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The correlation between aerobic mesophilic
microorganism counts and Dornic acidity

in expressed human breastmilk

Correlação entre população de microrganismos mesófilos aeróbios e
acidez Dornic no leite humano ordenhado

Franz R. Novak1, Dea M. B. Cordeiro2

Resumo
Objetivo: O estudo foi delineado para testar a existência de

correlação entre a população total demicrorganismos aeróbiosmesófilos

e os valores de acidez Dornic no leite humano ordenhado cru processado

em banco de leite humano.

Métodos: Foram analisadas 200 amostras consecutivas de leite

humano ordenhado, em banco de leite humano, antes da pasteurização.

A acidez Dornic foi titulada nas amostras em triplicata. A seguir, foi

realizada a contagem em placa para microrganismos aeróbios mesófilos.

Os dados foramavaliados pela correlação de Pearson entre as variáveis, e

o nível de significância foi estabelecido em p ≤ 0,05.

Resultados: Os valores de acidez Dornic mostraram correlação

positiva (R = 0,948) e estatisticamente significante (p ≤ 0,001) com a

população de microrganismos aeróbios mesófilos (UFC/mL) nas

amostras analisadas.

Conclusão: Os dados obtidos permitem concluir que a titulação

Dornic é um método eficaz para avaliar indiretamente o crescimento

bacteriano no leite humano ordenhado.

J Pediatr (Rio J). 2007;83(1):87-91: Leite humano, bactérias,
acidez.

Abstract

Objective: The study was designed to test for the existence of a

correlation between the total population of aerobic mesophilic

microorganisms in processed rawbreastmilk fromahumanmilk bank and

the Dornic acidity of that milk.

Methods: Two hundred consecutive samples of thawed expressed

human breastmilk obtained from human milk bank, prior to

pasteurization. Dornic acidity was titrated in triplicate for each sample.

aerobic mesophilic microorganisms were then plate counted. Data were

analyzed to detect correlations between variables, using Pearson's

coefficient, and the level of significance was set at p ≤ 0.05.

Results: In the samples analyzed,Dornic acidity levels hadapositive

(R = 0.948) and statistically significant (p ≤ 0.001) correlation with the

population of aerobic mesophilic microorganisms (CFU/mL).

Conclusions: The data obtained here support to the conclusion that

Dornic titration is an effective method for the indirect evaluation of

bacterial growth in expressed human milk.
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Introdução

O leite humano cru é um alimento rico em nutrientes1 e

fatores de proteção2. Sua qualidade pode ser avaliada sob os

aspectos nutricional, imunológico, microbiológico e físico-

químico, destacando-se a estabilidade físico-química na ma-

nutenção de suas características3. Dentre os fatores que

afetam tal estabilidade, o papel da acidez tem sido ampla-

mente destacado3-5.

Entre as causas de elevação da quantidade de microrga-

nismos no leite humano ordenhado (LHO), estão relatadas as

técnicas inadequadas de coleta, a higiene precária da doa-

doraedosutensílios eamanutençãodo leite forada cadeiade

frio. O crescimento bacteriano produz fermentação e acidifi-

caçãodo leite, podendo levar à reduçãodos componentesnu-

tricionais e imunológicos e desqualificar sua utilização4. O

LHO acidificado pode não suprir as necessidades nutricionais

específicas dos recém-nascidos prematuros, de baixo peso,

ou imunologicamente vulneráveis. A acidificação desestabi-

liza proteínas solúveis e micelas de caseína, favorece a coa-

gulação, aumenta a osmolaridade, altera o flavor (sabor e

odor) e reduz o valor imunológico. Os carboidratos – fonte de

energia das bactérias – são transformados em ácido lático,

que se ioniza em meio aquoso, liberando prótons (H+), de-

sestabilizando a caseína e indisponibilizando o cálcio e o fós-

foro4. Portanto, quanto maior a produção de ácido lático,

menor a biodisponibilidade do cálcio e do fósforo no leite5.

A acidez do leite humano pode ser original – determinada

pelos constituintes do leite – ou desenvolvida, resultante da

produção de ácido lático pela degradação da lactose. Essa

distinçãonão tem importânciaprática, jáquesebusca conhe-

cer a acidez total do produto5. O leite humano, imediata-

mente após a ordenha, está praticamente livre de ácido

lático, e sua acidez total pode ser considerada original. O am-

biente favorável ao crescimento da microbiota é o que per-

mite a produção do ácido lático e a progressiva elevação dos

valores de acidez Dornic (AD)5.

