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RESUMO

O leite humano (LH) € o alimento mais adequado para recém-nascidos,
especialmente prematuros e de baixo peso, por apresentar composicao
nutricional e imunoldgica singular. Nos bancos de leite humano (BLH), o controle
de qualidade do LH doado € essencial para garantir seguranca sanitaria e
adequada destinacdo nutricional aos lactentes. Entretanto, embora sejam
realizadas analises para controle de qualidade rotineiramente na triagem do leite,
a quantificacdo de proteina total ainda ndo integra a rotina dos BLH, devido a
complexidade, tempo de execucgdo, custo e necessidade de infraestrutura
laboratorial associados aos métodos de referéncia, como o Kjeldahl. Nesse
contexto, o presente estudo teve como objetivo estudar o desempenho de uma
metodologia analitica rapida para determinagdo simultanea de acidez titulavel e
proteina total em LH, aplicavel a rotina dos BLH. Para isso, foi utilizado o método
do formaldeido (Sgrensen) adaptado para LH, com miniaturizacdo da técnica e
integracdo a andlise de acidez Dornic. Inicialmente, foram analisadas 196
amostras de LH em duplicata, empregando-se o método do formol adaptado e o
método de Kjeldahl, com obtencdo de modelo de regressao linear
estatisticamente significativo (p < 0,05), possibilitando a predicdo do teor de
proteina (%) a partir do volume de solucdo Dornic consumido apo6s adi¢cdo de
formaldeido. Posteriormente, a metodologia foi adequada as condices
operacionais dos BLH, com emprego de materiais e procedimentos compativeis
a sua rotina, e aplicada em 78 amostras de LH, também em duplicata, com
comparacao simultanea ao método de Kjeldahl para avaliacao de aplicabilidade
e concordancia. Os resultados demonstraram que o método adaptado
apresentou viabilidade analitica e potencial de incorporacao a rotina dos BLH,
por permitir a estimativa do teor de proteina total de forma rapida, simples, com
baixo custo operacional e sem consumo adicional de amostra, representando
uma alternativa promissora para aprimorar a triagem e a destinagéao nutricional
do LH doado.

Palavras-chave: Controle de qualidade; Formaldeido; Neonatos; Proteina
total.



ABSTRACT

Human milk (HM) is the most appropriate food for newborns, especially preterm
and low birth weight infants, due to its unique nutritional and immunological
composition. In human milk banks (HMBs), quality control of donated HM is
essential to ensure sanitary safety and appropriate nutritional allocation for
infants. However, although routine analyses are performed during milk
screening, the quantification of total protein is not yet part of HMB routine
practice, due to the complexity, time requirements, cost, and laboratory
infrastructure associated with reference methods such as the Kjeldahl method.
In this context, the present study aimed to evaluate the performance of a rapid
analytical methodology for the simultaneous determination of titratable acidity
and total protein in HM, applicable to HMB routine. For this purpose, the
formaldehyde (Sgrensen) method adapted for HM, as described by Quirino
(2022), was used, with miniaturization of the technique and integration into
Dornic acidity analysis. Initially, 196 HM samples were analyzed in duplicate
using both the adapted formaldehyde method and the Kjeldahl method,
resulting in a statistically significant linear regression model (p < 0.05), enabling
the prediction of protein content (%) based on the volume of Dornic solution
consumed after formaldehyde addition. Subsequently, the methodology was
adjusted to HMB operational conditions, using materials and procedures
compatible with routine practice, and applied to 78 HM samples, also in
duplicate, with simultaneous comparison to the Kjeldahl method to assess
applicability and agreement. The results demonstrated that the adapted method
showed analytical feasibility and potential for incorporation into HMB routine, as
it allows rapid, simple, and low-cost estimation of total protein content without
additional sample consumption, representing a promising alternative to improve
screening and nutritional allocation of donated HM.

Keywords: Quality control; Formaldehyde; Neonates; Total protein
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1. INTRODUCAO

O leite humano (LH) possui composicéo Unica, rica em componentes que
que desempenham papel crucial na protecdo do organismo infantil, como
agentes antimicrobianos, substancias anti-inflamatérias e leucécitos. Esses
elementos contribuem diretamente para o desenvolvimento do sistema
imunologico do recém-nascido, tornando o LH essencial a saude nos primeiros
meses de vida (Meek; Noble, 2022). Ao nascimento, o sistema imunoldgico do
bebé é imaturo e o trato gastrointestinal ainda ndo possui microbiota nem
mecanismos eficazes de eliminacdo de patdgenos. Nesse contexto, o LH é
considerado o alimento mais adequado, uma vez que reune todos os nutrientes
essenciais a sua protecao (Fernandes; Moreira, 2020).

Alguns neonatos apresentam necessidades nutricionais especificas
devido a condicdo de saude prematura e baixo peso. Esses bebés, que se
encontram em situacdo hospitalar, dependem exclusivamente de LH doado para
0 sucesso do crescimento e desenvolvimento fisiolégico. O LH doado é
previamente selecionado pelo controle de qualidade dos bancos de leite humano
(BLH) para entdo passarem pelo processamento. A selecdo do LH doado
consiste em etapas que vao desde a triagem da doadora, até a andlise de
qualidade do LH doado realizada pelos laboratérios dos BLH. (Schiessel et al.,
2021).

A realizacao do controle de qualidade no LH doado é importante para
garantir a seguranca do alimento e o aporte nutricional necessario ao neonato,
uma vez gue a composicdo pode variar entre doadoras e até mesmo para a
mesma doadora em diferentes estagios de lactacdo. A partir dos resultados das
analises, é possivel direcionar cada lote para o grupo de neonatos que mais se
beneficiara daquela composicéo especifica, permitindo o uso eficiente do LH
doado.

Apesar da importancia dessas analises, a avaliagéo nutricional realizada
na rotina da maioria dos BLH ainda apresenta limitacdes, pois se baseia apenas
no crematdcrito, analise que fornece uma estimativa indireta do contetdo
energético do leite com base na medida do teor de creme. Nesse contexto, a
determinacdo do teor de proteina torna-se igualmente essencial para a

adequada classificacao e destinacéo do LH, sobretudo por sua importancia para



0 crescimento, desenvolvimento e a protecdo imunolégica de recém-nascidos,
especialmente os prematuros e de baixo peso, que apresentam maiores
demandas nutricionais e maior vulnerabilidade clinica (Di Marzo; Pranata;
Barbano, 2021).

A determinacdo do teor de proteinas em leite de diferentes espécies é
tradicionalmente realizada pelos métodos Kjeldahl, colorimétricos e
instrumentais. Apesar de serem métodos com elevada precisdo, demonstram
alto custo para a maioria dos BLH brasileiros (Araujo, 2023). A complexidade, o
custo e o tempo envolvidos nesses métodos, inviabilizam a quantificacdo do teor
de proteina do LH durante a rotina de sele¢do nos BLH. Sendo assim, torna-se
imprescindivel o desenvolvimento de alternativas analiticas que sejam
acessiveis, rapidas, confiaveis e de facil aplicacdo na rotina dos BLH, sem
utilizacdo de uma quantidade de amostra que comprometa o volume a ser
disponibilizado ao neonato. Tais solu¢cdes sdo essenciais para fortalecer as
rotinas de controle de qualidade dos BLH, e melhor direcionamento do alimento
a depender da condicao clinica do paciente.

A andlise da acidez Dornic, além de avaliar a qualidade do LH doado,
permite direcionar o leite conforme as necessidades especificas dos neonatos,
visto que, quanto maior a acidez, menor a biodisponibilidade de calcio e fésforo
(BLH-IFF/NT 29.21, 2021). Caso o leite ndo seja corretamente manipulado e
armazenado, ocorre aumento da carga microbiana que leva a fermentacao da
lactose, com producao de acido latico. Isso eleva a acidez e compromete o valor
nutricional e imunolégico do leite cru, em funcdo do consumo de nutrientes pela
microbiota contaminante e da alteragdo na absorcdo de sais minerais,
decorrente da mudanca na osmolaridade (Oliveira; Lopes-Juanior; Sousa, 2022;
BLH-IFF/NT 29.21, 2021; Silva, 2004).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo o estudo de
desempenho de uma metodologia analitica para determinacdo rapida e
simultanea da acidez titulavel e do teor de proteinas em amostras de LH, sem
aumentar o volume de LH doado utilizado para a realizacdo das analises. A
proposta visa disponibilizar uma solucéo pratica e eficiente para a triagem nas
rotinas dos BLH, contribuindo para a seguranca alimentar dos recém-nascidos
com a adequada destinacao do alimento e otimiza¢éo da taxa de aproveitamento
do LH doado.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o desempenho de uma metodologia analitica rapida para
determinacao simultdnea de acidez titulavel e de proteina total em leite humano,

aplicavel na rotina de bancos de leite humano.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Construir um modelo de regresséo linear para predicdo do teor de
proteina total (%) a partir do volume de solucdo Dornic consumido apés
adicao de formaldeido.

o Adequar a aplicacdo da metodologia as condi¢cdes operacionais da rotina
dos bancos de leite humano;

o Avaliar a precisdo e a concordancia entre a metodologia rapida e o
método de referéncia em amostras de leite humano analisadas em

duplicata.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS NUTRICIONAIS DO LH

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o Fundo das Nac¢bes Unidas
para a Infancia (UNICEF) e o Ministério da Saude recomendam a amamentacao
exclusiva até os seis meses de idade, devido a sua importancia para a
sobrevivéncia, crescimento, desenvolvimento, saude e nutricdo de neonatos. O
LH possui uma composicdo Unica, com a presenca de agua, lactose, gorduras,
sais minerais, linfécitos, fatores de crescimento, anticorpos, carboidratos e
proteinas que nutrem, fornecem energia e auxiliam na protecéo do lactente, uma
vez que a imaturidade imunolégica o torna mais propicio a infec¢des. Além disso,
o LH orienta o desenvolvimento do bebé auxiliando na construcéo de tecidos o
qgue torna indispenséavel o fortalecimento conferido pelo aleitamento.(Ballard;
Morrow, 2013; Meek; Noble, 2022; Silva et al., 2020).

