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RESUMO

Introducao: A alimentagdo enteral dos recém-nascidos pré-termo (RNPT)
permanece um desafio, pois ndo se sabe ao certo o que € necessario para se
ter uma nutricdo que atenda a todas as suas necessidades de crescimento e
desenvolvimento. O leite humano supre as necessidades dos RNPT nas
primeiras semanas de vida com relagédo aos fatores de protegéo e crescimento
com: conteudo proteico; enzimatico; energético e imunoldgico. Entretanto,
apos esse periodo, a oferta de nutrientes diminui, principalmente em relagdo a
quantidade de fésforo, proteina e caélcio, sendo por vezes necessaria a
suplementacdo do leite com o acréscimo de nutrientes industrializados.
Também ha duvidas sobre o seu componente bacteriolégico na génese de
processos infecciosos neonatais. Objetivo: Verificar a composicdo de
eletrélitos e minerais e realizar a avaliagdo microbiol6gica do leite de lactantes
a termo antes e apds a pasteurizacdo e de leite cru de maes de recém-
nascido pré-termo coletado a beira do leito. Métodos: Estudo descritivo de
corte transversal. Foram dosadas concentragdes de calcio (Ca), fésforo (P),
magnésio (Mg), sédio (Na) e potassio (K) em amostras aleatérias de leite
humano nos trés grupos. As amostras foram analisadas por mineralizagdo
acida assistida por radiacdo micro-ondas e posteriormente por espectrometria
de emisséo dptica com plasma indutivamente acoplado e expressas em mg/L,
com calculo de médias e desvio padrao. Para a avaliacdo bacteriolégica foi
utilizada a técnica do BGBL, utilizada pela Rede de Banco de Leite. A
comparacao entre os grupos foi feita por analise de variancia (ANOVA)/teste
de Tukey. Nivel de significancia aceito de 5%. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp sob o numero CAAE
35545314.4.0000.5404 e aprovado pela REBEC RBR- 7994vz e foi assinado o
consentimento livre e esclarecido informado dos participantes. Resultados:
Observou-se uma redugédo significante dos teores de Ca (259,41+96,8 x
217,0£54,9; p=0,003), P (139,1£51,7 x 116,8+33,3; p=0,004) e K
(580,8£177,1,4 x 470,9+109,4; p<0,0001) apds a pasteurizacdo. As amostras
de leite cru colhidas a beira do leito apresentaram teores estatisticamente
mais elevados de Na — 2 vezes - que o leite a termo de doadora. Ca e P sé
atingem a ingestdo recomendada pela European Society of Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition se o leite materno for ofertado em
volume maior do que 60 mL a cada 3 horas. Concentracbes de magnésio nao
diferiram entre os grupos. Na avaliagdo do BGBL pode-se observar que o
processo de pasteurizacdo € efetivo e que aproximadamente 50% das
amostras colhidas em beira de leito tiveram resultado positivo na avaliagdo do
BGBL Conclusodes: houve uma redugédo significativa de Ca, P e K nas
amostras ap0s pasteurizagéo, e os valores de Na no leite cru coletado a beira
do leito foram superiores aqueles pré-pasteurizacdo. Quanto a analise
microbioldgica, a pasteurizacdo se mostrou eficiente e a coleta na beira do
leito apresentou elevada positividade no BLBG.

Palavras-chave: pré-termo, leite humano, amamentacao, infeccao hospitalar.



ABSTRACT

Introduction: Enteral feeding of preterm neonates (PN) remains a challenge,
because no one knows for sure what is required to have a nutrition that
supplies all their needs for growth and development. Human milk supplies the
needs of PN in the first weeks of their lives, regarding protection and growth
factors such as: immunological, energetic, enzymatic and protein contents.
However, after this period, the nutrient supplies decrease, mainly in relation to
the amount of phosphorus, calcium and protein, being sometimes necessary
supplementation of milk with the addition of nutrients. There are also doubts
about the bacterial component on its genesis of neonatal infectious processes.
Goal: To verify the composition of electrolytes and minerals and to carry out
the microbiological evaluation of the milk of full term infants before and after
pasteurization and raw milk of mothers of preterm babies collecteda at the
bedside. Methods: descriptive cross-sectional study. Concentrations of
calcium (Ca), phosphorus (P), magnesium (Mg), sodium (Na) and potassium
(K) have been dosed in random samples of human milk in three groups. The
samples were analyzed by acid mineralization assisted by microwave radiation
and later by optical emission spectrometry with inductively coupled plasma and
expressed in mg/L, with average calculations bases and pattern deviation. For
the bacteriological evaluation, the BRILA technique (Brilliant-green Bile
Lactose) was used — also used by the Human Milk Bank Network. The
comparison between the groups was made by analysis of variance (ANOVA)/
Tukey test. Accepted significance level by 5%. The project was approved by
the UNICAMP Research Ethics Committee under the registration number
CAAE 35545314.4.0000.5404 and approved by REBEC RBR-7994vz and
signed freely and willingly by the informed and consensual participants.
Results: we observed a significant reduction of the levels of Ca (259.4 + 96.8 x
54.9 £ 217.0; p = 0.008), P (139.1 51.7 + x 116.8 £ 33.3; p = 0.004) and K
(580.8 £177,4 x 1, 109.4; p < 470.9 + 0.0001) after pasteurization. Raw milk
samples collected at the bedside presented statistically higher levels of On-
twice as much of the term donor's milk. CA and P only reach the intake
recommended by European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology
and Nutrition if breast milk is offered in more than 60 mL every 3 hours.
Magnesium concentrations did not differ between the groups. Through the
BRILA assessment it can be observed that the process of pasteurization is
effective and that approximately 50% of the samples taken at the bedside had
a positive result in this evaluation system. Conclusions: there was a
significant reduction of Ca, P and K in the samples after pasteurization and the
values of NA in raw milk collected at the bedside were superior to those of pre-
pasteurization. As for microbiological analysis, the pasteurization proved
efficient and collection at the bedside presented high positivity in the BRILA
system.

Key-words: preterm neonates; human milk; breastfeeding; hospital infection.



LISTA DE ABREVIATURAS

ACT: alojamento conjunto tardio.

ANOVA: analise de variancia.
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1. INTRODUCAO

O cuidado nas unidades de tratamento intensivo neonatal evoluiu
muito. H& cerca de vinte anos atras a manipulacdo e a exposicédo a dor e
estimulos nocivos era uma constante por parte da equipe. Os recém-nascidos
eram manipulados de modo excessivo e ndao havia tecnologia apropriada aos
cuidados em terapia intensiva. Atualmente varias mudancas ocorreram, nao
s6 por parte de equipamentos e materiais disponiveis, mas também por uma
atencdo mais humanizada permitindo que cada vez mais essas criangas
sobrevivessem'®.

Iniciar a alimentagdo enteral desses recém-nascidos € um desafio,
pois Ndo se sabe ao certo o que € necessario para ter uma nutricdo que supra
todas as suas necessidades de crescimento e desenvolvimento, como ocorria
no ambiente intrauterino®. Isso requer da equipe um acompanhamento
constante do crescimento e das repercussbes da dieta no metabolismo.
Muitas pesquisas foram realizadas nesta area, mas ainda existem questbes
nao respondidas, como qual a quantidade e a qualidade necesséarias de
proteinas e energia, a serem ofertados ao RNPT °%.

Sabe-se que uma alimentacdo adequada, obtida por meio da oferta
de leite humano (LH), permite maior sobrevida ao RNPT. Da mesma forma,
em médio e longo prazo, favorece o seu crescimento e desenvolvimento °. O
LH contém fatores imunolégicos, enzimas, como a lactoferrina, fornece
energia, fatores de crescimento e quantidades adequadas de proteinas °.

Entretanto, o leite humano pode n&o ser suficiente para um
crescimento e desenvolvimento adequados, necessitando de suplementacéo
ou mesmo do uso de férmulas lacteas. Em geral as criangcas que nasceram
prematuras apresentam déficit de crescimento, sendo que 50% relacionado a
alimentacdo ®'".

A intolerancia alimentar ainda € um outro ponto importante, pois
pouco se sabe a respeito desse assunto. Muitos dados disponiveis sobre a
alimentacdo do RNPT s&o antigos e foram obtidos em uma época em que o
cuidado neonatal era realizado de outra maneira *.
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Quanto mais precoce a oferta do leite proveniente das maes, mesmo
em RNPT extremos, maior a protegcdo contra a enterocolite necrosante e
processos infecciosos, maior a colonizacao do intestino com lactobacilos e
fator bifidus, os quais aumentam a tolerancia alimentar %2,

O principal déficit de crescimento encontrado esta relacionado ao
desenvolvimento cerebral, que sera prejudicado ja nas primeiras semanas de
vida °°%,

Isto ocorre porque o leite humano supre as necessidades dos RNPT
nas primeiras semanas de vida, com relacdo aos fatores de protegdo e
crescimento, como: o conteudo proteico, enzimatico, energético e
imunolégicos. Entretanto, apdés algumas semanas, a oferta de nutrientes
diminui, principalmente com relagéo a quantidade de fosforo, proteina e calcio,
sendo necessario o acréscimo de nutrientes industrializados para enriquecer o
LH, ou mesmo o acréscimo do leite liofilizado, proveniente de bancos de leite
humano (BLH), para esse enriquecimento '3,

Um modo de suplementar o LH é acrescentar componentes do
préprio leite humano. O processo de evaporagédo, ao qual € submetido o leite
humano, permite concentrar seus nutrientes. Essa formula enriquecida pode
ser adicionada ao leite, tornando-o0 mais adequado para a alimentacdo do
recém-nascido de muito baixo peso (RNMBP). Neste processo podem ser
acrescentadas gordura, proteina homologa e lactose, em valores adequados a
serem consumidos ao dia, de acordo com a necessidade da criangam.

Partindo desta breve revisdo de literatura questiona-se: a
administragdo de leite humano cru ordenhado no domicilio, antes de uma
avaliacdo com relacdo a presenga de microrganismos, traz riscos ao pré-
termo? Quando o leite é ordenhado ao lado da incubadora existe risco de
contaminacao e oferta de um leite contaminado ao RNPT? Administrar um
leite pasteurizado traz menos riscos? Existe diferenga entre a composicéo do
LH cru e a do LH pasteurizado? E necessaria a complementacdo do LH? E
preferivel dar leite humano cru da prépria mae em detrimento do leite
pasteurizado, com diminuigdo do custo?

Ha, portanto, uma necessidade de aprofundar o conhecimento sobre
a composicao fisico-quimica e a presenca de contaminag¢do do leite humano

cru a ser ofertado ao recém-nascido pré-termo.



12

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar a composicdo de eletrdlitos e minerais e realizar a avaliagdo
microbiolégica do leite de lactantes a termo antes e apés a pasteurizacéo e de
leite cru de maes de recém-nascido pré-termo coletado a beira do leito.

2.2. Objetivos especificos

- Comparar a concentracdo de fésforo, calcio, magnésio, sédio e potassio do
leite de lactantes a termo antes e ap0s a pasteurizacéo e de leite cru de méaes

de recém-nascido pré-termo

- Avaliar o volume necessario de leite a ser oferecido para o recém-nascido
pré-termo para atender as suas necessidades nutricionais de eletrolitos e

minerais.

- Avaliar e comparar a presengca de microrganismos presentes no leite de
lactantes a termo antes e apds a pasteurizacdo e de leite cru de méaes de

recém-nascido pré-termo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Beneficios do leite humano

O leite humano nao é meramente nutricdo. Ele contém uma variedade
de fatores que pode influenciar na sobrevivéncia e no desenvolvimento infantil.
Quando o leite da propria mae nao esta disponivel, € recomendado, portanto,
fornecer ao recém-nascido o leite obtido de uma doadora para auxilia-lo a obter
todos os nutrientes necessarios ao seu bem-estar .

O leite humano além de fornecer protecdo contra doencas, também
transfere nutrientes obtidos da alimentacdo da méae e de suas reservas
corporais, de acordo com as necessidades do RN, mostrando deste modo a
sua eficacia. Também possui fatores bioativos ndo nutritivos. Os componentes
do leite contribuem para o suporte nutricional da crianca e para o
desenvolvimento do sistema imunolégico e cerebral, como também para a
maturagdo e funcionamento de varios sistemas enzimaticos, e para o
desenvolvimento e crescimento de érgaos e sistemas corporais "¢,

O leite materno deve ser o referencial nutricional dos recém-nascidos,
ou seja, o0 modelo no qual outras formas de alimentacdo devem ser baseados
com relacdo ao crescimento, a saude, ao desenvolvimento e aos resultados
esperados em longo e curto prazo. Isso devido ao leite humano fornecer uma
ingestdo equilibrada de elementos essenciais. Os RNPT que recebem leite
materno tém um melhor desenvolvimento quando comparados com aqueles
que receberam alimentacéo artificial '>"".

A alimentacdo de RNPT tem trés objetivos principais: ajudar a crianca a
atingir o crescimento semelhante ao ambiente intrauterino, auxiliar na
prevencao de enterocolite necrosante e infec¢gdes nosocomiais e melhorar, em
longo prazo, o seu crescimento e desenvolvimento neurolégico '°.

Para que isto aconteca, a oferta de leite humano deve ocorrer o mais
precoce possivel para o RNPT. Esta oferta aumenta a sua tolerancia alimentar,
reduzindo o seu tempo de internacdo. Quando o leite da mae ndo esta
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disponivel, por taxas baixas de producao devido a estimulacio inadequada das
mamas, deve-se fornecer leite de doadoras. De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), o leite humano € a fonte preferida de nutricdo para
todos os lactentes e somente ele fornece todos os elementos necessarios aos
recém-nascidos '®'. Especula-se, entretanto, que a oferta de leite cru pode
expor o RNPT a contaminacao bacteriana, se o processo de pasteurizacao nao
ocorrer de modo efetivo'®.

A oferta apenas de leite humano pode n&o promover um crescimento
como o leite artificial, mas a oferta de leite artificial, por outro lado, nao supre
componentes existentes somente no leite humano. A fortificagdo do leite
humano pode auxiliar na obtencdo de um crescimento adequado e fornecer
ainda os fatores essenciais do leite como: as imunoglobulinas, lactoferrina,
lizosima, fatores de crescimento, enzimas, fatores antinflamatérios, citoquinas
e oligossacarideos '°.

O leite humano fornece aos recém-nascidos macronutrientes e
micronutrientes, elementos estes considerados ideais para um
desenvolvimento adequado. Entre os macronutrientes, podem-se citar os
lipideos, as proteinas e os hidratos de carbono. Sua composi¢ao varia de uma
mae para outra de acordo com seu estado nutricional € no decorrer de seu
periodo de lactacdo, mas € muito semelhante entre uma mae e outra. Os
micronutrientes sdo as vitaminas, as enzimas e 0s minerais como 0 zinco,
cobre, molibdénio, cobalto, iodo, cromo, fltor, ferro e selénio '*'°.

A composicao média de macronutrientes do LH é de aproximadamente
0,9 a 1,2 g/dL para proteinas, 3,2 a 3,6 g/dL para gordura e 6,7 a 7,8 g/dL para

lactose '*. Morgano et al.'®

citam que os macroelementos sado constituidos pelo
fésforo, potassio, magnésio, calcio e sodio, entre outros.

A quantidade de micronutrientes no leite humano é muito variada,
sendo amplamente influenciada pela dieta materna, etnia, periodo de lactacao
e do dia, além da composicao genética do organismo. Esses componentes sao
importantes para a manutengdo da saude corporal, a recuperacao do
organismo, para um desenvolvimento correto e um crescimento adequado '°.

Os RNPT apresentam baixo estoque de micronutrientes, podendo ser
necessaria a suplementacdo destes ao organismo por meio da oferta de leite

humano fortificado. Esta oferta de micronutrientes proveniente do leite materno
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é essencial devido a alta atividade metabdlica em decorréncia do crescimento
acelerado que ocorre nesta fase da vida, como também pelo combate aos
processos infecciosos '°.

A oferta de oligoelementos €& essencial para garantir o seu
desenvolvimento adequado. Uma dose diaria de elementos essenciais como
ferro, cobre, zinco, selénio e iodo pode ser ofertada ao pré-termo. Entretanto, a
dosagem certa para garantir o processo de crescimento e metabolismo ideais,
ainda n&o foi determinada'®?°.

O calcio é o mineral mais abundante no corpo humano, e 99% dele
esta localizado nos ossos. Da 282 a 402 semana de gestacdo, sua presenca
quadruplica devido ao aumento da mineralizacdo 6ssea. Os RNPT em geral
perdem este periodo de mineralizagdo. Deixar de fornecer ao pré-termo um
alimento que atenda os requisitos nutricionais desse elemento pode leva-lo a
desenvolver o raquitismo da prematuridade ou a osteopenia da prematuridade
' Uma ingestdo de célcio durante os primeiros anos de vida é fundamental
para a prevencao do raquitismo e para o crescimento e desenvolvimento
normais 2.

A Academia Americana de Pediatria recomenda que as férmulas para
prematuros contenham 140 a 160mg de calcio por 100Kcal e 95 a 108mg de
fosfato por 100Kcal. Entretanto, estas recomendag¢des ndo levam em conta as
caracteristicas do intestino do RNPT nem a quantidade de gordura presente
no alimento ou o tipo de leite oferecido. Dietary reference (DRI) recomenda 210

1621 O fosforo é absorvido

a 279mg/dia de calcio para criancas até 12 meses
por difusdo passiva no jejuno de acordo com a sua concentracao na dieta. Por
outro lado, o calcio é absorvido por mecanismos ativos e passivos '°.

Célcio, cobre, ferro, magnésio, manganés e zinco tém papel essencial
no desenvolvimento infantil. Sua deficiéncia pode causar varias sindromes
patolégicas, entre elas o atraso de crescimento, fraturas désseas, erupcoes
dérmicas e um aumento da morbidade neonatal *°.

Além da composicdo mineral e eletrolitica, o leite humano também
possui elementos que sao importantes para o desenvolvimento do sistema
imunoldégico e da maturacdo do sistema digestério que serdo abordados a

sequir.
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3.2. Imunologia e contaminacéao do leite

Fogleman'® relata o efeito protetor do leite humano contra patégenos
como Escherichia coli, Vibrio cholerae, rotavirus, E. coli enterotoxigénica e
Camphylobacter, e também a diminuicdo dos fatores de protecéao do leite apéds
0 congelamento e processo de pasteurizacgao.

Acreditava-se que o leite humano era estéril, entretanto, sabe—se agora
que ele abriga uma comunidade microbiana que se altera de acordo com as
caracteristicas maternas como também ao longo da lactacéo .

Serafini et al.'®

, em trabalho realizado sobre a contaminacéo de leite
humano cru e pasteurizado, encontraram 136 cepas de microrganismos com
possibilidade patogénica em 194 amostras de leite cru, representando um total
de aproximadamente 70%. Nessas amostras, ainda foram encontrados
leveduras e bolores. Nas amostras de leite pasteurizado, encontraram 50% de
contaminacdao, ou seja, 73 cepas com possibilidade patogénica em 144
amostras.

