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RESUMO

Em virtude dos grandes e multiplos beneficios do aleitamento materno, sua pratica
tornou-se mundialmente reconhecida e recomendada, sendo importante para a cobertura dos
requerimentos nutricionais do lactente e seus beneficios se extendem em todo o ciclo de vida.
O leite humano possui inlmeras vantagens: aspectos higi€nicos, imunolégicos, psico-sociais,
cognitivo e deve ser considerada ainda a vantagem econdmica por ser de baixo custo, uma vez
que ¢ produzido pela nutriz. Sua composi¢do nutricional balanceada em termos de proteinas,
carboidratos e gorduras, promove o crescimento e desenvolvimento adequado aos recém-
nascidos. Considerando a rotina de analises de macronutrientes nos Bancos de Leite Humano
e a importancia da sua determinagdo e conhecimento uma vez que englobam o valor
energético total do leite humano, o presente trabalho propds a adaptacdo de um método
analitico simples e rapido de quantificagdo de proteina em leite humano. Como objeto de
estudo foi utilizado o método do formol e como base comparativa foi utilizado o método de
kjeldahl (método padrdo). Na fase dos pré-testes foram realizados miniaturizagdo do método,
troca de concentracdo de solucdo alcalina e avaliacdo da utilizacdo do oxalato de potassio. Ao
correlacionar os métodos de kjeldahl e formol foram estabelecidas equacdes de regressdo para
determinacdo de proteina pelo método de formol em leite humano nos diferentes estagios de
lactagdo. Neste estudo, ainda que ajustes sejam necessarios, o método de formol adaptado
apresenta confiabilidade; e na pratica destaca-se pela rapida execucéo e aplicabilidade ao ser
comparado com o método de referéncia, podendo, portanto, ser indicado na rotina dos bancos

de leite humano.

Palavras-chave: Banco de Leite Humano. Kjeldahl. Nutrientes.



ABSTRACT

Due to the large and multiple benefits of breastfeeding, its practice has become known
and recommended worldwide, being important to the covering of the nutritional requirements
of the infant, and its benefits extend through the entire circle of life. Human milk has
uncountable advantages: hygienic, immunological, psychosocial, cognitive aspects; and,
beyond that, the economic advantage must be considered, for the human milk has low cost,
since 1t is produced by the nurse. Its nutritional composition balanced in terms of proteins,
carbohydrates and fats promotes adequate growing and development to newborns.
Considering the routines of macronutrients analysis in human milk banks and the importance
of determining and knowing other macronutrients that involve the total energetic value of the
human milk, the present work puts forward the adaptation of a simple analytic method, based
on quantification of crude protein in human milk. As the study object, the formaldehyde
method was used, and, as a comparative base, the Kjeldahl method - standard method.
Method miniaturization, alkaline solution concentration change and evaluation of the use of
potassium oxalate were used in the preliminary tests phase. When linking the Kjeldahl and
formaldehyde methods, regression equations were established to determine crude protein
through formaldehyde method in human milk in different lactation levels. In this proposal,
even if adjustments are necessary, the adapted formaldehyde method shows reliability; and, in
practice, it highlights itself by fast execution and applicability when compared to the

reference method, therefore being indicated in human milk banks routines.

Keywords: Nutrients. Kjeldahl. Human milk bank.
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1 INTRODUCAO

O Brasil vem desenvolvendo, ao longo de 30 anos, agdes de promogao, protecdo e
apoio ao aleitamento materno, no sentido de aumentar as taxas de amamentagdo no pais
(COUTINHO et al., 2019). Nas ultimas trés décadas, o Aleitamento Materno Exclusivo
(AME) no Brasil apresentou constante crescente, seguindo de uma estabilizagdo em 2013 que
foi de 36,6%. Os resultados da Pesquisa Nacional de Satide (PNS) de 2013 apontam o Brasil
como um pais bem sucedido na promogao, protecdo e apoio ao aleitamento materno, trazendo
reconhecimento internacional (BOCCOLINI et al., 2017).

O leite humano nio ¢ apenas uma fonte de nutrientes especificamente adaptados as
necessidades do bebg, ele também desempenha papel importante sobre o metabolismo, que se
desdobra desde as divisdes celulares até o comportamento do bebé (ANDREAS et al., 2015).
De acordo com Novaes (2009) alguns estudos destacam os beneficios do aleitamento materno
para a saude infantil também em longo prazo, tais como: reducdo na incidéncia de obesidade,
hipertensdo arterial, dislipidemias, diabetes e cancer. O aleitamento materno ¢ a mais sabia
estratégia natural de vinculo, afeto, prote¢do e nutricdo para a crian¢a e constitui a mais
sensivel, econdmica e eficaz intervencdo para reducdo da morbimortalidade infantil
(BRASIL, 2010). O aleitamento envolve, além da relacdo mae e filho, a formagdo do habito
alimentar da criangca, uma vez que, a dieta da mie altera o paladar do leite materno e os
diferentes sabores interferem na ingestdo do lactente, podendo este ser um fator importante
quanto a melhora da alimentagdo de muitas criangas com sobrepeso (NOVAES, 2009).

Além de ser um direito garantido pelo Estatuto da Crianga e do Adolescente, que
prevé, em seu artigo 9°, que “o poder publico, as instituicdes e os empregadores propiciardo
condi¢cdes adequadas ao aleitamento materno, inclusive aos filhos de maes submetidas a
medida privativa de liberdade” (BRASIL, 1990), o aleitamento materno tem o potencial de
reduzir a mortalidade neonatal, que incide até o 28° dia de vida. Conforme pontua o relatério
sobre aleitamento materno do Estudo Nacional de Alimentagdo e Nutri¢do Infantil (ENANI),
a adogdo generalizada da pratica evitaria a morte de 800 mil criangas anualmente
(UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO, 2021). Realizado em 2019, o Estudo
Nacional de Alimentagdo e Nutricdo Infantil aferiu em 45, 8% a prevaléncia do aleitamento
materno exclusivo em criangas brasileiras nos primeirosseis meses de vida. Trata-se de taxa
ainda longe da meta estabelecida pela Organizagdo Mundial da Satde, que prevé a cobertura
de 60% de criancas de até seis meses de vida alimentadas exclusivamente com aleitamento

materno até 2030 (WHO, 2019).
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Dentre as estratégias para a promogao da satide materno infantil adotadas pelo Sistema
Unico de Saude (SUS) destaca-se a instituicio da Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano
(rBLH). Instituida em 1998 a partir da parceria entre a Funda¢do Oswaldo Cruz (Fiocruz) e o
Ministério da Saude, a Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano foi reconhecida pela
Organizagdo Mundial da Satde como uma agdo efetiva no combate a mortalidade infantil,
constituindo-se em um modelo global de boa pratica em politicas publicas para a saude
materno-infantil (OMS, 2011). A eficacia da amamentacgdo e/ou o uso de leite humano, por
meio de bancos de leite, conferem beneficios nutricionais para a crianga em todas as fases de
sua vida (ALMEIDA, 1999). Com o objetivo de fortalecer a assisténcia proporcionada a
mulher e ao recém-nascido, a Rede Nacional de Bancos de Leite Humano atua, entio, como a
estratégia principal no fortalecimento do aleitamento materno, e essa Rede tem como misséo
consolidar a importancia dos Bancos de Leite Humano. A Rede de Bancos de Leite Humano
engloba os Bancos de Leite distribuidos pelo Pais, tendo como centro de referéncia a estrutura
organizacional do Banco de Leite Humano da FIOCRUZ, localizado no Rio de Janeiro. Essa
organizacdo ¢ representada em cada Estado por um centro de referéncia e suas comissdes
(MAIA et al., 2004).

O leite humano possui uma composi¢do nutricional adequada e balanceada de
proteinas, carboidratos e gorduras; além de vitaminas e minerais essenciais ao organismo
(MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2018). O recém-nascido e o lactente apresentam atividade
anabdlica intensa, diferente de qualquer outro periodo de sua vida e essa atividade necessita
de uma oferta adequada de proteinas nos primeiros seis meses de vida (VIEIRA et al., 2004).
As proteinas desempenham papel importante para os recém-nascidos a termo, pré-termo e
lactentes, sua atuacdo se desdobra em funcdo enzimatica, transporte e sintese de varios
componentes, fun¢do metabdlica e atuam como agentes anti-infecciosos e imunomoduladores
(CALIL; FALCAO, 2003). O leite humano fornece em média 1,2g de proteina em 100 mL e
estas proteinas podem ser divididas em proteinas do soro e as caseinas (CALIL; FALCAO,
2003).

Nas duas tltimas décadas, as intensas campanhas de incentivo ao aleitamento materno
no Brasil vém acompanhando o aumento de pesquisas relacionadas a composi¢do nutricional
e aos beneficios do leite humano (COSTA; SABARENSE, 2010). Segundo Accioly et al.
(2009), conhecer a composi¢ao dos nutrientes no leite humano e entender sua importancia no
metabolismo, auxilia no desenvolvimento adequado dos bebés. Para Vieira et al.,, (2004), o

uso de estratégias para avaliagdo do contetido energético do leite humano, inclusive, nas
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unidades neonatais pode colaborar para a sustentagdo deste como o alimento preferencial em
rela¢do ao uso de formulas infantis.

