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RESUMO: O leite materno é considerado o alimento ideal para o recém-nascido, sendo assim suficiente
para suprir todas as suas necessidades nutricionais durante os primeiros seis meses de vida, permitindo
gue ele permanec¢a em aleitamento materno exclusivo durante esse importante periodo de sua vida. Traz
beneficios a todos os recém-nascidos, 0s quais incluem aspectos higiénicos, imunoldgicos, psico-sociais e
cognitivos, bem como aqueles relativos a prevencao de doencgas futuras. Possui uma composicao
nutricional balanceada, constituida basicamente de proteinas, aglcares, minerais e vitaminas, com gordura
em suspensdo, 0s quais suprem as necessidades nutricionais e imunolégicas para um crescimento e
desenvolvimento otimos. Este estudo discute questbes determinantes para o0 crescimento e
desenvolvimento do recém-nascido (RN), ja que o leite materno é a componente chave de toda a estratégia
para a nutricdo enteral de todas as criancas. Com isso, o conhecimento do seu perfil proteico, lipidico, de
carboidratos e de minerais € de suma importancia, ja que estes preenchem todas as necessidades das
criangas, principalmente nos seus primeiros meses de vida, sendo, portanto, imprescindiveis para promover
um crescimento e desenvolvimento 6timo no RN. Com a analise detalhada do leite materno, poderemos
extrair informacdes a respeito de sua composi¢cdo, quanto ao teor de proteinas totais, aclcares totais e
minerais e verificar se 0 mesmo sofre variagées ao longo do dia, e com o passar dos meses. O trabalho
pretende confrontar dados relacionado a composi¢cdo quimica do leite materno de maes dependentes
guimicas com maes nado dependentes.
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1 INTRODUCAO

A lactacdo € um processo complementar a gestacdo, com grande impacto na
saude do lactente (ACCIOLY; SAUNDERS; LACERDA; 2003). Durante a gravidez, as
glandulas maméarias se preparam para a lactacdo através de uma série de passos de
desenvolvimento (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 1998).

O leite materno possui uma composi¢cdo nutricional balanceada, constituida
basicamente de proteinas, acUcares, minerais e vitaminas, com gordura em suspensao,
0S quais suprem as necessidades nutricionais e imunoldgicas para um crescimento e
desenvolvimento 6timos (ACCIOLY et. al, 2003). Dessa forma, é considerado o alimento
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ideal para o recém-nascido, sendo assim suficiente para suprir todas as suas
necessidades nutricionais durante os primeiros seis meses de vida, permitindo que ele
permaneca em aleitamento materno exclusivo durante esse importante periodo de sua
vida (CALIL; FALCAO, 2003).

Fatores como as variagcbes na composi¢ao, a importancia nutricional e funcional
do leite materno, trazem um grande interesse para seu estudo e analise (VELOSO;
TEIXEIRA; FERREIRA; FERREIRA, 2001). Por essa razéo, o presente trabalho tem por
objetivo determinar proteinas e acucares totais, gorduras e minerais presentes no leite
materno para os primeiros seis meses de lactacdo de maes dependentes quimica, através
de métodos quimicos especificos para cada constituinte.

2 MATERIAL E METODOS

O leite humano serd oriundo de duas maes usuarias de crack, que foram
atendidas no Hospital Universitario de Maring4d-PR, o mesmo foi cedido pelo banco de
leite do Hospital. As amostras ja foram coletadas e estdo armazenadas em freezer no
laboratério de Quimica do bloco 6 da Unicesumar e devidamente etiquetadas.

Andlises a serem realizadas:

Acidez Dornic: Sera coletado em tubo de ensaio 5 ml da amostra de Leite
Humano (LH) em campo de chama (1 ml de cada vez e coletar em diferentes campos da
amostra), em seguida a amostra sera mantida refrigerada ( abaixo 5°C) em banho de gelo
(dgua + gelo reciclavel) até o momento da analise. Sera retirada a amostra de 5ml do
banho de gelo, agitara em vortex, limpar4d a parte externa da pipeta com papel
absorvente e despejard o volume de 1ml , em outro tubo. Esse processo sera repetido
mais duas vezes até obter 3 aliquotas de 1 ml. Serdo mantidas as 3 aliquotas em banho
de gelo e ndo se devera agitd-las em vértex. Serd adicionado 1 gota de solucdo
hidroalcdlica de fenolftaleina, gotejando a solucdo sobre o leite, evitando que escorra
pelas paredes do tubo de ensaio. A cor rosa claro indica o ponto final da titulagdo - Cada
0,01 ml gasto corresponde a 1°D. Proceder a média aritmética das 3 aliquotas. Um
resultado final superior a 8 °Dornic deverédo ser desprezados.

