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1 – INTRODUÇÃO

O leite humano (LH) é o único alimento energético,
nutricional e imunológico consumido em quantidades
suficientes pelos recém-nascidos [2, 27]. O aleitamen-
to materno fortalece a imunidade, mantém o cresci-
mento e desenvolvimento normal, melhora o processo
digestivo no sistema gastrintestinal, favorece o víncu-
lo mãe-filho e facilita o desenvolvimento emocional,
cognitivo e do sistema nervoso [3, 5, 7, 8, 27, 28, 31].

O incentivo ao aleitamento materno nos países
desenvolvidos a partir do início da década de 1970 re-
sultou no crescimento da pesquisa sobre o leite huma-
no [33]. As nutrizes foram incentivadas a ordenhar e

doar o excesso de leite produzido, ficando os bancos de
leite humano responsáveis pela atividade de coleta,
processamento e controle de qualidade de colostro e
leite humano, para posterior distribuição [14, 24].

O leite humano cru (LHc), se não utilizado de ime-
diato, deve ser armazenado a 4oC por até 12 horas ou a
-10 a -18oC por no máximo 15 dias [11, 16, 24]. Antes da
pasteurização (62,5°C/30 minutos), o leite estocado
deve ser submetido a testes microbiológicos e físico-
químicos para avaliação de sua qualidade [24].

O leite humano fisicamente é um conjunto de
emulsão diluída, dispersão coloidal e solução rica em
compostos orgânicos e inorgânicos. Suas característi-
cas físico-químicas principais são pH, acidez titulável,
osmolalidade, capacidade tamponante, viscosidade, gra-
vidade específica e condutividade térmica [19, 22]. So-
brecargas ácidas ou básicas do leite humano resultam
em acidose ou alcalose metabólica e a sua utilização
pode causar enterocolite necrosante em neonato pre-
maturo e de muito baixo peso ao nascer [30].

A acidez titulável do leite humano fresco imediata-
mente após a ordenha encontra-se entre 3 e 6°D [22].
No entanto, quando realizado o pool (produto resultan-
te da mistura de doações) do LHOc, a acidez titulável
encontrada é em torno de 1mM/L (pH=7,12) [30]. O lei-
te humano ordenhado cru não congelado pode ser con-
siderado inicialmente um alimento pouco básico,
passando a levemente ácido (até o 21o dia pós-parto),
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O perfil físico-químico do leite humano ordenhado cru (LHOc) com acidez titulável acima de 7°D após 15 dias de congelamento, teores
de creme, gordura total e valor energético, foram avaliados. Na etapa controle, os valores absolutos de creme, gordura total e valor
energético (n=3887) foram determinados pelo método do crematócrito e a acidez titulável (n=4204) do LHOc por um método titulimétrico
adaptado de leite de vaca. Na etapa teste, determinou-se o teor de creme, gordura total e valor energético de amostras (n=66) com acidez
acima de 7°D armazenadas entre -10o e -18oC por 15 dias. A acidez titulável variou de 0,5 a 21°D (3,52 ± 2,45°D) e os teores de creme,
gordura total e valor energético foram, respectivamente, 4,90 ± 0,25 %, 4,49 ± 0,26 % e 617,47 ± 17,37 Kcal/Litro. Houve redução
significante nos teores de creme (6,45 ± 2,28% para 5,79 ± 2,57%), gordura total (4,0 ± 1,81% para 3,49 ± 1,76%) e valor energético
(716,27 ± 176,59 Kcal/Litro para 666,82 ± 171,90 Kcal/Litro), com p<0,05. O uso do teste da acidez titulável constitui uma ferramenta
importante no controle de qualidade do LHOc.
Palavras-chave: leite humano ordenhado; acidez titulável; lipídios; crematócrito; congelamento; banco de leite humano.

