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Resumo

Objetivo — Os beneficios do aleitamento materno sdo bem descritos na literatura. Melhorar as condi¢cdes de fornecimento acessivel deste
importante alimento a todos os lactentes é um desafio para o profissional nutricionista. Métodos — Amostras de leite humano procedentes
do Banco de Leite da cidade de Taubaté, Sdo Paulo, foram submetidas a liofilizacao, sendo congeladas em nitrogénio liquido a —-210°C e
permanecendo no liofilizador por 24 horas. Apés a liofilizagdo as amostras foram analisadas e comparadas ao leite in natura quanto a
alguns nutrientes: lipideos por extracdo direta em extrator Soxhlet, glicidios redutores em lactose por titulagao, proteinas por metodologia
semimicro de Kjeldahl, célcio por titulacdo e imunoglobulinas por eletroforese em gel de agarose com o objetivo de visualizar as bandas
gama. Também foram realizadas provas de reconstitui¢do diluindo 30g de cada amostra em 100mL de dgua filtrada. As analises foram rea-
lizadas em triplicata e em seguida analisadas estatisticamente. Resultados — As triplicatas analisadas apresentaram os teores de lipideos,
lactose, proteina e célcio inalterados em comparagao aos valores do leite ndo-liofilizado descrito na literatura. Quanto a restitui¢ao, a cor
e a fluidez se mostraram semelhante ao leite in natura e a diluicao foi plena. A eletroforese também demonstrou a presenca da banda
gama o que sugere a conservagao de imunoglobulina. Conclusdo — A técnica de liofilizagdo mostrou-se muito favoravel em relagao a
outras técnicas de conservagao, ja que a mesma ndo utiliza o aquecimento como fator determinante para diminuir a atividade de agua e
sim o estado fisico da matéria: sublimacdo.

Descritores: Leite humano; Liofilizacao

Abstract

Objective — The benefits of breastfeeding have being reported in the literature. The improvement of the accessibility conditions to this im-
portant food to all infants is a challenge for the professional nutritionist. Methods — Samples of human breast milk were collected from
Taubaté city, Sao Paulo. They were submitted to lyophilization and frozen in liquid nitrogen at—210 °C and they were remained in lyophilizer
during 24 hours. After the lyophilization, the milk was analyzed and compared with in natura milk with respect to the following nutrients:
lipids by direct extraction in Soxhlet apparatus, reducing carbohydrates by titration in lactose, protein by semi-micro Kjeldahl methodology,
calcium by titration and immunoglobulins by agarose gel electrophoresis in order to visualize the gamma bands. Tests of reconstitution were
also carried out by diluting 30 g of dried milk in 100 mL of filtered water. The analyses were performed in triplicate and then analyzed sta-
tistically. Results — The triplicates analyzed presented levels of lipids, lactose, protein and calcium unchanged in comparison with the values
of non-lyophilisate samples as described in the literature. In the restitution tests, the color and the fluidity were similar to in natura milk and
the dilution was total. The electrophoresis also showed the presence of the gamma bands, that suggests the conservation of the immunoglo-
bulin. Conclusion — The results showed that lyophilization process is favorable, compared with other conservation processes, since that is
not based in the heating as the main factor to reduce the water activity, but the physical state of matter: sublimation.

Descriptors: Milk, human; Freeze drying

Introducao zendo com que a dgua dos produtos que foi transformada em
gelo, sublime, ou seja, passe diretamente do estado sélido para
o gasoso. O resultado final é um produto com uma estrutura
porosa livre de umidade e capaz de ser reconstituido pela sim-
ples adicdo de agua. Desta forma, os produtos liofilizados ndo
sofrem alteragdes de tamanho, textura, cor, sabor, aroma, teor
de vitaminas, sais minerais, proteinas, etc. e, quando conserva-
dos adequadamente, mesmo a temperatura ambiente, resiste in-
tacto por muitos anos. A legislacdo brasileira permite dois anos
de validade'®. Produtos liofilizados tém baixo peso, pois a maio-
ria dos produtos naturais possui muita dgua, se conservam
mesmo a temperatura ambiente e, quando reconstituidos retor-

Muito se fala sobre a importancia do aleitamento materno, con-
sequentemente, sobre os beneficios do leite para a prole’, o qual
constitui o primeiro alimento dos mamiferos®, suprindo todas as
necessidades nutricionais da espécie a que se destina, bem como
fornecendo subsidios para adaptacdo ao novo meio em que passam
a viver pés-parto®.