Crematdcrito: Serd homogeneizado a amostra em vortex, pipetado 1 ml de LH e
transferido para um tubo de ensaio de 5ml. Sera aquecida em Banho-Maria a 40°C por 15
minutos. Serdo coletadas 03 (trés) amostras de LH com o auxilio de microcapilares e sera
vedado uma das extremidades dos microcapilares com massa ou bico de Bunsen. Serao
dispostos os microcapilares na centrifuga com as extremidades vedadas “para fora” e
serdo posicionados na centrifuga sempre aos pares, em diagonal. Sera centrifugado por
15 minutos, observando a velocidade estipulada pelo fabricante do equipamento. Sera
procedida a leitura com régua milimétrica apés a centrifugacdo: Coluna de creme e coluna
de soro. Sera aplicada a férmula: Coluna de Creme (mm) x 100 sobre a Coluna Total
(mm) =% de Creme; % Creme — 0,59 sobre 1,46=% de Gordura; % Creme X 66,8
+290=Kcal / litro.

Anélise de Proteinas Totais: O método que sera utilizado para a determinagéo
da concentracdo protéica do leite materno é o de Bradford o qual utiliza o reagente
Comassie-Blue. O preparo desse reagente sera feito através da pesagem de 30 mg do
corante Comassie-Blue brilhant em balanga analitica. Em um béquer, sera adicionado 15
mL de Etanol 95%, e 30 mL de Acido Fosférico 85% ao corante. Em seguida, sera diluido
com agua destilada, e transferido para uma proveta completando o volume até 300 mL
com agua destilada. Sera realizado 3 filtragbes do reagente até conseguir chegar a uma
absorbancia de aproximadamente 0,2 em 595 nm. Apds o preparo do reagente, sera feito
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0 estabelecimento da curva-padrdo. Para isso, sera preparada uma solu¢do padréo de
ASB (Albumina de Soro Bovino), onde pesara 25 mg de ASB em balanca analitica e
diluirh com agua destilada em um béquer, evitando que haja a formacgéo de bolhas, sera
transferido para um baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume com agua
destilada. Para a leitura das amostras, sera diluido 0,5 mL de cada amostra em 9,5 mL de
agua destilada, em tubos de ensaio devidamente identificados. Sera transferido 1 mL do
leite diluido para outro tubo de ensaio, também identificado, e sera acrescentado 5 mL do
Reagente Comassie-Blue brilhante, serdo homogeneizados com o auxilio de agitador.
Serd transferido cada amostra para cubeta de plastico e medido a absorba&ncia em
espectrofotdmetro, utilizando lampada de tungsténio, a um comprimento de onda de 595
nm contra o “branco” da cubeta 1. O procedimento sera realizado em triplicata para cada
amostra.

Analise de Acgucar Total: A analise de agucar total sera feita utilizando o
Reagente de Fenol Sulfurico. O método se constitui no preparo de uma solucdo Padréo
de Glicose, onde serd pesado, em balanca analitica, 250 mg de Padrdo de Glicose e
transferido para um baldo volumétrico de 100 mL utilizando agua destilada como solvente,
a solucéo seré identificada como P1 = (2.500ug/mL). Em seguida, serao pipetados 25 mL
do Padrdo P1 para um baldo volumétrico de 250 mL usando &gua destilada como
solvente, e identificar como P2 = (250ug/mL). Terminado o preparo das diluicbes, sera
pipetado 1 mL, com micropipeta, de cada baldo volumétrico e transferido para tubos de
ensaio devidamente identificados. Ser& adicionado, rapidamente, 0,5 de fenol a 5% (v/v),
e 2,5 mL de &cido sulfarico (H,SO,4). Para que haja uma boa mistura, sera direcionado o
fluxo do acido contra a superficie do liquido, em vez de contra a parede do tubo de
ensaio. Sera deixado os tubos de ensaio em repouso por 10 minutos, serdo agitados e
colocados em banho maria a 25°C por 10 minutos. As amostras serdao lidas em
espectrofotometro 490 nm, contra o branco, que sera preparado com 1 mL de agua
destilada, 0,5 mL de fenol a 5% e 2,5 mL H,SO,4. Apés a leitura, com os resultados
obtidos sera construida a curva padrdo de glicose. O mesmo procedimento sera realizado
para fazer a curva padrdo de sacarose. Para analise das amostras, primeiramente, sera
diluido 0,5 mL de cada amostra de leite em 9,5 mL de agua destilada em tubos de ensaio
previamente identificados. Sera pipetado 0,1 mL de cada tubo de ensaio e adicionado 1
mL de fenol a 5%, e 2,5 mL de &cido sulfarico (H,SO,), rapidamente. Para que haja uma
boa mistura, sera direcionado o fluxo do &cido contra a superficie do liquido, em vez de
contra a parede do tubo de ensaio. As solucbes serdo agitadas e deixadas em repouso
por 10 minutos. Em seguida, seréo levadas para o banho maria a 25°C, deixandas por 10
minuto. A leitura sera efetuada em espectrofotbmetro, utilizando lampada de tungsténio,
em 490 nm contra o “branco” da cubeta 1.