Sua composicao é dindmica ao longo do tempo de lactacdo (colostro,
transicdo e maduro) e personalizada de acordo com as caracteristicas maternas,
do lactente, idade gestacional e porcdo da mamada (inicio ou fim) (Silva et al.,
2020). A Tabela 1 apresenta a composicdo média dos principais nutrientes do

colostro, do leite de transi¢ao e do leite maduro.

Tabela 1 - Teores de proteina, gordura e lactose do colostro, do leite de
transicédo e do leite humano maduro

Estagio (tempo Proteinas Gordura Lactose
de lactacao) (9/200 mL) (9/200 mL) (g/200mL)
(ch'é’ztigs) 1,5-8,0 1,8-4,5 45-6,5

Lei(tg gig%‘;‘;‘)?ao 1,1-2,4 2,6-56 48-74
Lgtelé";‘;‘;;o 0,9-23 2,.8-48 6.8-7,7

Fonte: adaptado de Baldedn; Flores (2021); Khanna et al. (2022); Samuel et al. (2020).

Nos primeiros sete dias de vida do bebé, a mae produz o colostro, em

menor quantidade, cor amarelada, alta densidade, rico em minerais, proteinas,



imunoglobulinas, antioxidantes, leucocitos e pobre em lactose e gorduras
(Fernandes; Moreira, 2020). O colostro € rico em proteinas e componentes que
contribuem para a imunidade, como a imunoglobulina secretéria (IgA),
lactoferrina, leucocitos e fatores de desenvolvimento, como o fator de
crescimento epidérmico e pobre em gordura. Essa composicao indica que, além
da importancia com o aporte nutricional, nessa fase de lactagéo o bebé necessita
prioritariamente da protecdo imunolégica.(Yi; Kim, 2021). Além disso, o colostro
contribui para a protecao do trato gastrintestinal do bebé e auxilia na passagem
do mecodnio (Santos, 2021; Silva et al., 2020).

A medida que ocorre o estreitamento das juncées celulares do epitélio da
glandula mamaria, a propor¢éo de sddio e potassio diminui e a concentracao de
lactose e de gordura aumenta indicando o inicio da producdo do leite de
transicao a partir do sexto dia até o décimo dia pés-parto com grande importancia
ao suporte nutricional e desenvolvimento infantil (Ballard; Morrow, 2013).

O leite maduro, que surge aproximadamente duas semanas ap0s o parto,
possui, aproximadamente, 87 % de agua e 13 % de solidos. Em média,
apresenta 7 % de lactose, principal carboidrato presente no LH, que confere
energia ao lactente e faz parte do processo de absorcao de calcio; 3,5 a 4 % de
gordura; e 0,8 a 1,2 % de proteina total, vitaminas e minerais em concentracdes
adequadas ao desenvolvimento do bebé (Ballard; Morrow, 2013; Silva et al.,
2020). Ao longo dos meses, com a producéao do leite maduro, a proteina no leite
apresenta uma reducdo nos niveis e a gordura tende a subir ligeiramente
garantindo manutencdo do desenvolvimento fisico e neuroldgico (Ballard,;
Morrow, 2013).

As proteinas sao divididas em caseinas, a lactalbumina, lactoferrina, beta-
lactoglobulina, imunoglobulinas (IgA), lisozima, fatores de crescimento e
albumina sérica. O teor de proteina no LH néo é afetado diretamente pela dieta
materna, mas varia de acordo com idade gestacional, em que o leite obtido de
maes gue tiveram parto prematuro é significativamente maior do que o das méaes
que tiveram parto a termo. Além disso, esta presente em menor concentracao
no leite de mades com maior volume de producdo (Ballard; Morrow, 2013;
Petersohn et al., 2024).

As proteinas do LH favorecem o sistema imunolégico do neonato com a

funcdo de proteger a mucosa intestinal que consiste de uma microbiota ainda



em desenvolvimento, além de contribuir para o transporte de célcio e ferro. A
lactoferrina, em concentragcdes mais elevadas no colostro quando comparado ao
leite maduro, exerce funcédo de estimular a proliferacdo celular, desempenhar
acao anti-inflamatoria e prevenir doencas infecciosas (Silva et al., 2020).

A gordura, principal componente energético, é rica em triacilgliceréis e
acidos graxos poli-insaturados, como oleico, linoleico, acido docosa-hexaenoico
(DHA) e acido araquiddnico (ARA); possui teor variavel, segundo a dieta materna
e reservas corporais durante a fase da amamentacéao; e sdo fundamentais para
o desenvolvimento neuroldgico e visual, bem como para modular o metabolismo
lipidico, a deposicdo de gordura e a microbiota intestinal do RN (Butts et al.,
2018; Petersohn et al., 2024).

A lactose, carboidrato mais abundante no LH, fornece grande parte da
energia do leite, contribui para a osmolaridade e, apds ser hidrolisada em glicose
e galactose, apoia o crescimento, metabolismo e desenvolvimento cerebral do
RN. Além da lactose, o LH é rico em oligossacarideos (HMO), que sédo
carboidratos complexos ndo digeriveis pelo bebé. Esses carboidratos nao
servem primariamente como “caloria”, mas como prebidticos e moléculas
bioativas as quais alimentam seletivamente bifidobactérias benéficas, modulam
a microbiota intestinal, inibem a ligacdo de patdgenos ao epitélio intestinal,
fortalecem a barreira intestinal e participam da modulacéo imune (Schenk et al.,
2025; Urashima et al., 2025).

As vitaminas e minerais do LH sdo micronutrientes essenciais para o
crescimento e a saude do bebé, fornecidos em quantidades ajustadas as
necessidades do RN. O leite contém vitaminas lipossolaveis (A, D, E, K) e
hidrossoluveis (complexo B e vitamina C), além de minerais como calcio, fésforo,
magnésio, sodio, potassio, zinco, ferro, cobre, iodo e selénio. A composicao de
micronutrientes € dindmica e modulada por fatores como estagio da lactacao e,
em especial para as vitaminas A, D, C e algumas do complexo B, pela dieta e
suplementacdo materna (Petersohn et al., 2024).

Além dos macronutrientes, micronutrientes e compostos bioativos
presentes no LH, ele também contém microbiota propria que auxiliam na
colonizagdo do intestino do bebé, além da presenca de células epiteliais, células

imunes, células-tronco, e de vesiculas extracelulares e microRNAs que



participam da imunoprotecéo e da programacao do desenvolvimento infantil (Yi;
Kim, 2021).

3.1.1 PROTEINAS DO LEITE HUMANO

Para RN prematuros e lactentes de baixo peso com necessidades
nutricionais altas, a proteina do LH é capaz de fornecer aminoacidos essenciais
para sintese tecidual, crescimento e desenvolvimento neurologico e,
principalmente, na atuacdo em func¢des imunoldgicas por meio do aporte de
imunoglobulinas, lactoferrina, lisozima e fatores de crescimento (Vieira et al.,
2004).

A intensa atividade anabdlica do recém-nascido, diferente de qualquer
outro periodo de sua vida, requer uma oferta adequada de proteinas nos
primeiros seis meses (Vieira et al.,, 2004). As proteinas desempenham papel
importante para os recém-nascidos a termo, pré-termo e lactentes; sua atuacao
se desdobra em funcdo enzimatica e metabdlica, transporte e sintese de
componentes, além de atuarem como agentes anti-infecciosos e
imunomoduladores (Calil; Falcdo; 2003).

Em criancas, a proteina é essencial no crescimento e desenvolvimento,
especialmente nos primeiros anos de vida, periodo caracterizado por intensa
multiplicacdo celular, maturacao de tecidos e 6rgdos (Yi; Kim, 2021). A proteina
€ um macronutriente essencial no desenvolvimento fisico e cognitivo além de
estar diretamente relacionada ao fortalecimento do sistema imunoldgico e aporte
para crescimento (Calil; Falcdo, 2003).

