ARTIGOS ORIGINAIS / ORIGINAL ARTICLES

Efeito do tempo e da temperatura de
estocagem nas determinacoes de acidez,
calcio, proteinas e lipideos de leite de
doadoras de bancos de leite humano

Effect of storage time and temperature on
the acidity, calcium, protein and lipid
content of milk from human milk banks

Abstract

Objectives: to verify the effect of three storage
conditions on human milk acidity and to determine
the quantity of lipids, total solids, ash, calcium, and
total proteins.

Methods: the sample comprised healthy milk
donors to the Human Milk Bank of the University
Hospital of Maringa (n=37), State of Parana, Brazil.
The quantities of lipids, protein, total solids, ash and
calcium were measured, as well as acidity. The study
protocol included three storage conditions: time zero,
after 4h storage at room temperature and after 24h
under refrigeration.

Results: the average concentrations of nutrients
found in this study were comparable to those
described in milk from lactating mothers of developed
countries or other Brazilian regions, which is suitable
for feeding newborns. As for acidity, variations were
observed between individuals for the storage condi-
tions involving 4h and 24h, which did not occur for
the condition of Oh. A weak correlation between the
variables of acidity and protein content was observed,
as well as for acidity and calcium.

Conclusions: the acidity does not have a signifi-
cant influence on the concentration of the nutrients,
at least under the storage conditions studied here. The
best way to preserve human milk is to freeze it imme-
diately after collection.
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Resumo

Objetivos: verificar o efeito de trés condigoes de
estocagem sobre a acidez do leite humano ordenhado,
bem como determinar os seguintes constituintes do leite:
gordura, solidos totais, cinzas, calcio e proteinas totais.

Meétodos: as amostras foram obtidas a partir de
doadoras do Banco de Leite Humano do Hospital
Universitario de Maringd, Parand, Brasil (n=37).
Foram determinados os conteuidos de gordura, proteina,
solidos totais, cinzas e cdlcio, além da determinacdo da
acidez. O protocolo de pesquisa incluiu trés condigoes
de estocagem: tempo zero, 4h a temperatura ambiente e
24h sob refrigeragdo.

Resultados: as concentra¢des médias de nutrientes
encontradas eram comparadveis aquelas descritas em
leite de nutrizes de outros paises ou de outras regioes do
pais e adequadas para a alimentagdo de recém-nascidos.
Os dados de acidez demonstraram alta variabilidade
interindividual para as condigdes de estocagem a 4h e
24h, o que ndo aconteceu na estocagem imediata (0h).
Observou-se fraca correlagdo entre as varidveis acidez e
concentragdo de proteina, bem como entre acidez e teor
de cdlcio.

Conclusées: a acidez ndo influenciou a concen-
tragdo desses nutrientes, nas condi¢des de estocagem
estudadas, e que a melhor forma de se preservar o leite
humano foi congeld-lo imediatamente apds sua
obtencao.

Palavras-chave Aleitamento materno, Controle de
qualidade, Leite humano, Valor nutritivo
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Introducao

O desenvolvimento populacional demanda a
producdo de novas tecnologias para garantir tanto a
qualidade quanto a quantidade de alimento para a
populacdo, isso se reflete nos recém-nascidos
prematuros, onde a qualidade do alimento ¢ funda-
mental para sua sobrevivéncia, devido aos beneficios
nutricionais, de protecdo e os aspectos troficos
gastrointestinais.1-3

As estratégias "Dez Passos para o Aleitamento
Materno" e a "Iniciativa Hospital Amigo da
Crianga", criados pela Organizacdo Mundial da
Saude e pelo fundo das Nagdes Unidas para Infancia
(UNICEF),4 sdo iniciativas criadas para estimular a
pratica de aleitamento materno na populacdo em
geral.