A determinação da AD é obrigatória no controle de quali-

dade dos bancos de leite humano no Brasil. A análise visa ga-

rantir a manutenção das propriedades físico-químicas do

leite cru e representa importante elementopara a seleçãoan-

tes da pasteurização4,5.

Considerando a relevância do tema, o objetivo do pre-

sente trabalho foi determinar a relação entre a população to-

tal demicrorganismos aeróbiosmesófilos – que representa a

maioria dos constituintes dessamicrobiota6 – e os valores de

AD no LHO.

Métodos

As amostras foram obtidas a partir de coleta domiciliar do

leite de doadoras regularmente cadastradas no Banco de

Leite Humano (BLH) do Instituto Fernandes Figueira, Funda-

ção Oswaldo Cruz. Os critérios de inclusão foram: leite hu-

mano ordenhado, maduro, cru, que não fosse exclusivo

(doadodamãeparaopróprio filho), recebidonoBLH-IFF con-

gelado, em frascos de vidro boro-silicato com tampa de plás-

tico e fechamento perfeito, contendo volume ≥350 mL. A

amostragem do estudo foi determinada por todo o leite rece-

bido para pasteurização no BLH do IFF e que preenchesse os

critérios de inclusão, no período de 10/05/2006 a 31/07

/2006. Um total de 200 amostras foi coletado, consecutiva-

mente, a partir do leite degelado e reenvasado em frasco

estéril, durante os procedimentos de seleção para

pasteurização.

O estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa

do Instituto Fernandes Figueira da Fundação Oswaldo Cruz,

Rio de Janeiro, Brasil.

O parâmetro utilizado para o controle da acidez em LHO é

a medida da AD, expressa em graus Dornic (ºD). A Rede Na-

cional de Bancos de Leite Humano (RNBLH) recomenda que o

LHO comADacima de 8 ºD seja considerado impróprio para o

consumo e descartado antes do processamento5.

A determinação do grau de AD foi realizada pelo mesmo

profissional em todas as amostras, como descrito por Silva &

Almeida7, ou seja, titulando-se o leite com soda N/9 (solução

Dornic) na presença do indicador fenolftaleína. Cada 0,01mL

de solução Dornic gasto para neutralizar 1mL de LHO corres-

ponde a 1ºD.

Após a titulação da AD, foi realizada a contagem emplaca

para determinação dos microrganismos aeróbicos mesófilos

viáveis, conforme descrito no Compendium of Methods for

the Microbiological Examination of Foods8. Cada amostra foi

semeada, em duplicata, em placa contendo meio de cultura

(Agar Plate Count, marca Oxoid) e incubada em estufa a 32

ºC.Completadas48h, procedeu-sea contagemdasunidades

formadoras de colônia (UFC/mL).

O coeficiente de correlação de Pearson foi usado para ve-

rificar a correlação entre o valor da AD e a população de me-

sófilos, expressa em logaritmo de base 10, utilizando o

pacote estatístico SPSS versão 12 para Windows. O nível de

significância foi estabelecido em p ≤ 0,05.

Resultados

Os resultados das análises estão apresentados na Tabela

1. Das 200 amostras analisadas, 192 (96%) estavam dentro

dos valores aprovados para consumo (AD ≤ 8 ºD). Nessas

amostras, o número máximo de UFC/mL foi de 6,7 x 105. O

número de UFC/mL mostrou associação positiva com os va-

lores de AD. Cada intervalo crescente de AD correspondeu a

um valor maior e diferente de população bacteriana. A corre-

lação entre as variáveis foi R = 0,948 para o total das 200

amostras e R = 0,959 para as 192 amostras com acidez me-

nor ou igual a 8 ºD, aprovadas para consumo. A correlação

entre as variáveis foi significante (p < 0,001) nas duas situa-

ções (Figura 1).
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Discussão

Apesar de o LHO conter diversas substâncias protetoras2,

tal fato não garante segurança contra contaminação e cresci-

mento bacteriano, podendo constituir-se em veículo de mi-

crorganismos patogênicos9. Estão bem estabelecidas as

condições para obtenção de leite com boa qualidade: o con-

trole higiênico-sanitário da coleta e da manipulação do pro-

duto e a conservação sob baixas temperaturas durante todas

as fases do processamento, até a pasteurização e

estocagem10.

