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RESUMO

O leite humano € a primeira fonte de nutrientes que uma crianca necessita para seu crescimento nos primeiros meses de vida.
Os teores de muitos elementos minerais podem variar devido a alguns fatores, como a genética, a nutricao materna, o periodo
de lactacdo e também entre os grupos étnicos. O objetivo deste trabalho foi de validar o uso do método de digestao por via seca
(cinzas) e a técnica de espectrometria de emissao (ICP OES) para a quantificacdo dos elementos minerais Ca, P Na, K, Mg, Zn, Fe
e Mn presentes em 151 amostras de leite materno procedentes de doadoras de bancos de leite humano de Marilia, SP. Os valores
obtidos para os elementos minerais (mg L) nas amostras de leite variaram entre: Ca=145 a 478; P=87 a 293; Fe=0,03 a 1,13;
K=271 a 1159; Mg=14.,8 a 60,0; Na=54 a 933 e Zn=0,38 a 5,82. Para o Mn, os resultados obtidos foram inferiores ao limite de
quantificacdo do método (0,02 mg L). Os valores obtidos para precisao e exatidao do método (%) foram, respectivamente: Ca=1
e 96; P=1 e 98; Fe=4 ¢ 83; K=1 € 99; Mg=1 e 97; Na=1 e 98; Zn=8 e 96; Mn=8 e 82. De acordo com os resultados obtidos, foi
verificado que o método apresentou precisao e exatidao satisfatérias para todos os elementos estudados.
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SUMMARY

MINERAL COMPOSITION OF HUMAN BANK MILK. Human milk is the child’s primary source of nutrients during its first months
of life. Mineral element levels can vary according to several factors such as genetic, the mother nutritional status, lactation period
and ethnicity. The objective of the present study was the validation of a dry-ashed digestion method and ICP OES technique which
were used for quantification of mineral elements (Ca, P Na, K, Mg, Zn, Fe and Mn) in 151 samples of human milk collected from
mothers in the city of Marilia, SP. Values (mg L) obtained ranged from Ca=145 to 478; P=87 to 293; Fe=0.03 to 1.13; K=271 to
1159; Mg=14.8 to 60.0; Na=54 to 933 e Zn=0.38 to 5.82. Mn was below the limit of quantification (0.02 mg L) for all analyzed
samples. Method precision and accuracy (%) values were respectively: Ca=1 and 96; P=1 and 98; Fe=4 and 83; K=1 and 99;
Mg=1 and 97; Na=1 and 98; Zn=8 and 96; Mn=8 and 82. Results indicate that precision and accuracy were satisfactory for all

elements analyzed on the present study.

Keywords: human milk, mineral composition, emission spectrometry.

1 - INTRODUCAO

O leite é a primeira alimentacdo humana e fonte de
nutrientes para as funcoes biolégicas, sendo considerado o
melhor alimento para criancgas, por ter papel muito impor-
tante na protecao imunolégica contra doencas infecciosas,
na adequacao nutricional e no desenvolvimento afetivo e
psicolégico [2, 7, 17, 24, 26].

A composicao do leite humano, especialmente quanto
a presenca de micronutrientes, € muito variada [4, 6, 9,
13, 19] e pode ser influenciada por diversos fatores como
aindividualidade genética, a nutricio materna e o periodo
de lactacao. Ocorrem, também, variacoes entre grupos
étnicos e entre mulheres. Para uma mesma mulher, sao
registradas variacoes no decorrer da lactacao, ao longo do
dia e durante uma mesma mamada, havendo diferencas
entre o leite da frente e o tiltimo a sair (anterior e posterior)
com alteracdes na concentracao dos macro e dos micro-
nutrientes [10, 19, 20, 23].

Os minerais sao importantes para o crescimento, o
desenvolvimento e a manutencao da satde dos tecidos
corporais [1]. Sao classificados em macroelementos o
sodio, potassio, calcio, magnésio e fosforo, entre outros, e
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microelementos ou elementos tracos, o cobalto, cobre, iodo,
fltor, molibdénio, selénio, cromo, ferro, zinco e outros.
As necessidades do organismo para os macroelementos
sao relativamente elevadas, enquanto para os elementos
tracos, sao baixas [21].

A necessidade de micronutrientes para o recém-nascido
é maior do que em criancas e adultos devido ao rapido cres-
cimento corporal e também ao alto nivel de atividade dos
caminhos metabdlicos envolvidos no crescimento, atividade
fisica e combate a infeccbes, dentre outros. O atendimento
a essa demanda € feito pelo leite materno, até que chegue
a época de desmame [3]. O aleitamento materno também
estd associado a menor incidéncia de cancer de mama e
de alguns tipos de cancer de ovario [16].