SUMMARY
USE OF THE TITRATABLE ACIDITY IN THE QUALITY CONTROL OF THE MILKED HUMAN MILK. The physiochemical profile of the
human milk milked raw (HMMr) with titratable acidity above 7°D after 15 days of freezing, the tenors of cream, total fat and energy value
was determinated. In the control step, the absolute values of cream, total fat and energy value (N=3887) were determinated for the
method of the creamatocrit, and the titratable acidity (N=4204) of the HMMr were determined for a method adapted of cow milk. In the
test step, there was determined the tenor of cream, total fat and energy value of samples (n=66) with acidity above 7°D stored between
–10°C and -18oC by 15 days. The titratable acidity varied from 0.5 to 21°D (3.52 ± 2.45°D), and the tenors of cream, total fat and energy
value were, respectively, 4.90 ± 0.25%, 4.49 ± 0.26% and 617.47 ± 17.37 Kcal / Liter. There was significant reduction in the tenors of
cream (6.45 ± 2.28% for 5.79 ± 2.57%), total fat (4.0 ± 1.81% for 3.49 ± 1.76%) and energy value (716.27 ± 176.59Kcal / Liter for 666.82
± 171.90Kcal/Liter) with p < 0.05. The use of the test of the titratable acidity constitutes one important tool in the quality control of the
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estabilizando-se entre neutro e levemente básico (até
o 180o dia pós-parto) [26].

A conservação do LHOc à baixa temperatura afeta a
acidez titulável. Quando a temperatura ambiente dimi-
nui, passando de 20°C/3h para 4°C/48h de armazena-
gem, a acidez titulável pode variar de 8 a 13°D ou mais.
Sendo a concentração de ácido láctico invariável à baixa
temperatura, a acidez Dornic poderá ser diretamente in-
fluenciada pela concentração de ácidos graxos não
esterificados de cadeia longa, por exemplo, ácido oléico
[16, 22, 25]. O pH do leite humano ordenhado encontra-
se entre 5,47 e 7,84, e varia diretamente com as sema-
nas de lactação e indiretamente com o percentual lipídico
[9, 14, 15, 20]. Como metade do valor energético do leite
humano é oriundo dos lipídios [28, 31], seria coerente
afirmar que quanto maior a concentração de gordura to-
tal maior seria a possibilidade do leite desenvolver aci-
dez elevada.

O crematócrito é um micrométodo rápido através
do qual se determina a quantidade de creme e se esti-
ma a concentração de gordura e o conteúdo energético
de uma amostra de leite humano. A distribuição de li-
pídios pode variar de 1 a 24%. O leite humano ordenha-
do contém, aproximadamente, 40g de gordura/Litro e
700Kcal/Litro. Até a 10a semana do pós-parto, os lipí-
dios mantêm-se constantes em torno de 6,4%; a partir
da 11a semana pós-parto, elevam-se para 7,1%, man-
tendo-se estáveis até a 62a semana [9, 14, 15, 20].

Como o controle físico-químico do leite humano or-
denhado cru requer métodos rápidos, práticos e com baixo
custo operacional, o Centro de Referência Nacional dos
Bancos de Leite Humano do Instituto Fernandes Figuei-
ra da Fundação Osvaldo Cruz (RNBLH/IFF/FIOCRUZ)
vem promovendo estudos que visam desenvolver meto-
dologias alternativas para o controle de qualidade do leite
humano dos BLH do Brasil [24]. O estudo de ALMEIDA
[1], realizado em amostras de LHOc de 19 nutrizes, re-
velou que o pH e a AT variaram, respectivamente, entre
6,8 a 7,7 (7,3 ± 0,2) e 3,5 a 10,5°D (5,6 ± 1,0°D), dados
semelhantes aos encontrados por HAMOSH et al. [17].
Porém, tais estudos foram realizados com amostras de
leite humano avaliados imediatamente após a ordenha.

Como não existem na literatura especializada, da-
dos sobre a acidez Dornic de leite humano ordenhado
cru congelado e sua relação com o binômio tempo/tem-
peratura e nem com os teores de creme, gordura total e
valor energético, este estudo foi desenvolvido para ava-
liar a determinação da acidez titulável como ferramen-
ta para selecionar amostras de leite humano destina-
do ao consumo nos bancos de leite. O comportamento
dos teores de creme, gordura total e valor energético
das amostras com acidez igual ou acima de 7oD, após
15 dias de congelamento também foram averiguados.

