
Abstract

Objectives: To describe the methodology for the preparation of two 
additives derived from human milk, liquid and powdered, and to compare 
this composition with the commercial additive FM85®.

Methods: For the preparation of the liquid and powdered supplements, 
40 samples of human milk were used. Both supplements have been through 
three preparation phases: skimming, evaporation and lactose removal. 
After these phases, the liquid supplement is ready, and the powdered 
requires a fourth phase – lyophilization. To each sample of the liquid and 
powdered supplements were added, respectively, 80 mL (group I) and 
100 mL (group II) of pooled banked human milk. For comparison, 20 
samples of 100 mL of the pool were added to 5 g of the FM85® supplement 
(Nestlé) (group III). Analyses of carbohydrates, protein, lipids, calcium, 
phosphorus, sodium, osmolality and caloric content were performed, 
considering a significant difference p < 0.05.

Results: Groups I, II, and III showed, respectively, the 
following results: protein = 1.81, 2.38 and 1.96 g/dL (p < 0.001); 
carbohydrates = 6.70, 7.25 and 10.06 g/dL (p = 0.006); fat = 3.75, 
3.75 and 3.73 g/dL (p = 0.96); calcium = 36.92, 44.75 and 79.37 
mg/dL (p = 0.001); phosphorus = 20.02, 23.28 and 56.30 mg/dL 
(p = 0.02); sodium = 14.32, 14.40 and 20.33 mEq/L (p = 0.143); 
osmolality = 391.45, 412.47 and 431.00 mOsmol/kgH2O (p = 0.074); 
and caloric content = 67.78, 72.27 and 81.65 kcal (p = 0.001).

Conclusion: The studied additives differ significantly from the 
commercial additive FM85® in some of its components, and its composition 
may or may not meet the quantity of nutrients suggested by the most 
recent recommendations. 

J Pediatr (Rio J). 2012;88(2):119-24: Premature infant, enteral 
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Resumo

Objetivos: Descrever a metodologia de preparo de dois aditivos, 
líquido e em pó, derivados do leite humano e comparar a constituição 
com aditivo comercial FM85®. 

Métodos: Foram utilizadas 40 amostras de leite humano para o 
preparo dos suplementos líquido e em pó. Ambos passaram por três fases 
de preparo: desnate, evaporação e retirada da lactose. Após essas fases, 
o suplemento líquido está pronto, e o em pó necessita da quarta fase – a 
liofilização. Em cada amostra dos suplementos líquido e em pó, foram 
adicionados, respectivamente, 80 mL (grupo I) e 100 mL (grupo II) de 
pool de leite humano de banco. Para comparação, 20 amostras de 100 mL 
do pool foram acrescidas de 5 g do suplemento FM85® (Nestlé) (grupo 
III). Realizaram-se análises de hidratos de carbono, proteína, lipídios, 
cálcio, fósforo, sódio, osmolalidade e conteúdo calórico, considerando 
diferença significativa p < 0,05. 

Resultados: Os grupos I, II e III mostraram, respectivamente, os 
seguintes resultados: proteínas = 1,81, 2,38 e 1,96 g/dL (p < 0,001); 
hidratos de carbono = 6,70, 7,25 e 10,06 g/dL (p = 0,006); gordu-
ra = 3,75, 3,75 e 3,73 g/dL (p = 0,96); cálcio = 36,92, 44,75 e 79,37 
mg/dL (p = 0,001); fósforo = 20,02, 23,28 e 56,30 mg/dL (p = 0,02); 
sódio = 14,32, 14,40 e 20,33 mEq/L (p = 0,143); osmolalidade = 391,45, 
412,47 e 431, 00 mOsmol/kgH2O (p = 0,074); e conteúdo calórico = 67,78, 
72,27 e 81,65 kcal (p = 0,001).

Conclusão: Os aditivos estudados diferem significativamente do 
aditivo comercial FM85® em alguns de seus constituintes, e a sua cons-
tituição pode ou não atender às quantidades de nutrientes propostas 
pelas recomendações mais recentes.