A composicao dos elementos minerais presentes no
leite materno apresenta variabilidade na sua composicao
e isto torna a avaliacao do estado nutricional de lactentes
uma tarefa extremamente complicada [4]. Sabe-se que a
composicao do leite humano varia conforme o estagio da
lactacao e mesmo entre as nutrizes [27]. Metodologias
que permitam avaliar as concentracoes dos micronu-
trientes do leite humano sao necessarias, uma vez que
as deficiéncias de micronutrientes em nutrizes podem
acarretar prejuizo no crescimento e desenvolvimento
dos bebés, predispondo-os a desnutricao. Os teores de
minerais variam significativamente de mae para mae,
sendo o colostro o tipo de leite que apresenta niveis
mais elevados, seguido pelo leite de transicao e pelo
leite maduro [19].
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O trabalho teve como objetivos:

a) avaliar uma metodologia de digestao por via seca (cinzas)
e espectrometria de emissao para a quantificacao de
elementos minerais (Ca, B, Na, K, Mg, Zn, Fe e Mn) em
leite materno procedentes de banco de leite na cidade
de Marilia no estado de Sao Paulo;

b) conhecer o perfil micronutricional destas amostras de
bancos de leite humano;

c) avaliar se o consumo diario médio dos microelementos
presentes no leite materno destas maes esta adequa-
do aos bebés quanto as recomendacoes de Ingestao
Dietética de Referéncia.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostragem

No periodo de 2003 a 2004, amostras de leite maduro
(25 a 35 dias ap6s o parto) foram coletadas de 151 do-
adoras de bancos de leite humano na cidade de Marilia,
Sao Paulo.

O protocolo de estudo foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Satde Publica
da Universidade de Sao Paulo.

2.2 - Reagentes
e Acido nitrico PA. (Merck);

e  Padroes de solucao Merck 10000 mg L' em solucao
de HNO, 5% (v/v) de K, Ca, Na e Mg; € padrao Tec Lab
de 1000 mg L' de P, Fe, Mn e Zn com certificado de
analise e rastreado com padrées NIST.

2.3 - Método analitico

A preparacao da amostra foi adaptada de DONANGELO
(1989) [8]: pipetaram-se 3,00 mL de cada amostra com
trés repeticdes analiticas em capsula de porcelana; em
seguida, a amostra foi seca em chapa de aquecimento e
posteriormente incinerada em forno mufla a 450°C por 4
horas até a formacéao de cinzas brancas. As cinzas foram
dissolvidas em 2,5 mL de acido nitrico concentrado e
transferidas quantitativamente para balao volumétrico de
50 mL, completando-se o volume com agua bidestilada.

A curva analitica foi preparada pela diluicao de solucao
(Tec Lab) 1000 mg L' em solucao de acido nitrico 5% (v/v)
para concentracao final de 0,01 a 2,5 mg L! para os ele-
mentos Fe, Mn e Zn; de 0,2 a 50 mg L' para o P; e padrao
(Merck) de 1,0 a 252,0 mg L! para o K; de 0,21 a 52 mg
L' para os elementos Ca, Mg e Na.

Para a quantificacao dos minerais calcio, fésforo, ferro,
potassio, magnésio, manganés, sédio e zinco foi utilizado
um espectrometro de emissao 6tica com plasma de argonio
induzido (ICP OES). O equipamento utilizado foi um ICP
OES simultaneo, com visao axial VISTA MPX, VARIAN
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(Mulgrave, Australia). Para a nebulizacao das solucoes
foi empregado um nebulizador concéntrico (“see spray”)
acoplado a uma camara ciclénica. As condi¢oes 6timas
para determinacao multielementar foram estabelecidas
para o elemento manganés, conforme recomendagao do
fabricante. Os parametros instrumentais utilizados foram:
poténcia do plasma 1,0 Kw; gas refrigerante (Ar) 15 L
min'; gas auxiliar (Ar) 1,5 L min™; pressao do nebuli-
zador 200 kPa; gerador de radio freqiiéncia 40 MHz;
velocidade da bomba 15 rpm; tempo de estabilizacao
10 s; tempo de leitura 10 s.

Os comprimentos de onda (nm) usados foram: calcio
317,933; magnésio 279,553; fésforo 178,28; ferro 259,94;
manganeés 293,931; potéassio 766,491; zinco 206,20; sédio
589,592 e fésforo 213,618.