Visando reduzir as perdas de leite humano em
decorréncia do desmame precoce, incentivou-se a
implantag@o de Bancos de Leite Humano, definidos
pela Secretaria de Politicas de Satide do Ministério
da Saude e a Fundagao Oswaldo Cruz, como:

Centros especializados, responsaveis pela promogao e
incentivo ao aleitamento materno e execugdo de ativi-
dades de coleta, processamento e controle de qualidade de
colostro, leite de transicdo e leite humano maduro, para
posterior distribui¢do a uma populagdo vulneravel que

deles dependem como fator de sobrevivéncia (1998: 9).1

O leite materno ¢ a unica e principal fonte de
célcio para a crianga nos primeiros meses de vida.
Esse mineral desempenha fungdes fisiologicas tdo
importantes para a sobrevivéncia, que em casos de
deficiéncia dietética grave ou de perdas anormais os
mecanismos envolvidos no seu controle chegam a
desmineralizar os ossos para manter os niveis de
calcio dentro da normalidade. Ap6s o nascimento
cessa-se bruscamente a oferta de calcio para o
recém-nascido, ocorrendo uma redugfo progressiva
nas concentragdes de calcio sérico e idnico. Sua
absor¢do depende de varios fatores, entre eles a
relacdo calcio/fosforo, ideal no leite materno.s
Problemas na coleta ou a ma conservagao do leite
ordenhado podem levar a uma acidez progressiva
que desestabiliza as micelas de caseina, liberando
fosforo e cédlcio que unem as fragdes das micelas
levando a uma indisponibilidade do célcio.>

Na primeira semana pds-parto ¢ sintetizado o
colostro, rico em fatores de protecdo, especialmente
imunoglobulina secretoria A (IgAs), que agem
contra infecg¢des e reduzem as alergias alimentares.
O leite maduro produzido a partir do 15° dia pos-
parto, por sua vez, contém mais proteinas nutritivas
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que o colostro, como as caseinas e as proteinas do
soro (a-lactoalbumina, lactoferrina, lisozima, albu-
mina sérica e as imunoglobulinas A, G e M), que
representam 72% e 28% da proteina total do leite,
respectivamente.?

A qualidade do leite humano ordenhado pode ser
definida como uma grandeza que resulta da avalia-
¢do conjunta de uma série de pardmetros, que
incluem as caracteristicas nutricionais, imunold-
gicas, quimicas e microbioldgicas. O Programa
Nacional de Controle de Qualidade em Banco de
Leite Humano, criado pelo Governo Federal em
2003, visa garantir a qualidade do processamento do
leite coletado e distribuido.6

Por ser um produto labil, a coleta do leite e sua
conservagdo precisam ser rigorosamente controladas
para a manutencao de sua qualidade, pois o leite se
altera facilmente com o calor e a proliferagdo de
microrganismos, especialmente em presenca daque-
les que degradam a lactose com produgédo de acidos.
Segundo Galhardo ef al.,7 durante o armazenamento
do leite ocorre oxidacao lipidica, que pode ser detec-
tada através da determinagdo da acidez titulavel.
Esses autores também verificaram que essa acidez
varia em leites de diferentes doadoras e em dife-
rentes amostras da mesma doadora.6,7

A agua ¢ o componente mais abundante do leite
humano (87,5%), resultando em baixa carga de
soluto quando comparado ao leite de vaca, e desem-
penha papel fundamental na regulagdo da tempe-
ratura corporal do recém-nascido.3.6.8

O leite humano fornece todos os aminoacidos
essenciais e ndo-essenciais, vitaminas e minerais que
os recém-nascidos necessitam. Os lipideos estdo
presentes na forma de emuls@o e aumentam com o
tempo de lactagdo, chegando a fornecer cerca de
50% da energia do leite. Além disso, o leite humano
¢ a tinica ou a principal fonte de célcio para a crianga
nos primeiros meses de vida.2.3.6.8,9

Os critérios de conservagdo de leite humano
estabelecidos pelo Ministério da Saude incluem trés
condigdes de estocagem: congelamento imediato, até
quatro horas a temperatura ambiente e 24 horas sob
refrigerag@o. Considerando que o aumento da acidez
pode levar a uma desestabilizagdo das micelas de
caseina e, conseqilientemente, a liberagdo de fosforo
e calcio, reduzindo a disponibilidade dos mesmos, o
objetivo do presente trabalho foi verificar o efeito de
trés condi¢des de estocagem sobre a acidez do leite
humano ordenhado. Também foram feitas determi-
nagdes de constituintes do leite, tais como gordura,
solidos totais, cinzas, célcio e proteinas totais.