A proteina do leite pode ser dividida entre soroproteina e caseina. O LH,
diferente das demais matrizes, possui sua propor¢éo soroproteina x caseina em
80:20 na fase de colostro tendendo a atingir 50:50 quando no estagio de leite
maduro. Essa caracteristica favorece a digestibilidade e a absorcao, tornando o
LH mais facilmente assimilavel pelo sistema digestério imaturo do recém-nascido
(Calil; Falcéo, 2003).

Além das proteinas do soro, como a alfa-lactalbumina, a lactoferrina, a
lisozima, a soroalbumina, as imunoglobulinas e a beta-lactoglobulina, também
esta presente no LH, embora em menor propor¢cado no inicio da lactacao, a
caseina (Calil; Falcédo, 2003). A caseina forma micelas com calcio e fosforo,



facilitando o transporte desses minerais e contribuindo para sua
biodisponibilidade, além de influenciar caracteristicas fisicas do leite, como sua
coloracao e digestibilidade. A baixa concentracédo de caseina no LH favorece a
formacao de um coalho géastrico mais leve, de digestdo mais facil e esvaziamento
gastrico mais rgpido (Calil; Falcédo, 2003; Silva et al., 2007)

Outro aspecto relevante das proteinas do LH é sua funcéo bioativa, que
vai além do valor nutricional. Diversas proteinas atuam como agentes de defesa,
como a lactoferrina, que possui acdo bacteriostatica ao sequestrar ferro, e a
lisozima, que exerce atividade bactericida (Calil; Falcdo, 2003). As
imunoglobulinas, especialmente a IgA secretora, desempenham papel essencial
na protecdo das mucosas, impedindo a adesdo de microrganismos e
neutralizando toxinas, sendo particularmente abundantes no colostro (Cabral et
al., 2023)

Os aminoacidos essenciais de alto valor biolégico mais importantes
presentes no LH séo cistina e taurina que contribuem para o desenvolvimento
do sistema nervoso central, fator importante pois 0 RN ndo consegue sintetiza-
los a partir de outros aminoécidos devido a deficiéncia enzimatica (Silva et al.,
2007)

Além das fun¢Bes imunoldgicas, as proteinas e peptideos do LH também
apresentam propriedades reguladoras e tréficas. Fatores de crescimento,
horménios e peptideos bioativos contribuem para a maturacdo do trato
gastrointestinal, modulacdo do sistema imune e desenvolvimento global do RN
(Calil; Falcéo, 2003).

3.2 REDE BRASILEIRA DE BANCOS DE LEITE HUMANO

O BLH é um servico de atencdo a saude para promocédo do aleitamento
materno, coleta, processamento, controle de qualidade e distribuicdo do LH
doado aos bebés, cujas maes nao estejam produzindo leite suficiente, de acordo
com as necessidades do RN (Brasil, 2024). O funcionamento adequado dos BLH
é fundamental para que bebés prematuros ou com condicdes médicas que
dificultam a amamentacao tenham acesso ao LH doado de qualidade, garantindo

seu desenvolvimento saudavel (Fonseca et al., 2021).



O posto de coleta de leite humano (PCLH) é uma unidade, fixa ou mével,
intra ou extra-hospitalar, vinculada ao BLH e a um servico de saude, responsavel
por acdes de promocéo, protecdo e apoio ao aleitamento materno e execucao
de atividades de coleta da producéo latica da nutriz e sua estocagem. Deve
possuir licenga de funcionamento, licenca sanitaria ou alvara sanitario em vigor,
emitido pelo 6rgdo de vigilancia sanitaria competente, bem como dispor de
profissionais de nivel superior legalmente habilitados e capacitados para assumir
a responsabilidade médico-assistencial e de tecnologia de alimentos, além da
responsabilidade técnica perante a vigilancia sanitaria (Brasil, 2024).

A Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano (rBLH-BR) é a maior e mais
complexa do mundo, criada em 1998 como uma iniciativa do Ministério da Saude
em conjunto & Fiocruz (IFF/Fiocruz) dentro do Sistema Unico de Satde (SUS).
E descrita como “a maior e mais bem estruturada rede de bancos de leite
humano do mundo” e conta com mais de 230 BLH e 240 PCLH em todos os
Estados, focada em promocéo do aleitamento, coleta, processamento, controle
de qualidade e distribuicdo de LH, reduzindo a mortalidade infantil (Brasil, 2017;
Carrijo et al., 2022).

No Brasil, o primeiro BLH surgiu em 1943 com o intuito de coletar e
distribuir LH, a fim de atender a casos especiais, e ganhou forgca com o avanco
dos estudos. Na época, o cenario demonstrava que 85% dos casos de
mortalidade por desnutricdo ocorriam devido a alimentacao artificial de neonatos,
evidenciando uma real necessidade de dispor de quantidades maiores de LH. A
realidade brasileira dos BLH vem sendo modificada com a expansao do nimero
de unidades, bem como com o0 aumento no rigor em relacdo aos produtos e
processos, uma vez que o receptor é especialmente vulneravel (Brasil, 2008). A
Figura 1 apresenta a evolucdo do nimero de BLH no Brasil, entre os anos de
2000 e 2023.

A saulde é direito de todos e dever do Estado, garantido mediante politicas
sociais e econdmicas que visem a reducdo do risco de doenca e de outros
agravos, e ao acesso universal e igualitario as acdes e servigos para sua
promocao, protecdo e recuperacao (Brasil, 1988). Cabe ao SUS, dentre outras
atribuicoes, fiscalizar e inspecionar os alimentos em geral, bem como o LH doado

aos BLH e o controle do seu teor nutricional (Brasil, 1988).



Figura 1 - Evolucdo do numero de bancos de leite humano no Brasil entre 2000

e 2023
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Fonte: Fiocruz (2026)

Essas doagOes foram cruciais no aumento das chances de recuperacéo
de mais de 219 mil recém-nascidos prematuros e de baixo peso internados em

Unidades de Terapia Intensiva Neonatal em todo o Pais (Brasil, 2025).
3.3 COLETA, TRANSPORTE E PROCESSAMENTO DO LEITE HUMANO

Até os anos 80, o LH era coletado pelos BLH de forma mecanica e
distribuido cru. Com o aumento do volume de coleta do leite e a expansao das
unidades, a partir de 1985, fez-se necessario adotar medida de tratamento
térmico do LH doado. O Grupo Técnico dos BLH produziu o primeiro documento
oficial de recomendacfes técnicas, 0 que permitiu a construgdo progressiva, o
desenvolvimento tecnoldgico e a otimizacdo das condicbes operacionais dos
BLH, uma vez consolidados os cuidados necessérios para garantir a seguranca
do alimento (Brasil, 2008).

A Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 918, de 19 de setembro de
2024 (RDC 918/2024), aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), fornece diretrizes para a coleta, processamento e distribuicdo do LH

doado, visando assegurar sua qualidade fisico-quimica, sensorial e



microbiolégica (Brasil, 2024). A confiabilidade das analises é ponto crucial, uma
vez que a presenca de alteracdes ou contaminagbes pode comprometer ndo
apenas a eficacia nutricional do leite, mas também a saude dos neonatos, que
sdo vulneraveis a infeccbes e outras complicacdes (Lepilkina; Grigorieva;
Guseva, 2024). A Figura 2 representa, por meio de fluxograma, o trajeto do LH

desde a selecao das doadoras até a distribuicdo aos RN.

Figura 2 - Fluxograma representando o trajeto do leite humano desde a
selecdo das doadoras até a distribuicdo aos recém-nascidos
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Fonte: Adaptado de (Brasil, 2008)

Para a selecdo das doadoras, sdo consideradas as lactantes saudaveis
que apresentam producdo lactica superior as necessidades do filho, que nao
sejam portadoras de doencas que impecam a doacao e amamentacao e as que
se dispdem a doar o0 excedente por livre e espontanea vontade (Brasil, 2024). As
doadoras sao orientadas pelos BLH e pelos PCLH quanto a importancia e forma
de doacdo do LH. E realizada uma triagem por um profissional qualificado e
vinculado ao BLH para selecdo da doadora, que sera acompanhada a partir da
primeira doacao (Brasil, 2008).

As embalagens destinadas ao acondicionamento do LH doado devem ser

feitas com material inerte e inGcuo mesmo quando exposto a temperaturas entre



-25 °C a 128 °C, possuir tampa plastica rosqueavel com vedamento perfeito, ser
de facil higienizagdo e esterilizacdo, com boca larga, baixo custo e com volume
de capacidade de armazenamento entre 50 e 500 mL. (BLH-IFF/NT 29.21,
2021).