2.4 - Parametros de validacao

2.4.1- Preparo da amostra

Para a validacao [22] da metodologia empregada,
utilizou-se uma amostra de leite certificada Whole Millk
Powder (NIST/NBS-8435). Pesou-se em capsula limpa e
seca 1,0000 g da amostra previamente seca em estufa a
85°C por 4 h. Em seguida, a amostra foi seca em chapa
de aquecimento e posteriormente incinerada em mufla
com aumento gradativo de temperatura até 450°C por
4 h, com formacao de cinzas brancas. As cinzas foram
dissolvidas em 1,25 mL de acido nitrico concentrado e
transferidas quantitativamente para balao volumétrico de
25 mL, completando-se o volume com agua bidestilada.
Foram feitas 4 repeticoes analiticas com a amostra cer-
tificada. Efetuou-se o branco analitico com os reagentes
em triplicata. Para a leitura no equipamento, diluiu-se a
amostra certificada 1:10 mL para o Ca, K, Na, Pe Mg e
as condicoes de operacao do ICP OES foram as mesmas,
conforme descrito anteriormente.

2.4.2 - Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade de o mé-
todo fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentracao da substancia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo [15]. O coeficiente de
correlacao R foi o parametro usado para avaliar a quali-
dade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1,0,
menor a dispersao do conjunto de pontos experimen-
tais e menor a incerteza dos coeficientes de regressao
estimados. Para verificar se a equacao de regressao ¢
estatisticamente significativa, foram efetuados os testes
de ajuste do modelo linear, validade da regressao, sua
eficiéncia e sua eficiéncia maxima [11, 12].

Para uma avaliacado estatistica, foi usado o teste
t-student no qual se calcula o valor de t (t calculado)
com n -2 graus de liberdade, comparando com o valor ¢
tabelado para o nivel de confianca desejado. Se o valor
de t ¢ maior que o valor de t tabelado, a correlagao ¢
significativa com a probabilidade calculada.
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2.4.3 - Precisao, exatidao e sensibilidade

A precisao do método, que representa a dispersao de
resultados independentes repetidos de uma mesma amostra,
amostras semelhantes ou padroes sob condicoes definidas
[14, 15], foi determinada pelo coeficiente de variacao (%) de
quatro repeti¢coes analiticas da amostra de leite certificada
Whole Milk Powder (NIST/NBS-8435)

A exatidao foi determinada pelo erro relativo (%), com-
parando-se o valor médio obtido experimentalmente da
amostra de leite certificada com o valor certificado.

Os parametros utilizados para avaliar a sensibilidade
foram os limites de deteccao e de quantificacao. O limite de
deteccao (LD) do método e o limite de quantificacao (LQ) fo-
ram determinados usando os valores de leitura de 10 brancos
analiticos com adicao de padrao de metal nas concentracoes
de: 0,005 mg L' para Fe, Zn e Mn; 0,505 mg L' para K;
0,105 mg L' paraCa, Mge Nae 0,1 mgL'paraoP

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Analise do material de referéncia

Com o objetivo de verificar a exatidao do método de
digestao por via seca (cinzas) e a técnica de espectro-
metria de emissao para a quantificacao dos elementos
minerais Ca, P Na, K, Mg, Zn, Fe e Mn, analisou-se o

material de referéncia Whole Milkk Powder (NIST/NBS-
8435). Na Tabela 1 pode ser visualizada a comparacao
entre os resultados obtidos e os valores certificados.
O critério adotado para avaliar se os resultados foram
satisfatérios foi o de escore Z e o valor limite adotado
foi de (-3, 3), que corresponde a um limite de confianca
préximo a 99,7%. Pode-se observar (Tabela 1) que o
método de digestao por via seca (cinzas) e a técnica de
espectrometria de emissao (ICP OES) foram adequados
para andlise do material.

Na analise do material de referéncia certificado, obser-
vou-se auséncia de interferentes nos comprimentos de onda
usados para todos os elementos minerais que pudessem
comprometer a utilizagdo da metodologia. O método mos-
trou-se seletivo para todos os minerais estudados.

Os resultados obtidos na avaliacdo dos parametros da
linearidade do método encontram-se na Tabela 2. A ANVISA
recomenda um coeficiente de correlacao igual a 0,99 e o
INMETRO um valor acima de 0,90 [5, 14], portanto, obser-
vando a Tabela 2, verifica-se que as curvas analiticas para
todos os elementos minerais estudados sao lineares.