Nas rotinas de Bancos de Leite Humano, o tinico método para determinar o contetido
energético do leite humano ¢ o crematocrito, técnica analitica para a determinag@o do creme,
que permite o calculo estimado do conteido energético do leite humano (ALMEIDA;
NOVAK; GUIMARAES, 2011).

Com foco na importancia do conhecimento do teor das proteinas para o crescimento e
o desenvolvimento adequados dos lactentes e considerando a rotina de analises de
macronutrientes nos bancos de leite humano e a importancia da determinacéo e conhecimento
dos demais macronutrientes que englobam o valor energético total do leite humano além da
gordura, a presente dissertacdo propos a adaptacdo de um método analitico para quantificacido
de proteina em leite humano. O objetivo deste estudo foi adaptar o método do formol para
leite humano. O método de formol quantifica proteina em leite de vaca e ¢ um método rapido
e pratico, baseado em titulagio (BEZZERRA et al., 2008). Este método ¢ de grande
relevancia por apresentar baixo custo, rapida execugao e aplicabilidade na analise de proteinas
(OLIVEIRA et al., 2006). Como base comparativa para a realizagdo do estudo fo1 utilizado o
método de quantificagdo de proteina por kjeldhal. De acordo com Bezzerra et al. (2008), este
método ¢ o padrdo para quantificacdo de proteinas e tem sido de grande relevancia em estudos
que envolvem produtos lacteos. O método de Kjeldahl é o mais utilizado para a determinagéo
de nitrogénio e contetido protéico em alimentos por sua ampla aplicabilidade, seu alto nivel de
precisdo e reprodutibilidade; porém é um método demorado em sua aplicag@o, apresentando
dificuldade de uma digestdo rapida sem perda de nitrogénio (VIEIRA, et al, 2016).

A adaptagdo do método do formol para leite humano podera ser inserida na rotina dos
bancos de leite, permitindo melhor informagdo sobre composicdo nutricional e do valor
energético do leite humano, podendo melhor destina-lo no atendimento aos recém-nascidos

prematuros e lactentes atendidos pela rede de bancos de leite humano.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo adaptar um método analitico de quantificagdo
de proteinas pelo método de formol, historicamente aplicado as andlises de leites de vaca,

para leite humano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Adaptar o método de andlise de proteina pelo método do formol de leite de vaca para leite
humano, reduzindo o volume de amostra analisada e propor outras alteracdes necessarias;

- Determinar a proteina de amostras de leite humano por método de kjeldahl;

- Realizar analise das amostras de leite humano por método do formol adaptado;

- Correlacionar os métodos de keldahl e formol para estabelecer as equagdes de regressdo para
determinacdo de proteina pelo método de formol em leite humano de diferentes estagios de

lactagdo;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 O LEITE HUMANO

O leite ¢ um produto secretado pelas glandulas mamarias das fémeas logo apds parto,
sendo um alimento indispensavel aos mamiferos nos primeiros meses de vida (PINHEIRO;
SILVA, 2010). Ele apresenta em sua composi¢do mais de 250 substancias distintas, dispostas
de forma hierarquizada e categorizadas, integrando trés importantes fracdes: emulsdo,
suspensao e solucdo (ALMEIDA et al., 2021).

A fragdo emulsdo agrupa os constituintes lipossoliveis — gordura, dleos, vitaminas e
pigmentos lipossoluveis. Os constituintes lipossoluveis se apresentam na forma de globulos,
que sdo revestidos por uma membrana fosfolipoprotéica, essa membrana ¢ responsavel por
conferir equilibrio a emulsdo. A fracdo suspensdo ¢ composta de micelas de caseina, cujo
equilibrio ¢ conferido pela fragdo Kk-caseina, essa fracdo protéica reveste a micela.A fragdo
solucdo engloba a agua, principais componentes do leite humano, nessa solugdo também estio
presentes, as proteinas do soro, sais minerais, carboidratos e a maior parte dos bioativos
imunobiologicos presentes no leite humano (ALMEIDA et al., 2021).

O leite de vaca difere-se nutricionalmente do leite humano na quantidade e qualidade
protéica, pois apresenta elevada concentracdo de caseina, ndo sendo adequado as necessidades
do recém-nascido humano (CALIL et al, 2003). No leite humano a baixa concentracdo de
caseina resulta na formagdo de coalho gastrico mais leve, de forma a melhorar a digestéo e

reduzir o tempo de esvaziamento gastrico (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2018).
3.2 IMPORTANCIA DO LEITE HUMANO

Conforme disposto em documentos da Organizacdo Mundial da Satde citados por
Jodo Aprigio de Almeida, o leite relaciona-se ao desenvolvimento de diversos processos de
formagdo do ser humano. O leite humano ¢ mais do que uma compilacdo de nutrientes, ele ¢
uma substancia com ampla complexidade biologica, desempenha papel protetor e
imunomodulador, auxiliando no desenvolvimento adequado do bebé. Além disso, contempla
substancias antiinflamatoérias importantes cujas fungdes ainda estdo sendo estudadas
(ALMEIDA, 1999).

E a primeira alimentacdo do recém-nascido, sendo fonte de nutrientes para as fungdes

biologicas, desempenha papel muito importante na protecdo contra doengas infecciosas, na
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adequacdo nutricional e no desenvolvimento afetivo e psicoldgico do recém-nascido (CALIL;
FALCAO, 2013). Considerado o alimento mais adequado as necessidades da crianca, serve
como referéncia para se estabelecer os requerimentos nutricionais nessa faixa etaria
(MORGANO et al., 2005). O leite humano ¢ capaz de suprir exclusivamente todas as
necessidades da crianga nos primeiros seis meses de vida; e por ser da mesma natureza ¢ mais
bem digerido e absorvido quando comparado aos leites de outras espécies (BRASIL, 2009).

Estdo incluidos na composi¢do do leite humano nutrientes importantes, células vivas
de defesa e também imunoglobulinas (IgA e IgG), estes compostos atuam melhorando o
funcionamento do sistema imunologico; além da presenca do fatores bifido e
antiestafilococico que sfo elementos protetores do leite materno contra doencas
gastrintestinais (NOVAES, 2009). Em estudo de rastreamento literario sistematico sobre
elementos protetores do leite materno na prevencdo de doencgas gastrintestinais e respiratorias,
realizado por Accioly ef al. (2009) constatou-se que a IgA ¢ a imunoglobulina com maior
capacidade protetora em ambos os tipos de doengas, devido a sua capacidade de resistir as
mucosas intestinal e respiratoria, além disso o levantamento expde que o leite materno
também possui outras imunoglobulinas, oligossacarideos, lipideos, peptideos bioativos, que
além da protecdo contra essas doencas, estimulam o desenvolvimento do sistema imune do
lactente.

E importante destacar que, além de ser uma fonte de nutricdo, o leite materno contém
compostos biologicamente ativos que também auxiliam no desenvolvimento da microbiota
intestinal (ANDREAS et al., 2015) e ainda de acordo com Novaes (2009), ¢ possivel que os
lactentes amamentados desenvolvam mecanismos mais eficientes para regular sua ingestdo
energética, pois o ato permite a crianga controlar a quantidade do leite consumido, baseado no

controle da saciedade interna.

3.3 ESTAGIOS DA LACTACAO

A lactagdo é um processo complementar a gestacdo, de grande impacto na saude do
lactente. Durante a gravidez, as glandulas mamarias se preparam para a lactagdo através de
uma série de transi¢des importantes (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2018).

O leite humano modifica sua composi¢@o durante toda a lactancia, proporcionando aos
lactentes nutrientes e componentes especificos em quantidades adequadas a cada idade e

situac@o; dessa forma, ndo existe processo capaz de reproduzir artificialmente os efeitos
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completos e eficazes das substancias bioativas presentes no leite humano (SILVA et al.,
2014).

De acordo com o periodo pds-parto o leite materno pode ser classificado como
colostro, leite de transi¢do e leite maduro, sendo cada fase acompanhada de uma composicao
nutricional diferenciada (NASCIMENTO; ISSER, 2003). Segundo Calil et al. (1992), as
alteragdes na composi¢@o do leite humano transcorrem da variada necessidade do lactante.

Em bancos de leite humano, para se determinar a classificacdo das fases da lactacao,
deve-se considerar a informagdo prestada pela paciente em seu cadastro de doadora, levando
em consideragdo a idade gestacional no momento do parto e a idade da lactacdo em dias em

que o leite foi coletado (ALMEIDA et al., 2021).

3.3.1 Colostro

O colostro ¢ o primeiro leite com o qual o recém-nascido tem contato, sendo o
primeiro produto da secregdo latica, obtido em média até sete dias apods o parto (ALMEIDA et
al., 2021). E um liquido amarelado, viscoso, que se encontra nos alvéolos das mamas desde o
Gltimo trimestre da gestacdo, até os primeiros dias do pos-parto (AKRE, 1997). Em geral, a
“descida do leite” acontece até 30 horas apds o parto (ALMEIDA, 1999).

Quando comparado ao leite maduro, o colostro ¢ mais Vviscoso, com maiores
concentra¢cdes de proteinas, minerais e vitaminas lipossoluveis, particularmente A, E, e
carotenoides, menores quantidades de lactose, gorduras e vitaminas do complexo B
(ALMEIDA; NOVAK,1995). E muito rico em fatores de defesa, como imunoglobulinas,
substancias imunomoduladoras, agentes anti-inflamatorios, dentre os quais se destacam os
fatores de crescimento ou troficos, e ainda os leucocitos (ANDREAS et al., 2015).