Métodos

Foram coletadas amostras de doadoras do Banco de
Leite Humano do Hospital Universitario de Maringa,
Parana, sendo selecionadas aquelas com maiores
volumes de leite doado.

A média mensal de doadoras no ano de 2003 foi
de 40 nutrizes este foi o nimero de amostras ana-
lisadas com as doadoras do més de maio de 2004. O
periodo da pesquisa deu-se de maio a agosto do
mesmo ano. Considerando que no presente estudo
foram utilizadas apenas amostras de leite humano
ordenhado maduro, trés amostras analisadas ndo
foram incluidas nos resultados por apresentarem
tempo de lactacdo inferior a 15 dias.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual de
Maringa. As doadoras selecionadas foram infor-
madas sobre o contetido da pesquisa e obtido o
consentimento livre e esclarecido, através de docu-
mento assinado.

As coletas foram realizadas pelas proprias
doadoras, no domicilio, através de ordenha manual,
seguindo método adotado pelos bancos de leite! e na
presenca de um dos autores do trabalho. O volume
coletado de cada doadora foi de 50 mL em frascos de
vidro esterilizados. Imediatamente apos a coleta,
ainda na casa da doadora, o leite foi submetido a um
resfriamento radpido com auxilio de um banho
criogénico de alcool etilico 70% (v/v) a -20°C.
Posteriormente, foi transportado ao laboratoério sob
refrigeragdo, em caixa térmica com temperatura
entre dois e cinco graus, ndo ultrapassando um
periodo de uma hora até o destino.

No laboratoério, cada amostra foi pipetada, em
campo de chama, para nove tubos de ensaio (16 x
160 mm) com tampa rosqueéavel e previamente auto-
clavados. Os tubos foram identificados conforme as
analises a serem realizadas e as amostras de leite
congeladas.

O estudo foi baseado em trés diferentes
condi¢des de estocagem, conforme os trabalhos de
Hamosh et al.10 e a recomendag¢do do Ministério da
Saude:1 a) aliquotas congeladas (-20°C) imediata-
mente apos a coleta (tempo zero); b) aliquotas que
permaneceram a temperatura ambiente (25 a 28°C)
por 4 h e, imediatamente, congeladas; c) aliquotas
refrigeradas a temperatura de geladeira (6 a 8°C) por
24 h e, entdo, congeladas.

Todas as aliquotas foram submetidas as
seguintes determinagdes: acidez, proteina, gordura,
solidos totais, cinzas e calcio, e ficaram congeladas
por um tempo méaximo de 15 dias até a analise.

A acidez desenvolvida foi avaliada, em triplicata,

Efeito do tempo e temperatura na qualidade do leite humano

utilizando-se uma solugdo de hidroxido de sodio N/9
(solugdo Dornic) para neutralizar a acidez de 1 mL
de amostra de leite humano ordenhado, tendo como
indicador a fenolftaleina em solugdo hidroalcoodlica
a 1%. A analise foi realizada com o auxilio de um
microacidimetro Dornic.11

O teor de gordura foi determinado através da
técnica do crematocrito descrita por Lucas et al.12
As amostras previamente descongeladas foram aque-
cidas em banho-maria a 40°C, homogeneizadas em
vortex por 15 segundos, para posterior transferéncia
para tubos capilares (em triplicata) e centrifugadas a
12.000 x g por 15 minutos em centrifuga para micro-
hematdcrito CELM, com capacidade para 24 capi-
lares. A camada de creme e a coluna total foram
medidas em milimetros com auxilio de um
paquimetro.