Os resultados obtidos na avaliacao da precisao, exatidao
e sensibilidade do métodos estao expressos na Tabela 3.
A exatidao do método obtida foi satisfatéria para os todos
os elementos estudados e a precisao do método foi menor
que 8,5% para todos os elementos.

TABELA 1 - Comparacao dos resultados (mg kg') obtidos experimentalmente usando o método de digestao por via seca e quantificacao
por ICP OES, com o valor certificado do material de referéncia Whole Millc Powder (NIST/NBS-8435)

Elementos Valor certificado Valor médio encontrado (n) Erro relativo (%) Escore Z
Ca 92204490 9573474 3,8 0,72
P 78004490 807590 3,5 0,56
Fe 1,8+1,1 2,1+0,1 16,6 0,27
K 13630+470 13815136 1,4 0,39
Mg 81476 8357 2,6 0,28
Mn 0,17+0,05 0,20+0,02 17,6 0,60
Na 35604400 3647+32 2,4 0,22
Zn 28+43,1 30+0,4 71 0,64

(n) Média de 4 repeticoes analiticas

TABELA 2 - Valores obtidos para os coeficientes de correlacao linear das curvas analiticas, t_(t calculado) e t

minerais Ca, K, Mg, Mn, Zn, P. Fe ¢ Na

ab) (t tabelado) para os

Elementos Equagéo linear Coeficiente de correlagao linear (R) t, tab)
Ca y=12530x+4026,4 0,9999 141,407 2,776
P y=336,34x+76,702 0,9998 99,98 2,776
Fe y=7047,6x+114,58 0,9997 81,625 2,776
K y=45850x+35258 0,9998 86,585 3,182
Mn y=205944x+55274 0,9997 81,625 2,776
Mg y=99914x+1173,4 0,9992 43,267 3,182
Zn y=828,43x+8,7606 0,9997 81,625 2,776
Na y=336731x+28900 1,000 1 1
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TABELA 3 — Parametros de validagao usando uma amostra de leite certificada Whole Milk Powder (NIST/NBS-8435) e 4 repeticoes analiticas

Elemento A (nm) R? LD (mg.L") LQ (mg.L") Exatidao (%) Precisao (%)
Ca 317,933 0,9996 0,012 0,040 96 1
P 213,618 0,9996 0,009 0,030 97 1
Fe 259,940 0,9994 0,003 0,010 83 4
K 766,491 0,9994 0,132 0,440 99 1
Mg 279,553 0,9984 0,012 0,040 97 1
Mn 257,610 0,9992 0,003 0,010 82 8
Na 589,592 0,9998 0,342 1,140 98 1
Zn 206,200 0,9994 0,003 0,010 97 8

A=comprimento de onda; R? =coeficiente de correlacao da reta analitica; LD=limite de deteccao (3 vezes o desvio-padrao de 10 leituras de padroes analiticos); LQ=limite de quantificacao
(10 vezes o desvio-padrao de 10 leituras de padroes analiticos); precisao: determinada pelo coeficiente de variacao e o nimero de pontos da curva analitica igual a 5

3.2 - Analise das amostras

Na Tabela 4 sao apresentados os resultados obtidos nas
amostras de leite materno. Para o Mn, todos os resultados
encontrados nas amostras de leite materno estavam abaixo
0,02 mg L, valor que corresponde a duas vezes o limite
de quantificacdo do método (0,01 mg L ).

Os niveis dos elementos minerais encontrados neste
estudo estao préximos aos obtidos no trabalho de OLIVEIRA
(2003) [19], onde foram quantificados os seguintes elementos
minerais Ca, Fe, P, Na, K, Mg, Mn e Zn em leite materno
de maes doadoras do banco de leite do Hospital das Cli-
nicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
em Belo Horizonte. No trabalho de DONANGELO et al.
(1989) [8], amostras de leite materno de maes do Hos-
pital das Clinicas da cidade do Rio de Janeiro fornece-
ram resultados para ferro e zinco compativeis com os
encontrados neste trabalho (0,25-0,80 mgL"' e 0,2 a 4,0
mg L, respectivamente).

As maiores variacoes na composicao mineral foram
observadas para os elementos ferro e sédio, seguidas
pelo elemento zinco. Os resultados médios obtidos em
todas as amostras de leite materno para o teor destes
elementos apresentaram um coeficiente de variacao de
94,3% para o ferro, 72,2% para o sédio e 41,5 % para o
zinco. Os elementos minerais calcio, fésforo, potassio e
magnésio apresentaram as menores variacoes, ou seja,
o coeficiente de variacao para as 151 amostras ficou
abaixo de 27%. Estas variacoes nas concentracoes dos
elementos minerais nas amostras de leite materno foram,
provavelmente, devido a associacoes desses elementos no
leite e a influéncia de fatores demograficos, nutricionais,
psicolégicos e socioecondémicos, que se acredita serem
moduladores da secrecao de micronutrientes no leite

humano. Entre estes fatores estdo o consumo alimentar
ou o estado nutricional da mae, estatura materna e o peso
da crianca, idade da mae e a paridade, area onde reside,
duracao da gestacao, entre outros.