Os bancos de leite nasceram da necessidade de fornecer o
leite humano, garantindo seus beneficios ao recém-nascido”$,
quando o aleitamento pela mae biolégica é indispensavel. A
sistematizacdo da rede de banco de leite é considerada uma

das maiores e mais bem preparadas do mundo. nam suas propriedades originais como nenhum outro produto
O fornecimento do alimento ideal, com a qualidade de seus nu- desidratado.
trientes preservados e a garantia da seguranga alimentar aos lac- O presente trabalho abre o questionamento para novas opcdes
tentes e sua familia, significa atender a todas as expectativas satis- de melhoramento tecnoldgico eficaz, que ndo comprometa o
fatorias de uma vida mais saudavel’. que o leite humano tem de melhor, mas que ndo exponha o lac-
O uso da tecnologia da liofilizacdo ou a desidratagdo a frio tente a doengas e microrganismos patogénicos. Provavelmente,
(freeze dry) € um processo confidvel de conservacao de produtos o processo de liofilizacdo possa ser uma alternativa para conser-
biolégicos, sendo isento de conservantes ou produtos quimicos. vacao do leite, ja que se trata de um processo altamente eficiente,
Na liofilizacdo o leite humano é congelado em temperaturas aumentando significativamente o tempo de prateleira do produto
inferiores a —20°C e submetido a baixa pressdo (alto vacuo), fa- e diminuindo a demanda por espaco fisico para sua armazena-
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gem, algo importante para a atual estrutura dos bancos de leite
do pafs.

Métodos

Sendo o leite humano composto cerca de 80% por dgua,
houve a necessidade de adquirir uma grande quantidade de
amostras para realizagdo deste estudo, contamos com a doagao
de 2 litros da amostra de leite do Banco de Leite Humano de
Taubaté — SP.

As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e prote-
gidas da luminosidade com papel aluminio para evitar a decom-
posicao de moléculas fotossensiveis e consequentemente perda
nas propriedades. Foram liofilizadas no Laboratério de Biotec-
nologia do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas, onde 1 litro de leite foi submetido a liofilizagao e
mais 1 litro utilizado como comparativo nas andlises dos valores
nutricionais. Foram realizados métodos fisico-quimicos para ave-
riguacao dos teores de lactose, proteinas, lipidios, calcio, imu-
noglobulina e teste de precipitacdo. As andlises foram realizadas
no Laboratério Multidisciplinar da Satdde na Universidade Paulista
Campi Sdo José dos Campos, de acordo com os procedimentos
e Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz'" (2005). Além disso,
a pesquisa realizada foi submetida a avaliagdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Paulista, sob Folha de Rosto
SISNEP n° FR213255 e aprovagao sob n° de documento 363/08.

Liofilizagéo

Para ser levada ao liofilizador a amostra deve ser rapidamente
congelada. Para isso utilizou-se nitrogénio liquido, colocou-se a
amostra até cerca de 1/3 do tubo que é utilizado no liofilizador,
e congelou-se, sempre girando o tubo no nitrogénio liquido a fim
de que o mesmo congelasse de forma homogénea nas paredes
do tubo. Apds congelamento total o tubo foi levado ao equipa-
mento — liofilizador, onde permaneceu ligado por 24h. O resul-
tado obtido foi a retirada total da dgua do leite por sublimagdo. A
amostra foi mantida ao abrigo da luz, envolvendo-se o tubo com
papel aluminio. Para os procedimentos de andlise de lipideos,
lactose, proteinas e cdlcio foram feitas triplicatas da amostra de 1
litro de leite liofilizado.

Determinac&o do teor de lipidio — Extracao direta em Soxhlet

A determinagdo do teor de lipidios das amostras foi realizada
pelo método de Sohxlet do Instituto Adolfo Lutz''. Pesou-se 5g
da amostra em cartucho de celulose, levado para o aparelho
extrator, adicionou-se o éter etilico em quantidade suficiente
para um Soxhlet e meio. Adaptou-se a um condensador de bolas.
Mantido, sob aquecimento em chapa elétrica, a extragao conti-
nua por 8h (4 a 5 gotas por segundo). Retirou-se o cartucho, o
solvente foi evaporado em rotavapor, a uma velocidade de 60
RPM e o banho-maria a uma temperatura de 50°C. Por fim, reti-
rou-se todo o éter etilico e o baldo foi pesado. Este procedimento
foi realizado em triplicata e, em seguida, calculado o teor de li-
pidios das amostras.