O volume de colostro produzido varia entre 2 a 20 mL por mamada nos trés primeiros
dias apds o parto; podendo variar de acordo com a situa¢do de paridade materna, pois
mulheres que ja amamentaram o produzem com maior facilidade (MAHAN; ESCOTT-
STUMP, 2018).

As imunoglobulinas representam a maior parte de sua fragdo protéica, sendo de grande
relevancia para protegdo do recém-nascido, porém os niveis de anticorpos sofrem rapido e

relevante declinio nos primeiros dias de vida (ANDREAS et al., 2015).
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3.3.2 Leite de transicio

A produgdo do leite de transi¢do ¢ uma combinacdo de colostro (o primeiro estagio do
leite materno) e leite materno maduro (o terceiro e ultimo estagio do leite materno) (MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2018). De acordo com Almeida et al., (2021) leite de transi¢do ¢ o produto
mtermediario entre o colostro e o leite maduro, sendo obtido em média entre o 7° € 0 15° dia
apos o parto.

Sua aparéncia ¢ mais rala e vai se modificando de forma gradativa para atender as
demandas do recém-nascido, adaptando-se as suas necessidades nutricionais e digestivas
(ANDREAS et al., 2015). Nessa fase da lactagdo ocorre o aumento da produgdo do leite para
dar suporte ao desenvolvimento e as necessidades nutricionais do bebé em desenvolvimento,
(GARWOLINSKA et al., 2018).

A concentragdo de imunoglobulinas e o teor de vitaminas lipossoliveis tornam-se
progressivamente menores, enquanto aumenta o conteudo de vitaminas hidrossoluveis,
lipideos e lactose, com consequente acréscimo do aporte caldorico (MAHAN; ESCOTT-STUMP,
2018).

3.3.3 Leite maduro

E uma mistura homogénea com trés partes: emulso (goticulas de gordura), suspenso
(particulas coloidais de caseina) e solugdo (componentes hidrossoluveis). Sua cor ¢ mais
branca e aspecto mais consistente, sua produc@o aumenta ao longo da lactacdo em fungéo das
necessidades da crianca (AKRE, 1997). O leite maduro é secretado do 15° dia em diante apds
o parto, sendo considerado o produto final do processo de amamentagdo (ALMEIDA et al.,
2021)

O leite maduro possui maior teor lipidico e de lactose, apresentando menor quantidade de
proteinas, contendo ainda grande parte dos minerais e vitaminas lipossoluveis (ANDREAS et

al., 2015).
3.4 COMPOSICAO NUTRICIONAL DO LEITE HUMANO
Apesar de a alimentagdo apresentar efeito sobre o leite materno, o leite de diferentes

maies apresenta composi¢cdo semelhante. Apenas aquelas com desnutrigdo grave podem ter o

seu leite afetado na sua qualidade nutricional (BRASIL, 2009).
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O leite humano ¢ composto aproximadamente por 88% de agua, sendo isotonico em
relacdo ao plasma, além de conter vitaminas, minerais, carboidratos, lipideos, nucleotideos
proteinas e imunoglobulinas (NASCIMENTO; ISSER, 2003).

As soroproteinas no leite humano constituem cerca de 60 a 90% de seu teor proteico
total; as gorduras constituem a maior fonte de energia do leite humano, sendo
aproximadamente 45 a 55% do valor caldrico total; ja a lactose constitui cerca de 70% do
conteudo de carboidratos do leite humano (CALIL et al., 2003).

A composicdo do leite humano, especialmente quanto a presenca de nutrientes ¢
variavel e pode ser influenciada por diversos fatores como genética, estado nutricional
materno, periodo de lactacdo, composi¢do da dieta materna hormonios, idade gestacional e

variagdo diaria entre as lactagdes (OLIVEIRA, 2006; COUTINHO, 2019).

3.4.1 Composicao de macronutrientes

3.4.1.1 Carboidratos

A lactose ¢ o maior componente de agucar/carboidrato do leite humano. Sendo a
principal fonte de energia para o desenvolvimento do cérebro humano (MAHAN; ESCOTT-
STUMP, 2018). Sua concentragdo no colostro ¢ de 5,3 gramas em 100 mL, elevando-se para 7
gramas no leite maduro. A lactose fornece de 45 a 50% do contetido energético total do leite
humano, os outros carboidratos, presentes em concentragdes inferiores, sdo representados pela
glicose, galactose, oligossacarideos complexos e glicoproteinas (CALIL ef al., 1992).

A elevada concentragdo de lactose no leite humano ¢ de grande importancia para o
organismo do recém-nascido pré-termo, a termo e do lactente, pois seu produto metabolico
integra o sistema nervoso central (VIEIRA et al., 2004).

De acordo com Calil e Falcdo (2003) a permanéncia de uma pequena porcdo de
carboidrato na luz intestinal ocasiona efeitos benéficos para a crianga, como: eliminacdo de
fezes mais amolecidas, reduzindo incidéncia de constipagdo intestinal, promogdo do
crescimento da microbiota ndo patogénica; agfo facilitadora sobre absorcdo de calcio e

fosforo, o que auxilia na preveng@o da doenga metabdlica 6ssea em recém-nascidos.
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3.4.1.2 Proteinas

As proteinas do leite materno possuem diversas fungdes importantes, contém todos os
aminoacidos essenciais, que atuam como fatores de protegdo, transportam hormonios e
vitaminas (CALIL; FALCAO 2003).

O leite humano maduro fornece em média 1,2 g de proteina por 100 mL e gera de 6 a
7% de energia para o lactente, estas proteinas podem ser divididas em duas categorias: as
proteinas do soro e as caseinas. Cerca de 80% das proteinas do leite s3o compostas por a-
lactoalbumina e 20% pelas caseinas (BRUXEL; SICA, 2019).

De acordo com Andreas Kampmann e Mehring Le-Doare (2015), ha uma elevagéo do
teor da caseina do leite humano durante a lactagdo, acompanhada de um decréscimo dos
niveis de proteinas do soro, onde a relag@o proteinas do soro/caseina, que ¢ de 90:10 no inicio
da lactacdo, modifica-se, atingindo valores de 60:40 ou até de 50:50 na fase do leite maduro.

As proteinas do soro compdem cerca de 60 a 90% do teor protéico total no leite
materno e sua composi¢do inclui a a-lactoalbumina, a lactoferrina, a lisozima, a soro
albumina, as imunoglobulinas e a B-lactoglobulina (NASCIMENTO; ISSER, 2003). A a-
lactalbumina constitui cerca de 40% das proteinas do soro do leite humano, sendo
imprescindivel para o transporte de ferro e sintese de lactose na glandula mamaria
(NASCIMENTO; ISSER, 2003). Aa-lactoalbumina e a -caseina fornecem a maior parte
dos aminoacidos aos lactentes; a lactoferrina ¢ importante no processo de absor¢do do
ferro, além de atuar como bactericida (BRUXEL; SICA, 2019). A taurina, aminoacido
importante e essencial para o recém-nascido, atua na conjugacdo de sais biliares, melhorando
a absorg¢do lipidica, além de atuar também no transporte de zinco e a glutamina, aminoacido
igualmente essencial, auxilia no crescimento de epitélio gastrointestinal, promovendo uma
barreira importante de protecio (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2018).

De acordo com Akré (1997), alguns estudos demonstraram que as proteinas
nutricionalmente disponiveis no leite humano podem ser menores que 8% se corrigidas para
soroproteinas, que resistem a protedlise ndo sendo absorvidas. As proteinas exercem outras
fungdes biologicas no organismo do lactente além do papel nutricional, especialmente aquelas
nao absorvidas. Essas fungdes estdo relacionadas a absor¢do e ao transporte de nutrientes,
atuam como fatores de protecdo contra agentes infecciosos e imunomoduladores e
crescimento na fung¢do hormonal, além disso, as proteinas ndo absorvidas atuam como

enzimas (DONOVAN, 2019).
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O leite humano possui mais de 70 enzimas que sdo divididas de acordo com o seu
desempenho fisiologico, sendo elas: enzimas com atividade na glindula mamaria, essas
enzimas atuam no transporte e sintese de componentes do leite humano; enzimas com
atividade predominante no recém-nascido, a presenca dessas enzimas melhora a digestdo e

metabolismo do recém-nascido e as enzimas lacteas sem fungdo bem estabelecida (CALIL;

RAMOS, 2003).

3.4.1.2.1 Diferenga entre as proteinas do leite humano e de vaca

Sobre o conteudo protéico no leite humano, constata-se que 80% ¢ lactoalbumina,
sendo a relacdo proteinas do soro/caseina no leite humano ¢ aproximadamente 80/20,
enquanto a no leite bovino ¢ 20/80 (SILVA et al., 2014). Outra diferenca significativa entre
leite de vaca e leite humano encontra-se nas concentragdes de aminoacidos de alto valor
biologico como a cistina e taurina, sendo elas superiores em leite humano (SILVA et al.,
2014).