Segundo Pessoto'?, existem na literatura vérios trabalhos que relatam
a contaminacao do leite cru a ser ofertado ao prematuro, com associagao a
episédios de septicemia nas unidades neonatais, trazendo risco ao recém-
nascido. Esta contaminacao inicial do leite humano ordenhado (LHO) reduz a
qualidade do leite ofertado ao pré-termo, devido ao consumo, pelos agentes
detectados no leite, de seus nutrientes e IgA. Quanto maior for a
contaminacao do leite antes da pasteurizacdo menor sera a qualidade do leite
ofertado apds o processo'®.

A presenga de imunoglobulinas no leite humano ordenhado retarda
sua degradacdo pelos microrganismos primarios, mas nao impede que essa
ocorra por contaminag¢ao secundaria oriunda do ambiente, das doadoras e dos
profissionais do BLH (Banco de Leite Humano). A sua oferta ao recém-nascido
pré-termo pode trazer riscos devido a sua caracteristica imuno-incompetente
22.

Toda a organizagdo do BLH é estabelecida para prevenir a
contaminacao do leite a ser oferecido ao recém-nascido. A primeira medida de
seguranca € a higienizacdo das maos dos profissionais a cada procedimento
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técnico e das doadoras. O profissional deve estar paramentado com capote,
gorro, mascara, luvas e 6culos de protecao. A doadora deve estar com avental
fenestrado (para acesso a mama) gorro € mascara e, se for manipular a mama
deve estar com luvas de procedimento %,

Todos os utensilios usados para o processamento do leite devem ser
esterilizados. Os frascos para coleta devem ser resistentes ao frio (-25°C) e ao
calor (128°C). O material de que sdao compostos nao deve interferir nem
interagir com o leite, mesmo apds ser submetido a todas as diferencas de
temperatura .

Toda doadora deve passar por avaliacao clinica, e todo o leite que
nao seja da propria mae deve ser pasteurizado antes de ser oferecido a outro
recém-nascido, de acordo com a regulamentacédo brasileira RDC/Anvisa n®
171/2006 2.

Para preservar a qualidade bioquimica e microbiana do leite, ele deve
ser transportado em cadeia de frio. O ndo respeito a esta norma pode
aumentar significativamente a quantidade de microrganismos no leite,
diminuindo a sua qualidade. O transporte do leite deve ser realizado em caixa
térmica ou isopor com 3 recipientes de gelo reciclavel para cada litro 2.

Ao receber o leite, o BLH faz uma avaliacdo da sua qualidade.
Primeiramente faz-se uma inspecao visual, descartando as embalagens ou o
leite que contenha alguma sujidade. Deve-se estar atento a coloragdo normal
do produto. O verde escuro, o0 marrom escuro ou o vermelho-tijolo devem ser
descartados. Em seguida é avaliado o odor, o off-flavor, definido como cheiros
néo caracteristicos. Nesses casos ha a necessidade de descarte imediato do
material®.

A acidez de Dornic indica, quando elevada, a presenca de bactérias
de origem primaria (mae) ou secundaria (ambiente e profissional). Esta acidez
aumentada é resultado da producgéo de &cido latico, que acaba por diminuir a
concentragéo de calcio e fésforo. A acidez maior ou igual a 8°D desclassifica o
leite para o consumo %. E importante, também, avaliar o crematdcrito, que é o
método que determina o conteldo energético do leite humano ordenhado.

O leite a ser ofertado ao recém-nascido deve ser livre de
microrganismos em quantidade e qualidade, para ndo provocar danos a saude

da criangca. Os microrganismos primarios em geral estdo presentes no leite e
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sao oriundos da corrente sanguinea materna. Os secundarios, em geral estao
presentes nos canais mamilares e no meio exterior??, portanto, sdo
decorrentes de contaminagao ambiental.

Para inativar os microrganismos, o leite deve ser aquecido a 62,5°C
durante 30 minutos e depois resfriado a 5°C. Este processo nao esteriliza o
leite. Antes e ap6s a pasteurizacdo, o leite deve ser testado quanto a
presencga de microrganismos, utilizando-se a semeadura do leite em caldo bile
verde brilhante lactose (BGBL) por 48 horas para detectar a presenca de
coliformes. Se estiverem presentes, o leite é descartado 2222,

Pode-se administrar o leite ordenhado cru ao RN pré-termo, desde
que seja o leite exclusivo da propria mae, refrigerado e no prazo maximo de
12 horas. O processo de ordenha deste leite deve ser acompanhado e muito
bem orientado para evitar a sua contaminagdo e o possivel prejuizo para a

crianca %,

3.3. Composicao do leite humano

O leite de qualquer espécie contém concentracdes elevadas de célcio e
fosforo, que aumentam a sua solubilidade de acordo com o aumento do pH do
leite, ou seja, um pH de 6,7 a 6 aumentam em 20% o calcio soluvel e em 15%
o fésforo soluvel. O calcio se liga as moléculas de caseina, aumentando a sua
absorcado. O aumento do pH deixa o célcio em uma forma mais biodisponivel.
Biodisponibilidade é a quantidade de nutrientes disponivel para absorcdo'®. A
lactose aumenta a absorcdo de calcio e favorece a seu transporte passivo e
ativo?'.

O leite também contém componentes bioativos, que sado definidos
como os elementos que afetam os processos bioldgicos, tendo um impacto
sobre a funcédo ou a condigdo do corpo, ou seja, seu estado de saude. Estes
componentes sdo obtidos do plasma materno ou produzidos pelo epitélio da
propria glandula mamaria, permitindo que proteinas e lipideos estejam ligados
a proteina do leite'.

A absorcdo de um elemento quimico tem correlacdo com sua
biodisponibilidade, ou seja, a porcdo do seu montante total efetivamente
utilizada para as fungdes do corpo depende fortemente da maneira e do
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formato que o elemento quimico tem quando ingerido. As andlises de
especiacao, ou seja, determinar a quantidade de um mineral e verificar a sua
absorcao, sdao importantes para verificar a biodisponibilidade, a mobilidade, a
reabsorgéo e 0 acumulo dos elementos no organismo que podem levar a uma
toxicidade. Apesar dos inumeros trabalhos realizados nesta area a literatura
sobre este assunto ainda é escassa'”.

O tratamento térmico do leite acima de 90°C diminui a solubilidade do
calcio e do fosforo. Entretanto, a temperatura de 62,5 C usada no banco de
leite faz com que as modificagdes sejam reversiveis'®.

O congelamento e o armazenamento tendem a promover uma
degradacao do leite. O congelamento e descongelamento tendem a reduzir a
capacidade bactericida. O processo de pasteurizagdo reduz a composicao e a
funcdo das proteinas'.

Quando a forca ibnica é aumentada pela adicdo de NaCl, existe uma
ligeira diminuicao do pH, que aumenta a solubilidade e a captacao de calcio
pelo organismo do recém-nascido. Isto ocorre pela troca de cations bivalentes
com o célcio, dissociando os pares de ions e tornando sua absorcdo maior °.

O calcio, o fésforo e 0 magnésio sao parcialmente ligados a caseina do
leite. Um terco do calcio, metade do fosforo e dois tercos de magnésio estao na
porcdo aquosa do leite. O célcio esta ligado a alfa-lactoalbumina, principal
proteina do leite humano. Para que este calcio seja absorvido e estar
biodisponivel, deve estar em forma sollvel, ou seja ionizado (Cax*) e ligado a
uma molécula organica soluvel antes de poder atravessar a parede intestinal.
Entretanto, esta absorcédo pode ser afetada pelas caracteristicas do intestino e

pelo tipo de dieta oferecida’®?".

O leite das maes de RNPT ¢é rico em metais de elevado peso
molecular, principalmente no colostro e leite de transigdo. Metais como cromo e
selénio sdo importantes para o crescimento da crianga, entretanto, sua
concentracdo diminui no leite maduro %°.

O colostro contém concentragcdes baixas de lactose, indicando que,
nesta fase, o principal papel do leite humano é o de funcado imunolégica.
Contém ainda niveis elevados de sédio, cloro e magnésio e niveis baixos de

potassio e célcio .
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4. METODOLOGIA

4.1. Desenho da pesquisa

Estudo de corte transversal.

4.2. Tamanho da amostra

Para o calculo do tamanho da amostra, considerou-se a informacéo da
prevaléncia de ocorréncia de microrganismos no leite materno ordenhado
(LMO) nao pasteurizado (70,1%) e de LMO pasteurizado (50,7%) no estudo
desenvolvido por Serafini et al.’®. Considerando um nivel de significancia de
5%, com hipdteses de teste bilateral e teste qui-quadrado, para uma amostra
com poder de 80%, cada grupo deveria conter 75 amostras (225+3) e, para
90%, cada grupo deveria conter 99 amostras 2*2°.

Para o célculo do tamanho amostral considerando as dosagens de

1" Para o

eletrdlitos, utilizou-se o estudo desenvolvido por Morgano et a
tamanho amostral foi estabelecido que as diferencas das médias ndo deveriam
ultrapassar 1% do obtido no estudo, e, assim, cada grupo deveria ter no
minimo 17 amostras, a fim de propiciar um poder de teste de 80%.

Para o célculo dos tamanhos amostrais foi utilizado o SAS software
para Windows, versao 9.2.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa pelo nimero

35545314.4.0000.5404 (CAAE) e na REBEC RBR-7994vz.

4.3. Selecao de sujeitos

As lactantes incluidas no estudo eram maes de recém-nascidos a
termo, doadoras do banco de leite humano, das quais se obtiveram as
amostras antes e apds a pasteurizagdo. Para utilizar o leite doado nao foi
obtido o termo de consentimento, pois a coordenadora do setor autorizou a
utilizagdo deste leite, e também maes de RNPT das quais foram obtidas
amostras de leite cru a beira do leito.
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Critério de exclusao: ndo houve critérios de exclusao.
Para as maes de beira de leito, participantes do estudo, foi solicitado

a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1).

4.4. Variaveis e Conceitos

4.4.1. Variavel independente:

o Tipo de leite. Foram consideradas as seguintes categorias:

- Leite humano ordenhado em beira de leito (BL): leite que a mae de
RNPT extraiu de sua propria mama, ao lado da incubadora ou na sala de
amamentacdo da unidade de terapia intensiva neonatal (UTIN), como
também na unidade de cuidados intermediarios canguru e no banco de
leite humano.

- Leite humano antes da pasteurizacao (AP): leite que a mae de RNT
retirou em ambiente domeéstico seguindo a orientagdo da equipe da UTIN
e do banco de leite.

- Leite humano pasteurizado (P): leite que a mé&e de RNT retirou em
ambiente doméstico seguindo a orientacado da equipe da UTIN e do banco

de leite e foi selecionado para o processo de pasteurizacao.

4.4.2. Variaveis dependentes:

e Concentracdao de calcio: valor obtido do célcio utilizando a
espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado.
Varidvel continua expressa em mg/L.

e Concentracao de fosforo: valor obtido do fosforo utilizando a
espectrometria de emisséao 6ptica com plasma indutivamente acoplado.

Varidvel continua expressa em mg/L.
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e Concentracao de magnésio: valor obtido do magnésio utilizando a
espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado.
Variavel continua expressa em mg/L.

e Concentracao de sodio: valor obtido do magnésio utilizando a
espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado.
Variavel continua expressa em mg/L.

e Concentracao de potassio: valor obtido do potassio utilizando a
espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado.
Variavel continua expressa em mg/L.

e Presenca de microrganismos: foi pesquisada a presenga de bactérias
para verificar a presenga de coliformes totais. Foram consideradas

duas categorias: sim e nao.

4.5. Coleta de dados: Técnicas, testes e/ou exames

As amostras de leite foram obtidas das maes em diferentes periodos
do dia, sendo algumas ap6s a amamentacdo dos RNPT internados na UTI
neonatal ou no banco de leite humano ou ainda na unidade de cuidados
intermediario canguru, e outras sem que houvesse ocorrido a amamentacao
devido as condicGes clinicas da crianca. Nesse caso, o leite era obtido por
meio de extracdo manual, com paramentagdo de luva, mascara e gorro, ao
lado da incubadora ou na sala de amamentacdo da unidade de terapia
intensiva neonatal (UTIN). A escolha por ndo determinar um peso de
nascimento e IG se deu na tentativa de aproximar os resultados ao cenario
real dentro das unidades neonatais na qual a oferta de leite ndo segue
exatamente apenas uma idade gestacional.

O leite obtido no banco de leite foi proveniente de varios momentos e
dias de coleta realizada em ambiente doméstico pelas maes doadoras que
tiveram seus filhos a termo. Esse leite foi coletado seguindo as orientagdes
dos profissionais do banco de leite humano da Santa Casa de Limeira que
consistia na paramentacao da mae com gorro, luvas e mascaras descartaveis
e cuidados quanto a higienizacdo das maos com sabao e agua. Foi utilizada
uma bomba de ordenha fornecida pelo hospital, como também os frascos de
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vidro para a coleta do leite. A equipe da Santa Casa foi responsavel por
passar nas residéncias das doadoras e obter o leite coletado. Este foi
transportado em caixa box de plastico, com gelo permanente e termdémetro
digital para o controle da temperatura, respeitando deste modo a cadeia de
frio.

Ao chegar ao hospital, foi acondicionado em geladeira de leite cru.
Antes do processo de pasteurizacao, este leite foi descongelado. Ap6s o
descongelamento, foi aberto na presenca de chama acesa, cheirado e
inspecionado quanto a possiveis intercorréncias (presenca de substancia
flutuante ou cabelo). Caso ndo houvesse sido encontrado nenhuma sujidade,
foi realizado o processo de pasteurizacao.

O leite coletado foi submetido a analise de microrganismos por
semeadura no teste de caldo bile verde brilhante lactose. Este teste foi
realizado pelo Laboratério de Analises Clinicas da Irmandade da Santa Casa
de Misericordia de Limeira, responsavel pelas analises do banco de leite
humano da referida instituicido. Para a semeadura em caldo bile verde
brilhante lactose, foram recolhidos 4 mL de leite de cada amostra que foram
semeados em 10 mL da solugdo indicada. Apés a semeadura, foi aguardado
um periodo de 48 horas para a leitura do material, com testes realizados em 4
e 5%. Os resultados estdo nas tabelas no Anexo 2.

Foram também coletados 4 mL de cada amostra para a quantificacao
dos teores de fésforo, calcio, magnésio, potassio e sédio. As amostras de leite
foram acondicionadas em tubos de plastico estéreis e armazenadas em
freezer com temperatura controlada entre -4 a -8°C, e encaminhadas para
analise no Grupo de Espectrometria Atémica (GEAtom) do Instituto de
Quimica da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), em cadeia de
frio. As amostras permaneceram congeladas até o momento das analises
(FIG. 01).
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FIG. 01: Frasco com leite congelado antes da andlise no laboratério de quimica da
Unicamp

Para a preparacdao das amostras para analise, o leite foi previamente
aquecido a 37°C em um banho de agua (banho Maria) para o
descongelamento e homogeneizagdo das amostras (FIG. 02 e FIG. 03). As
amostras foram, em seguida, agitadas manualmente e transferidas, com o
auxilio de uma pipeta automatica, para frascos de politetrafluoretileno
(Teflon®). Quando nao ocorria a diluicao da caseina usava-se um voértice de
rotagao baixa.

FIG. 02: amostras sendo descongeladas em banho- Maria
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FIG. 03: temperatura para o degelo das amostras.

Em cada frasco, foi pipetado cerca de 0,5 g (FIG. 04) da amostra de
leite, que foram pesados em balanca eletrénica de precisdo, de acordo com o
tipo de amostra, ou seja, de beira de leito, antes e apds a pasteurizacdo. Cada
amostra foi pesada em duplicata (FIG. 05) para posteriormente realizar os

calculos da concentracdo dos componentes.

FIG. 04: balanca de preciséao.
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FIG. 05: amostras pesadas em duplicata.

Em seguida, os frascos foram transferidos para uma capela de
exaustao (FIG. 06), onde foram adicionados 1,5 mL de acido nitrico (HNO3, 65
m/m, Sigma Aldrich), 1,5 mL de peréxido de hidrogénio (H>O2 30% m/m,
Merck) e 4,5 mL de agua deionizada em cada um dos frascos contendo as
amostras, os quais foram posteriormente fechados e colocados em um micro-
ondas adequado para o preparo de amostra (ETHOS 1, Milestone) (FIG. 07) e
submetidos ao programa de aquecimento (FIG. 08) apresentado na Tabela 01.

Utiliza-se a agua deionizada pois ela é isenta de minerais e eletrdlitos.
A agua destilada possui elementos que podem alterar a analise.

FIG. 07: micro-ondas.
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FIG. 08: tela de aquecimento das amostras.

Tabela 01: Programa de aquecimento utilizado no micro-ondas para a
preparacao das amostras de leite.

Tempo de Tempo de
Temperatura/°C _ L
rampa/min permanéncia/min
120 8 10
190 18 15

Apés o resfriamento das amostras, os frascos foram para a capela de
fluxo laminar, abertos e transferidos para tubos de plastico de 15 mL e o
volume das amostras foi ajustado para 14 mL com agua deionizada. Nesta
fase a matéria organica do leite foi eliminada, ficando somente a sua
composicao quimica.

As amostras foram analisadas quanto aos teores de caélcio, fosforo,
magnésio, sodio e potassio em um espectrométro de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado (Perkin Elmer, 8300) (FIG. 09), capaz de
determinar simultaneamente os elementos presentes na amostra. O célcio, o
fésforo e o potassio foram determinados utilizando a visdo radial do
equipamento, e o fésforo e 0 magnésio, a posicao axial. As condi¢coes e os
instrumentais utilizados para a andlise do leite sdo mostradas na Tabela 02.



FIG. 09: ICP-OES.
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Tabela 02: Condigbes instrumentais usadas no ICP-OES para a analise das

amostras de leite.

Paréametro Valor

Poténcia/W 1400

Vazao do gas nebulizador/L min™ 0,70
Vaz&o do argénio/L min™ 0,5
Vazao de argénio/L min™ 15
Vazéao de aspiragao de amostra/mL 1,0

min”’

Tempo de delay/s 45

Comprimentos de onda/nm

A: 317,933 nm; P: 213,617 nm;
Mg: 280,271 nm; Na: 589,592 nm;
K: 766,40 nm
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Para a realizacao dos testes aqui indicados foi necessaria, portanto,
a coleta de 8 mL de leite de cada tipo, ou seja: a do LHO (leite humano
ordenhado) na beira do leito (BL), a do frasco proveniente do ambiente
domestico obtido de mées doadoras de leite do BLH antes da pasteurizacao e
apds a mesma. No decorrer da coleta, muitas vezes obteve-se um volume
maior do leite antes da pasteurizacado (AP), proveniente do volume destinado
ao descarte do leite (volume excessivo ao processo de pasteurizacdo), como
também uma quantidade maior do leite proveniente da beira de leito. Isto
permitiu que fosse determinada a presenga de outros componentes do leite
materno. Em outras amostras, entretanto, sé foi possivel obter o contetudo
minimo necessario para realizar apenas a andlise do BGBL, devido producao
insuficiente de leite por parte da mae.

Havia sido estabelecido que seriam coletadas 75 amostras de cada
tipo de leite, entretanto, revezes durante a pesquisa resultaram em: 72
amostras do grupo BL: coleta de leite na beira do leito; 68 amostras do grupo
AP: de leite coletado em domicilio para o banco de leite antes da
pasteurizagdo; 68 amostras do grupo P: leite pasteurizado. Totalizando 205
amostras, que foram testadas quanto a presenca de microrganismos e a
concentracao de calcio, fésforo, magnésio, sodio e potassio.