A ordenha deve ser realizada em ambiente tranquilo, manualmente. A
doadora n&o pode usar perfumes e deve manter os cabelos presos; as mamas
devem ser lavadas apenas com agua e 0s primeiros jatos de leite
(aproximadamente 1 mL) devem ser desprezados; ao final da ordenha, o frasco
deve ser identificado com nome, periodo de lactacdo e data da ordenha e entédo
congelado por um prazo nao superior a 15 dias da data da primeira ordenha
(Brasil, 2008).

Para o transporte do leite é importante a manutencdo da temperatura da
cadeia de frio visando a preservacao da qualidade microbiol6gica até a recepc¢éao
nos BLH. As etapas seguintes consistem no degelo realizado em banho maria a
uma temperatura de 40 °C, na selecdo, onde seréo avaliadas, dentre outras, as
condicBes da embalagem, a presenca sujidades no leite e na classificacdo do
LH, quando seréo realizados testes para verificagcdo de conformidade com os
padrdes de qualidade (Brasil, 2008).

Apbs ser selecionado e classificado quanto ao periodo de lactacdo, o LH
segue para a etapa de reenvase e rotulagem para entdo ser pasteurizado sob
uma temperatura de 62,5 °C por 30 minutos, o qual objetiva inativar
microrganismos patogénicos e reduzir deteriorantes que possam estar presentes
por contaminacao primaria ou secundaria (Brasil, 2008).

Os BLH e os PCLH devem dispor de normas e rotinas de todos o0s
procedimentos realizados devidamente escritas, além de implantar e
implementar boas préaticas de manipulacdo com atencao a higiene e conduta,
selecdo de doadoras e doacdes, corretas ordenha e coleta, cuidados com a
cadeia de frio, transporte, recepcao e processamento, de forma a manter as
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas, quimicas e imunoldgicas do LH
(Brasil, 2024).



3.4 CONTROLE DA QUALIDADE DO LEITE HUMANO EM BANCOS DE
LEITE

O funcionamento adequado dos BLH é fundamental para que bebés
prematuros ou com condi¢cdes médicas que dificultam a amamentacdo tenham
acesso ao LH doado de qualidade, garantindo seu desenvolvimento saudavel
(Fonseca et al., 2021).

O LH ordenhado é um alimento que ndo possui protecdo que impeca o
acesso da microbiota aos seus nutrientes, podendo ser fonte de microrganismos
patogénicos, se nao for manipulado sob condi¢cdes adequadas (Brasil, 2008).
Assim, com o objetivo de garantir a seguranca sanitaria do LH ordenhado, o
Ministério da Saude estabeleceu requisitos para instalacao e funcionamento de
BLH, por meio da RDC 918/2024.

O controle de qualidade dos BLH deve possuir manuais de boas préticas
de manipulacdo do LH ordenhado e programa interno de qualidade
documentado e monitorado seguindo os parametros de conformidade previstos
na legislagéo (Brasil, 2024). As analises que devem ser realizadas para selecédo

do LH doado estéo elencadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros de conformidade de leite humano doado previstos na
RDC 918/2024

Caracteristica Padréo aceitavel
Acidez Dornic Menor ou igual a 8 °D
Off-flavor Ausente
Sujidade Ausente
Cor (vermelho/marrom) Ausente
Conteudo energético (Crematdcrito) Maior ou igual a 250 kcal/L
Microrganismos do Grupo Coliforme Ausente

Fonte: Adaptado de Brasil (2024)

As andlises de selecdo visam identificar o LH que n&o atenda aos
parametros de qualidade necessarios a sua utilizacao, sendo assim descartado,
além de evidenciar problemas na ordenha e na estocagem do leite (Schiessel et

al., 2021). Os resultados das andlises do LH doado, aliados a rastreabilidade e



a identificacdo de causas de descarte, podem aumentar o aproveitamento do
leite, diminuindo as perdas por inadequacdes (Grazziotin; Grazziotin; Letti,
2010), por meio da aplicacado de acdes corretivas e de prevencdo em toda a

cadeia.

Flavor

O LH apresenta grande capacidade de absorcdo de substancias volateis
gue sédo incorporadas ao seu aroma original (Souza et al., 2023). A percepcao
concomitante entre odor e sabor € denominada de flavor. O LH ordenhado
possui um flavor primério, caracterizado pela relacdo entre cloreto, lactose e
acidos graxos; e um flavor secundario, decorrente de alteracdes devido a
incorporacdo de substancias quimicas volateis ou ao desenvolvimento
microbiano indesejavel (BLH-IFF/NT 26.21, 2021b).

A determinacao do off-flavor é realizada por meio de método sensorial por
analistas capacitados, e consiste em um importante instrumento na deteccao de
nao conformidades no LH. O off-flavor torna o LH impréprio para consumo, por
ser ocasionado por alteracdes fisico-quimicas em sua composi¢édo. A depender
do tipo de deterioracgéo, o off-flavor remete a odores especificos, como de ranco,
de sabdo de coco ou de manteiga, provenientes da hidrolise de lipidios pela
presenca de microrganismos lipoliticos; odores de peixe, de ovo podre ou de
ambénia sdo provenientes da hidrélise de proteinas pela presenca de
microrganismos proteoliticos; e o odor de iogurte provém da fermentacdo da
lactose. Outros odores ndo convencionais em LH podem ocorrer devido a
capacidade de sorcédo de compostos volateis (BLH-IFF/NT 26.21, 2021b).

Existe uma relacéo consistente entre a presenca de off-flavor e elevadas
contagens de microrganismos nas amostras analisadas, o que reforca a
importancia da pesquisa de off-flavor na selecdo e no controle da qualidade dos
BLH (Novak et al., 2001). S&o necessarias mais pesquisas sobre o motivo de
descartes do leite por alteragcé&o no flavor visando reduzir as perdas e otimizar a
dindmica dos BLH (Grazziotin; Grazziotin; Letti, 2010).

Sujidades
As sujidades comumente encontradas no LH s&o a maior causa de

descarte do leite doado e incluem pelos, fios de cabelo, fragmentos de



descamacao de pele, alimentos, unhas, insetos, papel, vidro, linha, dentre
outros. A avaliacdo é realizada por analistas capacitados, juntamente com as
analises de flavor e cor. Caso haja presenca de alguma sujidade o leite deve ser
descartado, sendo considerado como nao conforme (Schiessel et al., 2021).

A qualidade do LH é comprometida quando ha presenca de sujidades
porque esta relacionada a auséncia de boas praticas durante a ordenha e o
armazenamento pela nutriz e que pode levar a contaminacao direta e indireta do
LH. Este fato reforca a importancia da orientacdo continua das doadoras, bem
como do processo de pasteurizagao do LH na segurancga do alimento ofertado
ao neonato (Souza et al., 2023).

Cor

A cor natural do LH varia em fun¢céo da por¢ao da ordenha, sendo que no
inicio h& predominio da fragdo hidrossoluvel tendendo a uma cor de “agua de
coco”, ja no periodo intermediario da ordenha ha aumento da concentragao de
caseina, resultando um tom branco, e no fim da ordenha ha aumento dos
constituintes lipossoluveis, resultando em um tom mais amarelado. Dessa forma,
a cor pode variar desde “agua de coco” até amarelo intenso ndo sendo
considerada como nao conformidade. Contudo, caso haja presenca da coloracao
résea, avermelhada ou vermelho-tijolo e marrom, pode caracterizar a presenca

de sangue, desqualificando o leite para o consumo (BLH-IFF/NT 23.21, 2021c).

Conteudo energético (crematdcrito)

Um dos métodos para o controle de qualidade do LH é o crematdcrito, que
consiste em um método rapido, por meio do qual se determina a quantidade de
creme e se estima a concentracdo de gordura e o conteudo energético de uma
amostra (BLH-IFF/NT 30.21, 2021d).

A determinacdo do crematdcrito permite selecionar, classificar e
direcionar a escolha de um produto que atenda as necessidades nutricionais do
receptor, principalmente relacionadas ao ganho de peso e a necessidade de
imunobiolégicos. O leite € composto por trés fracbes com relacdo de
proporcionalidade entre si. A fracdo emulsdo que constitui os fatores
lipossoluveis € inversamente proporcional a fragdo suspenséao, que é constituida

por micelas de caseina. Sendo assim, a analise do crematdécrito € importante,



pois, quanto maior o teor de gordura do leite, menor o aporte proteico e
imunobiolégico fornecido ao RN. Por fim, a fragdo solucao € constituida por agua
e demais constituintes hidrossolUveis dentre eles sais minerais, carboidratos,
proteinas do soro e compostos imunobiolégicos presentes no leite (BLH-IFF/NT
30.21, 2021d).

Controle microbiologico

Para o controle microbiolégico, os BLH se utilizam de microrganismos
indicadores de qualidade sanitéria para averiguar a conformidade do leite
humano como alimento. Dessa forma, a pesquisa do grupo dos coliformes totais
se destaca por ser simples, economicamente viavel e segura. A analise é
realizada antes e depois do processo de pasteurizacdo do LH, de forma a
verificar se as boas praticas foram seguidas no momento da ordenha,
armazenamento e transporte do leite e se 0 processo de pasteurizacao foi eficaz
(Brasil, 2008).

