy pequeña (figura 37), 
aproximadamente de 1  000 mg/kg (ppm), y que el rango dinámico de los 
detectores no es lo bastante amplio como para permitir una medición exacta de 
las intensidades de los picos generados por O–H y O–D en una misma muestra, 
solamente se utiliza la intensidad del pico O–D, y a partir de ahí se estima la 
concentración de deuterio aplicando la ley de Beer–Lambert, según la cual 
“para un haz paralelo de radiación monocromática que atraviesa una solución 
homogénea, la cantidad de radiación absorbida (A) es proporcional al producto 
de la concentración (c) y la longitud del paso de luz (l)”.
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FIG. 37. Deuterium content of a sample of water containing 1000 mg/kg (ppm) 2H. 

As the fraction of deuterium is very small (Fig. 37), approximately 1000 mg/kg (ppm), and 
the dynamic range of the detectors is not great enough to allow accurate measurement of the 
intensities of the peaks due to O–H and O–D in the same sample, only the intensity of the O–
D peak is used, and the concentration of deuterium is estimated using the Beer-Lambert law, 
which states that “for a parallel beam of monochromatic radiation passing through a 
homogeneous solution, the amount of radiation absorbed (A) is proportional to the product of 
the concentration (c) and path length (l).” 

A  c l 

A = ε c l 

c = A/ε l 

where ε is the extinction coefficient. For D–O, the extinction coefficient at 2504 cm–1, 2504 = 
7150 M–1  m–1, and for quantitation, a cell thickness (path length) of 10–4 m (100 m) is used. 

Probabilidad de las distintas especies en 
una muestra de agua con 1 000 mg/kg 
(ppm) de 2H en estado de equilibrio

H H

O

D D

O
H D

O

99,8001 % 

0,1998 % 

0,0001 % 

Fig. 37.  Contenido en deuterio de una muestra de agua con 1 000 mg/kg (ppm) de 2H.

A α c l

A = ε c l

c = A/ε l
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donde ε es el “coeficiente de extinción”. Para el enlace D–O, el coeficiente de 
extinción a 2 504 cm–1, ε2 504 = 7 150 M–1 × m–1, y para la cuantificación se utiliza 
un espesor de cubeta (paso de luz) de 10–4 m (100 μm).

A los bajos niveles de deuterio con que se trabaja, la señal de O–D 
se presenta como un pequeño pico en la cola de un pico mucho mayor que 
corresponde al enlace O–H (figura 38). Además, el CO2 ambiental genera un 
pronunciado doblete en el hombro de la señal de O–D, lo que dificultará la 
estimación del nivel basal que subyace al pico de O–D cuando se utilice el aire 
como fondo de referencia. Este problema se soslaya utilizando como fondo una 
muestra de agua potable local, lo que elimina buena parte del fondo de O–H 
y revela el pico de O–D a 2  504 cm–1. El software del espectrómetro corrige 
automáticamente la presencia de actividad de fondo en la absorbancia de las 
muestras enriquecidas (figura 39). Al analizar muestras de saliva se utiliza la 
muestra basal para la corrección del fondo. 
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FIG. 38. FTIR absorbance spectrum from water containing 1000 mg/kg (ppm) 2H. 

At the low levels of deuterium encountered, the O–D signal appears as a small peak 
superimposed on the tail of the much larger peak due to the O–H bond (Fig. 38). In addition, 
atmospheric CO2 causes a sharp doublet on the shoulder of the O–D signal. This makes the 
estimation of the baseline under the O–D peak difficult. A sample of local drinking water is 
used as a zero reference to account for some of the O–H background. The absorbance from 
the enriched samples is automatically corrected for the background by the instrument software 
(Fig. 39). When analysing saliva samples, the baseline sample is used for the background 
correction. 

1800 2000 2200 2400 2600 2800

FIG. 39. FTIR spectrum after correction for the background. 