A porcentagem de creme, de gordura e o
contetdo energético foram calculados utilizando-se
as expressoes:13

% Creme=Camada de creme (mm)/Coluna total (mm) x
100;

Teor de gordura (g/L)=(% Creme - 0,56) /1,46;
Contetdo energético (Kcal/L)=(% Creme x 66,8)+298

A determinagdo de so6lidos totais foi realizada
transferindo-se 3 mL de leite para um cadinho de
porcelana e aquecendo-se em estufa a 80°C por 14
horas. O material foi pesado e os sélidos totais
expressos em g/L.14

As cinzas foram determinadas pela carbonizagao
lenta das amostras em fogo direto, incineracdo em
mufla a 550°C por 12 horas, seguida de pesagem. O
resultado foi expresso em g/L.14

Para quantificagdo de calcio, as cinzas obtidas no
item anterior foram dissolvidas em 3 mL de HCI 1,2
mol/l e transferidas para tubos de polipropileno. Foi
utilizado um kit comercial (Labtest, Minas Gerais) e
as determinagdes realizadas por técnica
colorimétrica.l5 Partindo-se de 1 mL do reagente de
trabalho do kit, adicionava-se 20 pL da amostra
(solugdo de cinzas), homogeneizando em vortex.
Apos esse procedimento, determinou-se o valor de
absorbancia (Abs) a 570 nm ¢ efetuou-se o calculo
com auxilio da seguinte equagdo.14

Calcio (mg/L)=(Abs da amostra/Abs do padrio) x 100

Na determinagdo das proteinas totais, o
leite desengordurado, obtido por centrifugacdo das
amostras a 1500 x g por 20 minutos,!6 foi diluido
1:10 em agua destilada. Para eliminar a interferéncia
de compostos ndo-protéicos, principalmente a
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Tabela 1

lactose, a cada 0,5 mL da amostra diluida foi
adicionado 25 pL de deoxicolato de s6dio a2,5% e 1
mL de acido tricloroacético a 20%, com homo-
geneizagdo apods cada adig@o. Depois de 30 minutos
a temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada a
4500 x g por 15 minutos. O precipitado foi ressus-
penso em 1 mL de 4gua destilada e a proteina deter-
minada pelo método de Lowry et al.17 modificado.
Foi utilizada caseina (0 a 1 mg/mL; Sigma) como
padrao.14

As analises estatisticas incluiram: anélise des-
critiva, teste de Friedman e analise de correlagdo li-
near. O software Statistica 6.0/2001 (Stat Soft, Inc.
Tulsa, OK, EUA) foi utilizado. O teste de Friedman
foi realizado com o objetivo de verificar a existéncia
de diferenca significativa entre os tempos 0, 4 ¢ 24
horas. Em seguida, utilizou-se o método para compa-
racdo individual entre os tratamentos (tempos) deno-
minado Comparagdes Miultiplas para a localizagéo
das possiveis diferengas entre os pares de
tempos.18,19 Através da analise de correlacdo linear
buscou-se verificar a possivel correlagdo entre as
variaveis acidez e proteina, assim como acidez e
calcio. O nivel de significancia considerado foi de
5%.18

Resultados

Entre as 37 doadoras voluntarias, 8 (20%) estavam
no inicio da lactagéo (entre 16 ¢ 30 dias pés-parto) e
as demais entre 31 ¢ 180 dias pos-parto. Do total, 30
(75%) apresentavam idade gestacional acima de 39
semanas (a termo) e 7 eram pré-termo (de 34 a 38
semanas).

As concentragdes de nutrientes das amostras
(n=35 para sdlidos totais e cinzas, e n=37 para as
demais determinagdes) estocadas em trés diferentes
condi¢des (congelamento em tempo zero, 4h a
temperatura ambiente e 24h sob refrigeracdo) estio
apresentadas na Tabela 1.

Observou-se, através do coeficiente de variagdo
(CV), que nenhuma das amostras apresentou alta
variabilidade na concentrag¢do de seus constituintes,
contudo, os teores de gordura e cinzas apresentaram
variabilidade maior que as demais variaveis.