3.4.1 DETERMINACAO DE ACIDEZ NO LEITE HUMANO

A acidez do leite pode ser classificada como original ou desenvolvida,
servindo de indicador sobre a qualidade do alimento, biodisponibilidade de
minerais e estabilidade. A acidez original, em torno de 1 a 4 °D, é decorrente da
presenca dos proprios constituintes do LH. A acidez desenvolvida ocorre a partir
do desenvolvimento bacteriano, sendo aceito o limite de até 8 °D pela legislacao
brasileira (BLH-IFF/NT 29.21, 2021a).

Microrganismos deteriorantes contaminantes no leite fermentam a lactose
e a transformam em &cido latico, elevando a acidez titulavel. Essa modificacdo
qguimica desestabiliza proteinas solUveis e as micelas de caseina, e favorece a
coagulacdo do leite. Além disso, leva a reducdo do valor nutricional e
imunoldgico do LH ordenhado, devido ao consumo dos nutrientes do leite pela
microbiota contaminante e pela alteracdo na absorcdo de sais minerais pelo
receptor, consequéncia da alteragdo da osmolaridade (Oliveira; Lopes-Junior;
Sousa, 2022; BLH-IFF/NT 29.21, 2021a; Silva, 2004).

A acidez titulavel do LH é determinada por meio de uma solucao padréo
que contenha um titulante alcalino, o hidroxido de sédio (NaOH). A técnica &



baseada em uma reacgédo entre o titulante alcalino padréo e os constituintes
acidos presentes no LH, até que todos os componentes de carater acido da
amostra sejam consumidos, o que em leite ocorre em pH 8,3, devido ao efeito
tamponante causado pelas proteinas e sais. O ponto final da reacdo é
determinado com o auxilio da solucao indicadora — fenolftaleina, & medida que
ocorre a mudanca de coloracdo, conforme demonstra a Figura 3 (BLH-IFF/NT
29.21, 2021a).

Figura 3 - Ponto final da reacdo entre o titulante alcalino padréo e os
constituintes acidos presentes no leite humano

Fonte: A autora (2026)
3.5 METODOS DE DETERMINACAO DE PROTEINA EM LEITE

A determinacgdo de proteinas é de extrema importancia para conhecer a
composigdo nutricional do alimento e a adequada destinagdo aos neonatos, a
depender da condic&o clinica e necessidade nutricional individual. O contetdo

proteico é tradicionalmente avaliado pelo método de Kjeldahl, considerado



referéncia para alimentos e inclusive para analise em leite (Cecchi, 2003; ISO,
2014).

O método de Kjeldahl, composto por trés etapas (digestao, destilacdo e
titulacdo), determina o teor de nitrogénio total da amostra, onde fontes néo
proteicas como acidos nucléicos, alcaldides, lipideos nitrogenados, carboidratos
nitrogenados e pigmentos nitrogenados, também s&o aferidas pelo método
(Cecchi, 2003). O método de Kjeldahl € um dos mais utilizados para a
determinacao de nitrogénio e conteudo proteico em alimentos por sua ampla
aplicabilidade, seu alto nivel de preciséo e reprodutibilidade; porém é um método
demorado em sua aplicacdo, apresentando dificuldade de uma digestéo rapida
sem perda de nitrogénio (Vieira et al., 2016).

Outros métodos analiticos tém sido empregados para a determinacéo do
teor de proteinas no LH, incluindo técnicas classicas e instrumentais. Destaca-
se o método de Dumas, baseado na combustdo e determinagdo do nitrogénio
total (Warakaulle et al., 2024). Adicionalmente, s&o utilizados métodos
colorimétricos, como os ensaios com acido bicinconinico (BCA), de Lowry e de
Bradford. Os métodos de BCA e de Lowry envolvem a formacao de um complexo
cobre-proteina, apresentando elevada sensibilidade e menor variabilidade
analitica quando comparados ao ensaio de Bradford. Este ultimo, por sua vez,
caracteriza-se pela rapidez, simplicidade de execucédo e compatibilidade com
determinados agentes redutores, diferentemente dos ensaios de BCA e de
Lowry (Dent et al., 2024).

Técnicas instrumentais precisas e rapidas sdo baseadas na
espectroscopia no infravermelho médio ou préoximo. O analisador de leite
humano MIRIS HMA® (Human Milk Analyzer), utilizado como referéncia nos
Estados Unidos e Uni&do Europeia, utiliza radiacado de uma fonte de infravermelho
que penetra na amostra. A quantidade de radiacdo absorvida por grupos
funcionais especificos de gordura, proteina e carboidrato sdo avaliadas e a
determinacdo quantitativa € realizada de acordo com a lei de Lambert-Beer — a
absorbéancia € proporcional a concentracdo. O software processa os dados de
medicado por meio da calibracdo interna e os resultados sdo apresentados ao
usuario (Miris AB, 2025). Trata-se de uma técnica rapida, ndo destrutiva e que

requer pequeno volume de amostra. Entretanto, sua aplicacdo depende de



calibragdes frequentes, equipamentos de alto custo de aquisi¢do e manutencao,
e condi¢Oes controladas de operacéo (De et al., 2019).

Dentre os diferentes métodos de analise de proteinas, destaca-se a
possibilidade de identificar as fracGes proteicas presentes no LH por meio da
eletroforese, técnica baseada na migracdo de moléculas carregadas em um
campo elétrico (Sharma et al., 2021). Esse processo permite a separacdo das
proteinas de acordo com seu tamanho e carga elétrica, sendo amplamente
utilizado na avaliagdo do perfil proteico e na identificacdo de fracbes como
soroproteinas e caseinas (Gandhi et al., 2022; Sharma et al., 2021).

Por sua vez, a cromatografia fundamenta-se na diferenca de interacao
dos compostos entre uma fase moével e uma fase estacionaria, possibilitando a
separacdo de proteinas com base em propriedades como afinidade, em que
baseado nessas diferencas, cada componente tem um tempo Unico e
caracteristico para entrar e sair do sistema, podendo ser mais rapido ou mais
lento (Coskun, 2016). Dentre elas, destaca-se a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), amplamente empregada na caracterizacdo de componentes
do leite pela alta sensibilidade e seletividade permitindo andlise simultanea e
quantitativa de varias proteinas do leite, inclusive viabilizando a distingdo de
espécies (Chen et al., 2021). Apesar de sua elevada sensibilidade e precisédo, a
cromatografia e a eletroforese sdo mais indicadas para analises laboratoriais
detalhadas, tendo sua aplicacao rotineira limitada em determinados contextos
devido ao alto custo dos equipamentos, maior tempo de execucdo, uso de
reagentes potencialmente perigosos e necessidade de profissionais altamente

especializados.

3.5.1 METODO DO FORMALDEIDO OU METODO DE S@RENSEN

O método de Sgrensen, baseado na reagdo com o formaldeido — método
do formol, € um método barato, rapido e de facil execucéo, além de néo utilizar
reagentes de complexa manipulacdo (Oliveira; Segueto; Furtado, 2006).
Elaborado por Schiff e aperfeicoado por Sgrensen e sua equipe em 1907, o
método € baseado em uma titulagdo acido-basica, onde é feita a medicdo dos

prétons liberados pela reacdo do formaldeido com os grupos amino das cadeias



laterais das proteinas, apOs prévia neutralizagdo com alcali (NaOH) (Costa
Junior, 2020; Jodidi, 1918).

Conforme Wolfschoon; Vargas (1978), quando o formaldeido reage com
0S grupos amino das cadeias laterais das proteinas ap0s prévia neutralizacao
com hidroxido de sddio, ocorre em ultima instancia a formacao de uma base de
Schiff, com reestabelecimento dos grupos carboxilicos, permitindo a posterior
neutralizacdo acido-base, em que a quantidade de base consumida €
equivalente a quantidade de grupos amino presentes disponiveis para a reacao
com o formol, na amostra. As seguintes reagdes ilustram este mecanismo para

a lisina, embora esta ndo seja o Unico aminoacido que participa destas reacdes

R-{I:H-IICH:]-:-NH: + CH:0 — R- CH-(CH:)s-NHCH:0H
COONa

R-CH-(CH:)s-NHCH20H — R-CH-(CH:)s-N=CH: + NaOH
| |
COONa COOH

Fonte: adaptado de Wolfschoon; Vargas (1978)

Os diferentes reagentes utilizados na técnica desempenham funcées
especificas e complementares para a adequada determinacdo do teor de
proteina. A solucao de formaldeido é o reagente central do método, pois reage
com o0s grupos amino livres das proteinas, formando derivados metilol e
promovendo a liberacdo de ions hidrogénio, o que possibilita a titulacdo
subsequente (Kitamoto e Maeda, 1979). A solucédo de hidréxido de s6dio (NaOH)
é utilizada como titulante, neutralizando os ions hidrogénio liberados na reacao
e permitindo quantificar indiretamente o nitrogénio proteico presente na amostra.
O indicador acido-base utilizado, a fenolftaleina, € empregado para evidenciar o
ponto final da titulagéo, por meio da mudanca de coloracéo na faixa de pH em
torno de 8,3 (Costa Junior, 2020).