2 – MATERIAL E MÉTODOS
2.1 – Amostras

O estudo foi realizado com amostras de leite hu-
mano ordenhado cru doadas por mães nutrizes que ti-

nham feito ordenha manual em domicílio ou na sala de
coleta de leite humano da Maternidade Escola Assis
Chateaubriand (MEAC). As amostras domiciliares após
a coleta foram colocadas em frascos esterilizados, fe-
chadas e rotuladas contendo nome da mãe doadora,
data da coleta e idade do recém-nascido. Em seguida,
as amostras foram pré-estocadas em congeladores do-
mésticos por 15 dias no máximo, até que as mesmas
fossem recolhidas por funcionários do Banco de Leite
Humano da Maternidade Escola Assis Chateaubriand-
Universidade Federal do Ceará (BLH/MEAC/UFC) ou por
policiais do Corpo de Bombeiros devidamente treina-
dos. As amostras foram transportadas em caixas iso-
térmicas das casas das doadoras e da sala de coleta da
MEAC até o BLH/MEAC/UFC onde foram selecionadas,
classificadas, reenvazadas e retiradas alíquotas para
testes físico-químicos e microbiológicos antes de se-
rem pasteurizadas, conforme recomendação da Rede
Nacional de Bancos de Leite Humano [24].

Em uma primeira etapa, avaliou-se todo o leite do
BLH/MEAC/UFC coletado de setembro a dezembro de
2000 (n=4204), que serviu como controle da acidez titu-
lável, em graus Dornic (°D). Paralela a esta e durante o
mesmo período, avaliou-se o teor de creme (%), gordu-
ra total (%) e valor energético (Kcal/Litro) de uma po-
pulação (n=3887) menor, pois 317 das 4204 amostras
foram perdidas e não utilizadas.

Na segunda etapa, procedida em abril de 2001, ava-
liou-se o teor de creme (%), gordura total (%) e valor
energético (Kcal/Litro) de 66 amostras de leite huma-
no ordenhado com acidez titulável ≥ 7°D, oriundas do
BLH/MEAC/UFC. Cada amostra foi analisada duas ve-
zes: teste 1 (primeira identificação) e teste 2 (segunda
identificação). Todas as amostras após o teste 1 foram
novamente congeladas em congelador doméstico onde
o teste 2 foi executado 15 dias após o teste 1, tudo
dentro do mês de abril. A temperatura do congelador
variou de -10o a -18oC e foi monitorada duas vezes ao
dia por meio de termômetros de mínima e máxima. O
congelamento e descongelamento e as análises foram
realizados conforme recomendado pela RNBLH [24].

2.2 – Análises físico-químicas

O teor de creme, gordura total e valor energético
foram estipulados conforme o método de LUCAS et al.
[20], adaptado de FLEET & LINZELL [13], também co-
nhecido como técnica do crematócrito.

A acidez titulável foi medida em graus Dornic (Do) e
determinada conforme descrito por FERREIRA [12], pelo
MINISTÉRIO DA AGRICULTURA [23] e por ALMEIDA
[1], adaptando-se a técnica usada em leite de vaca para
leite humano.

2.3 – Análise estatística dos resultados

As análises estatísticas incluíram análise descri-
tiva, análise de correlação e testes “t”. Foi usado o tes-
te “t” pareado para comparação dos resultados relati-
vos as mesmas amostras no teste 1 e teste 2. O nível
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de significância estatística considerado foi de 5% ou
menor (p < 0,05).

3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO

Considerando a primeira etapa do estudo, com a po-
pulação de n=4204, a acidez Dornic variou de 0,5 a 21oD.
Os resultados da Tabela 1 mostram que 91,4% dos leites
(n=3844) possuíam acidez titulável ≤ 7oD e, apenas, 8,6%
(n=360) apresentaram acidez titulável > 7°D. Os teores
de creme, gordura total e valor energético da população
estudada (n=3887) estão resumidos na Tabela 2.

TABELA 1. Acidez titulável (D°)2 da população total de leite
humano ordenhado cru1.

1BLH/MEAC/UFC. Setembro a dezembro. 2000.
2°D: graus Dornic.