A mathematical method for comparing the spectrum of the calibrant and sample, which 
automatically fits baselines to the peaks, has been described in the literature [16]. This method
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1 800 2 000 2 200 2 400 2 600 2 800 
Número de ondas (cm-1)

O–H CO2

O–D
Pico de O-D en la cola de un
pico mucho mayor de O-H 

Fig. 38.  Espectro de absorbancia FTIR generado por agua con 1 000 mg/kg (ppm) de D2O.
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FIG. 38. FTIR absorbance spectrum from water containing 1000 mg/kg (ppm) 2H. 

At the low levels of deuterium encountered, the O–D signal appears as a small peak 
superimposed on the tail of the much larger peak due to the O–H bond (Fig. 38). In addition, 
atmospheric CO2 causes a sharp doublet on the shoulder of the O–D signal. This makes the 
estimation of the baseline under the O–D peak difficult. A sample of local drinking water is 
used as a zero reference to account for some of the O–H background. The absorbance from 
the enriched samples is automatically corrected for the background by the instrument software 
(Fig. 39). When analysing saliva samples, the baseline sample is used for the background 
correction. 

1 800 2 000 2 200 2 400 2 600 2 800

FIG. 39. FTIR spectrum after correction for the background. 

A mathematical method for comparing the spectrum of the calibrant and sample, which 
automatically fits baselines to the peaks, has been described in the literature [16]. This method 
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Fig. 39.  Espectro FTIR tras la corrección del fondo.

Para comparar el espectro del calibrador y el de la muestra se ha descrito 
y publicado [16] un método matemático que adapta automáticamente los valores 
basales a los picos. Este método existe ahora en forma de programa informático1 
que opera en el entorno Microsoft Windows con el mismo sistema de datos 
suministrado con el instrumental y utiliza los ficheros de datos exportados por 
el espectrómetro FTIR. Dado que el formato de los ficheros de exportación suele 
diferir ligeramente de un fabricante a otro, es preciso preconfigurar el software 
de HNR para que corresponda al espectrómetro utilizado. Existen versiones 
adaptadas a los espectrómetros fabricados por Thermo, Unicam y Shimadzu.

IV.2.	UNIDADES

En espectrometría FTIR, el enriquecimiento suele venir expresado 
como la concentración de deuterio, en partes por millón (ppm) ponderales 
(mg/kg), que está por encima de la cantidad presente en la naturaleza. El valor 

1	 El software comprende dos ficheros, “isotope.exe” y “vbrun300.dll”: el primero 
es el fichero ejecutable (de programa), elaborado especialmente por el HNR; el segundo es 
la biblioteca en tiempo de ejecución (runtime library) de Visual Basic. Ambos ficheros, que 
es preciso copiar al ordenador, se pueden solicitar al Centro Colaborador del Consejo de 
Investigaciones Médicas en Estudios de Nutrición Humana (MRC-HNR): Elsie Widdowson 
Laboratory, Fulbourn Road, Cambridge CB1 9NL (Reino Unido). Teléfono: +44 1223 426357 
(http://www.mrc-hnr.cam.ac.uk).
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de enriquecimiento que se introduzca en el programa “isotope.exe” debe estar 
expresado en mg/kg.

Conviene señalar que en la IRMS (espectrometría de masas de relación 
isotópica) la unidad de enriquecimiento es el % atómico de exceso de 2H, 
también expresado a veces como ppm de exceso de 2H. Estas partes por millón 
son una fracción molar, ppm (mol/mol), y no una relación ponderal (mg/kg). Los 
dos tipos de ppm no indican lo mismo ni son intercambiables. Para evitar toda 
confusión se desaconseja el uso de ppm como unidad.
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GLOSARIO

Agua corporal total (ACT). Expresión que designa el total de agua contenida en 
el cuerpo, que al nacer representa entre el 70 % y el 75 % del peso corporal 
y luego va menguando hasta ser del 50 % al 60 % del peso corporal en 
adultos delgados y menos del 40  % en adultos obesos. En el adulto, el 
porcentaje de agua en la masa libre de grasa (MLG) es de aproximadamente 
un 73,2 %. Al cuantificar el ACT se determina pues igualmente la MLG. 
La masa grasa se calcula restando la MLG del peso corporal. El ACT 
comprende tanto el líquido intracelular como el extracelular.