O oxalato de potassio é um reagente utilizado na técnica com o intuito de
eliminar o efeito de precipitacdo do fosfato de calcio coloidal durante a titulacéo,
além de facilitar a deteccao do ponto final, por eliminar o esmaecimento da cor

résea formada (Nascimento; Silva, 2024; Silva; et al., 1995). O oxalato de



potassio atua quelando/precipitando o célcio do leite, principalmente o célcio
ligado aos fosfatos coloidais e solluveis, 0 que reduz a interferéncia desses
fosfatos na titulacdo apos a reacdo com o formol, melhora o ponto final e torna a
relacdo entre proteina e volume de titulacdo mais estavel e reprodutivel (Pyne,
1932).

Por apresentar uma boa correlacdo com Kjeldahl, o método considerado
como referéncia para esta determinacdo, o método do formol pode ser aplicado
nao somente a leite de vaca in natura, mas também a diferentes matrizes lacteas,
dentre elas o leite de cabra bem como a produtos acabados como o queijo, na
determinacdo de protedlise. Para o uso diverso ao leite de vaca o método
apresenta boa correlacdo desde que realizados o0s ajustes necessarios

(Lepilkina; Grigorieva; Guseva, 2024).

3.6 PERSPECTIVA DE USO DO METODO DE FORMOL PARA ANALISE DE
PROTEINA EM BANCOS DE LEITE HUMANO

O método do formol possui uma correlacao significativa com o método de
Kjeldahl. Estudos apontam que este método pode ser usado com seguranga na
qguantificacdo de proteina em leite (Castillo et al., 1962; Lepilkina; Grigorieva;
Guseva, 2024; Quirino, 2022). Quirino (2022) adaptou o método do formol
(Quadro 1), que se mostrou adequado e de grande relevancia para analise de
proteina em LH, com répida execucédo, simplicidade e aplicabilidade, quando
comparado ao método de Kjeldahl.

Uma importante alteracdo do método do formol adaptado para analise de
LH consistiu na ndo utilizacdo de oxalato de potassio, reduzindo o numero de
etapas e reagentes utilizados na técnica (Quirino, 2022). O oxalato de potassio
é utilizado para reduzir o efeito do fosfato, presente majoritariamente nas micelas
de caseina, na reacdo com o formaldeido (Gaucher et al., 2007). No trabalho
desenvolvido por Quirino (2022), ndo houve diferenca significativa entre os
resultados de proteina em LH obtidos pelo método utilizando oxalato de potassio
ou em sua auséncia. O LH possui teor de caseina reduzido, em comparacao ao
leite bovino (Liao et al., 2017; Wood et al., 2021), o que possivelmente levou ao

resultado observado.



Quadro 1 - Adaptacdo do método do formol tradicional para uso em leite

humano

Determinagéo de Determinagéo de
Parametros do método proteina pelo método do | proteina pelo método do

Formol tradicional Formol adaptado para

(Costa Junior, 2020) LH (Quirino, 2022)

Quantidade de amostra 10 mL 1mL
g\gls%ﬁla?die agua 10 mL Nao é adicionada.
:)JOS; g;oo’z(g'o}“:o de 0,4 mL NEo utiliza
Concentragao da
solucéo de hidroxido de 0,1 mol/L 0,111 mol/L
sédio
Quantidade de
fenolftaleina alcodlica 1mL 1 gota
1%
Quantidade de formol
30-40% P.A. utilizado 2 mtL 0.2 mL
Uso de padréo de cor sim n3o
com sulfato de cobalto

Fonte: Quirino (2022).

Além disso, houve a necessidade de miniaturizacao do teste, uma vez que
o volume inicial de 10 mL de amostra, empregada no método tradicional, é
inviavel para os BLH. Foi ajustada a concentracdo da solucédo de hidréxido de
sédio 0,111 mol/L (Dornic) em titulador automatico, realizada a adaptacédo da
quantidade de fenolftaleina alcodlica 1% de 1 mL para 1 gota, e nao foi utilizado
0 padrao de cor com sulfato de cobalto. A quantidade de formol 30-40% P.A. foi
reduzida de 2 mL para 0,2 mL, adequando a reducdo do quantitativo de leite
(Quirino, 2022).

As adaptacdes consideraram o meéetodo de analise de acidez em LH,
empregado na rotina dos BLH, para viabilizar a realizacdo do método adaptado
do formol na determinagdo de proteina, sem gasto excedente de amostra ou
troca de solucéo alcalina ja usada para acidez. A utilizacdo da mesma amostra
para a realizacao de duas analises permitiu melhorar o controle de qualidade do
LH, ao mesmo tempo que evitou 0 consumo adicional para realizacdo de mais

analises, nao comprometendo o volume disponivel para o lactente. Assim, o



método do formol adaptado para LH pode ser facilmente incorporado na rotina
dos laboratérios dos BLH sem a necessidade da utilizacdo de equipamentos
elaborados para sua execucao, visto que consiste na continuidade da analise de
acidez Dornic (Quirino, 2022).

Embora os resultados de Quirino (2022) tenham indicado correlagéo
satisfatoria entre o método de formol adaptado para LH e o0 método de Kjeldahl,
tais evidéncias ndo foram suficientes para sustentar a consolidacdo da técnica
em condi¢cOes de rotina laboratorial nos BLH. O préprio estudo evidenciou a
necessidade de uma formula global mais consistente para a interpretacdo dos
resultados, bem como da ampliagdo do numero de amostras avaliadas, o que
demonstrou a existéncia de lacunas relevantes quanto a robustez da aplicacao
do método. Além disso, a analise foi realizada com buretas digitais, e ndo com o
acidimetro Dornic especifico para LH, equipamento tradicionalmente empregado
nos BLH. Dessa forma, embora a técnica tenha apresentado potencial analitico,
permaneceu a necessidade de investigacdo em condicbes mais compativeis
com a préatica laboratorial real, a fim de fortalecer sua aplicabilidade no contexto

e rotina em que se pretende ser aplicado.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi organizado em duas fases. A Fase 1, de
determinacdo da equacéo de linearidade, consistiu na analise de 196 amostras
de LH fornecidas pelo IFF/FIOCRUZ, avaliadas em duplicata, por meio do
método do formol adaptado (Quirino, 2022) e do método de Kjeldahl (Costa
Junior, 2020, adaptado de IDF 20-1), que foi adotado como método de referéncia
para a determinagao do teor proteico.

Na Fase 2, a metodologia foi avaliada nas condi¢des de instrumentacao
e de vidrarias utilizadas nos BLH. Nessa etapa, buscou-se compara-lo com o
meétodo de referéncia e, ao mesmo tempo, adequa-lo ainda mais a rotina dos
bancos de leite humano com o emprego do acidimetro Dornic, especifico para a
analise de LH, além do conta-gotas com fenolftaleina padréo, fornecido com o
equipamento. A adicdo de formaldeido P.A. foi adaptada para transferéncia em
gotas, em substituicdo a mensuracéo de volume definido. As determinacdes de
acidez e de proteina foram realizadas em duplicata, com base em 78 amostras
de LH, a fim de avaliar a precisdo e a concordancia entre a metodologia rapida

e 0 método de referéncia para determinacao de proteina nessas condicdes.

4.2 SELECAO DE AMOSTRAS E LOCALIZACAO

As 274 amostras de LH utilizadas nas duas fases deste estudo foram
selecionadas e fornecidas pelo Instituto Fernandes Figueira (IFF), da Fundacéao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), localizada no Rio de Janeiro — RJ, e pelo BLH de Juiz
de Fora - MG. As amostras congeladas foram transportadas em caixas
isotérmicas até o Laboratério de Pesquisa da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) Instituto de Laticinios Candido Tostes
(ILCT), onde foram mantidas abaixo de - 18 °C até o momento das analises.

As amostras utilizadas na primeira fase desta pesquisa foram obtidas a
partir de LH doado, nao classificado como descarte, dentre 0os quais 12 eram
colostro, 14 leite de transicdo e 170 leite maduro, em aliquotas de,

aproximadamente, 5 mL, acondicionadas em tubos e posteriormente



congeladas. J& na segunda fase, foram utilizadas amostras de LH de descarte
sem determinacao da fase de lactacao, geralmente em maior volume e recebidas
do BLH nas mesmas condicbes e nos frascos originais de coleta,
frequentemente apresentando ndo conformidades como presenca de pelos,
cabelos, fragmentos de pele, unhas, insetos, papel, vidro e outros materiais
estranhos. Embora essas amostras nao fossem adequadas para consumo, tais
caracteristicas ndo comprometeram a execucado do estudo, uma vez que nao
interferiram nos objetivos analiticos propostos. Desta forma, o presente trabalho
nao prejudicou o suprimento deste alimento para os hospitais credenciados na
rede.