No que se refere à segunda etapa do estudo, todas
as amostras de LHOc do teste 1 e teste 2 apresenta-
ram acidez titulável entre 7,0 e 19,0oD (10,17 ± 2,26°D),
mediana (10°D), moda (12°D), coeficiente de variação
(22,28%) e amplitude total (12°D). Conforme verificado
na Tabela 3, os teores de creme, gordura total e valor

energético variaram quando se avaliou o teste 1 com o
teste 2. O teor de creme de 59,09% das amostras (n=39)
foi reduzido após 15 dias de congelamento com perdas
variando de 0,1 a 4,55%. Cerca de 63,63% das amostras
(n=42) apresentaram redução no teor de gordura total
depois de 15 dias de congelamento, de 0,07 a 3,08%.
Também o valor energético de 60,6% das amostras (n=40)
diminuiu após 15 dias de congelamento, variando de
10 a 300Kcal/Litro. Todas essas reduções foram signi-
ficativas (p<0,05). Uma correlação estatisticamente sig-
nificante também foi encontrada entre as duas deter-
minações do crematócrito nesta segunda etapa (r = 0,88)
e as análises de regressão forneceram a seguinte equa-
ção de predição entre o crematócrito do teste 1 (X) e do
teste 2 (Y): Y=0,95X-0,42.

TABELA 2. Teor de creme, gordura total e valor energético
da população total de leite humano ordenhado cru
(N=3887)6.

6BLH/MEAC/UFC. Setembro a dezembro. 2000.
1X ± sd = média mais desvio padrão (em °D); 2Md = mediana (em °D); 3Mo = moda (em
°D); 4CV = coeficiente de variação (em %); 5A = amplitude total (em °D).

TABELA 3. Teores de creme, gordura total e valor energético
das amostras de leite humano ordenhado cru com acidez
titulável > 7,0oD (n=66), realizada durante os Testes 1 e 26.

6BLH/MEAC/UFC. Abril. 2001.
1X ± sd = média mais desvio padrão (em °D); 2Md = mediana (em °D); 3Mo = moda (em
°D); 4CV = coeficiente de variação (em %); 5A = amplitude total (em °D).

O leite é um sistema tamponante com uma baixa
concentração de íon hidrogênio livre e a quantidade total
de ácido pré-formado, somente pode ser obtida pela
medida da acidez titulável e não através do pH [4]. A
acidez titulável mede parte da carga ácida total do leite
[22, 30]. Segundo HARRISON & PEAT [18], a acidez ti-
tulável do leite é o volume de álcali requerido a fim de
elevar o pH de sua concentração inicial para o pH=7,45,
usando 0,25mL/Litro de NaHCO3. Pode ser expressa
em mmol/Litro (mM/L), mEq/litro (mEq/L), graus Dornic
(°D) ou em graus Soxhlet-Henkel (°S.H.) [4, 18, 19, 32].

No de Amostras Acidez Titulável (oD) % % Cumulativo 

7 0,5 0,15 0,15 

242 1,0 5,75 5,90 

493 1,5 11,70 17,60 

758 2,0 18,00 35,60 

518 2,5 12,30 47,90 

667 3,0 15,85 63,75 

305 3,5 7,25 71,00 

262 4,0 6,20 77,20 

118 4,5 2,80 80,00 

152 5,0 3,60 83,60 

86 5,5 2,04 85,64 

96 6,0 2,28 87,92 

76 6,5 1,80 89,72 

71 7,0 1,68 91,40 

19 7,5 0,45 91,85 

51 8,0 1,20 93,05 

60 8,5 1,40 94,45 

42 9,0 0,99 95,44 

27 9,5 0,64 96,08 

49 10,0 1,16 97,24 

22 10,5 0,50 97,74 

15 11,0 0,35 98,09 

10 11,5 0,23 98,32 

22 12,0 0,50 98,82 

6 12,5 0,14 98,96 

9 13,0 0,20 99,16 

12 13,5 0,28 99,44 

10 14,0 0,23 99,67 

3 14,5 0,07 99,74 

5 15,0 0,10 99,84 

1 15,5 0,02 99,86 

2 16,0 0,04 99,90 

2 16,5 0,04 99,94 

2 19,0 0,04 99,98 

1 21,0 0,02 100 

4204 TOTAL 100 - 
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TABELA 4. Médias e desvios padrões dos teores de creme,
gordura total e valor energético por número de amostras
de leite humano ordenhado cru com acidez titulável
> 7,0oD (n=66), para os Testes 1 e 21.