O leite humano contém de 1 g a 1,5 g de proteinas em 100 mL comparadas aos 3,3 g
em 100 mL no leite de vaca. A concentragdo elevada de proteinas no leite de vaca resulta
basicamente da predominancia da caseina (GUERRA et al, 2011). As soroproteinas
predominantes no leite humano s3o a o-lactoalbumina, a lactoferrina, a lisozima,
imunoglobulinas e albumina sérica; o leite de vaca contém essas proteinas, embora em
concentragdes diferentes; sendo as principais soroproteinas as [-lactoglobulina e a-
lactoalbumina, sendo a B-lactoglobulina a soroproteina presente em maior concentragdo no
leite de vaca, esta por sua vez apresenta-se em baixa concentracdo no leite humano

(GUERRA e al., 2011).

3.4.1.3 Lipideos

A gordura presente no leite materno é a maior fonte de energia para os lactentes e
apresenta-se especialmente na forma de triacilglicerdis e fosfolipideos, mas também como
colesterol, sendo diacilglicerdis, monoacilglicerois, glicolipideos e ésteres de colesterol
(BRUXEL; SICA; 2019).

A fracdo lipidica apresenta um contetdo médio de 4,2 % em 100 mL, sendo
constituida principalmente por triacilglicerois (98%), contribuindo com 40% a 55% do total

de energia consumida pelo recém-nascido em aleitamento materno exclusivo (COSTA;
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SABARENSE, 2010). O restante refere-se a pequenas quantidades de fosfolipides, colesterol
e produtos da lipdlise, tais como acidos graxos livres monoinsaturados e diacilglicerdis
(CALIL; FALCAO, 2013). O leite humano ordenhado possui em média 40g de gordura por
Litro. Até a 10" semana do pds-parto, os lipidios mantém-se constantes em torno de 6,4% e a
partir da 11? semana pds-parto, elevam-se para 7,1%, mantendo-se constante até a 62* semana
(ALMEIDA et al., 2021).

E importante ressaltar que o leite secretado no inicio da mamada é mais rico em
carboidratos e o leite posterior ¢ rico em lipidios; essa quantidade maior de lipidios ¢
necessaria para o ganho de peso do bebé (BLESA et al., 2019). Durante a mamada existe um
aumento significativo do teor de gorduras, sendo o leite final com concentragdo lipidica trés
vezes maior quando comparado ao leite inicial (CALIL; FALCAO, 2003).

Segundo Calil e Ramos (2013), esta diferenca lipidica entre os leites inicial e final
poderiam ser decorrentes do fendémeno de absorc¢do dos globulos de gordura a superficie
secretora e aos dutos dos alvéolos mamarios, resultando em sua liberagdo tardia durante a
mamada. A concentragdo alta de gordura no leite final age como regulador de apetite, embora
ndo se tenha demonstrado isto em bebés alimentados de outras formas com conteudo variavel

de gordura (AKRE, 1997).
3.4.2 Composicao de micronutrientes

A composi¢do do leite humano, especialmente quanto a presenga de micronutrientes, &
muito variada e pode ser influenciada por diversos fatores, havendo inclusive diferencas entre
o leite da frente e o Ultimo a sair (anterior e posterior), com alteragdes na concentragdo dos
macros e dos micronutrientes (MORGANO, 2005).

Sabe-se que a composi¢do do leite humano varia conforme o estdgio da lactagdo e
mesmo entre as nutrizes (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2018). Procedimentos que permitam
avaliar as concentragdes dos micronutrientes do leite humano s3o necessarios, uma vez que
essas deficiéncias em nutrizes podem ocasionar prejuizos no crescimento e desenvolvimento
dos bebés (CALIL, 2013).

No leite humano s3o encontradas minerais e vitaminas que atuam como componentes
estruturais em tecidos, cofatores enzimaticos, potencializam a formacgdo e agdo do sistema
imunologico, participam da sintese de novas substancias, dentre outras importantes atividades

(MORGANO et al., 2005).
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3.4.2.1 Composigdo de minerais

De acordo com Bruxel; Sica (2019), os teores de minerais podem variar entre as
lactantes, sendo o colostro o tipo de leite que apresenta niveis mais elevados, seguido pelo
leite de transigdo e pelo leite maduro.

Os minerais sdo classificados em macroelementos e microelementos, sendo os macro:
sodio, potassio, calcio, magnésio e fosforo, entre outros; e microelementos ou elementos
tragos:  cobalto, cobre, iodo, flior, molibdénio, selénio, cromo, ferro, zinco e outros
(SEVERO et al.,, 2015). Essa classificacdo corresponde a quantidade diaria necessaria para o
bom funcionamento do organismo — elevada para os macroelementos e reduzida para
microelementos.

A necessidade de microelementos em lactentes ¢ maior que a de criangas e adultos
devido a alta demanda bioquimica de vias metabdlicas atuando no crescimento e
desenvolvimento do organismo (MORGANO, 2005).

A concentragdo de cobre, zinco e ferro no leite ndo depende da concentracdo desses
minerais no organismo da mae (DOMELLOF et al., 2004). O zinco, por exemplo, que atua na
diferenciacdo celular e metabolismo de proteinas e lipideos, estd presente no colostro em
concentragdo até 17 vezes maior que o aquele presente no organismo materno (CHRISTIAN
et al., 2021). Provavelmente seja por isso que a suplementagdo de minerais ou sua deficiéncia
na dieta materna ndo altera, significativamente, o aporte desses nutrientes para o leite

(ERICK, 2018).

3.4.2.2 Composigdo de vitaminas

As vitaminas funcionam como catalisadores de reagdes metabolicas no organismo e
podem ser classificadas em lipossoliveis e hidrossoliveis. Sua composi¢do no leite humano
pode variar de acordo com o estado nutricional materno, caindo quando héa deficiéncia no
organismo da made (ERICK, 2018). Por outro lado, a suplementacdo de vitamina C e D
aumenta sua concentracdo no leite e pode contornar essa deficiéncia (BRAVI et al., 2016).

O colostro ¢ rico em vitaminas lipossoliveis e em geral tem baixa concentracdo de
vitaminas hidrossoliveis. Em todos os periodos da lactacdo a concentragdo de vitaminas
hidrossoluveis ¢ mais diretamente influenciada pela dieta da mae (CALIL ef al, 2003) e o
conteudo vitaminico total do leite varia significativamente ao longo do dia, de acordo com o

ciclo circadiano.
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As vitaminas sdo indispensaveis para o organismo, atuando como coenzimas em
diversas vias. Sdo essenciais no desenvolvimento imunolégico e neural do lactente, na

manutengao dos tecidos e no metabolismo do ferro e do céalcio (COUTINHO, 2019).

3.5 PAPEL DOS BANCOS DE LEITE HUMANO

Nas situa¢des em que a mde apresenta dificuldades para amamentar o filho, o leite
coletado e processado em Bancos de Leite Humano deve constituir-se como uma alternativa
segura que garanta o desenvolvimento da criangca (BARROS et al., 2018).

A Rede Brasileira de Banco de Leite Humano ¢ considerada a maior e mais complexa
do mundo pela Organizagdo Mundial de Satde. Dentre os 292 bancos de leite humano
existentes no mundo, 72,9% deles estdo no Brasil; essas unidades assistiram, entre 2008 e
2014, 88,5% (cerca de 11 milhdes) de mulheres e contaram com o apoio de 93,2% doadoras
de leite (1,1 milhdo de brasileiras) (BORGO et al., 2005).

Os bancos de leite humano fazem parte do Sistema Unico de Satde como uma
estratégia de atencdo neonatal, vinculado as politicas de seguranca alimentar e nutricional.
Acdes de promocgdo, protecdo e apoio ao aleitamento materno sdo partes atribuidas aos bancos
de leite humano, além da coleta, processamento, controle de qualidade e distribuicdo do leite
humano pasteurizado para recém-nascidos a termo, pré-termo e lactentes de baixo peso ou
hospitalizados em Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal. Sendo dessa forma, um
elemento estratégico importante para colaborar com a redug¢do da morbidade ¢ mortalidade
infantil (BARROS et al., 2018).

Nos bancos de leite humano, a qualidade dos produtos processados, estocados e
distribuidos deve ser parte de um sistema conectado que percorre todas as etapas, sem se
restringir exclusivamente a analises laboratoriais (BORGO et al, 2005). Este leite, apos
criteriosa avaliagdo, deve estar adequado aos quesitos de inocuidade e valor nutritivo,
suficientes para garantir o desenvolvimento sadio e correto do recém-nascido (BORGO et al.,
2005).

O leite humano ordenhado ¢ o produto manipulado em bancos de leite humano, onde
sdo selecionados como receptores os lactentes pré-termos e recém-nascidos de baixo peso
com dificuldade de succdo, diarreia protraida, alergia a proteinas heter6logas e situagcdes em

que a mae encontra-se impossibilitada de amamentar (ALMEIDA et al., 2021).
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3.6 ANALISES DE ROTINA DOS BANCOS DE LEITE HUMANO

A qualidade do leite humano ordenhado distribuido pelo Banco de Leite Humano ¢
uma pauta de extrema seriedade, pois os recém nascidos que consumirdo este produto tém
baixa resisténcia as infec¢des, logo, o consumo de leite contaminado pode gerar doengas
(DANTAS, et al., 2006).

Todo leite humano recebido pelo Banco de leite deve ser submetido a procedimentos
iniciais de selecdo e classificacdo, sendo etapas da sele¢do a verificagdo da embalagem,
presenca de sujidades, cor e off-flavor (ALMEIDA et al., 2021). A classificacdo do leite
humano envolve parametros como: periodo de lactacdo, verificagdo da Acidez Dornic e
contetdo energético por meio do Crematocrito (FIOCRUZ, 2008).