Variagcoes na composicao mineral do leite materno
também foram observadas no trabalho de OLIVEIRA (2003)
[19]. Neste estudo, 108 maes que deram a luz no Hospital
das Clinicas da UFMG doaram amostras de leite materno,
e foi constatado que as maiores variacoes dos elementos
minerais ocorrem para o leite maduro, seguido do leite de
transicao e pelo colostro para os macroelementos. Para
os elementos tracos, a maior variacdo foi para a fase de
leite maduro, seguida pelo colostro e depois pelo leite de
transicao. Em todos os casos, as variacoes nos teores dos
elementos minerais sdo maiores que 100%.

Os teores médios dos microelementos, estimados
quanto a ingestao diaria pelas criancas e sua porcentagem
de adequacao a Ingestdo Dietética de Referéncia (RDI) estao
apresentados na Tabela 5. O consumo diario estimado foi
feito baseando-se numa ingestao de 750 mL de leite pela
crianca durante os seis primeiros meses de vida [18]. A
ingestao de célcio, ferro e zinco atingiu mais que 94% do
valor recomendado (valor médio), sendo que o valor para
o0 magnésio ficou préoximo a 66%. O fésforo foi o tinico
elemento cuja ingestao excedeu a 100% dos valores reco-
mendados de ingestao diaria. Os resultados médios, com
excecao do elemento magnésio, indicam que os teores dos
elementos minerais encontrados no leite materno aten-
dem as necessidades calculadas para bom crescimento
e desenvolvimento das criancas. Porém, apesar de o teor
médio de ferro estar muito préximo a 100% da RDI, isso é
preocupante, pois o valor médio apresenta desvio padrao
muito alto (coeficiente de variacao de 94%), o que significa

TABELA 4 - Média, desvio-padréao (DP), valores méaximos (V_, ) € valores minimos (V_, ) em mg L™, obtidos para os elementos minerais

para as analises das 151 amostras de leite humano

Estatistica Ca P Fe K Mg Na Zn
Média 263,55 159,26 0,35 489,76 26,53 207,21 2,65
DP 64,73 33,63 0,33 132,20 6,84 149,62 1,10
-~ 4785 293 4 1,13 1159,3 60,05 933,0 5,82
. 144,9 87,1 0,03 271,4 14,83, 54,1 0,38
822 Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 25(4): 819-824, out.-dez. 2005
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TABELA 5 - Teores médios (desvio padrao n=151) dos microelementos minerais ingeridos/dia pelos recém-nascidos e percentual

relativo a Ingestao Dietética de Referéncia (RDI) por dia para os bebés de O a 6 meses

Minerais Teor médio de minerai§ (rpgl750 mL de leite) Porcenta~gefn de RDI'
(adequacgédo a RDI) adequacédo a RDI (mg/dia)
Calcio 197,7 (8,5) 94 210
Fésforo 119,4 (25,2) 119 100
Magnésio 19,9 (5,1) 66 30
Potassio 367,3(99,2)
Sadio 155,4 (112,2)
Ferro 0,26 (0,25) 96 0,27
Zinco 1,99 (0,82) 99 2,0

que o leite materno de algumas maes pode apresentar niveis
deficientes em ferro para os recém-nascidos. Do total das
151 amostras analisadas, 40% apresentam niveis menores
que 0,26 mg de ferro.

4 - CONCLUSOES

O método de digestao por via seca e a técnica multiele-
mentar usando a espectrometria de emissao apresentaram
niveis de precisao e exatidao satisfatérios para a quanti-
ficacao dos elementos Ca, P, Na, K, Mg, Zn, Fe ¢ Mn em
amostras de leite materno.

Os resultados médios obtidos dos teores dos elementos
minerais, com exce¢cao do magnésio, presentes nas amostras
de leite materno das maes da cidade de Marilia, indicam
que os valores atendem a porcentagem de adequacao a
Ingestao Dietética de Referéncia para os recém-nascidos
de O a 6 meses.

O teor médio do elemento mineral ferro foi o que
apresentou a maior variacao entre as amostras de leite
materno, seguido pelo sédio e zinco.
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