1 BLH /MEAC/UFC. Abril. 2001.
2 ND = não determinável

A acidez titulável é mais sensível ao conteúdo total
de solutos e pode estar diretamente relacionada ao
aumento da densidade calórica [22, 30].

Os dados para gordura total do LHOc (Tabela 2) são
inferiores aos encontrados previamente, em 1991, por
GOLDFARB & SAVADOVE [15] (Média=6,6%, Media-
na=6,0%, Moda=4%) que também usaram o método do
crematócrito. Como os referidos pesquisadores deter-
minaram os lipídios no mesmo dia da coleta, o binômio
tempo/temperatura deve ter influenciado nos resulta-
dos deste estudo. Considerando-se que quanto maior
a concentração de lipídios menor é o pH do LHOc e
maior é a acidez titulável, verifica-se que essa tendên-
cia não foi encontrada neste estudo (Tabelas 3 e 4). Na
maioria dos leites naturais, o ácido titulável medido é
principalmente o ácido cítrico que após ingerido e ab-
sorvido pelo intestino humano, é rapidamente
metabolizado a CO2, não contribuindo, portanto, para a
carga de ácido metabólico [4]. GOLDFARB & SAVADOVE
[15] registraram o pH de amostras de LHOc desnatado,
previamente refrigeradas (1 a 36 horas), usando um
pHmetro, enquanto que neste estudo, o pH não foi
medido.

A redução nos valores do creme, mostrada na Tabe-
la 3, após 15 dias foi similar aos encontrados por DE
GROOT et al. [10]. O valor médio do crematócrito das
amostras frescas foi significantemente maior do que
nas amostras descongeladas. Já o coeficiente de varia-
ção foi significativamente menor nas amostras frescas
do que nas amostras descongeladas (p<0,05), similar
ao encontrado neste estudo. Assim, o crematócrito
medido nas amostras descongeladas pode resultar em
baixos valores, provavelmente devido à lipólise do leite
humano.

O aumento percentual do número de amostras com
acidez > 7°D, de setembro a dezembro de 2000, poderia
ser devido ao não monitoramento das condições de
transporte e temperatura interna das caixas isotérmi-
cas, conduzidas das casas das mães doadoras até o
BLH [22], pois as temperaturas das amostras não são
determinadas no momento da recepção. A elevada tem-
peratura ambiental de Fortaleza (27 a 31oC) aumenta-
ria, progressivamente, a temperatura interna da caixa
e do leite humano, estimulando a ação fermentativa
das bactérias do LHOc (saprófitas e patogênicas) e de
suas respectivas enzimas (proteases, lipases e des-
carboxilases) [21]. Devido a isso, a degradação dos tria-
cilgliceróis pelas lipases produziriam ácidos graxos não
esterificados (ácidos graxos livres) os quais elevariam
a concentração de íons H+ do leite humano, reduziriam
o pH e aumentariam a acidez titulável. Mesmo man-
tendo a temperatura do leite humano entre 4 e 8oC por
até 30 horas, evitando a multiplicação de bactérias,
inclusive das psicotróficas, as atividades das lipases
seriam apenas reduzidas [21]. Estudos realizados por
HAMOSH et al. [17] demonstraram que o pH do LHOc
diminui bastante após estocagem a 38°C/24 horas mas
não em temperaturas inferiores (15 e 25°C). Esses
mesmos pesquisadores mostraram que após 24 horas
de estocagem a 15-38°C, 85-91% da atividade inicial da
BSDL (lipase dependente de sais biliares) foi mantida
mas quase 100% da atividade da LPL (lipoproteína lipa-
se) foi perdida. Portanto, a redução do pH e o aumento
da acidez titulável parecem não afetar a atividade des-
sas enzimas, as quais são estáveis a pH > 3,5.