Com relagdo aos sélidos totais e, especialmente,
o célcio, a variabilidade na concentragdo foi a menor
observada, nas trés condi¢des de estocagem estu-
dadas.

Foi realizado o teste de Friedman para proteina
e calcio. Com relagdo a proteina, houve diferen-
¢a significativa (p<0,05) e o método de compa-
ragdes multiplas constatou essa diferenga somen-
te entre a estocagem zero ¢ 24h. Para o calcio
ndo houve diferenca estatisticamente significa-
tiva entre as condi¢des de estocagem estudadas
(»>0,05).

A Tabela 2 apresenta os dados de acidez refe-
rentes as amostras nas trés diferentes condigdes de
estocagem estudadas. Foi observada alta variabili-
dade na acidez Dornic entre as amostras nos tempos
de 4 e 24h (CV acima de 50%, em ambos os casos),
0 que ndo aconteceu no tempo de zero hora
(CV=27%). Foi realizado o teste de Friedman para
acidez ¢ foi observada diferenca estatisticamente
significativa ao nivel de 5% (p<0,05). O método de
comparagdes multiplas verificou essa diferenca entre
todas as condicdes de estocagem estudadas (0 e 4h;
0 e 24h; 4 e 24h).

Concentracdo dos nutrientes apds imediato congelamento, 4 horas a temperatura ambiente e 24 horas sob refrigeragao.

Nutriente

Tempo (horas)

Zero Quatro Vinte e quatro

Md X = dp cv Md X +dp cv Md* X +dp cv
Gordura (g/L) - 35,36+13,77 39 - 31,91%13,36 42 - 31,61+13,41 42
Energia (Kcal) - 674,53+34,46 20 - 631,58+138,33 22 - 637,81+130,83 21
Proteina (g/L) 5,22 5,77+1,57b 27 5,53 5,93+1,53ab 26 5,96 6,08+1,47a 24
Solidos (g/L) - 131,37+12,50 10 - 130,73+13,96 1 - 129,87+12,53 10
Cinzas (g/L) 2,33 2,05+0,76 37 - 2,10+0,74 35 - 2,19+0,85 39
Calcio (mg/L) - 251,55+11,88 5 - 251,16+11,61 5 - 244,27+11,30 5

*Letra sobrescrito diferente = (p<0,05); CV = coeficiente de variacao.
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Tabela 2
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Acidez (Dornic) das amostras de leite maduro cru das doadoras do Banco de Leite Humano do Hospital Universitario.

Maringd, Parand, maio 2004.

Tempo (h) n Min - Max Md Média dp CV (%)
0* 37 1,00-4,33 2,00 2,2432¢ 0,5961 27
4** 37 1,33-11,67 3,00 3,5538b 2,3233 65
24% %% 37 1,00-16,33 4,67 6,27032 4,0208 64

* Congelamento imediato; ** temperatura ambiente; *** sob refrigeracdo; CV=Coeficiente de varia¢do.

Quanto as correlagdes da acidez com os nutri-
entes proteina e calcio, segundo as trés condigdes de
estocagem estudadas, observou-se que ndo existe
correlacdo linear significativa entre as variaveis
acidez e proteina, bem como entre acidez e calcio
(»>0,05).

Discussao

A concentragdo de nutrientes do leite humano esta
sujeita as variagdes longitudinais e interindividuais,
relacionadas tanto com as variagdes na dieta da
nutriz, como durante a coleta da amostra em uma
mesma ordenha (leite anterior e posterior) e podem
afetar os resultados da composi¢io centesimal do
leite humano ordenhado.!4 Para minimizar tais va-
riagdes, no presente estudo, foram selecionadas
apenas amostras de leite maduro.