Crematodcrito ¢ a técnica analitica que permite o calculo estimado do conteudo
energético do leite humano ordenhado (ALMEIDA et al, 2021). Acidez Dornic do leite
humano ordenhado ¢ a acidez titulavel expressa em graus Dornic (BRASIL, 2006). Off-flavor
¢ a caracteristica organoléptica nido conforme com o aroma original do leite humano
ordenhado (BRASIL, 2006).

Os leites que ndo se encaixam nas especificagdes determinadas quantos aos aspectos
sensoriais (auséncia de sujidades, cor e off-flavor caracteristicos), fisico-quimicos (acidez
Dornic entre 1° e 8°D e crematdcrito) e microbiologicos (auséncia de coliforme a 35°C),
deverdo ser descartados (ALMEIDA et al., 2021).

Em decorréncia de sua propria composicdo, o leite humano apresenta uma acidez
original. As micelas de caseina, as proteinas do soro do leite e os sais minerais sdo 0s
principais responsaveis por essa caracteristica quimica. A medida que a microbiota presente
no leite humano encontra condi¢des favoraveis para o crescimento, ocorre a producio de
acido latico e a consequente elevacdo da acidez (ALMEIDA; NOVAK; GUIMARAES,
2011). Em condig¢des normais, o leite humano tende a apresentar pH situando-se entre 6,5 ¢
6,9 (ALMEIDA et al., 2021).

Os leites que preenchem todas as especificagdes serdo pasteurizados e categorizados
de acordo com seu valor energético para em serem destinados aos recém-nascidos e bebés,

conforme necessidade (ALMEIDA, et al., 2021).
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3.6.1 Analise de Acidez Titulavel

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas do leite humano, a acidez desempenha um
papel importante na avaliagdo pelos bancos de leite humano, uma vez sobrecargas acidas ou
basicas do leite humano resultam em acidose ou alcalose metabodlica e a sua utilizagdo pode
causar enterocolite necrosante em recém-nascido pré-termo e nos a termo de baixo peso ao
nascer (CAVALCANTE, 2005). A acidez ¢ um parametro de qualidade pois um valor elevado
indica que houve fermentacdo de lactose, com consequente aumento de acido latico. Essa
fermentagcdo pode indicar que o leite esta com uma alta contaminac¢do, ou que passou um
periodo em temperaturas mais elevadas (cagar uma referéncia para esta informagao).

A acidez Titulavel é determinada com uma solug@o padrdo que contenha um titulante
alcalino, que na maioria das vezes ¢ o hidroxido de sodio (NaOH). A técnica ¢ baseada em
uma reagdo entre o titulante alcalino padrio e os constituintes acidos presentes no leite
humano, até que acontega neutralizacdo. O ponto final da reacdo é determinado com o auxilio
de um pHmetro ou por meio de solu¢des indicadoras, elaboradas com substancias que
possuem grupos cromoforos em sua composi¢do. Por essa razdo ¢ que ocorre mudanca de

coloragdo na medida em que ocorre a mudanga de pH (ALMEIDA et al., 2021);

3.6.2 Analise de crematocrito

O crematoécrito ¢ um método pelo qual se determina a quantidade de creme e se estima
a concentracdo de gordura e o conteudo energético de uma amostra de leite humano. O
método ¢ simples e rapido e esta determinac¢do do teor de gorduras deve ser realizada logo
apos as analises sensoriais do leite humano ordenhado (ALMEIDA et al., 2021).

O método utilizado para determinar o contetido energético do leite humano consiste
em centrifugar amostras de leite humano, medir a quantidade de gordura existente e, através
de calculos matematicos e formulas especificas, determinar seu conteudo energético

(ALMEIDA et al., 2021).

3.7 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE PROTEINAS EM
ALIMENTOS

A determinacdo de proteinas ¢ de extrema importancia para conhecimento nutricional

dos alimentos. Elas sdo tradicionalmente avaliadas pelo método de Kjeldahl, método de
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referéncia, sendo o método mais exato para a determinagdo de proteina em alimentos
(CECCHLI, 2003).

Porém outro método relevante na quantificacdo de proteinas, por apresentar baixo
custo, rapida execucdo e aplicabilidade, inclusive na realidade das industrias de laticinios ¢ o
método do formol (OLIVEIRA et al., 2006). O método do formol ¢ baseado apenas em
titulacdo e ag@o de reagentes; esse método quantifica proteina em produtos lacteos (COSTA
JUNIOR 2020).

De acordo com Gomes (2011) varios métodos podem ser empregados para analise das
proteinas em produtos lacteos, mas dentre esses métodos, para lacteos os que mais se

destacam sdo os métodos de Kjeldahl e Formol.

3.7.1 Método de kjeldahl

O método de Kjeldahl foi desenvolvido pelo quimico dinamarqués Gustav Kjeldahl
em 1883 e, desde entdo, ¢ utilizado para calcular o teor de proteina em diversos tipos de
amostras organicas (WOLFSCHOON e VARGAS, 1977).

As proteinas lacteas tém sido tradicionalmente determinadas por meio do método de
Kjeldahl, pois este método deferencia os teores de proteina, dos teores de proteina verdadeira
e de caseina (BEZZERRA et al., 2008).

O método de Kjeldahl determina o teor de nitrogénio de origem organica, onde fontes
ndo proteicas como acidos nucléicos, alcaldides, lipideos nitrogenados, carboidratos

nitrogenados, e pigmentos nitrogenados, também sdo aferidas pelo método (CECCHI, 2013).
3.7.1.1 Etapas do método de kjeldahl

Ao longo do tempo o método de kjeldhal passou algumas modificagdes quanto aos
reagentes utilizados, contudo, o processo basico de analise continua o mesmo. Esse processo
compreende trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacio (ASSOCIATION OF OFFICIAL
ANALYTICAL CHEMISTS, 1984).

Na etapa da digestdo, o nitrogénio ¢ separado da amostra por meio da adi¢do de uma
solucdo de acido sulfurico e calor, na presenca de catalisadores, resultando em sulfato de
amonio. Este sulfato de amonio ¢ convertido em amodnia por reagdo com hidréxido de sédio e
destilado por arraste de vapor até uma solucdo acida, que fixa o nitrogénio. A quantidade do

acido consumida na etapa de titulacdo corresponde a quantidade de nitrogénio da amostra. O
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teor de nitrogénio ¢ multiplicado pelo Fator de Conversdo especifico de cada alimento para

obter o teor de proteina (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2019).

3.7.2 Método do formol

Esse método foi inicialmente utilizado para quantificacdo de proteinas em 1905 e
posteriormente otimizada com a adi¢do de oxalato de potassio. E amplamente utilizado para
analise de leite de vaca (WOLFSCHOON-POMBO e VARGAS, 1977).

A base deste método apresenta-se datado em 1905, quando Steinegger (1905), citado
por Wolfschoon e Vargas, (1977) “demonstrou que o “Valor Aldeido" do leite como sendo
a diferenca entre a acidez original do leite e a acidez apds a adicdo de formaldeido a
40%”. Subsequente, Richmond e Miller (1906), citado por Wolfschoon-Pombo e Vargas,
(1977) “consideraram a possibilidade de se calcular a porcentagem de proteina do valor
aldeido, sugerindo, além disso, um mecanismo para a reagdo do formaldeido”.

Uma modificagdo do método foi proposto por Pyne (1932) citado por
Wolfschoon-Pombo e Vargas, (1977), onde avaliou-se que a metodologia poderia ser
melhorada mediante adicdo de oxalato de potassio antes da titulagdo com formol.

A adig@o de oxalato na determina¢io da acidez do leite foi sugerida pela
primeira vez por Van Slike e Bosworth em (1914); Pyne (1932) indicou
que os fosfatos solaveis e coloidais afetam o valor do formaldeido
(elevando-o ou diminuindo-o res- pectivamente) dependendo do alcali
utilizado para titular. O uso de oxalato elimina estes efeitos, além de
favorecer a determinagdo do ponto final da titulacdo, ja que se elimina
a palidez devida a formacdo de fosfato (WOLFSCHOON e
VARGAS, 1977).

De acordo com Wolfschoon-Pombo e Vargas (1997), Schulz e colaboradores
realizaram um intenso estudo do método de formol para determinacdo de proteina no leite de
vaca, em que aperfeicoaram e aplicaram o método nas praticas de laticinios.

O método de formol ¢ utilizado para quantificar as proteinas a partir da reagcdo com
formaldeido, sendo um método barato, rapido e de facil execugdo, além de ndo utilizar
reagentes de complexa manipulagdo (GOMES, 2011). O método ¢ baseado em uma titulagido
acido-basica, onde ¢ feita a medig@o dos protons liberados pela reagdo do formaldeido com os
grupos amino das cadeias laterais das proteinas, apds prévia neutralizacdo com alcali (NaOH)
(COSTA JUNIOR 2020). A figura 1 apresenta a reagdo do formaldeido com o grupo amino

das proteinas.
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Figura 1. Reagdo do formaldeido (HCHO) com proteinas

WHz* % M Hz i "
e e e R e H
Cadeia Protéica = L=
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/CHzOH
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Fonte: GOMES; OLIVEIRA (2011).