Deuterio. El isótopo estable del hidrógeno, que se expresa con el símbolo 2H.

Dilución isotópica. A un sistema biológico se le agrega una cantidad conocida de 
un compuesto marcado, que se mezclará completamente con el reservorio 
de ese compuesto presente en el sistema. La dilución del compuesto 
marcado dentro del compuesto endógeno (no marcado) dará la medida del 
tamaño de ese reservorio. Este es el principio básico en el que reposa el 
método de dilución de deuterio para medir el agua corporal total.

Enriquecimiento. Toda vez que los isótopos estables están presentes en el cuerpo 
de forma natural, antes de administrar el compuesto marcado es preciso 
obtener una muestra basal. El enriquecimiento será la concentración del 
isótopo por encima del valor basal. El enriquecimiento en deuterio del agua 
corporal se puede medir por espectrometría infrarroja por transformada de 
Fourier (FTIR). Al aplicar esta técnica para analizar el enriquecimiento la 
actividad de fondo es sustraída automáticamente del resultado.

Espectrometría infrarroja por transformada de Fourier. Técnica que puede 
utilizarse para medir el enriquecimiento en deuterio de muestras de saliva 
obtenidas para estudiar la composición corporal o la ingesta de leche 
materna.

Estabilización. En las moléculas de agua del cuerpo los átomos de hidrógeno no 
están ligados de modo permanente a los de oxígeno, sino que se intercambian 
constantemente entre sí: se encuentran en estado de circulación continua. 
Cuando una persona bebe una dosis de óxido de deuterio, lo que ocurre 
no es simplemente que el óxido de deuterio (2H2O) se mezcle con el agua 
presente en su organismo. Los átomos de deuterio de las moléculas de 2H2O 
se intercambian con los átomos de hidrógeno de las moléculas de agua, de 
forma que a las pocas horas la probabilidad de encontrar una molécula de 
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2H2O es muy baja. La mayoría de las moléculas de agua todavía están en 
forma de 1H2O, pero, tras la sustitución de 1H por 2H, unas pocas son ahora 
1H2HO. Esto es el proceso de estabilización.

Fraccionamiento. La expresión “fraccionamiento isotópico” designa el hecho de 
que moléculas cuyo contenido en isótopos difiere exhiban velocidades de 
reacción ligeramente distintas. Puede haber fraccionamiento al producirse 
cambios físicos como la evaporación. El agua que deja el cuerpo como 
vapor de agua presente en el aire espirado contiene menos deuterio que el 
agua corporal. Asimismo, el vapor de agua que se condensa en los tapones 
de los frascos empleados para conservar dosis, muestras o patrones tiene 
menos deuterio que el volumen principal de líquido contenido en el frasco. 
Por ello antes de abrir los frascos es preciso voltearlos para homogeneizar 
su contenido. Para más información sobre el fraccionamiento, véase el 
Apéndice III.

Intercambio isotópico. Los átomos de deuterio (2H) pueden intercambiarse 
con los de hidrógeno (1H) presentes en las moléculas de agua u otros 
compuestos. Este es el proceso conocido como intercambio isotópico.

Intercambio no acuoso. Proceso por el que los isótopos presentes en el agua 
corporal se incorporan a componentes del cuerpo distintos del agua. 
Por ejemplo, el deuterio se intercambia con los átomos de hidrógeno 
intercambiables (principalmente los de los grupos –NH y –OH) de las 
proteínas del cuerpo. Además, las grasas y proteínas también captan 
isótopos del hidrógeno al ser sintetizadas. El volumen de distribución 
(también llamado espacio de dilución) del marcador es por lo tanto 
ligeramente mayor que el ACT. El espacio de dilución del 2H equivale 
a 1,041 veces el ACT, hecho que se tiene en cuenta dividiendo por 1,041 el 
volumen de distribución calculado (VD) para obtener así el ACT (kg).