Anélise de Minerais: Os minerais Ca*?, K* e Na* s&o analisados em fotdmetro de
chama, e para isso sera necessaria a preparacao de solu¢des padrbes contendo 0s
respectivos ions. Para o preparo da solucdo padrido de K™ e Na*, serdo pesados 0,119g
de nitrato de sodio (NaNO3) e 0,005g de nitrato te potassio (KNOgs), 0s quais serdo
previamente diluidos em um baldo volumétrico de 100 mL utilizando agua destilada. Em
seguida, serdo diluidas 0,5 mL das amostras em um baldo volumétrico de 100 mL
utilizando agua destilada. Cada baldo serd identificado com o més e periodo de
amamentacao. A leitura das amostras sera efetuada no fotdmetro de chama. Ja para o
preparo da solugéo padréo de Ca*?, seréo pesados 0,236g de nitrato de calcio (CaNO3), 0
gual serd previamente diluido em um baldo volumétrico de 100mL utilizando agua
destilada. As amostras serdo diluidas com 2,0 mL de agua destilada e em seguida sera
efetuada a leitura em fotdbmetro de chama.

Andlise de Lactose-Determinacéo de glicidios redutores em lactose
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Procedimento — Serdo transferidos, com auxilio de uma pipeta volumétrica, 10
mL da amostra para um baldo volumétrico de 100 mL, serdo adicionados 50 mL de agua,
2 mL da solucéo de sulfato de zinco a 30% e 2 mL da solucdo de ferrocianeto de potéssio
a 15%, misturando bem apoOs cada adicdo. Deixard sedimentar durante 5 minutos,
completara o volume com agua e agitara. Seré filtrado em papel de filtro, recebendo o
filtrado, que devera estar limpido, em um frasco Erlenmeyer de 300 mL. Em um baldo de
fundo chato de 300 mL, serdo transferidos 10 mL de cada uma das solu¢des de Fehling e
serdo adicionados 40 mL de agua, aquecendo até a ebulicdo em chapa aquecedora. Sera
transferido o filtrado para uma bureta de 25 mL e adicionado, as gotas, sobre a solucao
do baldo em ebulicdo, agitando sempre, utilizando garra de madeira, até que esta solugéo
mude de coloracdo azul a incolor (no fundo do baldo devera ficar um residuo vermelho-
tijolo).

Acidez Total: Sera pesado de 1 a 5 g ou pipetado de 1 a 10 mL da amostra,
transferido para um frasco Erlenmeyer de 125 mL com o auxilio de 50 mL de agua. Serao
adicionados de 2 a 4 gotas da solucao fenolftaleina e titulado com solucao de hidréxido de
sédio 0,1 ou 0,01 M, até coloracao résea. Nota: no caso de amostras coloridas ou turvas,
para a determinacdo do ponto de viragem, utilize método potenciométrico.

3 RESULTADOS ESPERADOS

Este projeto pretende avaliar e comparar os resultados obtidos da analise do leite
materno de maes dependentes quimicas com méaes ndo dependentes, estabelecendo
uma relacdo com o seu perfil quimico, assim como, obter resultados confidveis das
analises e que possam trazer informacdes consistentes sobre a importancia da qualidade
do leite materno.
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