As amostras BL foram colhidas em beira de leito das mulheres/maes
dos RNPT internados na UTI Neonatal da Santa Casa de Limeira e daquelas
em sistema de alojamento conjunto tardio (ACT) internadas na maternidade da
ISCML, que apds serem esclarecidas, assinaram do termo de consentimento
livre e esclarecido. Para esta coleta foi utilizada a paramentacao exigida pela
rede de banco de leite humano que consistiu na utilizagdo de touca, mascara
descartavel e luva de procedimento. A mama era exposta e eram desprezados
os trés primeiros jatos do leite. O leite coletado era direcionado direto em um
copo descartdvel como o utilizado para a administragdo de leite no copinho.
Entretanto, como as amostras iniciais deram BGBL positivo, decidiu-se pela
coleta em frascos estéreis.

Como, ainda assim as amostras estavam com o BGBL positivo,
decidiu-se a partir de entao, realizar a assepsia da regiao da aréola, apos o
desprezo de trés jatos de leite, com clorohexidina a 2% e gaze estéril. Esta
nova técnica resultou em negatividade no teste do BGBL. Uma seringa
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descartavel de 5 mL agulhada foi inserida no interior dos tubos de ensaio para
a coleta dos 4 ml de leite, que depois foram colocados nos frascos destinados
ao BGBL.

A amostra do leite AP foi obtida mediante paramentacao com capote
descartavel, touca, mascara, e luva de procedimento no interior do banco de
leite da ISCML. A amostra era oriunda dos frascos de leite destinados ao
processo de pasteurizagcao. A coleta ocorreu ao lado de chama acesa, com a
utilizacdo de uma seringa de 5 mL estéril agulhada. Os 4 mL de leite obtido
eram acondicionados no tubo de ensaio destinado a avaliagdo do BGBL, e
depois mais 4mL ou mais eram aspirados para a determinacdo da
concentracdo dos nutrientes propostos neste estudo. Os frascos de leite
contendo 500 mL, de uma unica doadora, eram entdo destinados ao processo
de pasteurizagao, respeitando os preceitos e a preconizagdo do Ministério da
Saude .

As amostras coletadas ap6s a pasteurizacdo (P) foram obtidas
respeitando a técnica preconizada para os BLH, respeitando a paramentacéo
exigida e a chama acesa. Os testes do BGBL eram os mesmos das amostras
que seriam destinadas ao consumo dos neonatos de risco da referida
instituicdo. Além da amostra destinada ao BGBL, foram coletados mais 4 mL
para a pesquisa da concentracdo de cdélcio, fésforo, magnésio, sodio e
potassio.

As amostras, depois da pasteurizacado, dos individuos P06, P10,
P13, P27, P45, P56 e P74 tiveram seus vidros quebrados durante o processo
de pasteurizacdo o que inviabilizou a coleta do BGBL, sendo colhida somente
a amostra de leite para a quantificacdo dos componentes quimicos das
amostras P06, P10, P45, e a amostra P56 foi desprezada antes da
pasteurizacdo devido a presenca de cabelo no interior do mesmo, novamente
inviabilizando a analise do BGBL e quimica.

Com relacdo as amostras de Beira de Leito: a amostra BL0O5 n&o foi
suficiente nem para a coleta do BGBL nem para o calculo da andlise quimica;
as amostras BL 33 e BL34 foram suficientes apenas para a coleta do BGBL
devido a volume de leite produzido ser insuficiente.
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As amostras APO1, AP44, AP45, AP46, AP47, AP48, P13, P27, P46,
P47, P48 e P64, foram perdidas no processo de transporte até o Instituto de

Quimica.

4.6. Local do estudo

O estudo ocorreu em um hospital privado, filantrépico, de nivel
terciario, que atende pacientes do Sistema Unico de Saude (SUS), de
convénios e particulares. Este hospital possui uma unidade de terapia
intensiva neonatal com 20 leitos, oito dos quais se destinam aos cuidados
intensivos, e doze aos cuidados intermediarios.

A unidade possui em seu quadro de funcionarios uma (01) enfermeira
gerente, trés (03) enfermeiras em cargo pleno, sete (07) enfermeiras
especialistas assistenciais, vinte e oito (28) técnicos de enfermagem
distribuidos nos quatro turnos de trabalho e dois médicos neonatologistas 24
horas por dia, em esquema de rodizio de plantdes entre os membros da
equipe. Conta ainda com uma terapeuta ocupacional, uma psicéloga, uma
assistente social, duas fonoaudiélogas e uma equipe de fisioterapia.

A unidade neonatal faz parte da iniciativa hospital amigo da crianga,
do método canguru e da atengdo humanizada ao recém-nascido e a familia,

possuindo o Banco de Leite Humano (BLH).

4.7. Processamento e analise de dados

Para a analise das caracteristicas da populagao do estudo foi utilizado o
teste qui-quadrado para as variaveis categéricas e teste t de Student para as
continuas. Sendo as variaveis expressas em porcentagem e desvio padréo.

Na andlise dos dados coletados foram comparadas os trés tipos de
amostra de leite e dois grupos de lactantes sendo: maes de RN a termo
doadora de leite do banco de leite em amostras antes e depois da
pasteurizacdo e maes de RNPT com amostras de leite colhidas em beira de
leito. Para comparar a concentragao de nutrientes analisados nos trés tipos de
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leite, foram utilizados a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey, para
determinar a variabilidade entre as médias em cada grupo. Os mesmos
calculos foram utilizados para a analise dos resultados do BGBL.

Para o calculo do volume de leite segundo as necessidades nutricionais
de eletrdlitos e minerais, foi utilizada a ingestdo diaria recomendada por
ESPGHAN (European Society of Paediatrica Gastroenterology, Hepatology
and Nutrition)?®.

Para a analise dos dados, foi utilizado o programa Social Packhage for

Social Sciences — SPSS na verséao 20.0.

4.8. Consideracgdes éticas

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Unicamp
com CAAE 35545314.4.0000.5404, aprovacao REBEC RBR-7994vz e obteve-
se a concordancia das maes para a obtengdo das amostras de leite com a
assinatura do TCLE (ANEXO 1).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas da populacao do estudo

Os dados da populacédo do estudo foram obtidos por meio da coleta
de informacdes proveniente dos prontuarios de atendimento das maes. A
populagéo do estudo foi dividida em duas categorias. A primeira € composta
pelas as mées com seus RNPT internados na Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Limeira, e a
segunda, pelas maes com filhos a termos e doadoras de leite do banco de
leite da referida instituicao.

Entre as mées doadoras de leite, a média da idade ficou em 24,9+5,7
anos. A grande maioria das mulheres nesta categoria tiveram parto cirargico,
sendo o normal apenas em 26,7% da populagao.

Entre as mées da Unidade de Terapia Intensiva a idade variou de 16 a
41 anos, sendo a média de 24,9146,0 anos. O peso de nascimento variou de
780 a 1999 gramas, sendo que a maioria dos neonatos estava localizado
entre 1500 a 1999 gramas. Do mesmo modo que na categoria de mulheres
doadoras de leite, a grande maioria foi submetida a parto cirargico contra
32,0% de parto normal.

A cor branca foi prevalente nas duas categorias, sendo de 89,6% para
as maes doadoras e 84,6% para as maes de prematuros. A maioria € casada,
sendo 76,4% nas doadoras e 61,5% no grupo de RNPT. Com relagéo ao nivel
de escolaridade, apenas 23,1% das maes de RNPT e 12,35% das maées
doadoras tinham nivel superior. A renda da maioria da populacdo estudada
ficou entre 2 e 5 salarios minimos, representando 76,9% das maes de RNPT e
90,5% das maes doadoras de leite (Tabela 03).
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Tabela 03: Distribuicdo percentual das caracteristicas demogréficas e sociais

das maes doadoras a termo e de RNPT

Varigvel Maes doadoras Maes de p*
RNPT

Idade em anos 24,9457 24,946,0 0,980
Cor branca 89,6% 84,6% 0,606
Casada 76,4% 61,5% 0,261
Primigesta 54,8% 41,1% 0,098
Parto vaginal 26,7% 32,0% 0,473
Escolaridade (Nivel superior) 12,3% 23,1% 0,303
Renda de 2 a5 SM 90,5% 76,9% 0,156

Teste de qui-quadrado e t de Student
SM = salario minimo

RNPT = recém-nascido pré-termo

p*= p valor
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5.2. Resultados dos minerais presentes no leite

Os resultados da composigdo dos nutrientes do leite, ou seja, as
concentracdes de Ca, P, Mg, Na e K obtidas em cada amostra em cada
momento de coleta, constam nas tabelas no Anexo 3. Apds as andlises
estatisticas utilizando estas amostras, chegou-se aos resultados descritos
abaixo.

No presente estudo, o célcio teve uma média de concentracdo de
259,38 + 96,85mg/mL para as amostras antes da pasteurizacao e de 228,24+
54,99mg/mL para as amostras depois da pasteurizacdo. Para as amostras
colhidas em beira de leito o resultado foi de 202,15+67,77mg/mL.

Comparando as concentragdes de célcio entre os diferentes tipos de
amostras observamos diferengas estatisticamente  significativas na
comparacao de APxP e APxBL ou seja, ocorreu uma reducao estatisticamente
significativa da concentracdo do calcio do leite obtido antes da pasteurizacéo
quando comparado com apds a pasteurizagdo, como também o teor de calcio
presente no leite de maes de RNPT é estatisticamente menor do que o leite de
maes de recém-nascido a termo (Tabela 04).

Tabela 04: Concentracao de Célcio segundo os diferentes tipos de amostra de
leite, expressos por mg/mL

Tipo de leite MédiazDP IC 95% da média p valor
AP (68) 259,38+96,85 235,9 282,8 APxP 0,003
P (68) 228,24+DP54,99 203,6 230,3 PxBL 0,273
BL (72) 202,15167,77 181,4 213,3 APxBL <0,0001

AP=antes pasteurizagao; P=ap0s pasteurizacdo; BL=beira de leito: DP=desvio padréo; IC=intervalo de confianga
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Para a andlise do fésforo a média £ DP para as amostras colhidas
antes da pasteurizacao foi de 139,10+51,74mg /mL. Para as amostras apos a
pasteurizagao, foi de 116,78+33,32mg/mL. A concentragdo para as amostras
colhidas em beira de leito foi de 97,10+31,21mg/mL.

Comparando as concentracdes de fésforo entre os diferentes tipos de
amostras observamos diferengas estatisticamente  significativas na
comparacao de APxP, PxBL e APxBL ou seja, as concentragbes de fésforo do
leite de mées de RNT foi maior do que a encontrada para as mesmas
amostras apés a pasteurizacdo. O mesmo ocorrendo na comparacgao de leites
PxBL e APxBL (Tabela 05).

Tabela 05: Concentracao de Fosforo segundo os diferentes tipos de amostra

de leite, expressos em mg/mL

Tipo de leite MédiatDP IC 95% da média p valor
AP (68) 139,101£51,74 126,6 151,6 APxP 0,004
P (68) 116,78+DP33,32 108,7 124,9 PxBL =0,0010
BL (72) 97,10+31,21 89,8 104,4 APxBL <0,0001

AP=antes pasteurizagdo; P=apds pasteurizacédo; BL=beira de leito: DP=desvio padrao; IC=intervalo de confianca
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Com relagdo ao magnésio, obtiveram-se os seguintes valores: nas
amostras antes da pasteurizagdo 45,72+13,04mg/mL, apds a pasteurizacédo
42,24+10,65mg/mL e para as amostras de beira de leito 47,27+17,98 mg/mL.

Comparando as concentragdes de magnésio entre os diferentes tipos
de amostras observamos que nao houve diferengcas estatisticamente

significativas (Tabela 06).

Tabela 06: Concentracao de magnésio segundo os diferentes tipos de amostra

de leite, expressos em mg/mL

Tipo de leite MédiazDP IC 95% da média p valor
AP (68) 45,72+13,04 42,6 48,9 APxP 0,335
P (68) 42,24+10,65 39,7 448 PxBL 0,097
BL (72) 47,27+17,98 43,0 51,5 APxBL 0,797

AP=antes pasteurizagéo; P=ap6s pasteurizagdo; BL=beira de leito: DP=desvio padréo; IC=intervalo de confianga
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Para os valores do sédio, obtiveram-se as seguintes concentracdes:
337,70£317,90mg/mL,  275,07+261,34mg/mL e  704,04+417,47mg/mL
respectivamente para leite antes e apds a pasteurizagéo e o coletado em beira
de leito

Comparando as concentracdes de sddio entre os diferentes tipos de
amostras observamos que houve diferenca estatisticamente significativa entre
PxBL e APxBL. Nos dois casos foi observada concentracdo mais elevada do
sodio nas amostras de beira de leito (Tabela 07).

Tabela 07: Concentracao de sddio segundo os diferentes tipos de amostra de

leite, expressos em mg/mL

Tipo de leite MédiatDP IC 95% da média Valor p
AP (68) 337,70£317,90 260,8 4147 APxP 0,532
P (68) 275,07+261,34 211,8 338,3 PxBL <0,0001
BL (72) 704,04+417,47 605,9 802,1 APxBL <0,0001

AP=antes pasteurizagéo; P=ap6s pasteurizagdo; BL=beira de leito: DP=desvio padrao; IC=intervalo de confianga
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Comparando as concentracdes de potassio entre os diferentes tipos
de amostras observamos que houve diferenca estatisticamente significativa
entre APxP e APxBL. Em ambos os casos houve queda nos valores de

potassio (Tabela 08).

Tabela 08: Concentragdo de potassio segundo os diferentes tipos de amostra

de leite, expressos em mg/mL

Tipo de leite MédiatDP IC 95% da média Valor p
AP (68) 580,83+177,10 538,0 623,7 APxP < 0,0001
P (68) 470,89+£109,42 4444 4974 PxBL 0,153
BL (72) 515,69+133,00 484,4 546,9 APxBL 0,020

AP=antes pasteurizagao; P=ap0s pasteurizacdo; BL=beira de leito: DP=desvio padréo; IC=intervalo de confianca
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5.3. Resultado do volume de leite necessario para atender as
necessidades nutricionais de eletrélitos e minerais do RNPT

ApoOs a determinacdo dos valores dos minerais e eletrdlitos do leite
humano, foi possivel verificar a quantidade de leite necesséria para atender as
necessidades dos RNPT recomendadas pela ESPGHAN de 2010% (Tabela
09).

Para o calculo da quantidade utilizou-se a dosagem obtida em mg/L
multiplicado pelo o volume de leite a ser ofertado em mL fazendo a converséo
em litro, obtendo-se a dosagem em mg para cada mamada. A partir deste
célculo para uma mamada, calculou-se a dosagem para o dia multiplicando o

valor obtido pelo total de mamadas a serem ofertadas ao RNPT.
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Tabela 09: Quantidade de eletrdlitos e minerais em mg/mL de acordo com o volume de leite materno colhido de maes pré-termo a
beira de leito calculada a partir das necessidades recomendadas pelo ESPGHAN para RNPT

Ingestao Teor médio

Volume de leite ofertado por mamada (mL) a cada 3 horas
Elemento recomendada determinado

(mg/dia)* (mg/L) 5 10 15 20 25 30 60
Ca 1102 130 197,4 7,8 15,7 23,6 31,5 39,4 47,3 94,7
P 55a 80 97,1 3,8 7,7 11,6 15,5 19,4 23,3 46,6
Mg 7,5a 13,6 47,3 1,8 3,7 5,6 7,5 9,4 11,3 22,7
Na 63 a 105 704 28,1 56,3 84,4 112,6 140,8 168,9 337,9
K 60 a 120 515,7 20,6 41,2 61,8 82,5 103,1 123,7 247,5

*Ingestao diaria recomendada por ESPGHAN (European Society of Paediatrica Gastroenterology, Hepatology and Nutrition) 26
Em negrito destaca-se o volume necessario para obter a ingestdo recomendada.



42

5.4. Presenca de microrganismos no leite humano: resultados do BGBL

Foram obtidas 72 amostras antes da pasteurizacao (AP), 47 delas, ou
seja, 65,30% estavam contaminadas, com resultado positivo para 4 e 5% e 25
amostras, ou seja, 34,7% nao apresentaram contaminacdo. ApoOs a
pasteurizagdo foram obtidas 67 amostras das quais apenas uma (1)
apresentou contaminacao, representando 1,5%, e 66 amostras (98,5%) néo
apresentaram resultado do BGBL positivo.

Para as 73 amostras colhidas em beira de leito (BL), 37 ou seja, 50,7%
apresentaram resultados do BGBL positivos tanto para 4% quanto para 5%. E
36 amostras deram negativo para contaminacao.

Na comparacdo entre APxP, APxBL e PXBL houve diferenca
estatisticamente significativa sendo que antes de pasteurizar as taxas de
positividade sdao mais elevada do que depois do processamento do leite, o
mesmo ocorrendo na analise de AP x BL. Na comparacao de PxBL, como era
de se esperar, houve aumento da contaminacao no leite de RNPT (Tabela 10).

Tabela 10. Distribuicao percentual de material contaminado ou n&o, utilizando
o caldo bile verde brilhante lactose, segundo o tipo de leite

Tipo de Contaminado Contaminado Nao p valor
Leite (4%) (5%) contaminado

AP (72) 47 (65,30%) 47 (65,30%) 25 (34,7%) APxP <0,0001
P (67) 01 (1,5%) 01 (1,5%) 66 (98,5%) P x BL <0,0001*
BL (73) 37 (50,7%) 37 (50,7%) 36 (49,3%) AP x BL 0,0075

AP=antes pasteurizagdo; P=apds pasteurizacédo; BL=beira de leito: DP=desvio padrao; IC=intervalo de confianca
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As amostras de leite cru colhidas que apresentaram resultado positivo
foram semeadas em placa de Agar Chocolate com crescimento de bactérias
gram positivas (Estafilococos e Estreptococos). Nao foi especificado para que
amostras isto ocorreu e ndao se contou o nimero de colbnias existentes.

Em 58 amostras de BL, representando 79,5% n&o foi realizada a
assepsia e em 15, 20,5% foi realizado assepsia das mamas. Nas amostras
nas quais nao foi realizada a assepsia, 33 estavam contaminadas e 25 néo
contaminadas. Entre as amostras em que foi realizada assepsia com
clorohexidina a 2%, 11 ndo estavam contaminadas e 4 estavam contaminadas
por bactérias gram positivas, que fazem com que o resultado do BGBL seja
positivo (Tabela 11).

Tabela 11: Resultado do BGBL na presenca de assepsia nas amostras
colhidas em BL

Assepsia Contaminado N&o contaminado P Valor
Com  assepsia 4 11 0.0459
(15)

Sem  assepsia 33 25

(58)
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6. DISCUSSAO

6.1. Presenca de minerais e eletrélitos no leite

7

Diversos fatores podem influenciar a composicdo do leite, que é
bastante variada principalmente quanto a presenga de micronutrientes. Entre
os fatores que podem afetar esta composigéo estédo: o periodo da lactagéo, ou
seja, se colostro, leite de transicdo ou maduro, a constituicao genética da mae,
o periodo do dia e a alimentacdo. Além disso, pode variar de mulher para
mulher e para a mesma mulher'?'419202730 por gutro lado, Bates e Prentice®
afirmam em seu estudo que a oferta de célcio, ferro, zinco e cobre na dieta da
mae nao afeta a concentragdo destes minerais no leite humano. No presente
estudo, foi encontrada uma grande variacdo de concentracdo de nutrientes,
como, por exemplo, na concentracéo de sédio, no leite colhido a beira do leito,
que teve uma variagdo de quase trés vezes (349,84 mg/mL a 996,70 mg/mL).