4.3 METODOS DE ANALISES

Todas as amostras foram conservadas congeladas até o momento das
analises. O processo de descongelamento foi realizado conforme a norma BLH-
IFF/NT 24.21. Todas as andlises foram realizadas em duplicata.

A técnica consiste em realizar primeiramente a analise de acidez titulavel
em LH, conforme metodologia descrita na norma BLH-IFF/NT 29.21 e, ap6s a
titulacdo com NaOH 0,111 mol/L (solucédo Dornic), procede-se a determinacao
de proteina pelo método do formol modificado conforme Quirino (2022), na
mesma amostra em sequéncia.

Para cada amostra de LH também foi realizada concomitantemente a
analise de proteina total pelo método de Kjeldahl, conforme descrito por Costa
Junior (2020), adaptado de IDF 20-1. Na Fase 2, os valores obtidos para teor
percentual de proteina total pelo método de Kjeldahl foram utilizados para a
comparacao com os resultados obtidos pelo método do formol, valores estes
calculados por meio da equacéao estabelecida na fase 1, permitindo a avaliacao
da concordancia entre os meétodos e a validacdo da técnica proposta quanto a
sua aplicabilidade na rotina analitica dos BLH. A Figura 4 apresenta um
fluxograma esquematico de preparo de amostras e de analises pelos métodos

de Kjeldahl e formol adaptado.



4 Preparo das amostras N\

1. Identificacéo dos frascos

2. Descongelamento das amostras em
banho maria a 40° C por 15 minutos

3. Agitagcdo da amostra em Vortex na
velocidade 10 por 20 segundos

4. Preparagéo de 2 tubos para Kjeldahl e 2
tubos de ensaio para formol

5. Adigdo de 1 mL de leite em cada tubo e

agitacdo em vortex durante 5 segundos a
\_ cada pipetagem J

Figura 4 - Fluxograma esquematico de preparo de amostras e de
analises pelos métodos de Kjeldahl e formol adaptado

4 Kjeldahl )

1. Pesagem de 1,6 g de catalisador +
cristais no tubo
2. Adicdo de 1 mL de leite e anotacdo do
peso
3. Adi¢do de 4 mL de 4gua destilada
4. Adicédo de 4 mL de H,SO,
5. Digestdo em rampa de aquecimento
6. Destilacao
7. Titulagdo com &cido cloridrico

\_ OBS.: Tubo de branco )

Fonte: A autora (2026)

Com relacdo a quantidade de formaldeido utilizada no estudo, na primeira
fase foram pipetados 200 pL de formaldeido P.A. (35 - 40%), em capela de

exaustdo de gases, para o Erlenmeyer contendo a amostra neutralizada na

/

Formol

1. Adicdo de 1 mL de leite em tubo de
ensaio
2. Adicéo de 1 gota de fenolftaleina 1%
3. Titulag@o com solucéo Dornic
4. Anotacao do volume gasto
5. Adigdo de 6 gotas de formaldeido
6. Titulagdo com solucdo Dornic
7. Anotagdo do volume gasto
OBS.: Tubo de FAF

\

analise de acidez titulavel, utilizando-se pipeta automatica.

Na segunda fase, visando a praticidade, a menor manipulacdo do
formaldeido e ao aumento da seguranca operacional nos BLH, que em maioria

nao dispdem de capela de exaustdo de gases, foi realizado um estudo de

correspondéncia no qual o volume de 200 uL de formaldeido foi padronizado em

namero de gotas. Para este estudo, foi utilizado o frasco de vidro ambar de 20
mL com batoque gotejador 11 mm para frascos com diametro nominal (din) 18

mm. Foram realizadas 20 pesagens independentes de aliquotas de 200 uL, 5

gotas e 6 gotas de formaldeido.



4.4 VIDRARIAS, EQUIPAMENTOS E REAGENTES

As vidrarias, acessorios e equipamentos empregados na Fase 1 foram
bureta digital, capela de exaustdo de gases, Erlenmeyer (capacidade 125 mL),
pipetas automaticas calibradas. Na Fase 2 foram utilizadas pipetas volumétricas
de vidro, pipetador manual de 3 vias em PVC (tipo “péra”), tubos de ensaio (em
vidro, com tampa de rosca 18 x 150 mm, capacidade 27mL), acidimetro Dornic
para LH (graduado em 0,01 mL e dotado de ponteira para microgota)
representado pela figura 5 e frasco de vidro ambar com batoque gotejador para
o formol (20 mL, diametro 18 mm/2 mm).

Os reagentes empregados foram hidroxido de sodio (NaOH) P.A.
(Quimica Moderna, Santana de Parnaiba/SP), &cido sulfurico P.A. (Vetec, Duque
de Caxias/RJ), acido cloridrico concentracdo 0,05 mol/L (Sigma, Barueri/SP)
acido borico 4% P.A. (CRQ, Casa Grande/SP), solucdo Dornic (Lablac,
Vicosa/MG), formaldeido P.A. (Fmaia, Cotia/SP) e fenolftaleina 1% (EME,
Pauliceia/SP).

Figura 5 - Acidimetro empregado para analise de leite humano nos

bancos de leite humano

Fonte: A autora (2026)



4.5 ANALISE ESTATISTICA

Na Fase 1, a relagcéo entre o volume de solu¢cdo Dornic consumido na
titulacdo apods reacdo com formaldeido e o teor de proteina determinado pelo
método de Kjeldahl foi avaliada por regresséo linear, considerando o teor de
proteina (%) como variavel dependente e o volume de solugdo Dornic (mL) como
variavel independente. A significancia do modelo foi avaliada por analise de
variancia (ANOVA) da regressao, adotando-se nivel de significancia de 5%, e o
coeficiente de determinacéo (R?) foi calculado para avaliar o ajuste do modelo.
Estas andlises foram realizadas em software Microsoft Excel® versédo 2603.

Na Fase 2, os métodos de determinacgéo de proteina — formol modificado,
utilizando a equacéo obtida na Fase 1, e Kjeldahl — foram aplicados em 78
amostras pareadas. Os dados foram inicialmente avaliados quanto a
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, que indicou distribuicdo ndo normal das
diferencas entre as medidas (p < 0,05). Diante disso, a comparacao entre 0s
meétodos foi realizada pelo teste de Wilcoxon, adotando-se nivel de significancia
de 5%. A concordancia entre as metodologias foi investigada por meio da analise
de Bland-Altman, com o objetivo de identificar viés sistematico e estimar os
limites de concordancia entre as mensuragdes. Estas andlises estatisticas foram
conduzidas no software GraphPad Prism, versdao 11.0.0 (84), (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).

Para verificar a equivaléncia estatistica entre os volumes testados de
formaldeido na técnica adaptada a rotina dos BLH e a aliquota padrédo de 200
uL, foi aplicado teste t pareado, adotando-se nivel de significancia de 5%,

utilizando o software Microsoft Excel® versédo 2603.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FASE 1: DETERMINACAO DA EQUACAO DE LINEARIDADE

A Fase 1 do experimento obteve o resultado preliminar baseado na
linearidade e andlise de significancia da regresséo linear obtendo a férmula
demonstrada no Grafico 1, que possibilita a predicdo do teor de proteina (%) do
LH a partir do volume de solugcdo Dornic (mL) gasto na titulacdo apds reacao
com o formol.

Embora o numero de determinacdes tenha sido equivalente para ambos
0s métodos, observou-se menor variabilidade nos valores de volume de NaOH
gasto na ultima titulacdo pelo método do formol em comparacdo aos resultados
de proteina, resultando na ocorréncia de mdultiplas determinacdes de proteina
associadas a um mesmo valor de volume. Dessa forma, os dados foram
agrupados por niveis da variavel independente, sendo utilizada a média dos
teores de proteina correspondentes a cada valor de mL como ponto

representativo na construcéo da curva de regressao.

Grafico 1 - Modelo de regresséao linear do teor de proteina (%) em funcédo do
volume de solucéo Dornic (mL) gasto na titulacdo apés reacdo com o formol
em leite humano

1,6

1,4
1,2 8. W

-1 L] ._.. ----- [ ]

0,8

% proteina

0,6

04
% Proteina= 2,5641 (mL sc. Dornic) + 0,9203
0,2 R*=0,7817

0
0 0,02 004 006 0,08 0,1 012 014 016 0,18 0,2

volume (mL) solucao Dornic

Fonte: A autora (2026)



A regressao linear evidenciou relagéo significativa entre o volume de
solucdo Dornic e o teor de proteina determinado pelo método de Kjeldahl (p <
0,05), conforme indicado pela ANOVA da regressdo. A menor variabilidade
observada nos valores de volume titulado, em comparagcédo aos resultados de
proteina, resultou na ocorréncia de multiplas respostas associadas a um mesmo
nivel da variavel independente; a utilizacdo das médias por nivel de volume
permitiu representar adequadamente essa estrutura dos dados, reduzindo a
dispersdo experimental sem comprometer a tendéncia da relacdo entre as
variaveis.