Determinacgéo de glicidios redutores em lactose

Para a determinacdo de glicidios redutora em lactose colo-
cou-se com o auxilio de uma pipeta volumétrica 10 mL da
amostra para um baldo volumétrico de 100mL, adicionou-se
50 mL de agua, 2 mL da solugao de sulfato de zinco a 30% e
2 mL da solugdo de ferrocianeto de potdssio a 15%, misturou-
se bem ap6s cada adigdo. Apés 5 minutos de sedimentagao,
completou-se o volume com &dgua e agitou-se. Filtrou-se com
papel filtro. O filtrado Iimpido colocou-se em um frasco Erlen-
meyer de 300mL. Em um baldo de fundo chato de 300mL, adi-
cionou-se T0mL de cada uma das solugdes Fehling e 40mL de
agua, aquecendo até ebulicdo em chapa aquecedora. Transfe-
riu-se o filtrado para uma bureta de 25 mL e adicionou-se, gota
e gota, sobre a solugdo do baldo em ebuligao, agitando sempre,
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até que esta solugdo mudasse de coloragdo azul a incolor (pre-
senca de residuo vermelho-tijolo no fundo do baldo). Final-
mente, determinou-se o teor de glicidios redutores em lactose'".

Determinagéo do teor de proteina

O teor de proteina foi determinado pelo método semimicro
de Kjeldahl convertendo-se o teor total de N em proteina pelo
uso do fator 6,25". Para isso, apés digestdo das amostras, aco-
plou-se a amostra em aparelho de destilagdo, onde se acrescenta
um excesso de hidréxido de s6dio (10 mL a 60%), sob aqueci-
mento da manta aquecedora. A amdnia em meio bdsico passa
para a forma NH3 (voldtil), e pode ser destilada e recolhida em
solucdo 4cida. Recolhe-se o destilado em uma solugdo e acido
bérico com 2 a 4 gotas de solugdo indicadora (vermelho de
metila + azul de metileno). Fez-se titulagido direta com acido
cloridrico 0,02 N. Em seguida, calculou-se o teor de proteina
na amostra.

Determinagéo do teor de céalcio no leite em po

Preparou-se a bureta de 50mL com solucdo padronizada de
EDTA. Pesou-se duas amostras de leite humano liofilizado, com
1,0025g e 1,0005g, respectivamente, em béqueres de 100mL, lim-
pos e secos. O contetido de ambos os béqueres, transferiu-se para
o Erlenmeyer de 250mL, com o auxilio de cerca de 50mL de agua
destilada. Agitou-se cuidadosamente até completa dissolucdo de
leite em po, evitou-se qualquer quantidade da amostra fique ade-
rida as paredes da vidraria. Adicionou-se 15 mL da solu¢ao tampao
de pH 10, alguns cristais de KCN, para mascarar fons de Zn+2,
Cu+2 e Fe+3, que podem estar presentes a amostra e que interfe-
rem na andlise complexando-se principalmente ao indicador. Ho-
mogenizou-se a solucdo contida no Erlenmeyer. Adicionou-se 20
gotas da solugdo do complexo [Mg-EDTA]+2 e 10 gotas da solugao
do indicador negro de eriocromo. Realizou-se a titulacao, escoado
lentamente a solucdo titulante de EDTA sobre a titulada, com
constante agitagdo, até que a coloragdo tornasse azul. Por fim,
determinou-se o teor de calcio na amostra'".

Proteinograma — Imunoglobulina

Foi aplicado o leite humano reconstituido, no suporte eletroforético
(gel de agarose), que foi transferido para a cuba de eletroforese com
tampdo barbital (pH 8,6). A cuba de eletroforese foi ligada a fonte e
mantido o procedimento por 20 minutos. Apéds este periodo foi des-
ligada a fonte e removeu-se o suporte. Eliminou-se o excesso de
tampao das bordas do suporte. Mergulhou-se o suporte em 200mL
de corante (negro de amido) por 5 minutos sem agitacao, que foi re-
tirado e colocado em 200 mL de descorante por 5 minutos. Foi seco
até a desidratagao por completo do gel, sendo utilizado um secador
na poténcia maxima. Quando seco, o gel retornou a solucdo desco-
rante até que o fundo ficasse transparente. Secou-se novamente até
a desidratagdo completa do gel e observou-se os resultados'".