3.8 UTILIZACAO DO METODO DE FORMOL COMO ALTERNATIVA AO METODO
DE KJELDAHL PARA QUANTIFICACAO DE PROTEINA

Em estudo realizado por Almeida ef al., (2008), sobre comparagdo entre os métodos
do Formol e de Kjeldahl para determinagdo de proteinas em leite, cujo objetivo foi
correlacionar esses métodos em amostras de leite fluido (UHT), levando em consideragéo
seus teores de proteina verdadeira e caseina, constatou-se um coeficiente de correlagdo de
70% entre os teores de proteina dos Métodos Kjeldahl e do Formol, confirmando com esses
dados, a aplicabilidade do método formol na rotina de um laboratério de laticinio e de analises
de alimentos.

Em 1977, Wolfschoon-Pombo e Vargas, avaliaram a aplicagdo de formol para
determinacdo do conteudo de proteina no leite cru e pasteurizado e constataram em seus
resultados que os testes realizados nos leites tanto crus quanto pasteurizados, apresentaram
valores de proteina notadamente comparaveis. O indice de correlagdo entre os dois métodos
corroborou para utilidade e eficiéncia do método de formol na determinag¢do de proteina do
leite. Além disso, Wolfschoon-Pombo e Vargas (1977) destacam que o método também pode
ser utilizado para verificag@o de excesso de acidez e sugere sua aplicabilidade para determinar
o teor de proteina em outros subprodutos de laticinios.

Lourengo e Wolfschoon-Pombo (1982), destacam que o método de formol ja era um
método avaliado mundialmente, sendo considerado um método rapido de determinagdo de

proteinas, tanto no leite, quanto no soro; e apresentava boa precisdo tanto para baixos como
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para altos teores de proteina. Em seu estudo sobre exatiddo da determinagdo volumétrica de
caseina no leite destinado a fabricacdo de queijo prato, Lourenco ¢ Wolfschoon-Pombo ao
correlacionar seus resultados obtidos com o método de formol com os de kjeldahl, apontou
que os ambos ndo apresentaram diferenca significativa estatisticamente, sendo, portanto,
concluido que o método do formol poderia ser utilizado para a pratica proposta no estudo.

Um estudo realizado por Silva, et al, (1995), sobre desenvolvimento de uma
metodologia analitica para avaliagdo de protedlise em queijos, foram desenvolvidas técnicas
analiticas para determinacdo dos teores de nitrogénio total, nitrogénio solivel em pH 4,6 ¢
nitrogénio solivel em acido tricloroacético 12%. Os resultados para queijo prato no decorrer
da maturacdo apontaram elevado grau de associagdo entre os resultados obtidos com os
métodos de kjeldahl e do formol. A analise de queijos comerciais apresentou alta correlagdo
com o método de referéncia, indicando que o método do formol ¢ aplicavel a diferentes tipos

de queijos.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 NUMERO E SELECAO DAS AMOSTRAS

As amostras de leite humano foram selecionadas e fornecidas pela FIOCRUZ - RJ e
pelo Banco de Leite Humano de Juiz de Fora - MG. O leite humano fornecido para este
estudo foi o de descarte, que geralmente apresenta ndo conformidades como a presenca de
sujidades. Sao considerados exemplos de sujidades comumente encontradas no leite humano
ordenhado: pélos, cabelos, pele, restos de alimentos, fragmento de unha, insetos, pedacos de
papel, vidro etc. (ALMEIDA et al., 2021). Desta forma, as amostras de leite humano
utilizadas ndo prejudicaram o suprimento deste material para os hospitais credenciados na
rede, e estavam aptas para o estudo proposto.

Realizou-se a parte experimental do trabalho no Laboratério de Pesquisa da EPAMIG
Instituto de Laticinios Candido Tostes. Foi analisado um total de 17 amostras de leite
humano, em diferentes estagios de lactacdo, sendo 4 amostras de colostro, 5 amostras de leite
de transi¢do e 8 amostras de leite maduro, sendo os ensaios realizados em duplicatas. As
amostras estavam congeladas, o descongelamento foi realizado mantendo o frasco e/ou saco
de leite congelado em 4gua morna com troca recorrente em temperatura de 37 °C a 70 °C. A
homogeneizacdo das amostras foi realizada por inversdes no frasco logo antes da pipetagem e

a cada utilizagdo das amostras.
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4.2 PRE-TESTES

Os pré-testes foram realizados em duas etapas, onde na primeira etapa foi avaliada a
possibilidade de correlagdo entre o método do formol e de Kjeldahl, tendo sido usado o
mesmo método do formol para leite bovino em leite humano. A adaptacdo do método para
diminuicdo da quantidade de leite humano para a realizagdo da técnica, com consequente
adequac@o das quantidades de reagentes, troca da solucdo de hidroxido de sodio 0,1 mol/L por
0,111 mol/L (Dornic) e a utilizagdo do oxalato, foram testados na segunda etapa dos pré-

testes.

4.2.1 Primeira fase dos pré-testes

Para a primeira fase de testes foram utilizados 10 mL de leite humano. As amostras
foram escolhidas aleatoriamente e foram realizados 10 ensaios em duplicata. Para os métodos

de kjeldahl e formol as analise foram realizadas segundo Costa Junior (2020).

4.2.2 Segunda fase do pré-teste

Na segunda fase foi feita a miniaturizacdo do método, diminuindo todas as
quantidades de reagente e amostra do método tradicional de determinacdo de proteina em
leite de vaca pela técnica do formol em 10 vezes, e foi realizada a correlagdo com o método
de kjeldahl. Dentro deste contexto de adaptagdo do método, foi realizada a troca da
concentragdo do hidréxido de sédio de 0,1 mol/L para 0,111 mol/L (Dornic), e foi também
avaliado o potencial efeito do oxalato de potassio nas amostras, sendo testadas amostras com
e sem o reagente, e avaliando a correlacdo com o método de kjeldahl.

Essas adaptacdes levaram em consideracdo o método de analise de acidez em leite
humano, para que o método adaptado do formol para determinag@o de proteina pudesse ser
uma continuidade deste, sem gasto excedente de amostra ou troca de solugdo alcalina ja usada
para a acidez. Foram realizados testes com leites em diferentes estagios de lactagdo (colostro,

leite de transi¢do e leite maduro).
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4.3 METODOS DE ANALISES

4.3.1 Quantificacdo das proteinas pelo método de Kjeldahl

Foi utilizado para quantificacdo de proteina o método de kjeldahl segundo BRASIL
(2006). Para conversdo do teor de N em proteinas utilizou-se fator de conversdo de produtos
lacteos (6,38). Utilizou-se 1 ml de amostra de leite humano para determinag@o do nitrogénio

total.

4.3.2 Quantificacdo das proteinas pelo método do formol adaptado

Para a realiza¢do do método do formol em leite humano foi utilizado o método
modificado com base no descrito por Costa Jinior (2020). Foi transferido para um béquer, 1
mL de leite e 1 gota de indicador fenolftaleina alcoodlica 1%. Em seguida o conjunto foi
titulado utilizando solug@o Dornic (hidroxido de soédio 0,111 mol/ L), até que tomasse uma
coloragdo rosa claro. Apos a titulacdo, foram acrescentados 0,2 mL de formol 37% p.a. e
aguardou-se por 20 segundos em capela de exaustdo de gases. Repetiu-se entdo a titulagdo
com solugdo Dornic até que atingisse novamente a coloragdo rosa claro. Também foi
calculado o Fator Acidez do Formol (FAF), que ¢ o volume de solucdo Dornic gasto para
titulacdo de 0,2 mL do formol 37% p.a. utilizado na técnica. O volume de solugdo Dornic
gasto na segunda titulacdo da amostra, descontado o FAF, foi utilizado nos calculos

estatisticos para avaliar a correlacdo com Kjeldahl.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a teste de normalidade Shapiro-Wilk e as regressdes
lineares foram testadas quanto a significancia e independéncia de residuos a 95% de
probabilidade pela ANOVA. Os parametros da regressdo, bem como seus intervalos de
confianca e coeficientes de correlagdo, foram estabelecidos. Foi utilizado o programa

estatistico XLSTAT versdo 2022.3.1.1320 (Addinsoft, Paris, Franca).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS DAS FASES DOS PRE-TESTES

No primeiro momento foi realizada a determinacdo da quantificacdo da proteina de
leite humano por kjeldahl e formol para avaliar se existiria correlagdo entre os métodos para
essa matriz. Averiguada a existéncia da correlacdo foram realizados testes para miniaturizagéo
do método, troca de concentragdo de solucdo alcalina e a utilizagdo do oxalato de potassio.

Com base nos resultados dos pré-testes, foi definida a metodologia de adaptag¢do do
método do formol a ser testada (Figura 1) para correlacdo com método de kjeldahl, sendo esta
uma continuagdo da analise de acidez titulavel do leite humano com 1 mL de amostra, solucdo
basica de hidroxido de soédio 0,111 mol/ L (solugdo Dornic), sem utilizacdo do oxalato de

potassio.

Figura 2 — Representag@o esquematica do método do formol adaptado para determinagéo do

teor de proteina em leite humano

1* Titulagao

1 mL de amostra de
leite humano

Anotar o valor gasto
de solugao Dornic da
segunda titulacao e
aplicar na tormula
especifica para cada
estagio de lactagao,
apos subtrawr o FAF.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Adicionar 1 gota de
Fenolftaleina
alcoolica 1%

2% Titulagao com
solugao Dornic ate
atingir novamente a
coloragao rosa claro

utilizando solugdo
Domic (hidroxido de
$0d100,111 mol/ L)
até rosa claro.