Silva&Almeida11encontraramcontagemmicrobianaele-

vada no LHO, possivelmente decorrente de contaminantes

externos. A contagem em placa de mesófilos demonstrou

que, em 170 amostras, a população bacteriana variou de 101

a 107UFC/mL, sendo que as contagensmais encontradas es-

tavam entre 102 e 103 UFC/mL. Nossos dados, de maneira

semelhante, variaram de 102 a 107 UFC/mL. Os valores de

104 e 105 foram os mais observados.

A distribuição da AD analisada por Silva & Almeida12 em

172 amostras de LHO difere dos dados do presente estudo,

embora ambos tenham revelado percentual semelhante de

leites com acidez ≤ 8 ºD: 94,6 e 96%, respectivamente.

A literatura relata o desenvolvimento de acidez no leite

humano como resultado da produção de ácido lático a partir

Tabela 1 - Distribuição das freqüências das amostras analisadas (n = 200)

Acidez Dornic Intervalo UFC/mL

nº

de amostras

Percentual

de amostras

Cumulativo

de amostras (%)

2 1,0 x 102 - 6,3 x 102 6 3 3

3 6,6 x 102 - 5,7 x 103 47 23,5 26,5

4 6,4 x 103 - 3,6 x 104 40 20 46,5

5 4,0 x 104 - 9,0 x 104 37 18,5 65,5

6 1,3 x 105 - 4,6 x 105 37 18,5 83,5

7 4,9 x 105 - 6,2 x 105 20 10 93,5

8 6,6 x 105 - 6,7 x 105 5 2,5 96

9 8,0 x 105 - 9,3 x 105 2 1,0 97

10 5,5 x 106 - 7,6 x 106 2 1,0 98

11 1,2 x 107 - 1,3 x 107 3 1,5 99,5

12 1,5 x 107 1 0,5 100
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da degradação da lactose pormicrorganismos10,12-14. No en-

tanto, apenas dois estudos avaliaram essa relação13,14.

Silva & Almeida13 analisaram a relação entre AD e o cres-

cimento bacteriano no LHO cru a 37 °C. Os resultados reve-

laram que, após 4 h, o crescimento de mesófilos no leite

maduro permitiu a elevação progressiva da AD. Na amostra

de colostro, o aumento significante da acidez ocorreu apenas

após 16 h de incubação, quando o crescimento bacteriano

elevou-se 28 vezes do valor inicial. Segundo os autores, a di-

ferença decorreu, possivelmente, damaior quantidade de fa-

tores protetores no colostro. O estudo concluiu que, além do

rigor higiênico-sanitário, o grau de contaminação do produto

sofre influência direta de seus fatores de proteção. Tal dife-

rença não pôde ser analisada no presente trabalho, pois ape-

sar de utilizar leite cru, testamos apenas amostras de LHO

maduro.

Bortolozo et al.14 demonstraram o crescimento bacteri-

ano e a elevação da AD em amostras de leite pasteurizado e

congelado. O estudo chamaa atenção para a possibilidade da

contaminação e alteração da estabilidade físico-química do

leite pasteurizado em função da manipulação, após sua dis-

tribuição para o consumo.

Embora os trabalhos descritos apresentem dados sobre a

correlação entre população bacteriana e AD no leite humano,

as diferenças metodológicas impediram a comparação com

os resultados do presente artigo.

Luzeau et al.15 demonstraram que o leite humano fresco

ou pasteurizado e congelado pode sofrer lipólise com au-

mento da AD. Em leites ácidos com taxas normais de ácido

lático, a alteração decorreria da elevação da taxa de ácidos

graxos livres produzidos pela lípase. Nossos dados não per-

mitiramadetecçãodeoutras influências sobre aelevaçãodos

valores da AD, tais como aquela da oxidação lipídica que

possa ter ocorrido nas amostras analisadas.

Como a população demicrorganismos aeróbiosmesófilos

inclui a maioria dos contaminantes presentes no leite hu-

mano ordenhado, dentre eles os patogênicos, e permite uma

visão geral sobre a carga microbiana existente8, sua estreita

correlação (p≤ 0,001) com os valores de AD indica que a de-

terminação da AD é um método eficaz para avaliar indireta-

mente o crescimento bacteriano no LHO.

Novos estudos serão importantes para definir o papel dos

diversos microrganismos que compõem o grupo dos mesófi-

los na elevação da AD do LHO. Impõe-se, ainda, a realização

de pesquisas que busquem detectar o nível de acidez incor-

porada ao LHO pela oxidação lipídica.
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