Através da comparagdo da média de valores das
concentrag¢des dos nutrientes analisados nesse estudo
com as médias dos valores encontrados na literatura
de outros paises e de outras regides do Brasil, pode-
se observar que as concentragdes de proteinas (8,18
g/L), gorduras (33,4 g/L), sélidos totais (143,4 g/L),
célcio (229,5 mg/L) e cinzas (2,15 g/L), além da
energia (649 Kcal/L), encontravam-se dentro da
faixa de valores descritos.14,20-25

As concentragdes de sdlidos totais e cinzas
permaneceram inalteradas nas trés condi¢des de
estocagem estudadas. Em média, a concentragdo de
solidos totais variou de 129,9 g/L a 131,4 g/L,
enquanto para as cinzas o valor variou entre 2,05 e
2,19 g/L. Esses valores estdo compativeis com os
obtidos por Trugo et al.21

E amplamente conhecido que a gordura no leite
humano sofre variabilidade interindividual e longi-
tudinal,22,26.27 como a encontrada nas amostras ana-
lisadas (proximo a 40%). Isto representa a variabili-
dade interindividual desse nutriente no leite ¢ a va-
riacdo longitudinal de suas concentragdes dentro das
diferentes condicdes de estocagem estudadas. Essa

variabilidade pode ser resultado das caracteristicas
individuais das doadoras, estagio de lactagdo, perdas
durante a estocagem (aderéncia de nutrientes ao
frasco de coleta) e amostra de leite (leite de inicio ou
final de mamada, hora do dia e momento da
coleta).22

Segundo Koletzko e Rodriguez-Palmeo,28 a
gordura contribui com mais de 55% do conteudo
energético ndo-protéico e contém acidos graxos ®-3
de cadeia muito longa (20:5 ®-3 € 22:6 ®-3), essen-
ciais para o desenvolvimento do recém-nascido, os
quais ndo podem ser sintetizados em quantidades
adequadas a partir do acido o-linolénico (18:3 ®-3)
por recém-nascidos pré-termo e termo.

Nesse estudo ndo foram verificadas as variagdes
na concentracdo de gordura ao longo do dia, mas
alguns autores tém relatado que entre sete e dez
horas da manha a concentragdo ¢ maior, contudo
esses dados ndo foram significativos.22 Para Lammi-
Keefe et al.29 ndo existe diferenca na concentragdo
de gordura ao longo do dia, de acordo com o encon-
trado em suas pesquisas.

O pH do leite humano é levemente alcalino,
ficando em torno de 7,0 e representa a acidez atual
do leite, dela dependendo propriedades importantes,
como a estabilidade da caseina. A ma conservagdo
do leite, apds a coleta, pode levar a uma acidez
progressiva, e essa, por sua vez, desestabilizar as
micelas de caseina. Com o aumento na acidez, estas
ligagdes sdo rompidas e o calcio se torna menos
disponivel.6 Estudos de Covas et a/.30 demonstraram
que o leite cru, conservado sob refrigeragdo (4°C)
por quatro dias, sofre reacdes lipoliticas e proteo-
liticas, as quais liberam &cidos graxos e aminoacidos
livres, ocasionando o abaixamento do pH. Também
Galhardo et al.7 sugeriram que a acidez titulavel ndo
esta somente relacionada com a qualidade higiénico-
sanitario, mas a oxidagéo lipidica que ocorre durante
0 armazenamento.

A acidez desenvolvida no leite resulta do acido
latico e de outros acidos, provenientes da degradacao
da lactose pela agdo dos microorganismos e, even-
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tualmente, dos lipideos no leite em vias de alterag@o.
Em condigdes normais, a acidez Dornic no leite
humano varia de 2 a 7°D.! Segundo recomendagdes
do Ministério da Satde,! o leite para ser admi-
nistrado ao recém-nascido ndo deve apresentar
acidez superior a §8°D.

A acidez apresentou uma alta variabilidade entre
as amostras estocadas por 4h a temperatura ambiente
e por 24h sob refrigeracdo (Tabela 2). Considerando
trabalho descrito por Hamosh et a/.,5 tal fato pode
ser atribuido ao crescimento de diferentes micror-
ganismos psicrotroficos fermentadores da lactose
nas amostras analisadas. Portanto, a alta variabili-
dade observada nas duas situagdes acima citadas
deixa evidente a necessidade de se congelar o leite
humano imediatamente apds sua coleta. Covas et
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