Braga e Palhares'" nao encontraram alteracdes significativas na
composicao do leite humano apdés a pasteurizacdo, afirmando que os
componentes do leite permaneceram inalterados. Entretanto, os teores de
célcio e de fésforo, ndo atingiram os niveis recomendados com relacado a
nutricdo do recém-nascido pré-termo. No presente estudo, como ja citado
anteriormente, todos os elementos estudados tiveram uma reducao
estatisticamente significativa, com excecdo do magnésio. Ja Souza e Silva *'
encontraram uma redugdo na composi¢cdo dos macro e dos micronutrientes
apds a pasteurizagao, indicando a necessidade da fortificacdo do leite para
suprir as necessidades do RNPT. No presente estudo, quando se compara a
concentracao de Ca e P com as necessidades do RNPT, pode-se verificar que
€ necessario a complementacdo do mesmo no leite ofertado a crianca (Tabela
01).

Bortolozzo et al.®?

observaram que 0s processos de armazenamento,
pasteurizacdo e congelamento reduzem os teores de nutrientes do leite
humano. Além disso, o leite de maes de prematuros apresentou maiores
teores de calcio, potassio, s6dio e zinco do que o leite de maes com leite
maduro que tiveram parto em gestagdo a termo. No presente estudo, somente

0 sodio foi encontrado em teores mais elevados.
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Underwood® também afirma que o leite de maes de RNPT contém
mais sodio, gordura e proteina. Entretanto, a tendéncia com o passar das
semanas € de queda de seus valores. Os teores de zinco e de cobre também
sdo mais elevados, enquanto os teores de calcio sdo menores, 0 que coincide
com o observado neste estudo, no qual os teores de célcio encontrados nas
amostras apds a pasteurizagdo foram significativamente menores do que
aqueles encontrados em amostras coletadas a beira de leito. Ballard e Morrow
'* também relatam que os processos de pasteurizacdo e de estocagem podem
afetar a composigao nutricional do leite materno.

Morgano et al.'

pesquisaram a composicado mineral do leite maduro
de maes doadoras, entre 25 a 35 dias de lactacdo. As amostras foram
incineradas até a formacdo de cinzas brancas e a seguir foram diluidas em
acido nitrico e transferidas para baldo volumétrico até completar o volume de
50 mL com agua bidestilada. Nao foi especificado, entretanto, se essa analise
foi realizada antes ou depois da pasteurizacao. Os teores médios (mg/L) dos
elementos encontrados foram: 263,55 + 64,73 para o calcio, 159,26 + 33,63
para o fosforo, 489,76 + 132,70 para o potassio, 207,21 + 149,62 para o sodio
e 26,53 £ 6,84 para o magneésio.

Os valores para o calcio, sédio, potassio e magnésio neste estudo

foram maiores do que os encontrados no trabalho de Morgano et al.

para os
leites obtidos de mées doadoras antes da pasteurizagdo. Apenas os teores de
fésforo que foram menores. Os teores de calcio, fésforo e potassio, apds a
pasteurizacdo, também foram menores do que os encontrados por Morgano et
al.”®, ao contrario dos teores de sédio e magnésio, que foram maiores. Para o
leite coletado em beira de leito os teores encontrados neste estudo foram
maiores para o calcio e o fésforo e menores para magnésio, potassio e sédio
em relagdo ao trabalho de Morgano et al."®.

No trabalho de Bocca et al.” os valores encontrados para o célcio foram
de 307 + 11,8 microgramas por mL em dados com distribuicdo normal. Esses
dados sao semelhantes a esse estudo, utilizando agua deionizada. Para o
magnésio os valores encontrados foram de 0,03 + 0,002, valores bem abaixo

dos encontrados no presente estudo.



46

6.2. Analise do volume de leite necessério para atender as necessidades
nutricionais de eletrdlitos e minerais

A recomendagao nutricional da Europian Society of Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) em 2010 para
prematuros indica que a oferta didria de calcio deve estar entre 110 a 130
mg/dia %®. Com relagcdo ao calcio, na dosagem obtida a média dos teores
determinados nas amostras coletadas a beira de leito foi de 197,4 mg/L.
Considerando-se esse valor médio, um recém-nascido teria que ingerir muito
mais que 0,5 L de leite materno por dia para atingir os valores de ingestao
recomendados pela ESPGHAN (Tabela 09) %°.

Mesmo considerando o maior teor de Ca encontrado em uma amostra
coletada em beira de leito (242,5 mg/L), a ingestdo diaria recomendada de
célcio s6 seria atingida com a ingestdao de um alto volume de leite materno.
Como o volume de leite ingerido por um recém-nascido € muito baixo, os
teores de Ca encontrados nas amostras analisadas neste trabalho seriam
insuficientes para garantir as demandas nutricionais dos pré-termos quanto a
ingestao deste nutriente segundo as recomendagdes acima .

Para o fésforo, a ingestéao diaria recomendada pela ESPGHAN é de 55
a 80 mg/dia. Considerando a média dos teores deste elemento encontrados
em amostras coletadas a beira do leito (97,10 mg/L), também seria necessaria
a ingestao de um alto volume de leite pelos recém-nascidos, o que poderia
indicar uma possivel deficiéncia desse importante elemento para o
desenvolvimento cerebral e 6sseo '“?°. Esse fato enfatiza a necessidade de
enriquecer ou complementar o leite com esse elemento.

Para o magnésio, o valor de ingestao diario recomendado é de 7,5 a
13,6 mg/dia. Considerando a média dos teores encontrados neste trabalho
(47,27 mg/L), a ingestao diaria de 160 mL, ou seja a oferta de 20 mL de leite a
cada trés horas ao recém-nascido garantiria uma ingestdo adequada deste
nutriente. Ja a concentracao média de sédio encontrada foi de 704,04 mg/L e a
ingestao diaria recomendada é de 63 a 105 mg. Neste caso, a ingestao de 15
mL a cada trés horas de leite pelo recém-nascido ja seria suficiente para
garantir as demandas nutricionais deste elemento. Para o potassio, a ingestao
recomendada € de 60 a 120 mg/dia e o teor médio obtido neste estudo foi
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515,7 mg/L, neste caso também a ingestdo didaria de 120 mL/dia, seria
suficiente para uma ingestdo adequada deste elemento (Tabela 09) '2%°.

Trindade® observou que o leite produzido no primeiro més de vida da
crianga, tanto de maes de bebés prematuros como de maes que tiveram filhos
a termo, apresentam concentrac¢des similares de calcio e fésforo e afirma que
os teores nao seriam suficientes para promover a mineralizacdo dos 0ssos de
RNPT, sendo necessaria a fortificacao/suplementagcéo do leite para suprir as
deficiéncias que possam aparecer. Aqui se pode observar a necessidade de
um volume maior de leite para suprir o recomendado, sendo, portanto
necessario a complementacao do leite materno ofertado.

O comité da ESPGHAN 2010 recomenda a oferta de leite humano
fortificado, quando necessario, para o pré-termo, devido a possibilidade de
variacdo da composi¢do do leite ao longo do dia e do periodo da lactacao.
Informa que a estocagem e a pasteurizacdo alteram a composicéo do leite .
O mesmo foi observado neste estudo. Ocorreu uma reducdo da composicao
do leite apds a pasteurizagdo, mas os unicos componentes cuja dosagem nao
atinge o recomendado e devem ser acrescentados para enriquecer o leite sdo
o célcio e o fésforo.

A fortificacdo do leite humano, com o préprio leite humano
processado, ou com proteinas do leite de vaca, tem propiciado um crescimento
adequado do recém-nascido pré-termo .

Catache e Leone® trazem o relato de varios estudos que apontam
que a oferta de minerais, via leite materno, aos prematuros extremos é
insuficiente, sendo necessaria a complementacéo do leite principalmente com
o fosforo, para evitar a osteopenia e o raquitismos da prematuridade.
Recomendam a utilizacado de suplemento de calcio e fésforo até a idade
gestacional corrigida de 40 semanas, com suplementos do leite materno.

Ha um consenso em relacdo a suplementacdo do calcio e do fésforo,
entretanto, os outros minerais, como ja visto neste estudo (Tabela 09), estdo
em quantidade suficiente para as necessidades do RNPT.

Montjaux-Regis et al.*® afirmam que a oferta de leite cru nio
aumentou a incidéncia de processo infeccioso e de enterocolite necrosante. Os
prematuros que receberam leite cru de suas préprias maes tiveram inclusive

um ganho de peso maior do que 0s que receberam leite pasteurizado de
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doadoras. Isto pode se dar em decorréncia da reducao dos componentes do
leite observada neste estudo apds o processo de pasteurizagao.

A absorcao e a biodisponibilidade de um dado elemento essencial na
alimentagcdo dependem fortemente da estrutura quimica especifica deste
elemento . Estima-se que a média de absorgdo do célcio e do fésforo varie
entre 36 a 75% do que foi ingerido pelo pré-termo °. A ingestdo de leite traz
inumeros beneficios, e, quando a mae do RNPT ndo pode suprir esta
necessidade, o leite deve ser obtido por meio de doadoras de leite ®'. A
Academia Americana de Pediatria recomenda hoje que o leite ofertado ao preé-
termo, seja 0 materno devido aos seus inimeros beneficios .

O leite da propria mae é preferivel ao leite de doadoras, pois 0 mesmo
nao sofre a diminuicdo de seus fatores de prote¢do e de nutrientes quando
comparado com o leite doado apdés a pasteurizacdo, conforme com o
observado neste estudo. As maes de pré-termo devem ser incentivadas a
ordenhar o seu leite com frequéncia para aumentar a oferta de leite,
diminuindo assim, a necessidade de pasteurizagdo. Entretanto, quando a
producéo de leite da mée nado € suficiente deve-se optar pela oferta de leite

doado e adequadamente pasteurizado .

6.3. Analise do BGBL

O Caldo bile verde brilhante lactose (BGBL) é a técnica usada e
preconizada pela rede de bancos de leite brasileira para a analise da
adequacao do leite a ser ofertado ao recém-nascido apds o processo de
pasteurizacdo. O teste detecta a presenca de coliformes fecais presentes no
leite que inviabilizam a oferta do mesmo. Entretanto, este teste nao é realizado
no leite cru da propria mée a ser ofertado. Como também nédo existem muitos
trabalhos sobre a analise do BGBL no leite cru, o que dificulta a discussao do
presente estudo.

Em nossos resultados pode-se perceber que o processo de
pasteurizacdo da ISCML é efetivo na eliminacdo de bactérias do tipo
coliformes no leite a ser ofertado ao recém-nascido.

Na avaliagdo do leite cru, foi visto que metade das amostras estavam
contaminadas ou seja, BGBL foi positivo. Entretanto, ndo houve pesquisa
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sobre qual microrganismo acarretou este resultado positivo, nem ocorreu
contagem do total de microrganismos encontrados, por uma limitagcao funcional
do laboratério no qual as analises ocorreram. Deve-se lembrar que esse leite
nao foi ofertado ao recém-nascido. O leite oferecido a crianga passou pelo
processo de verificagdo de qualidade com pesquisa de auséncia de cheiro
estranho e de objetos flutuantes antes de ser ofertado. As amostras colhidas
pela pesquisadora foram destinadas somente para a pesquisa, como
demonstrado neste presente estudo na descri¢cdo da coleta das amostras. Isto
porque nao é possivel realizar a coleta do leite j& porcionado, pois implicaria
na diminuicdo do volume a ser ofertado ao RN da instituicdo do estudo.

Borges®’ realizou um estudo retrospectivo comparativo da avaliagdo da
acidez Dornic e do teste de BGBL de amostras colhidas em domicilio e no BLH
da instituicdo pesquisada. Ela separou 50 amostras colhidas em domicilio de
maes doadoras de leite e 50 no ambiente do banco de leite, descartando as
amostras que deram acidez acima de 8° D. As amostras foram submetidas ao
processo de pasteurizacao e posteriormente foi realizado o teste do BGBL.
Trés amostras (6%) provenientes do ambiente domeéstico e 2%, ou seja, uma
amostra do BLH deu positiva para coliformes totais.

O resultado é diferente do presente estudo, pois as amostras analisadas
no BLH eram provenientes tanto do domicilio quanto, uma minoria colhidas
dentro do hospital. Na avaliagdo do resultado destas apenas uma deu positiva
para coliformes totais, ou seja, 1,5%.

Araujo et al.®® entre abril de 2009 a dezembro de 2010, coletaram 430
amostras de leite humano cru congelado em domicilio e 4 mL de cada amostra
foi inoculado no BGBL. Das amostras analisadas, 40 (9,3%) apresentaram
contaminacdo por coliformes e 390 (90,7%) estavam dentro da norma
estabelecida para o BLH. Portanto, valores bem abaixo do que foi observado
neste trabalho.

Serafini et al.”® coletaram 338 amostras de leite humano, sendo 194 de
leite cru e 144 pasteurizado. As amostras foram semeadas em agar sangue e
agar Mc Conkey. Das amostras de leite cru, 136 (70,1%) apresentaram
contaminagao, e, do pasteurizado, 73 (50,7%) tinham microrganismos
patogénicos. Entretanto como os autores ndo avaliaram o resultado do BGBL,
nao é possivel a comparagdo com o presente trabalho.
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Novak et al.*® analisaram 30 amostras de leite cru, apds orientagdo
sobre pratica higiénica para as maes. As amostras foram congeladas em
domicilio e encaminhadas para andlise dentro das normas recomendadas pela
rede de BLH. Das amostras analisadas, 16 apresentaram coliformes totais com
contagem de 10* a 10° UFC/mL. A presenca destes, segundo os autores,
sugere mas condicdes higiénico-sanitarias indicando que este leite foi
manipulado de modo inadequado. Os leites testados neste caso tinham
alteracao do off-flavor.

Quando comparado com o estudo atual pode-se perceber que a
presenca de resultado positivo é semelhante, entretanto, as amostras para
analise neste trabalho foram obtidas pela propria pesquisadora, em ambiente
hospitalar, respeitando todos os preceitos de paramentacdo e com desprezo
dos 3 primeiros jatos de leite. Como ndo ocorreu a identificacdo do numero de
colénias, nem e se pesquisou a presenca de alguma outra bactéria, fica a
duvida de se a positividade do teste deve-se somente ao resultado para
coliformes.

1.4 analisaram 25 amostras de leite cru e 15 de leite

Neto et a
pasteurizado. As mesmas foram colhidas em tubo de ensaio de 10 mL estéreis
e encaminhadas para andlise do BGBL a 2%. As amostras apds a
pasteurizagcdo ndo apresentaram contaminag¢édo, o que esta de acordo com o
observado neste trabalho, mostrando a efetividade do processo de
pasteurizagao.

Em um estudo sobre a eficacia da orientacdo sobre as praticas
higiénicas antes da ordenha para a reducéo de contaminacéo do leite coletado
em domicilio, Silva et al.*' analisaram a presenca de microrganismos por meio
do BGBL em dois grupos: o grupo A, antes da orientacdo e o grupo B, apés
orientacdo e acompanhamento pratico da primeira ordenha. No grupo A, 8
(7,34%) das 109 amostras foram positivas na analise microbiolégica, e no
grupo B, 13 (8,33%) de 156 foram positivas na analise do BGBL apo6s a
pasteurizacdo, ndo sendo considerada estatisticamente significativa a
diferenga entre os dois grupos. O estudo néo relata se ocorreu pesquisa de
outros microrganismos. Os valores foram superiores aos observados no

presente estudo. Entretanto, pode-se perceber que a orientacdo ndo modificou
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a presenca de positividade no BGBL, o que pode indicar a presenca de outros
microrganismos no leite.

Moulin et al.* analisaram em temperatura ambiente, o desenvolvimento
de bactérias no leite cru em 33 nutrizes, com coleta manual, apds orientacédo
de higiene rigorosa das m&os, mas ndo das mamas, sendo desprezados 0s
trés primeiros jatos, com coleta posterior de 40 mL em frascos de plastico
previamente higienizados. O numero de coliformes totais variou de zero a
15/mL, 72% das amostras (n=24) ndo apresentaram contaminagao.

Nobre et al.*®

analisaram amostras de leite cru descartadas pelo BLH do
hospital de Araguai-TO pela semeadura de 1 mL de leite em placas de Petri.
Das 66 amostras analisadas, 41 (62,12%) apresentaram presenca elevada de
microrganismos mesofilos. Isto sugere que a qualidade do leite sofre risco de
alteracdo. Das amostras analisadas, 19 deram positivo para o teste do BGBL.
indice abaixo do que o encontrado no presente estudo.

Novak et al.**

analisaram 837 amostras de leite humano ordenhado cru,
destas 71 amostras estavam contaminadas com coliformes. Quando
comparado com o estudo atual, percebe-se que este valor € bem menor aqui.

Os mesmos autores relatam que, durante o aleitamento diretamente ao
seio, em geral ndo ocorre a transferéncia de microrganismos entre mae e filho,
provavelmente devido a baixa viruléncia e a baixa quantidade dos mesmos e
pela presenca dos fatores de protecdo no leite humano**.

O controle da qualidade microbiolégica do leite € importante, pois ele é
oferecido a recém-nascidos com baixa resisténcia a infeccdo®. Faz-se
necessaria, portanto, a pesquisa de presenca de microrganismos neste leite.

Silveira et al.®

encontraram 6 amostras de leite (7,5% do total de amostras
pesquisadas em seu estudo) contaminadas: duas por Staphylococcus sp
(32%); uma por Staphylococcus aureus (17%); e por Streptococcus sp (17%) e
uma por Escherichia coli na mesma porcentagem. Entretanto os recém-
nascidos que receberam esse leite foram acompanhados durante sete dias
apds a sua oferta e ndo desenvolveram processo infeccioso. Talvez isto tenha
ocorrido, porque as bactérias encontradas fazem parte da flora normal da pele
da mama.

Castro*® realizou a pesquisa de microrganismos no leite cru em 60

amostras de 20 mL, acondicionadas em frasco estéril, com tampa,
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transportadas até o laborat6rio da ESALQ (Escola Superior de Agronomia Luiz
de Queiroz) em cadeia de frio. As amostras foram obtidas do BLH da ISCML.
Das amostras analisadas, 50% foram positivas para Escherichia coli; 75%
para coliformes totais; 96,6% foram positivas para microrganismo aerdbios
mesofilos. A autora relata que a presenca de bactérias mesofilas é normal no
leite humano e que esta presenca diminuiria a qualidade do leite.

Para a oferta do leite cru da prépria mae, € necessario 0 emprego de
uma norma rigida. A mée deve ser muito bem orientada com relagéo a suas
praticas de higiene pessoal, e lavagem rigorosa das maos antes da coleta do
leite no domicilio. Ela deve ser orientada com relagdo ao correto
armazenamento e transporte até o ambiente hospitalar, e, uma vez neste, a
equipe do lactario deve seguir rigorosamente as normas sanitarias para evitar
a contaminacao do leite */.