Acrescentar 0,2 mL
de formol 37%p.a. e
aguardar por 20
segundos em capela
de exaustdo de gases

As alteragdes entre o método de formol adaptado para leite humano, mediante ao

método de formol tradicional para leite de vaca estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Diferenca entre os pardmetros dos métodos de formol tradicional e adaptado para

determinacdo de proteina

Determinacio de proteina Determinacio de proteina

) ) pelo método do Formol pelo método do Formol
Parimetros do método tradicional (COSTA ADAPTADO
JUNIOR, 2020)
Quantidade de amostra 10 mL 1 mL
Uso do oxalato de potassio 0,4 mL Nio utiliza
28%
Concentragéo da solucéo 0,1 mol/L 0,111 mol/L
de hidroxido de sodio
Quantidade de fenolftaleina 1 mL 1 gota
alcodlica 1%
Quantidade de formol 37% 2 mL 0,2 mL

P.A. utilizado

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

E possivel que o oxalato ndo tenha sido efetivo para a analise de leite humano, pela
sua atuacdo nos fosfatos do leite (WOLLSCHOON-POMBO; VARGAS, 1977), uma vez que
os fosfatos estdo presentes majoritariamente nas caseinas (SILVA, 2004).

E importante ressaltar que as proteinas do leite humano sdo qualitativamente
diferentes das do leite de vaca, onde a relacdo proteinas do soro/caseina no leite humano ¢

aproximadamente 80/20, enquanto a no leite bovino ¢ 20/80 (CALIL et al., 2003).

5.2 RESULTADOS DAS ANALISES DE LEITE HUMANO PELO METODO DO
FORMOL ADAPTADO E DE KJELDAHL

Ao analisarmos a tabela 2, podemos observar que as médias de mL Dornic no método
formol adaptado para colostro e leite de transi¢@o apresentam semelhanga, sendo P>0,05; para
o método de kjeldahl observamos que para leite de transi¢do e leite maduro as médias

apresentaram semelhanga, sendo P>0,05.
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Tabela 2 — Resultados do percentual de proteina obtidos para o método do Formol adaptado e

Kjeldahl para leite humano em diferentes fases de lactacdo™

mL Dornic** (formol

Fases de lactacéio adaptado) % PB Kjeldahl
Colostro 0,17+0,06* 3,95+1,52 2
Transicao 0,1240,05® 2,2440,21°
Maduro 0,09£0,03"° 1,65+0,33°

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

*Médiastdesvio padrdo. Letras iguais na mesma coluna indicam que as médias sdo semelhantes
(P>0,05) pelo teste de Tukey.

** volume de solugdo Dornic (NaOH 0,111 mol/L) gasto na segunda titulagdo do método adaptado do
formol, ja descontado o fator acidez do formol, conforme descrito no item 4.3.2.

O resultado ratifica os achados analiticos e literarios sobre o colostro ser um leite com
maior teor de proteinas. O colostro ¢ muito rico em fatores de defesa, como imunoglobulinas
e substancias imunomoduladoras, sendo as imunoglobulinas representantes da maior parte da
fracdo protéica do colostro (CALIL ef al.; 1992).

O leite de transi¢@o apresenta um teor de proteinas inferior ao colostro, o decréscimo
ocorre em virtude da diminuigdo progressiva das imunoglobulinas (MAHAN; ESCOTT-
STUMP, 2018). Ja o leite maduro apresenta menor quantidade de proteinas, quando
comparado ao colostro e ao leite de transi¢do, pois o foco na produgdo de proteinas ¢é

acompanhar o crescimento e desenvolvimento do lactente (ANDREAS et al., 2015).

5.3 CORRELACAO DOS METODOS CONSIDERANDO CONCOMITANTEMENTE
TODOS OS ESTAGIOS DE LACTACAO DO LEITE HUMANO

Para estabelecer uma correlagdo entre o volume de solugdo de NaOH 0,111 mol/L
gasto na segunda titulagdo do método do formol adaptado (conforme descrito no item 4.3.2) e
a proteina obtida para todas as amostras disponiveis (em todos os estagios de lactagdo) pelo
método de Kjledahl, foi estabelecida uma regressdo entre os dados (Figura 3) com

significancia comprovada pela ANOVA (Tabela 3).
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Figura 3 - Regressdo linear entre o volume de solugdo de NaOH 0,111 mol/L gasto na
segunda titulagdo do método do formol adaptado e a proteina pelo método de Kjeldahl para

as amostras de leite humano em todos os estagios de lactagdo

6,0
55

5,0 ®
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4,5 R2=0,7717

4,0
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Tabela 3 — ANOVA da regresséo linear entre o volume de solugdo de NaOH 0,111 mol/L
gasto na segunda titulacdo do método do formol adaptado e a proteina pelo método de

Kjeldahl para as amostras de leite humano em todos os estagios de lactagdo

Fde
gl sQ MQ F significagdo

Regressao 1 17,0573 17,0573 50,70664 3,5E-06
Residuo 15 5,045878 0,336392
Total 16 22,10318

Erro 95%

Coeficientes padrdo Stat t valor-P inferiores 95% superiores

Intersegéo 0,21115 0,333408 0,633308 0,53607 -0,49949 0,921793
mL Dornic 18,71734 2,628523 7,120859  3,5E-06 13,11478 24,31991

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Ao analisarmos a Tabela 3, observamos que a regressdo foi significativa, mas a

intercessdo ndo apresentou significancia, sendo, portanto, dispensavel na formula. Dessa
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forma, pode ser estabelecida uma formula que correlaciona o volume de solugdo de NaOH
0,111 mol/L gasto na segunda titulagdo do método do formol adaptado (descontado o FAF) e
a proteina pelo método de Kjeldahl para as amostras de leite humano em todos os estagios

de lactacao:

% Proteina = 18,7 x mL Dornic.

Onde a porcentagem ¢ expressa em m/v e mL Dornic € o volume de solugdo de NaOH
0,111 mol/L gasto na segunda titulagdo do método do formol adaptado ja descontado o FAF.

De acordo com Pyne (1932) citado por Wolfschoon-Pombo e Vargas (1997), o
percentual de proteina calculada pelo método de formol tradicional em leite de vaca estd
expresso na seguinte formula: % proteina = 1,74 x Valor de Formaldeido.

Resultado semelhante sobre correlagdio dos métodos analiticos de kjeldahl e formol
para quantificacdo de proteinas foi encontrado em um estudo realizado por Olegario et al
(2008), em ricota probidtica, cujo objetivo foi evidenciar a viabilidade do uso do método de
formol como uma alternativa ao método oficial de kjeldahl. Ao realizar a comparagédo
utilizando como base suas médias de resultados para formol e kjeldahl, pdde-se evidenciar
que o objetivo das andlises foi atingido satisfatoriamente em ambos os métodos, sendo,
portanto, viavel a utilizagdo do método de formol como alternativa ao kjeldahl.

Em outro estudo comparativo entre resultados obtidos no método do formol e em
kjeldahl realizado por Lourengo e Wolfschoon-Pombo (1982), onde se avaliou o teor de
caseina em leite destinado a fabricacdo de queijo prato, observou-se que os métodos ndo
apresentaram diferenca significativa através de analise estatistica. Sendo, portanto, viavel a
utilizagdo do método de formol.

Em importante estudo sobre métodos analiticos para determinagdo de proteina por
kjeldahl e formol, em leite pasteurizado e cru, realizado por Wolfschoon-Pombo e Vargas

(1997), apontou a eficacia do método de formol para determinagdo de proteina no leite.

5.4 CORRELACAO DOS METODOS CONSIDERANDO O ESTAGIO DE LACTACAO
“COLOSTRO” DO LEITE HUMANO

Para estabelecer uma correlagdo entre o volume de solu¢do de NaOH 0,111 mol/L

gasto na segunda titulagdo do método do formol adaptado (conforme descrito no item 5.3.2) e
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a proteina obtida para colostro pelo método de Kjeldahl, foi estabelecida uma regressio entre

os dados (Figura 4) com significancia comprovada pela ANOVA (Tabela 4).

Figura 4- Regressao linear entre o volume de solugdo de NaOH 0,111 mol/LL gasto na segunda

titulacdo do método do formol adaptado e a proteina pelo método de Kjeldahl para as

5,0

3,0

2,0

% proteina (Kjeldahl)

1,0

0,0
0,00 0,05

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

amostras de colostro

y = 26,607x- 0,6886 9=
R? = 0,9944 3

0,10

0,15

mL Dornic(Formol)

0,20 0,25

Tabela 4 - ANOVA da regressao linear entre o volume de solugdo de NaOH 0,111 mol/L

gasto na segunda titulacdo do método do formol adaptado e a proteina pelo método de

Kjeldahl para as amostras de colostro

Fde
gl SO MQ F significagcdo
Regressdo 1 6,880276788 6,880277 352,0666 0,002828327
Residuo 2 0,03908509 0,019543
Total 6,919361878
95% 95%
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P inferiores superiores
Intersegdo -0,688578741 0,256787734 -2,68151 0,115475 -1,793447185 0,416289703
FORMOL (mL)
Colostro 26,60711273 1,418029793 18,76344 0,002828 20,50582297 32,70840249

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Ao analisarmos a Tabela 4, observamos que a regressdo foi significativa, mas a
interse¢do ndo apresentou significancia, sendo, portanto, dispensavel na formula. Dessa
forma, pode ser estabelecida uma formula que correlaciona o volume de solugdo de NaOH
0,111 mol/L gasto na segunda titulagdo do método do formol adaptado (descontado o FAF) e

a proteina pelo método de Kjeldahl para as amostras de colostro:

% Proteina = 26,6 x mL Dornic.