Outro fator que poderia ter causado as perdas da
LPL seria o não monitoramento da temperatura dos
congeladores das geladeiras domésticas nas próprias
casas das doadoras [21]. Como tais eletrodomésticos
possuem apenas termostato, seria impossível afirmar
que os frascos com LHOc permaneceram com as tem-
peraturas recomendadas (4oC/24 horas ou –10oC a
–18°C/15 dias) [22, 24]. Também, é possível que algu-
mas doadoras não tenham mantido os frascos com lei-
te humano dentro dos padrões térmicos estipulados
pela RNBLH, mesmo sendo bem orientadas por funcio-
nários do banco de leite e por policiais do Corpo de
Bombeiros. Portanto, efetivar um controle de qualida-
de dinâmico nos BLH é essencial e prioritário para a
segurança nutricional do leite humano e dos neonatos
[1, 2, 24]. Certamente, estudos posteriores, comparan-
do a acidez titulável do LHO cru com o seu armazena-
mento residencial e transporte ao banco de leite pode-
rá ser executado.

O binômio tempo-temperatura de conservação teve
influência sobre a quantidade de creme, gordura total e
valor energético do LHOc. Observou-se que após os 15
dias de congelamento das amostras, houve redução sig-
nificativa do teor de creme, gordura total e valor energéti-
co. Estima-se que a lipólise, mesmo em tais condições,
continuaria a ocorrer [6, 17]. MORERA-PONS,
CASELLOTE-BARGALLÓ & LÓPEZ-SABATER  [25] de-
monstraram que em amostras de LHO estocadas a –
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20°C/4 meses e previamente aquecidas (80°C/1,5 mi-
nutos), a presença de ácidos graxos livres e monoacil-
gliceróis foi detectada, sugerindo que as lipases (como
a BSDL) permanecem estáveis e ativas nessa tempera-
tura. Porém, quando outras amostras dos mesmos lei-
tes foram estocadas a –80°C por 4 meses, o perfil de
triacilgliceróis foi mantido e nenhum ácido graxo livre,
monoacilgliceróis e diacilgliceróis foi detectado, suge-
rindo que a conservação à baixa temperatura com con-
gelamento rápido preserva a estrutura dos triacilglice-
róis do leite humano por até 120 dias, e inativa as
lipases. No entanto, o uso desses procedimentos para
bancos de leite parece ser inviável, muito oneroso e
inexeqüível à nossa realidade.

A pasteurização do leite humano ordenhado cru com
acidez titulável acima de 7°D não irá melhorar a quali-
dade do leite. Primeiro, a pasteurização padrão adota-
da (62,5°C/30 minutos) tem como finalidade eliminar
todos os microrganismos patogênicos e 90% da flora
saprófita do LHOc [24]. E sendo a pasteurização um
processo físico e a neutralização da acidez, um proces-
so químico, o calor não exerceria ação neutralizante
sobre a acidez do leite humano [24, 29].

Conforme determinado neste estudo, é lícito afir-
mar que o leite humano ordenhado deveria ser pasteu-
rizado se a acidez Dornic fornecesse valores abaixo de
7°D. Mesmo a afirmação anterior não sendo definitiva,
acredita-se que o leite humano ordenhado apto para
consumo poderá ter valores para acidez titulável acima
de 7°D. O Journal Officiel de la République Française (27
de agosto de 1954), citado por LUZEAU, BARROIS &
ODIEURE [22], mostra que qualquer amostra apresen-
tando acidez titulável superior a 13°D é imprópria para
o consumo. Conforme os estudos preliminares de
LUZEAU, BARROIS & ODIEURE [22], o leite apto para
consumo poderia ter acidez titulável aceitável entre 8 a
13°D.

4 – CONCLUSÕES

O aproveitamento do leite humano ordenhado cru
com AT > 7oD para neonatos é inviável por dois moti-
vos: (1) pela redução no teor de creme, gordura total e
valor energético e (2) pelo risco de causar acidose ou
alcalose metabólica e enterocolite necrosante. Neste
caso, é recomendado desprezar totalmente o leite hu-
mano com acidez elevada. O uso do teste da acidez ti-
tulável constitui uma ferramenta no controle de quali-
dade do leite humano ordenhado cru. A possibilidade
de alguma forma de neutralizar rapidamente ou evitar
a acidez excessiva do leite humano ordenhado sem pre-
juízo no valor nutricional e imunológico, ainda consti-
tui objeto de pesquisas futuras.
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