A presencga de bactérias no leite provoca a fermentagdo do mesmo
elevando a sua acidez. Entretanto, esta acidez elevada nem sempre é
indicativa de contaminacdo. Scarso*® analisou amostras de leite com acidez
elevada e com acidez normal com relagdo a presenca de microrganismos e
encontrou em seu estudo amostras com acidez elevada, mas sem
microrganismos e amostras com acidez normal com microrganismos. Assim,
afirma que a propria produgéo do leite pode estar relacionada a acidez elevada
e conclui que a utilizagcao da titulacdo Dornic para avaliar a qualidade do leite,
por avaliar indiretamente o crescimento bacteriano, ndo € um método eficaz.

Normalmente o leite descartado nos BLH tem correlagdo com a
contaminacdo que ocorre durante a coleta, estocagem e armazenamento
domiciliar, como também com o transporte até chegar aos hospitais. Isso faz
com que o leite fique impréprio para o consumo™®.

Souza e Silva®' também afirmam que o leite pode sofrer processo de
contaminacdo durante a sua manipulagdo, pela contaminacdo e baixa
higienizag&o do recipiente de armazenamento e do préprio ambiente.

As bactérias presentes no leite materno se originam na pele da mama,
nos ductos lactiferos e no mamilo e sdo transferidas via amamentagéo para o
lactente®. Castro*® afirma que é possivel encontrar no leite, provenientes da
pele da aréola e da mama, bactérias como: Enterobacter, Staphylococcus
aureus, Klebsiella, Escherichia coli, Serratia e Streptococcus viridians.
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Oliveira et al.”’

afirmam que, para evitar um processo de infeccéao
patogénica, uma higiene correta da mama deve ser realizada. Entretanto, ndo
indicam em seu estudo que tipo de higiene ou de produto devem ser utilizados.

Mense et al.>

analisaram a presenga de microrganismo no leite de
maes que tiveram seus filhos abaixo de 32 semanas de idade gestacional, que
ordenharam seu leite no hospital ou no ambiente doméstico e mantinham este
leite a 4°C. Foram orientadas a lavar a mama com agua limpa e deixar secar
espontaneamente. Compararam a presenga de microrganismos entre o0 seio
Direito (primeiro a ser ordenhado) e o Esquerdo (segundo a ser ordenhado) e
encontraram diferenca estatisticamente significativa de quantidade de
bactérias entre as mamas. Concluiram que isto pode ter ocorrido pelo intervalo
de tempo de limpeza entre um seio e outro. As bactérias encontradas foram:
Alfa hemolytic, Streptococcus, S. Aureus, gram negativa como Escherichia coli
e Klebsiela pneumoniae e Enterococcus.

Grazziotin®® afirma que alguns hospitais nédo utilizam o leite da prépria
mée, e quando o fazem, determinam um horario para que a mesma retire o
leite dentro da propria unidade ou um horario para que amamente seu filho ao
lado da incubadora, nao estimulando a pratica da producao do leite materno.
Uma das razdes para que isto ocorra é a falta de informacéao sobre a auséncia
da oferta do risco deste leite.

Por que a oferta de leite cru é importante ao RNPT? A oferta de leite da
prépria mae promoveu um ganho de peso maior dessas criancas do que o das
que receberam leite pasteurizado de doadoras de leite e este fato nao
aumentou a incidéncia de processo infeccioso e de enterocolite necrosante®.

O leite de mulheres sadias também abriga bactérias como /actobacilos;
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus, Lactococcus e Enterococcus,
sendo o S. epidermides o mais encontrado no leite, chegando a 10° UFC/mL.
O Enterococcus e os lactobacylos estao presentes no leite humano, seja qual
for o estado de saude da mae, seu pais de origem ou seu estado social,
indicando que esses microrganismos fazem parte da microbiologia natural do
leite humano e variam de mulher para mulher. As bactérias encontradas no
intestino do recém-nascido refletem aquelas encontradas no leite humano,

sendo este responsavel pelo desenvolvimento da microbiota do intestino >,
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Estudos recentes afirmam que a oferta de leite humano para criancas
abaixo de 1.500g determina beneficios e diminui a incidéncia de enterocolite
necrosante 3+ %°,

O aleitamento materno melhora o processo digestivo, promove o
crescimento e o desenvolvimento neuroldgico, emocional e cognitivo, melhora
o desenvolvimento do sistema imunolégico e favorece o vinculo®. O leite
materno contém probidticos que auxiliam no desenvolvimento da flora do
intestino®’.

Ao nascimento, o pancreas e o trato gastrintestinal ainda sdo imaturos e
0 amadurecimento vai ocorrer no primeiro ano de vida, sendo o aleitamento
materno responsavel por conferir protecdo imunoldgica a crianca nesse
periodo®®.

Grazziotin® também afirma que, quando o RNPT recebe leite materno
de sua genitora, tem crescimento maior do que o de criangcas que receberam
leite proveniente do BLH. Afirma que a oferta de leite doado, entretanto, é
melhor do que o uso de formulas.

Anderson et al.>®

compararam o ganho de peso de recém-nascidos que
receberam o leite de suas proprias maes pasteurizado e sem pasteurizacao e
concluiram que as criancas que receberam o leite de suas maes, sem o
processo de pasteurizacdo, ganharam mais peso e estatura.

A oferta do leite cru traz indmeros beneficios, como a maturacéo
gastrintestinal e cerebral ®. Grazziotin®® afirma em seu estudo que varios
trabalhos sobre nutricao apontam que o leite humano é importante para o
desenvolvimento e qualidade de vida para o RNPT. Entretanto, Cossey et al °'
afirmam que o uso deste leite requer praticas rigorosas de higiene e controle.

Segundo Mense et al.’? a oferta de leite materno reduz a infecgéo,
enterocolite necrosante e sepse neonatal. Os lactobacilos e o fator bifidus
presentes no leite auxiliam no desenvolvimento da flora bacteriana do intestino
e protegem de muitas maneiras as criangas. Os mesmos autores relatam que,
em seu hospital, o leite materno cru & oferecido para os recém-nascidos
somente apos ser testado com relagdo a presencga de bactérias.

|.62

Schanler et al.” afirmam que cada vez mais esta sendo ofertado o leite

da propria mae para o RNPT devido aos beneficios que esta pratica traz para
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essas criancas. Entretanto, em seu hospital, a liberacdo desse leite sé
acontece ap6s a andlise bacteriana.

Os parametros nutricionais para o RNPT sao dificeis de serem
alcancados, como ja relatado neste estudo. Isto se d& pela condic¢ao clinica da
crianga, em geral grave, como também pela limitada tolerancia digestiva e
metabdlica®®. Entretanto, criancas que receberam leite materno tém menos
incidéncia de infeccdo do que as que recebem férmula, isto devido a sua
melhor digestibilidade e sua composicao quimica balanceada *.

Grazziotin® afirma em seu estudo que, quando a mée é bem orientada,
a transmissdao de microrganismos ao leite, que podem produzir acido latico
elevando o grau de acidez Dornic, € baixo. Isso aumentaria a qualidade do
leite cru ofertado ao RNPT oriundo de sua prépria mae. O manejo deste leite
deve ser o mais rigoroso possivel para evitar a contaminagdo do mesmo, uma
vez que essas criancas sao extremamente frageis devido a imunidade imatura.

Rodrigues et al.**

afirmam que a oferta de colostro da prépria mae, que
tem fatores de protecdo elevados, pode ser uma alternativa para recém-
nascidos pré-termo extremo, sendo uma possibilidade segura, de baixo custo,
disponivel e ndo provoca efeitos adversos nos RN que o receberam.

Reisinger et al.?® também observaram que a maturacéo do intestino foi
maior nos recém-nascidos que receberam leite materno do que os que
receberam férmula.

Stam et al.?®

relatam em seu estudo, que realizaram uma analise de
literatura, que o leite humano traz inUmeros beneficios, sendo a nutricao ideal
para as criancas a termo, afirmando entretanto que o mecanismo exato dos
beneficios ndo esta claro.

Pode-se perceber, portanto, que, apesar da possibilidade da
contaminacao do leite materno cru, a sua oferta tem trazido beneficios ao

recém-nascido pré-termo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A ideia inicial deste estudo foi 0 de comparar e determinar a quantidade
de minerais e eletrdlitos (célcio, fésforo, magnésio, sodio e potassio) do leite
humano, no sentido de solidificar que o leite de beira de leito da mae do RNPT
€ um alimento adequado a ser ofertado ao mesmo, podendo trazer inUmeros
beneficios. Apesar da concentragcdo do calcio, do fésforo e do potassio serem
inferiores a do leite cru de mé&e de RNT, a dosagem do magnésio, sodio e
potassio do leite de beira de leito supera o recomendado pelo ESPGHAN 2°.
Entretanto, a dosagem do calcio e do fésforo ndo atendem ao recomendado,
sendo necessaria, portanto, a suplementacdo do leite materno com esses
elementos.

A concentracédo de sédio e de potassio do leite cru, de beira de leito,
superou a quantidade destas substancias no leite submetido ao processo de
pasteurizagdo, sendo o sdédio maior também que o do leite maduro cru de
mées de recém-nascidos a termo doadoras de leite.

Péde-se verificar no decorrer deste estudo que houve uma reducao
significativa da concentracdo de nutrientes ap6s as amostras de leite terem
sido submetidas ao processo de estocagem, congelamento e pasteurizagéo.
Entretanto, este leite ainda traz mais beneficios ao RNPT do que os nutrientes
e substancias ofertados por meio de férmulas artificiais. Este leite promove
uma maturacdo maior do intestino, prevenindo a enterocolite e processos
infecciosos. Mas se a opcao de ofertar o leite cru de sua propria méae for
possivel, os beneficios podem ser maiores e essa oportunidade deve ser
incentivada pela equipe multidisciplinar.

E necessaria, entretanto a andlise da presenca de microrganismos no
leite ou a instituicdo de praticas que previnam a contaminacao do leite. Os
resultados do BGBL mostraram que metade das amostras analisadas foram
positivas para coliformes totais. Entretanto, ndo se pode afirmar, por falta de
dados, se outras bactérias poderiam ter sido detectadas, alterando assim o
resultado final do teste. Nao ocorreu a avaliagdo de que tipo de microrganismo
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estava presente nos testes com BGBL positivo por uma limitagao funcional do
laboratério que fez estas analises.

Para evitar uma suposta contaminacédo do leite, € necessario que as
mé&es sejam muito bem orientadas e acompanhadas com relagdo a
higienizacdo correta das maos com agua e sabdo, apos a sua paramentacao
com gorro e mascara descartaveis, e da higienizacdo da mama com agua
limpa, esperando a mesma secar, como sugerido em estudo abordado neste
trabalho, com o intuito de diminuir a contaminacédo do leite a ser coletado e
depois ofertado ao recém-nascido. As orientacbes devem ser fornecidas
pessoalmente, e os funciondrios responsaveis devem acompanhar as maes
durante a primeira coleta, verificando se as mesmas entenderam e executam
as orientagdes fornecidas. E importante também realizar orientagdes por
escrito para que elas possam esclarecer duvidas que possam surgir no
domicilio.

O leite cru deve ser inspecionado como recomendando pelas normas da
Rede Brasileira de BLH, com avaliacdo da acidez Dornic ou do BGBL, para
evitar que um leite contaminado seja ofertado ao RNPT, que tem estrutura
fragil e baixa imunidade corporal. Mas, como visto aqui, a acidez nem sempre
é confiavel para determinar a existéncia de microrganismos ou n&o, como
também o BGBL pode ser positivo com relacdo a presenca de outros
microrganismos. Ha que se considerar que novos métodos ou uma melhora
nos métodos ja existentes precisam ser desenvolvidos, como também normas
especificas para o manejo do leite materno cru.

A oferta do leite cru da propria méae, respeitando os preceitos da cadeia
de frio e de ndo contaminacédo das amostras, poderia aumentar a possibilidade
de oferta de leite humano nos hospitais com poucos recursos ou naqueles que
ainda nao possuem um banco de leite humano, trazendo inUmeros beneficios
aos recém-nascidos, principalmente para os pré-termo.

Na direcdo dessa proposta, recentemente a Rede Global de Banco de
Leite Humano fez uma publicagédo, voltada aos profissionais de saude, para
garantir a manipulagdo e uso do leite humano ordenhado cru no ambiente
hospitalar neonatal visando a seguranca do paciente. O documento contém
orientacées com relacdo a obtencado higiénico-sanitaria do LHO, tendo como
foco principal, os possiveis riscos inerentes a sua ordenha, estocagem,
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conservagao, transporte, porcionamento e administracdo no ambiente
hospitalar. E mais um medida para aumentar os indices de aleitamento
materno em todas unidades neonatais®* .

Em resumo, e tentando responder aos questionamentos que
determinaram a realizagdo dessa pesquisa quanto a existir diferenga entre a
composigao do leite humano cru e a do leite humano pasteurizado, verifica-se
que existe uma reducdo na concentracdo dos eletrélitos e minerais na
comparacgdo do leite antes e depois da pasteurizacdo. Também existe uma
diferenca estatisticamente significativa na comparagcédo do leite cru com o
pasteurizado e antes de pasteurizar.

Do estudo também concluimos ser necessaria a complementacao do
leite humano com relacédo a concentracao de calcio e fésforo.

Outro questionamento foi se a administracdo de leite humano cru
ordenhado em domicilio, antes de uma avaliagdo com relacdo a presenca de
microrganismos, traz riscos ao pré-termo. Como visto no estudo atual existe
uma positividade na avaliagcdo do BGBL do leite colhido em beira de leito. A
oferta do leite proveniente de ambiente domeéstico, no qual a equipe néo
acompanha o processo de ordenha e armazenamento, como também do
transporte deste, pode trazer riscos ao prematuro.

Quanto ao risco do recém-nascido receber o leite extraido na beira do
leito em relacdo ao leite pasteurizado, temos que leite cru apresenta
positividade quanto a avaliacdo do BGBL. Entretanto por limitacbes do
laboratério de analises quimicas e biolégicas nao foi possivel verificar se esta
contaminagdo era por coliformes ou outro microrganismo. Muitos estudos,
como apontado na discussdo, demonstram que a oferta deste leite ndo trouxe
aumento do risco de infeccao hospitalar. Considerando-se que a oferta do leite
pasteurizado reduz os componentes do leite, a oferta do leite cru colhido em
ambiente hospitalar parece ser uma boa proposta de nutricdo do recém-
nascido, principalmente em locais onde ndo haja banco de leite humano. Além
disso, a oferta de leite cru, colhido em beira de leito, pode trazer iniUmeros
beneficios ao RBPT, com um controle de qualidade de baixo custo que pode
ser seguido pelos hospitais que néo fazem parte da Rede de BLH. Para os que
fazem parte, este leite deve ser avaliado e de acordo com o resultado realizar
0 processo de pasteurizacao do mesmo.
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Como pode ser observado o presente estudo ndo se esgota aqui. E
necessario uma analise mais profunda com relacdo a positividade do BGBL
com a identificagcdo do microrganismo que esta acarretando esta positividade,
como também analisar o efeito da assepsia da mama e os produtos a serem

utilizados na avaliagdo desta positividade.
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8. CONCLUSAO

1-

Na comparacdo da concentracao dos eletrdlitos e minerais do leite,
pode-se verificar que ocorreu uma reducdo significativa destes na
comparacao das amostras apds a pasteurizagdo. A concentracdo no
leite de maes de RNPT colhido na beira de leito é inferior para o

calcio e fésforo, mas € superior na concentracao de sédio.

A concentragéo obtida neste estudo para o calcio e fésforo indica a
necessidade de complementacdo do leite com fortificantes para

estes elementos.

Para o resultado do BGBL, verificou-se que o0 processo de
pasteurizacdo é efetivo, e que as amostras colhidas antes de
pasteurizar e & beira de leito apresentaram um alto indice de

positividade.
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Resumo

Objetivo: Determinar e comparar as concentracdes de eletrélitos e minerais
no leite humano em trés grupos: amostras analisadas antes e apds
pasteurizacdo de lactantes doadoras a termo e amostra de leite cru colhida a
beira do leito de maes de recém-nascidos pré-termo. Métodos: Estudo
descritivo de corte transversal. Foram dosadas concentracbes de célcio (Ca),
fésforo (P), magnésio (Mg), soédio (Na) e potassio (K) em amostras aleatérias
de leite humano nos trés grupos. As amostras foram analisadas por
mineralizacdo acida assistida por radiagdo micro-ondas e posteriormente por
espectrometria de emissdao 6ptica com plasma indutivamente acoplado e
expressas em mg/L, com célculo de médias e desvio padrdo. A comparacao
entre os grupos foi feita por analise de varidncia (ANOVA)/teste de Tukey.
Nivel de significancia aceito de 5%.Resultados: Observou-se uma redugéo
significante dos teores de Ca (259,4+96,8 x 217,0154,9; p=0,003), P
(139,1£51,7 x 116,8+33,3; p=0,004) e K (580,8+177,1,4 x 470,9+109,4;
p<0,0001) apds a pasteurizagdo. As amostras de leite cru colhidas a beira do
leito apresentaram teores estatisticamente mais elevados de Na — 2 vezes -
que o leite a termo de doadora. Ca e P s6 atingem a ingestdo recomendada
pela European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition
se o leite materno for ofertado em volume de 60 mL a cada 3 horas.
Concentragdes de magnésio nao diferiram entre os grupos. Conclusodes:
houve uma redugdo significativa de Ca, P e K nas amostras apos
pasteurizacdo e os valores de Na no leite cru coletado a beira do leito foram
superiores aqueles pré-pasteurizacao.

Palavras-chave: nutricdo da crianca, aleitamento materno, leite humano,

nutrientes.
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Abstract

Objective: To determine and compare the concentrations of electrolytes and
minerals in three different types of maternal milk samples: term donor milk
before pasteurization, term donor milk after pasteurization and bedside pre-
term mothers raw milk.  Methods: Descriptive cross-sectional study.
Concentrations of calcium (Ca), phosphorous (P), magnesium (Mg), sodium
(Na) and potassium (K) were measured in aleatory samples of three human
breast milk groups. Samples were analyzed using acid mineralization assisted
by microwave radiation and further analysis by Inductively Coupled Plasma
Optical Emission Spectrometry. Concentrations were expressed in mg/L
described as mean and standard deviation. The one-way ANOVA and Tukey's
post-test was applied to determine the variability between the means of each
group. The level of significance was set at 5%. Results: There were a
significant reduction in the content of Ca (259.41£96.8 x 217.0+54.9; p=0.003),
P (139.1£51.7 x 116.8+£33.3; p=0.004) and K (580.8+177.1 x 470.9£109.4;
p<0.0001) in donor maternal milk before and after pasteurization. Samples of
raw milk presented higher contents of Na than the donated milk (2X). The
elements P and Ca only reached the daily intake levels recommended by the
European Society of Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition if
the milk is offered in a volume of 60 mL every 3 hours, at least. Magnesium
levels weren’t different among three groups. Conclusions: There was a
significant reduction in Ca, P and K levels in AP samples. Na values were
higher in raw milk of preterm mothers’ samples than in prior pasteurization
donors milk.