Com base nos valores de proteina obtidos pelo método de Kjeldahl e nos
volumes consumidos de solucao Dornic padronizada na titulacdo pelo método
do formol adaptado, os dados foram submetidos a tratamento estatistico, o que
resultou no estabelecimento de uma nova equacgéo de correlagédo que pode ser
usada em leites oriundos de qualquer fase de lactacdo. Essa equagao permitiu
obter a estimativa do teor de proteina no LH a partir dos resultados do método
do formol adaptado, mediante a aplicacdo de um fator de conversédo aos volumes
titulados.

O modelo ajustado é descrito pela equacao y = 2,5641x + 0,9203, em que
y corresponde ao teor de proteina (%) e x ao volume de solu¢éo Dornic (mL). O
coeficiente angular positivo indica aumento do teor de proteina com o incremento
do volume gasto na titulacdo, enquanto o intercepto representa o valor estimado
de proteina na auséncia de consumo de titulante. O coeficiente de determinacdo
(R? = 0,7817) indica que aproximadamente 78,17% da variagdo no teor de
proteina é explicada pelo volume de solucdo Dornic, evidenciando bom ajuste
do modelo linear aos dados experimentais.

Pyne (1932) definiu a relagéo entre volume de solucéo alcalina gasto na
titulacdo apoOs a reagdo do formol e teor de proteina em leite bovino, utilizada
ainda hoje (Costa Junior, 2020; Nascimento; Silva, 2024). Este valor ndo pode
ser comparado ao encontrado neste estudo, pois considerava outra
concentracéo de hidroxido de sodio, outra matriz e uso de oxalato de potassio.
Porém, Quirino (2022) também encontrou relacdes entre 0 método do formol

modificado e teor de proteina em LH nas fases colostro, transicdo e maduro.



52 FASE 2: DESEMPENHO DO METODO EM CONDICOES
OPERACIONAIS DE BANCOS DE LEITE HUMANO

Para melhor adequacéo a rotina dos BLH e visando um incremento da
seguranca na manipulacdo de reagentes, o volume de formaldeido foi
padronizado para utilizacdo em gotas, evitando-se a pipetagem de 200 pL.
Observou-se diferenca significativa entre a quantidade de 200 uL e 5 gotas (p <
0,05), em contrapartida, ndo foi observada diferenga significativa entre a
quantidade de 200 pL e 6 gotas (p > 0,05), demonstrando equivaléncia estatistica
entre essas medidas. Dessa forma, estabeleceu-se que 6 gotas de formaldeido
correspondem, de maneira reprodutivel, ao volume de 200 pL, sendo substituido
no método modificado por Quirino (2022).

A Tabela 3 demonstra os valores percentuais obtidos para proteina das
78 amostras de LH analisadas pelo método de referéncia Kjeldahl e o método do
formol adaptado com a aplicacdo da formula proposta na Fase 1. A comparacao
entre os métodos, realizada pelo teste de Wilcoxon para amostras pareadas, ndo
evidenciou diferenca significativa entre as medi¢des (p > 0,05), indicando
auséncia de deslocamento sistematico relevante entre os resultados. A mediana
das diferencas foi de 0,007075, reforcando a proximidade entre as medidas
obtidas. Complementarmente, a andalise de Bland-Altman mostrou viés médio
discreto e positivo (p = 0,05448), sugerindo leve tendéncia de um método
apresentar valores superiores ao outro, porém com pequena magnitude,
conforme pode ser observado no Grafico 2. Os limites de concordancia de 95%
variaram de -0,4200 a 0,5289, demonstrando que as diferencas individuais entre
0s métodos permaneceram concentradas em uma faixa relativamente estreita.
Embora a correlagéo entre os pares tenha sido estatisticamente significativa (rs
= 0,6248; p < 0,0001), esse resultado reflete apenas associacdo entre as
medidas, e ndo substitui a avaliacgdo de concordancia. Em conjunto, os
resultados sugerem boa proximidade entre os métodos, com auséncia de

diferenca significativa e viés meédio reduzido.



Tabela 3 - Valores (%) de proteina pelo método Kjeldahl e formol
adaptado utilizando a férmula proposta na regressao linear da Fase 1.

Parametros Método Kjeldahl Método do formol

adaptado
média = desvio padréo 1,146 + 0,268 1,092 £ 0,055
minimo 0,685 0,997
maximo 1,954 1,271
mediana 1,087 1,085

Fonte: A autora (2026)

Grafico 2 - Teste de Bland-Altman para avaliagdo da concordancia entre
os métodos de kjeldahl e formol adaptado.
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Fonte: A autora (2026)

A interpretacdo dos resultados deve considerar a finalidade pratica da
proposta avaliada. Diferentemente dos métodos de referéncia, que priorizam
elevada exatiddo analitica, a metodologia adaptada deste estudo esta
direcionada para a realidade operacional dos BLH, onde a quantificacdo de
proteinas atualmente ndo faz parte da rotina de selecdo BLH-IFF/NT 23.21,
2021c) Limitacdes relacionadas a infraestrutura, custo, tempo analitico e
disponibilidade de técnicas especializadas tornam relevante a busca por
alternativas simplificadas (Nascimento; Silva, 2024). Nesse contexto, 0
desempenho do método ndo esta na reproducéo exata dos valores obtidos por
técnicas de referéncia, mas na capacidade de gerar informagfes comparativas

em cenarios nos quais a auséncia de mensuracgao inviabiliza a quantificagdo da



composicao proteica. Assim, a estimativa desses valores pode representar um
recurso adicional para a rotina dos BLH, especialmente quando o interesse esta
na identificacdo de variacdes, e ndo exclusivamente na quantificacdo absoluta
(Quirino, 2022).

Além disso, deve-se considerar que o LH € uma matriz biologicamente
complexa, cuja composicao varia de acordo com estagio da lactacdo, momento
da coleta, condicbes de armazenamento e caracteristicas individuais das
doadoras (Fernandes; Moreira, 2020). Essa variabilidade pode influenciar o
desempenho de métodos simplificados e contribuir para a dispersdo dos
resultados. Dessa forma, os resultados indicam que o método adaptado
apresenta potencial de aplicabilidade sob uma perspectiva operacional,
sobretudo na auséncia de métodos de referéncia na rotina (Quirino, 2022).



6. CONCLUSAO

A adaptacédo do método do formol para LH demonstrou ser uma alternativa
vidvel para a estimativa do teor de proteina total de forma simultanea a
determinacdo da acidez titulavel, com potencial real de aplicacdo na rotina dos
BLH. Ao longo deste estudo, foi possivel verificar o desempenho de uma
proposta metodoldgica simplificada, baseada na integracdo com a analise de
acidez ja realizada nas rotinas diarias, sem necessidade de consumo adicional
de amostra e sem exigéncia de infraestrutura laboratorial complexa. As
modificacdes adotadas tornaram o método mais compativel com a realidade
operacional dos BLH, favorecendo sua reprodutibilidade e seguranca de
execucao.

Com base na equacéo obtida na primeira fase do estudo, na qual se
observou relacédo entre o volume de solugcdo Dornic consumido apds a reacao
com formaldeido e o teor de proteina determinado pelo método de Kjeldahl, o
método de formol modificado foi aplicado na segunda fase. A comparacao entre
as duas metodologias ndo evidenciou diferenca significativa, indicando boa
proximidade entre as determinacdes obtidas. A analise de concordancia mostrou
viés discreto entre os métodos e limites de concordancia compativeis com
variacao relativamente estreita entre as medidas. Em conjunto, os resultados
demonstraram comportamento semelhante entre 0 método proposto e o0 método
de referéncia, com associacdo consistente e sem indicios de discrepancia
sistematica relevante.

Sob a perspectiva pratica, o principal mérito da metodologia estudada é
oferecer aos BLH uma possibilidade concreta de ampliar o controle de qualidade
nutricional do LH doado utilizando recursos ja disponiveis, com execucao rapida,
baixo custo e sem comprometer o fluxo de trabalho. Em um cenério no qual o
teor proteico pode contribuir para decisbes mais qualificadas sobre a destinagéo
nutricional do leite, especialmente para recém-nascidos prematuros e
imunossuprimidos, a incorporagcdo de uma estimativa acessivel representa um
avanco importante.

Assim, conclui-se que o método do formol adaptado apresenta
aplicabilidade promissora para uso em BLH como estratégia complementar ao
controle de qualidade, agregando informacé&o nutricional relevante a triagem do



LH doado. Os resultados deste trabalho demonstram que a proposta cumpre 0
objetivo de transformar uma limitagdo da rotina dos BLH em uma possibilidade

técnica simples e util para incrementar o cuidado oferecido aos lactentes mais

vulneraveis.
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