Onde a porcentagem ¢ expressa em m/v e mL Dornic ¢ o volume de solugdo de NaOH 0,111

mol/L gasto na segunda titulacdo do método do formol adaptado ja descontado o FAF.

5.5 CORRELACAO DOS METODOS CONSIDERANDO O ESTAGIO DE LACTACAO
“TRANSICAO” DO LEITE HUMANO

Para estabelecer uma correlacdo entre o volume de solugdo de NaOH 0,111 mol/L
gasto na segunda titulagdo do método do formol adaptado (conforme descrito no item 5.3.2) e
a proteina obtida para leite de transi¢do pelo método de Kjeldahl, foi estabelecida uma

regressdo entre os dados (Figura 6) com significancia comprovada pela ANOVA (Tabela 5).
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Figura 5- Regressao linear entre o volume de solugdo de NaOH 0,111 mol/L gasto na segunda

titulacdo do método do formol adaptado e a proteina pelo método de Kjeldahl para as

amostras
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% proteina (Kjeldahl)
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y=3,9201x+1,795

R?=0,8518
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mL Dornic(Formol)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

0,18 0,20

Tabela 5 - ANOVA da regressdo linear entre o volume de solugdo de NaOH 0,111 mol/L

gasto na segunda titulacdo do método do formol adaptado e a proteina pelo método de

Kjeldahl para as amostras de leite humano de transi¢o

F de

gl s5Q MQ F significagdo
Regressao 1 0,157434 0,157434 17,24825 0,025374526
Residuo 3 0,027383 0,009128
Total 0,184816

Erro 95% 95%
Coeficientes  padrdo Statt valor-P inferiores superiores

Intersecao 1,794999 0,116479 15,41055 0,000594 1,424312454 2,165686042
FORMOL (mL) Transicdo 3,9201 0,943897 4,153102 0,025375 0,916198824 6,92400172

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Ao analisarmos a Tabela 5, observamos que a regressdo foi significativa. Dessa forma,

pode ser estabelecida uma formula que correlaciona o volume de solugdo de NaOH 0,111
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mol/L gasto na segunda titulagdo do método do formol adaptado (descontado o FAF) e a

proteina pelo método de Kjeldahl para as amostras de leite humano de transicio:

% Proteina = 3,92 x mL Dornic + 1,79.

Onde a porcentagem ¢ expressa em m/v e mL Dornic € o volume de solugdo de NaOH

0,111 mol/L gasto na segunda titulagdo do método do formol adaptado ja descontado o FAF.

5.6 CORRELACAO DOS METODOS CONSIDERANDO O ESTAGIO DE LACTACAO
“MADURO” DO LEITE HUMANO

Para estabelecer uma correlagdo entre o volume de solugdo de NaOH 0,111 mol/L
gasto na segunda titulagdo do método do formol adaptado (conforme descrito no item 5.3.2) e
a proteina obtida para leite humano maduro pelo método de Kjeldahl, foi estabelecida uma

regressdo entre os dados (Figura 5) com significancia comprovada pela ANOVA (Tabela 6).

Figura 5 - Regressao linear entre o volume de solu¢do de NaOH 0,111 mol/L gasto na
segunda titulagdo do método do formol adaptado e a proteina pelo método de Kjeldahl para

as amostras de leite humano maduro.

2,5
L
2
L J e °
=
@ 1,5 .
~3 s
© L L]
£
(]
° 1 y =8,7559x+0,8971
=1 R?=0,7701
R
0,5
0
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

mL Dornic (Formol)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Tabela 6 - ANOVA da regressdo linear entre o volume de solugdo de NaOH 0,111 mol/L
gasto na segunda titulacdo do método do formol adaptado e a proteina pelo método de

Kjeldahl para as amostras de leite humano maduro

F de
gl SO MQ F significagcdo
Regressdo 1 059186 0,59186 20,09449 0,00418
Residuo 6 0,176723 0,029454
Total 7 0,768583
Erro 95% 95%

Coeficientes  padrdo Stat t valor-P inferiores  superiores
Interse¢do 0,897118 0,177686 5,048901 0,002336 0,462337 1,3319
FORMOL (mL) maduro 8,7559  1,95327 4,482688  0,00418 3,976421  13,53538

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Ao analisarmos a Tabela 6, observamos que a regressdo foi significativa. Dessa forma,
pode ser estabelecida uma formula que correlaciona o volume de solugdo de NaOH 0,111
mol/L gasto na segunda titulagdo do método do formol adaptado (descontado o FAF) e a

proteina pelo método de Kjeldahl para as amostras de leite humano maduro:

% Proteina = 8,76 x mL Dornic + 0,897.

Onde a porcentagem ¢ expressa em m/v e mL Dornic € o volume de solugdo de NaOH

0,111 mol/L gasto na segunda titulagdo do método do formol adaptado ja descontado o FAF.

5.7 RESUMO DAS FORMULAS DE CORRELACAO ENTRE O METODO DO
FORMOL ADAPTADO E KJELDAHL PARA DETERMINACAO DE PROTEINA EM
LEITE HUMANO

As formulas encontradas (Tabela 7) foram distintas para os diferentes estagios de
lactacdo possivelmente pela diferenga dos tipos e quantidade de proteinas encontradas em

cada estagio da lactacdo, o que o que pode ter interferido na correlacio com o método de

Kjeldahl.
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A Tabela 7 - Apresenta um resumo das formulas de correlagdo entre o método do formol

adaptado e kjeldahl para determinacdo de proteina em leite humano

Estagio de Formula para % de proteina usando o método do formol R? das
Lactacdo adaptado regressoes
Todos % Proteina = 18,7 x mL Dornic. 0,7717
Colostro % Proteina = 26,6 X mL Dornic. 0,9944
Transi¢ao % Proteina = 3,92 x mL Dornic + 1,79. 0,8518
Maduro % Proteina = 8,76 x mL Dornic + 0,897. 0,7701

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Por outro lado, fica complexo estabelecer uma diferenca perfeita entre as fases de
lactacdo do leite humano, pois as variaveis sdo extensas. De acordo com Calil e Falcéo
(2003) ocorrem modificagdes na composi¢do do leite humano de acordo com o tempo de
lactagdo e elas vém de encontro as necessidades do lactante, dessa forma, os diferentes
estagios de lactacdo s@o estabelecidos em média, sendo o colostro o que sofre maiores
variagdes.

Outro ponto importante ¢ que o leite de maes de recém-nascidos prematuros apresenta
composi¢do protéica diferente do das méaes de bebés a termo (BRASIL, 2009). Neste estudo
ndo obtivemos as informag¢des do tempo pods-parto das amostras, o que pode ser um fator
determinante para conhecermos as caracteristicas do leite humano estudado.

E importante ressaltar que para melhor a aplicabilidade do método, uma formula
global estabelecida com um nimero maior de amostras ¢ que contemple o leite dos varios
estagios de lactagdo ¢ preferivel as formulas que consideram os estagios de lactag@o do leite
humano isoladamente, pois varios fatores podem interferir na aplicabilidade da formula para
algumas amostras individuais. Dessa forma, uma formula que apresenta significancia
estatistica comprovada para um grupo de amostras mais heterogéneo pode diminuir o erro no

resultado relacionado a fatores aleatorios interferentes em amostras individuais.
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6 CONCLUSAO

Variados estudos sobre a aplicagdo do método de formol como alternativa ao método
de kjeldahl vém sendo difundidos. A utilizagcdo do método do formol possui uma correlagéo
interessante com o método de kjeldahl em estudos apresentados, que apontam com seguranca
que este método € preciso na quantificagdo de proteina em diferentes tipos de amostras.

Nesta proposta, o método de formol adaptado mostra-se adequado e de grande
relevancia para analise de proteina em leite humano. Apresenta rapida execugdo e
aplicabilidade, comparando-o com o de referéncia. O método do formol adaptado neste
proposto estudo apresenta simplicidade e pode ser de facil incorporacdo na rotina dos
laboratorios dos bancos de leite sem consumo extra de amostras ¢ sem a necessidade da
utilizacdo de equipamentos elaborados para sua execugdo, visto que ¢ a continuidade da
analise de acidez (Dornic). Além disso, nos resultados obtidos neste trabalho, o método do
formol adaptado apresentou significancia na correlagdo com o método de kjeldahl, para os
diferentes estagios de lactagdo.

E importante destacar que para melhor aplicar os resultados apos a técnica do formol
adaptado, uma foérmula global estabelecida ¢ preferivel as formulas que consideram os
estagios de lactacdo do leite humano isoladamente. Embora necessite de ajustes e
aprimoramento no controle sobre as variaveis que permearam o experimento, o0 método do
formol adaptado apresentou confiabilidade nos resultados apresentados.

No entanto, se fazem necessarios mais estudos com maior mimero amostral para

validacdo do método do formol adaptado.
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