Keywords: child nutrition, breast feeding, human milk, nutrients.
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Introducao

Nas ultimas décadas tem sido observado um aumento na sobrevida
de recém-nascidos pré-termo (RNPT). Este fato origina-se da melhor
qualidade da assisténcia pré-natal e no desenvolvimento da expertise dos
profissionais da area neonatal, aliado ao desenvolvimento de novas técnicas
de cuidado do recém-nascido’?

A alimentacdo enteral dos RNPT é um desafio, pois ndo se sabe ao
certo o que é necessario para oferecer uma nutricdo que supra todas as
necessidades de crescimento e desenvolvimento. Tais necessidades
nutricionais sdo muito variadas e mudam de acordo com a idade gestacional,

peso de nascimento e doencas de base,*®

exigindo da equipe um
acompanhamento constante de crescimento e das repercussdes da dieta no
metabolismo do paciente pré-termo. Muitos avancos foram obtidos nesta area,
mas ainda existem varias questées nao respondidas e controversas, como a
quantidade e a qualidade de proteinas e energia a serem ofertados ao pré-
termo, além da composicdo nutricional ideal, que permita um crescimento
semelhante ao do ambiente intrauterino.>¢°

A oferta de uma alimentacdo adequada, da qual faz parte o leite
humano, possibilita maior sobrevida do RNPT, como também, a médio e longo
prazo, o seu crescimento e desenvolvimento.''Quanto mais precoce a oferta
de leite humano, mesmo em idades gestacionais menores, maior a
probabilidade de protecao contra processos infecciosos, reducao da incidéncia
de enterocolite necrosante e colonizacdo do intestino com fator bifidus e

lactobacilos, com aumento da tolerancia alimentar.®'%'?Em geral, criangas que

foram pré-termo tém déficit de crescimento, sendo que 50% deste déficit esta
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relacionado a alimentacao o que pode se iniciar ja nas primeiras semanas de
vida e afetar principalmente o desenvolvimento cerebral.”'°

O leite humano supre as necessidades dos RNPT nas primeiras
semanas de vida em relacédo a fatores de protecao e crescimento tais como
contelido proteico, enzimatico, valor energético e imunolégicos.''Apds este
periodo, a oferta de nutrientes diminui, principalmente em relacdao a
quantidade de fésforo, proteina e calcio, sendo necessaria a suplementacao
do leite com o acréscimo de nutrientes industrializados.''*

Além disso, quando se utiliza leite humano de doadora, ha relato de
que processo de pasteurizacdo e evaporacado do leite materno pode levar a
reducdo do conteudo de calcio e fosforo, abaixo dos valores recomendados
pelos comités de nutricdo da Sociedade Europeia de Pediatria e
Gastroenterologia e da Sociedade Canadense de Pediatria.’

Deste modo, é importante conhecer as diferencas existentes nas
concentragdes de determinados eletrdlitos e minerais no leite materno, quando
analisado em estado fresco ou ap6s processo de pasteurizacdo, com o
propésito de adequar a oferta nutricional, especialmente aos RNPT.

Assim, o objetivo do presente estudo foi 0 de determinar e comparar a
composigao de eletrélitos e minerais no leite humano de acordo com o tipo de

lactante (doadora a termo ou mae de pré-termo) e do leite (congelado ou cru)

a ser oferecido a crianca.
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Método

Foi realizado um estudo descritivo de corte transversal. Os eletrélitos e
minerais dosados no leite humano foram fésforo, célcio, sédio, potassio e
magnésio.

As lactantes incluidas no estudo foram maes de recém-nascidos a
termo, doadoras do banco de leite humano, das quais se obteve as amostras
antes e ap6s a pasteurizacdo e maes de RNPT das quais foram obtidas
amostras de leite cru a beira do leito.

Para o calculo do tamanho amostral, utilizou-se o estudo desenvolvido

por Morgano et al'®

que determinou as dosagens de eletrélitos em leite humano
em comparacao com os aceitaveis pela literatura. Para o tamanho amostral foi
estabelecido que as diferencas das médias nao deveriam ultrapassar 1% do
obtido no estudo e assim cada grupo deveria ter no minimo 17 amostras, para
propiciar um poder de teste de 80%. %"

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com CAAE
35545314.4.0000.5404; aprovacdo REBEC RBR-7994vz e obteve-se a
concordancia das maes para obtencdao das amostras de leite com a assinatura
do TCLE.

Para a coleta de todas as amostras de leite foi respeitada as normas
estabelecidas para os bancos de leite no Brasil, ou seja, paramentacdo da
mae com gorro e mascara e, quando necessario, da pesquisadora com gorro,
maéscara e luva de procedimento.®

As amostras de leite de maes de RNPT foram obtidas em diferentes

periodos do dia, sendo algumas coletadas ap6s a amamentacao dos RNPT

internados na unidade neonatal. Outras amostras foram obtidas sem que
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houvesse ocorrido a amamentacao, devido as condigdes clinicas do recém-
nascido.

As amostras das maes doadoras, que tiveram seus filhos a termo,
foram obtidas do banco de leite humano da Irmandade da Santa Casa de
Misericérdia de Limeira, de forma aleatdéria e provenientes de varios
momentos e dias de coleta realizada em ambiente doméstico. As maes
receberam orientacdes dos profissionais locais onde foram executados testes
pré-estabelecidos que viabilizam este tipo de doagao. A equipe desse hospital
foi responsavel por passar nas residéncias das doadoras para a recepgao do
leite, respeitando no transporte as preconizacbes da cadeia de frio com
controle de temperatura.

Ao chegar ao hospital, as amostras foram acondicionadas em
congelador de leite cru e descongeladas, antes do processo de pasteurizagao.
ApGs o descongelamento, a amostra foi aberta na presenca de chama acesa,
cheirado e inspecionado quanto a possiveis intercorréncias (presenca de
substancia flutuante ou cabelo). Caso nao fosse encontrado nada alterado,
realizava-se o0 processo de pasteurizagao.

Foram coletados 4 mL de cada amostra para a quantificacao dos
teores de fosforo, calcio, magnésio, potassio e sddio. As amostras de leite
foram acondicionadas em tubos de plastico estéreis e armazenadas em
freezer com temperatura controlada entre -4 a -8°C, e encaminhadas para
andlise no Grupo de Espectrometria Atdmica (GEAtom) do Instituto de
Quimica da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), em cadeia de frio,

onde as amostras permaneceram congeladas até o momento das analises.
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Antes da andlise, o leite foi previamente aquecido a 37°C em banho
de agua (banho-maria) para o descongelamento e homogeneizacdo das
amostras, que foram, em seguida, agitadas manualmente e transferidas, com
o auxilio de uma pipeta automatica, para frascos de politetrafluoretileno
(Teflon®). Quando n&o ocorria a dissolugdo da caseina usava-se um vértice de
baixa rotagao.

Em cada frasco foram pesados, em balan¢a analitica de preciséo,
cerca de 0,5 g das amostras de leite. Cada amostra foi pesada em duplicata.
Em seguida, os frascos foram transferidos para uma capela de exaustao, onde
foram adicionados 1,5 mL de acido nitrico (HNO3, 65% m/m, Sigma Aldrich),
1,5 mL de peréxido de hidrogénio (H2O2 30% m/m, Merck) e 4,5 mL de 4gua
deionizada, em cada um dos frascos contendo as amostras, que foram
posteriormente fechados e colocados em um forno de micro-ondas (Milestone,
modelo ETHOS 1) e submetidos ao programa de aquecimento. Este programa
de aquecimento incluiu tempo de rampa de 8 minutos e tempo de
permanéncia de 10 minutos para temperatura de 120° C e tempo de rampa de
18 minutos e de permanéncia de 15 minutos para temperatura de 190° C.

Apés o resfriamento das amostras, os frascos foram transferidos para a
capela de fluxo laminar; abertos e transferidos para tubos de plastico de 15,0
mL e o volume das amostras foi completado para 14,0 mL com agua
deionizada.

As amostras foram analisadas em um espectrometro de emissao Optica
com plasma indutivamente acoplado (Perkin Elmer, modelo 8300). Os

elementos calcio, sodio e potassio foram determinados na visdo radial, e
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magnésio e fésforo na visdo axial. As condigdes instrumentais utilizadas para
a analise do leite sdo mostradas na tabela 3.

Das 75 amostras de leite inicialmente coletadas para cada tipo de
leite (doadoras — pré-pasteurizacao; doadoras pés-pasteurizacao, leite cru de
maes de RNPT), devido a problemas durante o processo, foi possivel analisar,
respectivamente 68, 68 e 72 amostras, totalizando 208 amostras testadas
quanto a concentracdo de célcio, fésforo, magnésio, sédio e potassio, em
duplicata (totalizando 416 amostras analisadas).

As variaveis demograficas e sociais dos dois grupos de maes foram
expressas em porcentagem e média com desvio padrao e analisadas por teste
de qui quadrado para as variaveis categéricas e teste t de Student para as
continuas.

Para analise estatistica foram comparadas trés tipos de amostras de
leite e dois grupos de lactantes - maes de RN a termo doadoras de banco de
leite em amostras antes de depois da pasteurizagdo e mées de RNPT. Foram
calculadas as médias, desvio padrées e intervalo de confianca de 95% da
média. Para comparar a concentragao dos nutrientes analisados nos trés tipos
de leite foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para
determinar a variabilidade entre as médicas em cada grupo. Foi utilizado o
programa estatistico Social Pakchage for Social Sciences — SPSS versao

20.0. O nivel de significancia aceito foi de 5%.
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Resultados

Nao houve diferenca estatistica para os dados demogréficos e sociais
entre os dois grupos de maes: doadoras de leite a termo e pré-termo (Tabela
2).

Houve diferenca estatistica entre os dois grupos de maes para a idade
gestacional e de peso ao nascimento, respectivamente: 38,3+1,3 e 3.027+778¢g
no grupo a termo e de 33,1+3,0 e 2.065+738g nas criancas pré-termo
(p<0,001).

Na avaliacdo da composicdo do leite de doadoras antes e apds a
pasteurizacao pode-se observar que a maioria dos elementos apresentou uma
reducao estatisticamente significativa apés a pasteurizacdo, com excecao do
magnésio (Tabela 3). As amostras de leite analisadas antes da pasteurizacao
também apresentaram teores de caélcio, fésforo e potassio significativamente
maiores que as amostras coletadas a beira de leito. Para o magnésio, os
valores encontrados nas distintas amostras foram similares. O sédio foi o
unico elemento encontrado em concentracdes significativamente maiores nas
amostras coletadas a beira de leito.

A tabela 4 mostra a relagao entre os valores obtidos das concentracdes
dos eletrélitos e minerais no leite de maes de RNPT obtidos a beira do leito e
os volumes de leite necessarios para se atingir as suas necessidades diarias.
Para o magnésio, sédio e potassio, 0 aumento progressivo do volume da
mamada atingiu tal objetivo. Porém, para o calcio e fésforo, mesmo com

volumes elevados de leite, isso nao foi conseguido.
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Discussao

Diversos fatores podem influenciar a composicdo do leite, que é
bastante variada, principalmente quanto a presenca de micronutrientes. Entre
os fatores que podem afetar esta constituicao estdo: o periodo da lactacao, ou
seja, se colostro, leite de transicdo ou maduro; a constituicdo genética da mae;
o periodo do dia e a alimentacdo; além disso, pode variar de mulher para
mulher e entre a mesma mulher.'?™192% Em contraponto, Bates e Prentice®
afirmam em seu estudo que a oferta de célcio, ferro, zinco e cobre na dieta da
mae nao afeta a concentragdo destes minerais no leite humano. No presente
estudo foi encontrada uma grande variedade de concentracdo de nutrientes,
como, por exemplo, o observado na concentracao de sédio, no leite colhido a
beira do leito, que teve uma variacdo maior que duas vezes em relagdo aquele
de leite de doadoras antes da pasteurizacéao (337,7 mg/mL a 704,0 mg/mL).

Braga e Palhares’ ndo encontraram alteragdes significativas na
composicao do leite humano apdés a pasteurizagdo, afirmando que os
componentes do leite permaneceram inalterados. Entretanto, os teores de
célcio e de fosforo ndo atingem os niveis recomendados em relagdo a nutricao
do pré-termo. Isto ndo ocorreu no presente estudo, como ja citado
anteriormente, uma vez que todos os elementos estudados tiveram uma
reducao estatisticamente significante, com excecao do magnésio. J4 Souza e
Silva® encontraram uma reducdo na composicdo dos macronutrientes e
micronutrientes apds a pasteurizacao, indicando a necessidade da fortificacao
do leite para suprir as necessidades do pré-termo.

Bortolozzo et aP observaram que os processos de armazenamento,

pasteurizacdo e congelamento reduzem os teores de nutrientes do leite
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humano. Além disso, o leite de maes de RN pré-termo apresentou maiores
teores de célcio, potassio, sddio e zinco do que aquele de maes com leite
maduro que tiveram parto em gestacao a termo. Em nosso estudo somente o
magneésio e o sodio foram encontrados em teores mais elevados. Tais
diferengas poderiam ser atribuidas a um ndmero menor de amostras de leite
do trabalho citado (26 amostras de leite maduro, 10 de leite anterior e 10
amostras de leite de maes de RNPT) e ainda pelo fato dos autores terem
incluido apenas amostras de leite pasteurizado e estocado, fato esse
corroborado por Ballard e Morrow?®

Underwood* também afirma que o leite de mdes de RNPT contém
mais sodio, gordura e proteina, entretanto a tendéncia, com o passar das
semanas, € de queda desses valores. Os teores de zinco e de cobre também
sao mais elevados, enquanto os teores de calcio sdo menores, 0 que coincide
com o observado no presente estudo, no qual os teores de calcio encontrados
nas amostras apds a pasteurizacao foram significativamente menores do que
aqueles encontrados em amostras coletadas a beira de leito.

Morgano et al’®

pesquisaram a composi¢ao mineral do leite maduro de
maes doadoras, entre 25 a 35 dias de lactacao. Os teores médios (mg/L) dos
elementos encontrados foram 263,51£64,7 para calcio; 159,3+33,6 para fosforo;
489,8+£132,7 para potassio; 207,2£149,6 para o sodio e 26,516,8 para
magnésio, valores esses menores que 0s encontrados no presente estudo. A
Unica excecgao foi os valores maiores de fosforo. Os teores de calcio, fésforo e
potassio ap6s a pasteurizagdo também foram menores do que aqueles

encontrados por Morgano et al,’ ao contrario dos teores de sédio e magnésio,

que foram maiores. No presente estudo, para o leite coletado a beira de leito,
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os teores encontrados foram maiores para calcio e fésforo e menores para
magnésio, potassio e sodio.

Essas diferencas poderiam ser justificadas pelo fato de que o estudo
de Morgano et al.'® foi realizado com 151 amostras de leite maduro, sem
distingdo entre lactantes a termo ou ndo, se as amostras eram congeladas ou
de leite cru e, ainda, se sofreram ou nao processo de pasteurizagao.

A recomendacao nutricional do European Society of Paediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN)?® de 2010 para
recém-nascidos pré-termo € de que a oferta diaria de calcio deve estar entre
110 a 130 mg/dia. No presente estudo, a média dos teores de célcio
determinados nas amostras coletadas a beira de leito foi de 197,3 mg/L.
Considerando-se esse valor médio, um recém-nascido teria que ingerir mais
de 0,5 L de leite materno por dia para atingir os valores de ingestao
recomendados pela ESPGHAN. Mesmo considerando-se o maior de teor de
Ca encontrado em uma amostra coletada a beira de leito (242,5 mg/L), a oferta
diaria recomendada de calcio sé seria atingida com a ingestdo de um alto
volume de leite materno. Como o volume de leite ingerido por um recém-
nascido pré-termo é limitado pelas suas condicdes clinicas, os teores de Ca
seriam insuficientes para garantir as demandas nutricionais deste mineral.

Para o fésforo, a ingestéao diaria recomendada pela ESPGHAN é de 55
a 80 mg/dia. Considerando-se a média dos teores deste elemento encontrados
em amostras coletadas a beira do leito (97,10 mg/L), também seria necessaria
a ingestdo de um alto volume de leite pelos recém-nascidos. A deficiéncia do
fosforo poderia determinar alteragbes no desenvolvimento cerebral e

6sse0.%8?7
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Além disso, absorcdo e a biodisponibilidade de um dado elemento
essencial na alimentacdo dependem fortemente da estrutura quimica
especifica desse elemento.'® Estima-se que a média de absorgdo do célcio e
do fésforo varie entre 36 a 75% do que foi ingerido pelo recém-nascido pré-
termo.?

Trindade® observou que o leite produzido no primeiro més de vida da
crianga, tanto de maes de RNPT como aquelas que tiveram filhos a termo,
apresentam concentracdes similares de calcio e fésforo e afirma que os teores
nao seriam suficientes para promover a mineralizacdo dos ossos de recém-
nascido pré-termo, sendo necessaria a fortificacdo/suplementacdo do leite
materno para suprir as deficiéncias que possam aparecer. Assim € possivel
observar a necessidade de um volume maior de leite para suprir o
recomendado, sendo, portanto necessaria a complementacao do leite materno
ofertado, conforme mostramos no nosso estudo.

Para o magnésio, os valores de ingestao diarios recomendados sao de
7,5 a 13,6 mg/dia. Considerando-se a média dos teores encontrados neste
trabalho (47,3 mg/L), a ingestdo diaria de 180 mL pelo recém-nascido
garantiria uma ingestao adequada deste nutriente.

Ao se avaliar as concentracfes médias de sbédio e potassio e suas
respectivas taxas de recomendacdes diarias, a ingestdo de 120 mL/dia de leite
pelo recém-nascido ja seria suficiente para garantir as demandas nutricionais
destes dois elementos.?®?

Foi possivel verificar no decorrer deste estudo que houve uma redugéo
significativa da concentracdo da maioria dos nutrientes apds as amostras de

leite terem sido submetidas ao processo de estocagem, congelamento e
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pasteurizacdo. Mesmo com essa reducao de teores dos eletrélitos, o que
poderia ser superado pelo aumento do volume da oferta diaria de leite ou pela
suplementacao de calcio e fésforo, quando houver dosagem sérica menores
que os padrdes estabelecidos, a oferta de leite humano pasteurizado ao
recém-nascido pré-termo extremos e/ou menores de 1.000 g ao nascer, traz
mais beneficios do que receber ofertas maiores desses elementos oferecidos
pela férmulas lacteas especiais para o RNPT, pois sabidamente promove uma
melhor maturacdo intestinal, previne a enterocolite necrosante e a sepse
tardia.?®%°
O estudo apresenta como ponto forte um numero grande de amostras,
bem acima de estudos prévios encontrados na literatura, o que permite uma
validacdo externa dos resultados pois foi baseado em calculo de tamanho
amostral e ndo amostra de conveniéncia. Outro destaque é confirmacao da
necessidade de suplementacao de calcio e fésforo no leite humano de maes
de RNPT. No entanto, ndo foi possivel o pareamento dos resultados com a
idade gestacional e tempo de puerpério devido a dificuldade de conseguir
volume suficiente para as analises em detrimento a oferta para o recém-
nascido.