Prova de reconstituicdo

Foram diluidas em 100 mL de agua filtrada, duas colheres de
sopa do leite liofilizado (30g). Observou-se durante 12h se o produto
manteve-se como leite fluido, isto é, estdvel sem precipitagao.

Analises estatisticas

Para determinar o teor dos componentes presentes no leite liofi-
lizado, os resultados obtidos das determinacdes analiticas, em tri-
plicata, foram submetidos a analise de variancia ANOVA e a dife-
renga estatistica das medias pelo Teste de Tukey com 5% de
significancia, utilizando o programa Origin versdo 6.0.

Resultados

Foram realizadas as andlises de determinacdo dos teores de lipi-
dio, lactose, proteina e calcio e que apresentaram os seguintes re-
sultados mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Determinacao dos teores de lipidio, lactose, proteina e
calcio das amostras liofilizadas

Amostras Leite
Nutrientes Média (+)  ndo-
1 2 3 liofilizado (*)
Lipidio (g/dL) 3,66 3,43 3,27  3,45+0,19 3,8
Proteina (g/dL) 1,15 1,21 1,05 1,14 + 0,08 1,2
Caélcio (mg/dL) 26,1 29,4 28,2 27,9+ 1,67 28-33
Lactose (g/dL) 6,40 890 7,01 7,44+1,30 7,0

(*) Adaptado de Calil'? (1991); Silva'* (2007)

Ap0s as andlises dos teores de nutrientes do leite liofilizados, fo-
ram verificadas as caracteristicas quanto a reconstituicdo do leite
liofilizado, entre elas a cor, a fluidez e aparéncia. Estas caracteris-
ticas estao indicadas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas observadas apés a realizacao da prova
de reconstituicao do leite liofilizado

Prova de reconstituicao Caracteristica

Cor Semelhante ao leite nao-liofilizado
Fluidez Semelhante ao leite ndo-liofilizado
Diluicdo Plena, sem formacao de precipitados

Em relagdo ao perfil eletroforético das proteinas do leite, reali-
zou-se um proteinograma com o objetivo de visualizar as bandas
de imunoglobulinas. Conforme indica a Figura 1, a banda referente
a imunoglobulina A (IgA) é bem visivel, indicando que o processo
de liofilizagdo mantém presente no leite esta imunoglobulina.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose mostrando o perfil eletroforético
das amostras de leite liofilizado. A seta indica a banda gama
das proteinas confirmando a presenca de imunoglobulinas

Discusséao

O método de liofilizacao sugere uma técnica que permite a con-
servagao de materiais biolégicos por pelos menos dois anos e mos-
trou-se vidvel, ja que retirou com sucesso toda agua e manteve o
produto sem alterar a composicao quimica desse alimento.

O leite humano ¢, sem ddvida, a principal fonte de alimento
para o bebé e uma das mais importantes para o homem. A com-
plexa e bem elaborada composicao deste alimento, tem como ob-
jetivo fornecer em quantidades balanceadas, a energia e os nu-
trientes necessarios. O método de liofilizacao, que visa reduzir a
atividade de 4gua, torna este alimento um produto de baixo peso,
com as caracteristicas sensoriais mantidas. Sua reconstituicdo é
outro ponto favordvel, ja que para isto, ndo envolve nenhuma téc-
nica complicada: é a simples adicao de dgua.

Os lipideos constituem a maior fonte de energia do leite humano.
Seu conteddo varia entre 3 e 4 g/dL, correspondendo a, aproxima-
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damente, 40 a 50% do total caldrico; ja o colostro possui concen-
tracdo lipidica menor, em torno de 1,8 a 2,9 g/dL'%. Em relacio ao
teor de gordura do leite humano, os triglicérides constituem cerca
de 98%, sendo a digestdo e absor¢ao dos mesmos crucial para o
crescimento e desenvolvimento do lactente!.