Isótopo estable. Los isótopos estables no son radiactivos y están presentes en 
la naturaleza, incluido el cuerpo humano, a concentraciones llamadas 
“abundancia natural” del isótopo. El hidrógeno tiene dos isótopos estables: 
el 1H o protio es el principal isótopo estable del hidrógeno, y el 2H o 
deuterio, que es menos abundante. En las aguas naturales, aproximadamente 
un 0,015 % de los átomos de hidrógeno están en forma de deuterio (2H).

Isótopo radiactivo. Los isótopos radiactivos tienen un núcleo inestable, que 
emite radiación ionizante en forma de partículas u ondas. La desintegración 
radiactiva es el proceso por el que un núcleo libera energía y se transforma 
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pasando a un estado de energía menor. El tritio, que es el nucleido radiactivo 
del hidrógeno, tiene un período de semidesintegración de 12,35 años.

Isótopos. Elementos que tienen igual número de protones y distinto número de 
neutrones.

	 El hidrógeno tiene un protón en el núcleo	�  1H (isótopo estable)

	 Cuando al núcleo se le agrega un neutrón 
	 se forma deuterio� 2H (isótopo estable)

	 Cuando al núcleo se le agregan dos neutrones 
	 se forma tritio� 3H (isótopo radiactivo)

Masa libre de grasa (MLG). Esta expresión, utilizada en los estudios de 
composición corporal, designa la parte del cuerpo que no es grasa. Forman 
la MLG el agua, las proteínas, los minerales óseos y los minerales no óseos. 
En los adultos sanos la MLG contiene un 73,2 % de agua [21], pero este 
coeficiente de hidratación es mayor en los niños, en las últimas etapas del 
embarazo y en personas con ciertas afecciones clínicas.

Método de dilución de óxido de deuterio para cuantificar el agua corporal 
total. Técnica clásica para medir el agua corporal total (ACT), parámetro 
a partir del cual se estima la composición corporal atendiendo a un modelo 
de dos compartimentos, según el cual el cuerpo se compone de masa grasa 
y masa libre de grasa (MLG). En un adulto sano, el porcentaje de agua en 
la MLG es de un 73,2 %. ACT (kg) / 0,732 = MLG (kg). La masa grasa se 
calcula restando la MLG del peso corporal.

Óxido de deuterio. Agua (2H2O) en la cual un 99,8 % de los átomos de hidrógeno 
están en forma de deuterio.

Pérdida insensible de agua. Esta expresión designa el agua que el cuerpo pierde 
por el aire espirado o por evaporación transdérmica (agua perdida a través 
de la piel por vías distintas de las glándulas sudoríparas). Por efecto del 
fraccionamiento, el agua que deja el cuerpo en forma de vapor de agua 
contiene menos deuterio que el agua corporal líquida. Cuando se aplica 
la técnica de dosis de óxido de deuterio a la madre para estimar el aporte 
hídrico de origen distinto a la leche materna en lactantes amamantados, hay 
que efectuar una corrección para tener en cuenta las pérdidas insensibles de 
agua.
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Porcentaje atómico (%at). Número de átomos de determinado isótopo estable 
expresado como porcentaje respecto del número total de átomos de ese 
elemento, por ejemplo: 

%at 2H = at.% H = 
H

H H H
2

2
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100
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
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
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× .

En la práctica, el número de átomos de 3H es insignificante y no es tenido en cuenta.

Técnica de dosis de óxido de deuterio a la madre. Método para determinar 
la ingesta de leche materna en lactantes amamantados que consiste en 
administrar una dosis de óxido de deuterio a la madre y medir la tasa de 
eliminación en ella y la tasa de aparición en el bebé. Con esta técnica 
también se puede estimar la cantidad de agua incorporada a partir de 
fuentes distintas de la leche materna.

Volumen de distribución. Volumen en el que se distribuye el isótopo, llamado 
también espacio de dilución. En los estudios de determinación del agua 
corporal total por dilución de deuterio el volumen de distribución (VD) es 
mayor que el ACT por efecto del intercambio no acuoso.
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