A oferta do leite cru da prépria mae, respeitando os preceitos da cadeia
de frio, e de ndo contaminacdo das amostras, poderia aumentar a
possibilidade de oferta de leite humano nos hospitais com poucos recursos ou
que ainda nao possuem um banco de leite humano, trazendo iniameros

beneficios aos recém-nascidos pré-termo.
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Tabela 1- Condicbes instrumentais usadas na espectrometria de emissao

Optica com plasma indutivamente acoplado ( ICP-OES) para a analise das

amostras de leite.

Parametro Valor
Poténcia/W* 1400
Vazao do gas nebulizador/L min™ 0,70
Vazao do argdnio auxiliar/L min™ 0,5
Vazao de argdnio/L min™ 15
Vazao de aspiracdao de amostra/mL 1,0
min™’

Tempo de delay/s 45

Comprimentos de onda/nm

Ca: 317,933 nm; P: 213,617 nm;
Mg: 280,271 nm; Na: 589,592 nm;

K: 766,40 nm

W: watts; nm: namoémetro.
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Tabela 2- Distribuicdo percentual das caracteristicas demograficas e sociais

das maes doadoras a termo e de RNPT

Maes doadoras Maes de P*
Variavel
RNPT

ldade em anos 24,9457 24,916,0 0,980
Cor branca 89,6% 84,6% 0,606
casada 76,4% 61,5% 0,261
Primigesta 54,8% 41,1% 0,098
Parto vaginal 26,7% 32,0% 0,473
Nivel superior 12,3% 23,1% 0,303
Renda de2 a5 SM 90,5% 76,9% 0,156

Teste de qui-quadrado e t de Student
SM = salario minimo
RNPT = recém-nascido pré-termo
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Tabela 3- Valores das concentracbes de calcio, fésforo, magnésio, sédio e

potassio, expressos em mg/l, segundo os tipos de leite estudados

Tipo de coleta MédiatDP IC 95% da média P*
(N)
Calcio
AP (68) 259,4+96,8 235,9 282,8 AP x P p=0,003
P (68) 217,0+54,9 203,6 230,3 P x BL p=0,273
BL (72) 197,4167,7 181,4 213,3 AP x BL
p<0,0001
Fésforo
AP (68) 139,10+51,74 126,6 151,6 AP x P p=0,004
P (68) 116,8+33,3 108,7 124,9 P x BL p<0,0010
BL (72) 97,1+31,2 89,8 104,4 AP x BL
p<0,0001
Magnésio
AP (68) 45,7+13,0 42,6 48,9 AP x P p=0,335
P (68) 42,2+10,6 39,7 44,8 P x BL p=0,097
BL (72) 47,3+18,0 43,0 51,5 AP x BL p=0,797
Sodio
AP (68) 337,7+£317,9 260,8 4147 AP x P p=0,532
P (68) 275,1+261,3 211.,8 338,3 P x BL p<0,0001
BL (72) 704, 0+417,5 605,9 802,1 AP x BL
p<0,0001
Potassio
AP (68) 580,8+177,1 538,0 623,7 AP x P p<0,0001
P (68) 470,9+109,4 444 4 497 4 P x BL p=0,153
BL (72) 515,7+133,0 484 4 546,9 AP x BL p=0,020

AP = antes da pasteurizacdo P= apds pasteurizacdo BL banco de leite

DP= desvio padréao

IC95% interval de confianca de 95%

* ANOVA/teste de Tukey
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Tabela 4- Quantidade de eletrélitos e minerais em mg/L de acordo com o volume de leite materno colhido de maes de pré-

termo a beira de leito calculado a partir das necessidades recomendadas

Ingestao Teor médio
Volume de leite ofertado por mamada (mL) a cada 3 horas

Elemento recomendada determinado

(mg/dia) (mg/L) 5 10 15 20 25 30 60

Ca 110 a 130 197,4 7,8 15,7 23,6 31,5 39,4 47,3 94,7

P 55a80 97,1 3,8 7,7 11,6 15,5 19,4 23,3 46,6

Mg 7,5a13,6 47,3 1,8 3,7 5,6 7,5 9,4 11,3 22,7

Na 63 a 105 704 28,1 56,3 84,4 112,6 140,8 168,9 337,9

K 60a 120 515,7 20,6 41,2 61,8 82,5 103,1 123,7 2475

[ ]

Ingestdo diaria recomendada por ESPGHAN (European Society of Paediatrica Gastroenterology, Hepatology and

Nutrition) 2. Em negrito destaca-se o volume

necessario para se obter a ingestdo recomendada.
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ANEXOS
ANEXO 1

Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo da pesquisa: Comparagao da propriedade microbioldgica e fisico-quimica
do leite humano cru coletado em beira de leito, no domicilio e ap6s pasteurizacao.
Pesquisadores responsaveis: Carla Regina Bianchi Codo

Prof Dr Sérgio Tadeu Martins Marba
Numero do CAAE: 35545314.4.0000.5404

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntario de um estudo. Este
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa
assegurar seus direitos como participante e € elaborado em duas vias, uma que
devera ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas
duvidas. Se houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera
esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar para casa e consultar
seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Se vocé nao quiser
participar ou retirar sua autorizagédo, a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo

de penalizagdo ou prejuizo. Como também nenhum gasto ou pagamentos.

Justificativa e objetivos:

Justifica-se este estudo pela necessidade de se aprofundar o conhecimento
sobre a composi¢cdo microbiolégica e fisico-quimica do leite humano cru a ser
ofertado ao prematuro que pode aumentar a quantidade de leite a ser oferecida ao
mesmo.
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O objetivo é: Comparar a composicdo microbioldgica e fisico-quimica do
leite humano cru ordenhado em beira de leito, na unidade de terapia intensiva

neonatal, com o ordenhado em domicilio e apds a pasteurizagao.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé estd sendo convidado a ter sua glandula
mamaria ordenhada, manualmente, respeitando a sua privacidade, na sala de
amamentacao, pela Mestre em Enfermagem em Saude da Mulher e pesquisadora
deste estudo ou pelas enfermeiras da unidade neonatal.

Seu leite sera coletado e encaminhado para a analise da presenca de
microrganismos (fungos e bactérias) no laboratério da Santa Casa de Limeira, e
analise de seus componentes no Banco de Leite da Santa Casa. Este
procedimento pode ser repetido até trés (3) vezes.

Desconfortos e riscos:
O desconforto € minimo e esta relacionado a ordenha da mama. Nao ha
riscos a sua saude ou integridade fisica.

Beneficios:

O beneficio sera a possibilidade de uma maior oferta de leite ao prematuro
ao final desta pesquisa.
Acompanhamento e assisténcia:

Caso seja detectado algum indicio de processo infeccioso, em sua mama
ou leite, vocé serd encaminhada para a assisténcia adequada pelo médico da
unidade neonatal da Santa Casa mediante avaliagdo da pesquisadora.

Sigilo e privacidade:
Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e
nenhuma informacao sera dada a outras pessoas que nao facam parte da equipe
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de pesquisadores. Na divulgacao dos resultados desse estudo, seu nome nao
sera citado.

Ressarcimento:
A coleta sera efetuada no momento de sua estadia na Unidade de
Tratamento Intensivo Neonatal da Santa casa de Limeira. Nao havera nenhum

gasto ou ressarcimento pela sua participacao.

Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com o
pesquisadores Carla Regina Bianchi Codo: Av Antonio Ometto, n® 645, na
Unidade Neonatal. Telefone: (19) 34970276. E-mail: carlacodo@yahoo.com.br

Em caso de denuncias ou reclamagdes sobre sua participacdo e sobre
questbes éticas do estudo, vocé pode entrar em contato com a secretaria do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UNICAMP: Rua: Tesséalia Vieira de
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19)
3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br

Consentimento livre e esclarecido:

Apés ter sido esclarecimento sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incbmodo que esta possa
acarretar, aceito participar:

Nome do(a) participante:

Data: / /
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu responsavel LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:
Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de


mailto:cep@fcm.unicamp.br
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Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido
uma cépia deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado
pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado.

Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa
exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o

consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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ANEXO 2

TABELAS DE RESULTADO DO TESTE DE CALDO BILE VERDE
BRILHANTE LACTOSE (BGBL)

TABELA DE ACOMPANHAMENTO DE RESULTADOS DO BGBL

Tabela 12: Resultado do BGBL Antes da Pasteurizagéo (AP)

Identificacéo

4%

5%

APO1
AP0O2
APO3
AP0O4
AP05
APO6
APOQO7
APO8
AP09
AP10
AP11
AP12
AP13
AP14
AP15
AP16
AP17
AP18
AP19
AP20
AP21

Contaminado

Nao contaminado

Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado

Nao contaminado

Contaminado
Contaminado
Contaminado

Nao contaminado

Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado

N&o contaminado

Contaminado

Contaminado

N&ao contaminado

Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado

Nao contaminado

Contaminado
Contaminado
Contaminado

Nao contaminado

Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado

Nao contaminado

Contaminado




AP22
AP23
AP24
AP25
AP26
AP27
AP28
AP29
AP30
AP31
AP32
AP33
AP34
AP35
AP36
AP37
AP38
AP39
AP40
AP41
AP42
AP43
AP44
AP45
AP46
AP47
AP48
AP49
AP50

Contaminado
Contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Contaminado
Nao contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Nao contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Perda (vidro quebrou)
N&o contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Contaminado
Contaminado
Perda (vidro quebrou)
Perda (vidro quebrou)
Nao contaminado
N&o contaminado

Contaminado
Contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Contaminado
Nao contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
N&o contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Perda
N&o contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Contaminado
Contaminado
Perda
Perda
N&ao contaminado
Nao contaminado
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AP51
AP52
AP53
AP54
AP55
AP56
AP57
AP58
AP59
APG60
AP61
APG62
APG63
AP64
APG65
AP66
APG67
APG68
AP69
AP70
AP71
AP72
AP73
AP74
AP75

Nao contaminado
Contaminado
Contaminado

N&o contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado

N&o contaminado
Contaminado

Nao contaminado

Nao contaminado

N&o contaminado

N&o contaminado

N&o contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado

N&o contaminado

N&o contaminado

N&o contaminado

Nao contaminado
Contaminado

Nao contaminado
Contaminado
Contaminado

N&o contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado

N&o contaminado
Contaminado

N&o contaminado

Nao contaminado

N&o contaminado

N&o contaminado

N&o contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado

N&o contaminado

N&o contaminado

N&o contaminado

N&ao contaminado
Contaminado
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Tabela 13: Resultado do BGBL do leite Pasteurizado (P)

Identificacéo

4%

5%

P01
P02
P03
P04
P05
P06
P07
P08
P09
P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26

Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Vidro quebrou
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Vidro quebrou
Nao contaminado
N&o contaminado
Vidro quebrou
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado

Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado

N&ao contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado

Nao contaminado

Nao contaminado

Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado

99
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P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37
P38
P39
P40
P41
P42
P43
P44
P45
P46
P47
P48
P49
P50
P51
P52
P53
P54
P55

Vidro quebrou
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado

Vidro quebrou
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado

Contaminado

Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado

N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Contaminado
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P56
P57
P58
P59
P60
P61
P62
P63
P64
P65
P66
P67
P68
P69
P70
P71
P72
P73
P74
P75

Presenca de cabelo

Vidro quebrou
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado

N&o contaminado

Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Vidro quebrou
N&o contaminado

Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado

Nao contaminado

Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado
Nao contaminado
N&o contaminado
N&o contaminado
Nao contaminado

Nao contaminado

Nao contaminado

Tabela 14: Resultado do BGBL do leite obtido em Beira de leito

Identificacéao 4% 5% Assepsia Origem
BL 01 Contaminado Contaminado  Sem assepsia BLH
BL 02 Contaminado Contaminado  Sem assepsia NEO
BL 03 Contaminado Contaminado  Sem assepsia NEO
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BL 04
BL 05

BL 06

BL 07

BL 08

BL 09

BL 10

BL 11

BL 12

BL 13
BL 14

BL 15

BL 16
BL 17

BL 18

BL 19

BL 20
BL 21

BL 22

Contaminado
Amostra
Insuficiente
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
N&ao
contaminado
Nao
contaminado
Nao
contaminado
Contaminado
Perda (vidro
quebrou)
Nao
contaminado
Contaminado
Nao
contaminado
Nao
contaminado
Nao
contaminado
Contaminado
Contaminado

Contaminado

Contaminado
Amostra
Insuficiente
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Contaminado
Nao
contaminado
Nao
contaminado
Nao
contaminado
Contaminado
Perda (vidro
quebrou)
Néao
contaminado
Contaminado
Nao
contaminado
Néao
contaminado
Nao
contaminado
Contaminado
Contaminado

Contaminado

Sem assepsia
Sem assepsia

Sem assepsia
Sem assepsia
Sem assepsia
Sem assepsia
Sem assepsia
Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia
Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia
Sem assepsia

Sem assepsia

ACT
ACT

NEO
NEO
ACT
NEO
NEO

ACT

NEO

ACT
ACT

BLH
(ACT)
NEO
BLH
(ACT)
NEO

NEO

ACT
BLH
(ACT)
BLH
(NEO)
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BL 23

BL 24

BL 25

BL 26

BL 27

BL 28

BL 29

BL 30

BL 31

BL 32

BL 33
BL 34

BL 35

BL 36

BL 37

BL 38

Contaminado

Nao

contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Nao

contaminado

Contaminado

Nao

contaminado

Néo

contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Nao

contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Nao

contaminado

Contaminado

Nao

contaminado

Nao

contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia
Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

BLH
(ACT)
BLH
(ACT)
BLH
(NEO)
BLH
(ACT)
BLH
(ACT)
BLH
(ACT)
BLH
(ACT)
BLH
(ACT)
BLH
(ACT)
NEO

NEO
NEO

BLH
(NEO)
BLH
(NEO)
BLH
(ACT)
BLH
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BL 39

BL 40

BL 41

BL 42

BL 43

BL 44

BL 45

BL 46

BL 47

BL 48

BL 49

BL 50

BL 51

BL 52

BL 53

BL 54

Nao
contaminado
Néao
contaminado
Nao
contaminado

Contaminado

Contaminado

Néao
contaminado
Nao
contaminado
Contaminado
Contaminado
Nao
contaminado
Néao
contaminado
Nao
contaminado
Nao
contaminado
Nao
contaminado

Contaminado

Nao

Nao
contaminado
Néo
contaminado
Nao
contaminado

Contaminado

Contaminado

Néo
contaminado
Nao
contaminado
Contaminado
Contaminado
Nao
contaminado
Néo
contaminado
Nao
contaminado
Nao
contaminado
Nao
contaminado

Contaminado

Nao

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Assepsia

Assepsia

Assepsia

Assepsia

Assepsia

Assepsia

Assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

(ACT)
BLH
(ACT)
BLH
(NEO)
BLH
(ACT)
BLH
(NEO)
BLH
(ACT)
BLH
(ACT)
BLH
(NEO)
NEO
NEO
NEO

NEO

NEO

NEO

NEO

BLH

(ACT)
BLH
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BL 55

BL 56

BL 57

BL 58

BL 59

BL 60
BL 61

BL 62

BL 63
BL 64

BL 65

BL 66

BL 67

BL 68

BL 69

BL 70

contaminado

Contaminado

Contaminado

Nao
contaminado
Néao
contaminado
Nao
contaminado
Contaminado
Nao
contaminado
Néao
contaminado
Contaminado
Nao
contaminado
Néao
contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Néo

contaminado
Nao

contaminado

Contaminado

Contaminado

Nao
contaminado
Néo
contaminado
Nao
contaminado
Contaminado
Nao
contaminado
Néo
contaminado
Contaminado
Nao
contaminado
Néo
contaminado

Contaminado

Contaminado

Contaminado

Nao

contaminado
Nao

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Assepsia

Assepsia

Assepsia
Sem assepsia

Assepsia

Assepsia
Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

(ACT)
BLH
(NEO)
BLH
(ACT)
BLH
(ACT)
NEO

NEO

NEO
BLH
(ACT)
NEO

NEO
BLH
(NEO)
BLH
(NEO)
BLH
(NEO)
BLH
(NEO)
BLH
(NEO)
BLH
(NEO)
BLH
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BL 71

BL 72

BL 73

BL 74

BL 75

contaminado
Nao
contaminado
Néao
contaminado
Nao
contaminado
Néao
contaminado
Nao

contaminado

contaminado
Nao
contaminado
Néo
contaminado
Nao
contaminado
Néo
contaminado
Nao

contaminado

Assepsia

Assepsia

Assepsia

Sem assepsia

Sem assepsia

(NEO)
NEO

ACT

ACT

BLH
(ACT)

BLH
(NEO)
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ANEXO 3

Tabelas dos resultados dos minerais e eletrdlitos no leite obtido de méaes doadoras

de leite do banco de leite antes e depois da pasteurizagdo e de maes de bebés

prematuros colhidas em beira de leito.