Deste modo, os lipideos, principal fonte calérico-energética do
leite humano e a fragao mais varidvel da sua composicao, podendo
variar em funcdo do periodo de lactagdo, mamada, etc., tiveram
seus teores determinados a partir da extragdo direta em Soxhlet,
um procedimento que envolve sucessivas lavagens do leite (liofili-
zado) com éter, onde o solvente arrasta os lipidios que se encontram
nas amostras. Neste sentido, a técnica demonstrou que o teor de
gordura do leite, mesmo sendo submetido ao processo de liofiliza-
¢do, encontrou-se proximo aos teores descritos na literatura'1®.

Outra importante classe de nutrientes do leite sdo as proteinas.
Cerca de 6 a 7% da energia do leite humano é fornecida através
das proteinas nele encontradas, podendo ainda ser agrupadas em
protefnas do soro e as casefnas'’. O método utilizado demonstrou
a presenca de proteinas em quantidades aceitdveis. O que indica
que durante o processo de liofilizagdo nao houve perdas deste
macronutriente.

Além do ponto de vista energético, de acordo com Machado'®
(2002), o leite materno apresenta propriedades antinfecciosas,
principalmente em relacdo a diarréia. Ainda de acordo com
Machado™® (2002), os principais constituintes do leite humano,
que atuam como agente de prote¢do no organismo do lactente
sdo as imunoglubulinas (ex.: IgA, 1gG, IgM, etc.), além de ma-
créfagos, linfécitos, lactoferrina, entre outros. O perfil eletrofo-
rético das bandas de proteinas, incluindo a faixa gama das imu-
noglobulinas, correu significativamente. Atestando sua per-
manéncia no leite mesmo liofilizado. Assim, a permanéncia das
IgA apds o processo de liofilizagdo, mostrou-se uma alternativa
vidvel para fornecer o que de melhor e mais significativo o leite
materno tem para fornecer ao lactente. E o Gnico componente
que realmente difere o leite humano de outros, e até mesmo
dos elaborados em laboratérios.

A lactose € o principal carboidrato do leite humano, suprindo
cerca de 40% das necessidades energéticas do recém-nascido'’-'8.
Sua presenca no leite liofilizado é consideravel comparando com o
leite ndo liofilizado, embora os resultados aparentemente sugiram
uma maior quantidade deste agtcar no leite liofilizado. Este fato
pode ser explicado, ao menos em parte, devido a quantidade de
amostra utilizada, ou seja, 2g, provavelmente concentrando muito
a solucdo. Seja como for, o dado importante é que foi observada a
manutencao dos teores de lactose, permitindo sugerir que o processo
de liofilizagao ndo produz perda consideravel de lactose.

O leite humano contém quantidade apreciavel de célcio, fosfato,
potdssio, sédio, magnésio e cloreto e possui pequenas quantidades
de ferro, cobre e manganés. No leite humano os minerais estao
presentes em uma forma altamente biodisponivel®. A presenca de
fons calcio no procedimento € evidente. Os valores do teor de
fons Ca** das amostras comparadas com o da literatura, apresen-
tam-se semelhantes podendo ser verificada a manutencdo deste
importante mineral.

No procedimento utilizado para reconstituicao pode-se verificar
se no leite, apos liofilizagdo, foi possivel constatar diluicdo total,
sem a presenca de precipitagao.

Conclusao

O processo de liofilizagao para leite materno ainda & um processo
pouco estudado e referenciado na literatura em geral, porém é um
processo que se mostrou muito promissor no presente trabalho.

Obteve-se uma grande quantidade de leite liofilizado, e as and-
lises realizadas mostraram resultados positivos, ja que em todas as
andlises feitas mostrou-se a permanéncia dos nutrientes, demons-
trou-se que as propriedades ndo foram alteradas pelo processo de
liofilizacao. E que suas condicdes favoraveis para reconstituicao,
facilitam, inibem a contaminagdo microbioldgica e garantem maior
disponibilidade para armazenamento deste material. O que facili-
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taria sobre maneira o fornecimento deste alimento tao rico e com-
pleto nos Bancos de Leite Humanos espalhados pelo Brasil.

Sugere-se assim, trabalhos de continuidade nesta linha de pes-
quisa, que visa estudar ainda mais as propriedades nutricionais,
microbioldgicas e a viabilidade econémica do processo, bem como
a aplicabilidade da técnica para Bancos de Leite.
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