Tabela 15: Concentragdo de Fésforo em mg/L de acordo com o tipo de amostra

Identificacéao AP BL
Média DP Média DP Média DP
01 - e 121,19 0,40 86,36 6,42
02 158,67 4,34 110,04 1,00 114,38 5,47
03 143,71 5,22 152,97 1,04 101,45 1,44
04 191,00 2,14 151,11 3,90 85,42 2,71
05 e 139,32 511 -
06 130,74 2,36 123,66 0,42 65,49 2,82
07 119,83 0,05 118,45 3,65 78,65 4,83
08 61,65 0,80 70,25 4,31 110,21 2,79
09 79,91 0,35 92,33 5,23 100,72 2,01
10 134,19 5,84 64,75 1,22 38,44 1,08
11 150,06 4,33 121,73 1,79 135,80 3,24
12 193,88 5,28 166,81 0,84 89,68 3,07
13 95,22 0,06 130,39 15,60
14 127,67 2,46 124,52 0,79 102,05 12,34
15 113,79 0,26 133,38 1,48 59,35 2,33
16 162,01 1,66 134,94 7,79 41,21 1,26
17 148,30 3,68 88,35 0,69 180,88 2,40
18 139,35 2,03 146,96 1,10 104,16 2,13
19 89,33 5,91 95,49 0,89 133,98 4,58
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

137,35
140,96
184,26
187,57
150,51
143,37
174,67
184,55
146,08
71,34
167,23
224,91
97,45
176,04
150,42
127,83
200,94
132,61
163,30
109,38
154,35
210,32
156,56
201,95

4,73
4,67
4,49
8,43
1,92
5,07
8,26
2,88
1,03
3,76
2,40
4,27
5,36
8,61
5,18
1,22
3,58
4,63
1,94
1,07
2,02
1,67
2,89
6,35

80,25
110,37
99,24
99,24
107,38
92,61

113,96
121,24
52,64
116,56
149,42
93,56
185,64
123,52
151,62
134,54
80,142
115,05
115,05
90,14
101,61
78,72
71,94
174,85
189,15

1,35
1,47
2,77
1,40
0,21
1,47
0,50
0,44
0,18
0,87
0,99
2,18
2,15
6,71
4,24
1,48

0,469
6,42
6,42
4,45
3,06
2,46
1,36
0,58
6,52

171,60
64,54
82,13
71,88
108,72
67,11
46,90
106,84
92,32
113,97
90,53
92,89
59,29

75,28
71,101
57,28
78,002
94,83
139,74
63,21
134,82
125,10
100,92
126,55
106,88
78,63
83,57

0,58
0,83
2,84
5,20
0,02
1,59
1,23
0,05
1,70
1,40
2,04
2,05
0,18

0,44
0,25
1,34
0,33
0,15
2,49
1,83
4,64
0,15
2,37
3,89
0,22
1,37
0,19
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49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

80,76
99,28
125,56
140,76
125,44
177,80
414,35
115,02
199,09
116,13
114,73
108,86
111,33
94,64
105,64
99,23
57,93
93,94
110,99
95,68
138,03
127,06
97,35
62,83
196,42
112,72
104,47

0,43
5,86
1,63
3,73
2,05
0,99
7,19
1,17
3,51
4,13
1,25
2,47
29,80
2,00
7,85
1,24
2,24
0,014
3,44
0,004
4,01
3,64
0,01
0,93
1,98
2,98
1,48

79,61
94,56
93,81
133,85
131,95
157,40
153,02
121,75
155,10
121,52
110,75
77,61
106,02
71,54
123,50
83,22
151,84
149,74
76,84
99,09
168,04
130,31
45,32
198,77

101,84

0,82
1,95
4,40
0,30
0,36
1,48
3,77
0,01
1,82
0,12
1,21
7,08
3,70
1,05
0,17
1,19
10,34
7,64
28,75
1,54
4,56
1,74
3,69
7,45

1,93

40,87
67,63
110,147
109,59
117,72
72,46
73,67
134,18
88,30
130,26
93,097
91,87
100,102
151,24
125,20
79,60
72,09
124,51
59,23
103,06
71,43
93,13
85,39
101,048
140,24
180,47
111,70

2,42
0,04
0,25
0,61
0,25
0,58
5,73
7,92
3,36
14,99
8,21
20,18
0,15
2,10
9,17
0,69
0,48
5,63
1,69
0,03
2,70
0,52
4,23
0,39
1,31
15,24
6,20
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Tabela 16: Concentracao de Calcio em mg/L de acordo com o tipo de

amostra
Identificacéo AP P BL

Média DP Média DP Média DP
01 - e 216,68 8,45 206,35 17,02
02 306,92 1,01 198,61 2,27 121,672 6,8
03 266,58 5,33 299,08 3,83 260,09 8,46
04 342,134 5,02 255,84 4,075 130,86 2,02
05 - e 257,94 8,35 - e
06 307,32 0,28 256,644 0,90 64,003 2,22
07 320,80 0,93 280,29 12,98 109,83 7,07
08 192,70 5,49 194,63 12,15 102,10 4,41
09 191,00 1,11 196,21 9,07 99,97 1,80
10 330,98 2,76 125,82 0,29 76,98 1,85
11 310,39 7,63 207,53 0,74 201,22 3,60
12 264,21 21,40 253,74 2,72 182,72 8,46
13 95,22 0,06 188,32 21,39
14 285,30 25,09 232,85 3,67 200,55 26,38
15 237,44 5,41 264,625 0,06 128,98 4,75
16 330,39 0,97 268,12 17,20 168,01 7,93
17 433,76 10,89 256,731 4,25 342,16 8,32
18 274,78 7,76 246,93 11,35 210,03 4,22
19 146,79 8,77 129,89 2,48 222,81 3,56
20 303,19 4,61 177,24 6,83 380,72 8,26
21 258,87 10,41 195,39 3,61 228,62 1,42
22 397,77 14,22 193,80 0,89 139,49 1,77
23 405,77 0,52 207,17 5,37 121,80 6,54
24 284,26 1,36 186,24 2,32 344,33 2,94




111

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

304,64
318,59
322,05
273,82
239,60
351,84
382,66
125,24
290,91
249,87
215,94
375,61
251,47
322,45
100,44
337,17
395,23
233,861
338,12

150,56
175,78
260,451
286,78
268,62

15,40
6,40
16,46
8,85
27,98
5,46
4,27
8,46
10,20
2,13
10,252
3,23
7,82
4,43
1,16
0,64
8,09
2,18
13,06

1,93
20,16
4,15
10,83
6,52

189,55
210,064
253,235

187,29

257,36

260,05

114,51

186,63

214,39

192,81

182,84

140,72

236,03

240,50

117,56

236,50

170,77

154,28

280,93

324,27

176,04
174,83
186,70
333,01
296,37

0,80
0,66
3,14
1,61

4,62
5,19
3,33
2,24
0,34
4,97
3,36
0,85
7,21

10,16
4,15
6,30
4,72
5,16
7,86
10,77

1,74
4,86
9,96
27,01
0,09

134,42

193,59

331,35

247,35

211,87
231,847
241,74

189,41

187,77
280,27
211,55
245,64
204,396
246,42
169,33
218,68
185,26
196,35
226,17
182,818
139,53
173,366
134,54
120,53
145,334
204,42
321,01

3,80
2,05
1,57
1,87
3,48
8,48
2,56
4,16

3,76
2,05
4,27
0,84
1,59
3,72
0,30
6,63
3,15
7,08
13,04
4,94
2,41
1,39
8,68
1,33
1,47
3,73
1,06
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

266,99
628,83
140,35
427,75
219,81
270,22
205,81
181,89
168,58
191,50
183,37
144,90
120,30
152,61
90,70
179,516
256,25
93,67
190,52
255,146
165,00
246,03

7,57
0,32
2,11
2,51
5,47
14,37
0,23
12,49
2,36
7,59
1,84
7,34
15,68
19,07
1,03
4,86
7,53
0,96
2,62
8,81
3,16
0,53

246,91

207,48
281,85
332,39
240,34
279,06
172,96
248,98
149,92
245,48
220,08
163,343
163,74
140,10
127,39
306,88
128,81

153,59
264,56

260,32

1,28
1,57
1,38
1,35
1,86
3,66
14,62
17,64
10,01
0,79
4,14
6,49
0,17
23,79
4,93
9,30
5,74
20,08
8,17

7,23

158,629
203,95
242,81
181,61
158,60

97,45
103,47

210,88

220,24
93,34

318,52
280,73
241,75

86,55
201,53
171,30
201,75
270,72
293,87
188,24

261,995
188,34

1,85
19,17
12,40
9,69
12,46
11,91
20,58
1,94
3,21
4,27
4,22
2,56
2,47
0,69
4,62
9,44
2,13
1,77
3,73
0,91
4,57
7,58
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Tabela 17: Concentragédo de Magnésio em mg/ml de acordo com o
tipo de amostra

Identificacéo AP P BL
Média DP Média DP Média DP
01 e 56,18 1,07 42,84 3,24
02 47,75 0,33 39,16 0,16 38,09 1,68
03 30,09 0,40 37,88 0,75 36,42 0,64
04 49,38 1,32 43,70 0,22 36,43 1,16
05 - e 50,25 045 - e
06 50,99 3,25 41,81 0,008 33,91 1,29
07 58,65 0,56 49,86 2,41 51,82 2,50
08 59,49 1,05 62,15 4,12 106,58 3,41
09 42,55 0,16 44,73 1,56 100,52 0,73
10 73,28 3,12 33,84 0,03 40,57 0,87
11 38,20 20,13 34,80 0,03 34,83 0,97
12 37,83 2,38 39,17 0,95 50,59 1,67
13 84,17 3,60 36,65 4,25
14 36,50 0,62 33,36 0,64 34,18 5,44
15 33,80 0,83 35,79 0,52 21,42 0,38
16 39,52 1,27 36,59 1,85 37,71 1,21
17 72,98 1,37 53,72 0,14 55,70 0,60
18 49,33 0,36 44,40 0,27 52,34 0,74
19 33,38 2,61 32,33 0,47 38,98 1,61
20 58,92 2,29 46,81 1,60 64,46 0,46
21 43,14 1,22 39,96 0,39 71,03 1,04
22 58,25 1,30 37,90 0,22 28,99 0,79
23 64,14 3,85 41,45 1,10 64,08 2,70

24 35,65 0,32 27,32 0,11 39,92 0,36
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

58,22
40,94
45,19
36,93
54,19
60,35
65,70
45,96
46,71
41,11
27,41
57,45
35,38
45,54
35,25
59,63
50
54,32
74,35

54,73
29
43,27
43,60
42,68

2,27
5,69
6,57
0,47
5,00
1,70
0,72
2,75
2,08
0,57
0,41
0,22
1,00
0,17
0,39
0,88
1,28
0,06
1,60

0,005
2,88
0,71
0,97
0,62

45,39
28,91
36,95
46,79
4757
48,37
42,53
29,67
37,43
32,35
30,59
24,62
36,82
36,62
34,49
45,88
26,49
44,44
74,24
76,72

65,57
30,32
32,97
47,82
49,59

0,46
0,16
0,52
0,012
0,67
0,12
0,97
0,28
0,56
1,08
0,76
0,24
1,82
1,62
2,39
2,25
0,79
1,26
0,68
2,73

0,35
0,20
1,93
0,16
0,21

25,10
50,52
38,60
40,29
70,95
39,13
40,04
40,44

40,68
47,11

58,64
53,31

48,79
50,21

107,85
46,07
34,63
36,44
48,99
40,03
41,86
49,10
50,08
36,88
88,76
99,05
39,70

0,55
0,07
0,45
0,58
0,87
0,89
0,95
0,06

0,14
0,12
0,92
0,011
0,10
0,20
0,65
1,17
0,29
0,86
1,19
0,36
1,15
0,15
3,29
0,03
0,27
0,80
0,25
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

32,62
68,71
33,39
59,78
30,51
49,17
38,47
31,83
38,50
33,78
31,82
44,65
32,22
33,23
32,68
46,23
50,31
33,69
36,80
35,05
23,53
45,60

0,57
1,57
0,49
1,30
0,005
0,009
0,06
4,75
1,29
3,08
0,11
0,93
0,28
1,77
0,22
1,10
0,55
0,41
0,63
3,69
1,97
0,37

31,58
25,70
46,90
52,57
34,71
51,66
36,40
43,42
38,07
43,76
53,04
48,13
51,75
40,97
35,21
61,11
44,19
31,96
35,23

49,65

0,24
0,24
0,17
2,11
0,57
0,50
3,52
2,76
1,95
0,69
0,12
2,37
4,53
0,74
0,87
2,15
1,35
4,13
0,98

1,69

38,86
39,03
40,15
43,13
35,19
23,91
31,57
50,09
42,40
24,26
49,67
60,77
49,08
55,79
47,55
37,08
49,04
28,96
48,21
32,23
39,66
29,35

1,09
4,83
2,35
1,76
5,04
2,95
7,09
0,29
0,93
0,54
1,08
1,14
1,27
0,07
0,14
1,17
1,62
0,33
0,98
0,50
1,16
0,98
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Tabela 18: concentracao de S6dio em mg/ml de acordo com o tipo de

amostra
Identificacéo AP P BL
Média DP Média DP Média DP

01 e 357,32 11,31 293,28 22,16
02 114,26 0,65 88,44 2,16 351,94 13,31
03 194,79 2,26 189,05 3,21 269,78 5,79
04 132,66 1,46 109,77 3,17 909,89 31,41
05 - e 389,97 6,77 - e
06 212,99 5,33 164,60 0,62 691,18 16,35
07 148,84 2,17 116,27 5,29 1631,42 66,32
08 532,63 12,96 490,18 28,57 978,70 32,45
09 330,36 2,30 296,33 12,60 966,28 5,66
10 445,16 9,68 155,50 2,79 1447,61 38,82
11 704,16 8,18 413,30 1,34 169,73 1,35
12 369,63 20,01 369,13 0,99 1037,73 40,32
13 1829,2 20,90 311,14 34,36
14 187,40 10,56 123,50 0,17 368,51 32,92
15 124,31 3,17 136,96 1,39 553,04 18,09
16 160,13 0,08 136,17 7,96 999,99 49,90
17 189,74 3,58 130,31 0,29 160,88 0,51

18 118,31 1,45 112,53 3,63 924,60 21,30
19 108,71 5,16 114,65 4,61 143,64 0,84
20 155 3,45 124,86 4,82 309,62 1,79
21 118,49 3,80 95,88 2,23 1773,82 21,57
22 190,08 8,41 128,21 1,60 152,37 7,97
23 259,03 20,69 161,53 2,73 1219,183 67,87
24 61,49 0,38 42,16 0,41 649,72 6,05
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

178,06
398,26
316,12
162,09
1472,5

262,334

158,40

1084,24

455,46
515,97
57,57
141,31
128,93
150,56
321,77
273,38
103,96
301,61
376,37

342,74
83,29

147,21
151,46
135,11

8,47
184,21
275,71

2,25
162,41

1,94

0,59

57,49

14,43

10,51

3,41

0,53

3,59

1,06

4,12

1,17

2,17

2,44

12,09

4,13
5,03
4,65
2,47
0,98

134,21
313,22
140,57

1177,36
191,39
102,88
878,99
161,72
484,43
189,08
179,82

66,55
112,56
114,01

410,67

191,40
60,29

1378,51
280,08
321,38

318,26
67,05
76,58
126,73
113,31

0,26
1,79
0,20
6,27
1,49
1,62
16,94
1,41
11,54
3,85
1,82
1,06
2,22
3,82
17,91
5,62
1,88
28,56
4,62
10,60

0,51
2,02
3,38
3,61
0,55

691,71
909,90
626,49
502,76
517,75
938,46
983,35
1154,74

1001,15
1336,92
1823,54
1052,87
412,86
504,49
749,92
743,81
214,57
402,82
548,91
287,18
345,83
448,93
1025,38
789,21
1104,28
1119,02
454,99

14,84
5,75
1,57
0,60
3,76
20,64
12,29
20,04

1,14
3,86
8,07
0,80
1,31
10,84
0,82
18,87
5,88
4,74
34,18
4,36
1,29
3,76
43,09
8,28
12,56
22,28
1,38
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

256,92
485,91
124,03
162,49
56,93
1334,22
177,46
584,24
220,60
112,19
107,83
1005,78
343,95
327,74
346,73
313,86
117,46
547,46
1409,64
365,42
288,18
864,92

11
13,33
1,84
0,65
1,22
20,87
1,40
273,47
0,46
3,89
0,40
39,95
1,80
14,87
3,09
7,97
4,94
3,68
25,91
0,92
2,20
0,94

196,44
156,31
599,41
126,36
50,47

743,02
130,51
113,64
167,01
87,27

690,58
262,54
290,60
524,03
260,63
124,65
391,37
913,79
239,57

659,38

1,71
0,07
2,50
1,35
0,68
12,80
0,52
7,89
13,15
0,03
0,49
21,37
69,33
250,47
8,82
2,03
10,74
77,32
7,08

1,17

784,54
942,92
574,28
282,97
340,06
191,34
508,36
714,78
204,94
206,19
837,11

1356,92

606,04

1475,54

428,22

1361,92

683,95
600,04
745,52
202,31
351,37
285,68

10,58
50,76
18,58
10,61
15,24
16,28
410,66
7,66
0,03
7,19
1,76
9,42
14,07
15,45
11,96
74,47
8,04
13,80
1,17
1,08
10,64
20,21
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Tabela 19: concentracao de potassio em mg/ml de acordo com o tipo

de amostra
Identificacéo AP P BL
Média DP Média DP Média DP
01 e 434,86 11,53 342,87 27,24
02 552,79 3,22 444 24 1,04 566,33 23,87
03 510,86 10,32 520,95 1,46 441,88 12,46
04 545,28 6,87 445,97 3,86 342,45 12,47
05 - e 636,78 13,97 - e
06 426,94 11,09 44416 2,09 486,42 10,34
07 385,32 2,05 407,11 18,93 294,14 13,07
08 335,43 3,32 421,50 23,95 420,75 10,94
09 335,44 7,39 403,98 16,70 411,86 0,14
10 600,02 13,50 242,79 3,36 275,30 7,05
11 807,96 7,56 669,56 6 569,20 10,25
12 814,09 45,69 638,82 3,15 373,91 12,60
13 427,46 1,32 547,30 65,36
14 647,02 37,05 481,72 3,90 447,97 42,46
15 455,55 2,80 513,77 3,88 456,13 13,72
16 570,50 3,15 504,78 29,07 251,19 11,89
17 624,99 12,45 435,12 11,02 609,45 9,18
18 402,81 1,36 393,77 13,45 419,55 6,78
19 402,42 17,67 438,19 1,65 581,67 9,59
20 581,92 14,35 455,85 14,62 765,09 12,20
21 549,52 19,41 456,21 12,50 378,45 5,24
22 606,76 25,75 395,04 8,16 350,15 12,70
23 627,90 28,45 418,27 5,08 505,76 28,69
24 601,08 8,57 461,99 4,77 650,23 6,18
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

436,83
768,71
754,29
527,28
386,68
586,50
566,25
545,74
702, 56
601,77
489,97
790,20
497,67
597,57
326,16
584,67
822,02
600,87
810,28

361,65
402,69
574,22
518,74
497,29

19,42
63,78
119,49
3,67
44,16
12,35
5,88
29,94
23,04
12,78
13
13,90
15,94
0,18
4,59
8,14
16,37
5,45
24,52

3,11
19,76
9,08
7,51
3,10

327,40
605,33
492,40
323,86
476,80
404,69
472,41
469,70
510,93
449,46
433,77
291,15
475,05
480,39
275,25
440,79
437,47
336,35
625,77
712,74

359,11
359,13
351,53
491,07
490,51

1,77
4,84
4,17
0,64
5,72
7,79
10,05
7,01
13,35
9,22
3,16
1,21
15,58
21,42
13,80
13,35
12,21
10,68
10,95
22,55

3,68
9,44
18,14
2,40
1,30

490,27
491,36
627,90
452,26
433,46
610,20
638,32
478,44

419,60
399,65
392,90
558,23
695,41
727,66
655,20
662,17
465,15
561,72
677,51
698,20
645,28
461,39
457,47
494,69
597,24
429
530,09

11,92
2,54
1,81

0,29
2,80
13,84
13,06
6,88

0,84
3,50
9,50
4,31
1,35
7,99
4,46
15,94
8,36
11,53
47,07
14,50
17,62
5,47
20,28
2,37
6,45
8,13
2,39
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54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

762,19
1545,66
462,55
573,66
583,94
537,15
477
596,77
367,57
557,18
540,55
665,48
644,39
637,53
652,62
641,37
384,38
848,43
527,96
796,72
542,68
587,33

20,58
44,33
8,51
5,71
21,85
5,562
0,69
84,65
3,79
10,74
0,28
26,80
0,40
25,88
12,71
11,25
8,52
5,13
7,24
25,37
4,86
1,74

659,34
541,10
624,71
473,49
569,05
409,37
335,52
475,54
269
468,89
626,96
652,77
698,93
468,08
482,24
452,79
711,86
334,85
576,49

431,27

4,82
3,38
1,96
2,01
6,78
5,26
19,29
29,09
13,86
1,14
2,67
85,27
0,22
40,22
9,02
6,76
19,77
19,83
13,71

0,66

462,77
331,59
590,26
522,81
410,24
372,30
518,08
761,41
825,54
516,76
670
472,61
410,17
336,77
768,03
439,11
734,69
508,88
537,97
519,20
779,45
401,95

4,83
13,63
19,11
18,60
23,53
25,61

8,60

0,16
11,97
25,11

7,64

2,56
12,54

0,11
19,98
23,11

4,66
11,80

1,96

0,35
26,09
27,31