J Pediatr (Rio J). 2012;88(2):119-24: Recém-nascido prematuro, 
nutrição enteral, leite humano, banco de leite.
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Introdução

Os estudos em nutrição vêm contribuindo para a dimi-
nuição da morbidade e mortalidade no período neonatal. A 
introdução de aminoácidos precocemente, o uso de soluções 
de lipídios adequadas, o conceito de nutrição enteral mínima 
e a adequação de micronutrientes (vitaminas, oligoelementos 
e minerais) têm melhorado a sobrevida, em especial, de 
recém-nascidos pré-termo de muito baixo peso (RNMBP), 
contribuindo para diminuir a permanência hospitalar, além 
de evitar as doenças crônicas não transmissíveis em longo 
prazo1,2.

Há concordância na utilização do leite humano como fonte 
de nutrientes para RNMBP, devido ao conteúdo energético 
proteico, enzimático, fatores de crescimento e, principalmen-
te, em decorrência dos fatores imunológicos provenientes 
dessa fonte3,4. Entretanto, algumas semanas pós-parto, 
os teores de nutrientes diminuem, e a oferta não supre as 
exigências nutricionais, principalmente quanto à quantidade 
de proteína, cálcio e fósforo5. O acréscimo de fortificantes 
ao leite humano proveniente da própria mãe ou de banco 
de leite se faz necessário6-8. Considerando que a qualidade 
da proteína do leite humano é considerada a ideal para os 
recém-nascidos, o uso de aditivos cuja proteína seja de 
origem homóloga parece ser o mais adequado9.

Os aditivos dessa origem atualmente existentes no 
mercado – Prolacta +4, +6, +8, +10® e NeoPro® Prolacta 
Bioscience®10 – têm alto custo, o que limita sua utilização 
em unidades de terapia intensiva neonatal de hospitais 
públicos.

Estudos demonstram que a modificação do leite humano 
por evaporação pode ser uma maneira de concentrarmos 
nutrientes e oferecermos teores nutricionais adequados para 
RNMBP11-13. A análise destes nos orientou para a metodolo-
gia proposta neste estudo: modificação do leite humano de 
banco de leite por extração de gordura, lactose e liofilização, 
com o objetivo de utilizá-lo como aditivo do leite humano de 
banco de leite que ofereça nutrientes de origem homóloga e 
na quantidade recomendada para proporcionar crescimento 
e desenvolvimento adequado em curto e longo prazo.

Métodos

Foram utilizados para o preparo dos aditivos líquido e em 
pó e para a reconstituição dos aditivos propostos e aditivo 
comercial, leite humano de banco com período de lactação 
de 2 meses a 1 ano advindos de doadoras do banco de leite 
humano do hospital universitário da Universidade Federal de 
Mato Grosso do Sul (UFMS), que autorizou a utilização do 
leite doado, após o parecer favorável do Comitê de Ética da 
direção clínica do hospital e desta universidade e Consenti-
mento Livre e Informado. 

Foram utilizadas 40 amostras de 200 mL para o preparo do 
leite humano modificado, realizado em três etapas: retirada 
da gordura, evaporação para concentração dos nutrientes e 
retirada da lactose e liofilização.

A gordura de cada amostra foi retirada utilizando des-
natadeira de baixo porte, modelo 18 GR da marca Casa das 
Desnatadeiras®, que por força centrífuga separa a gordura 
do restante; este processo, porém, retém no rotor cerca de 

120 mL da amostra do leite. Apos a retirada da gordura, 
amostras de 80 mL foram submetidas ao evaporador rotativo 
Marconi MA 120®, reduzindo o volume para 20 mL com con-
centração dos nutrientes. Esse concentrado foi acondicionado 
em tubos cônicos a 20 ºC negativos por 24 horas. Após, as 
amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 20 minutos 
a 4 ºC em centrífuga refrigerada modelo Sigma 3K30®, 
formando o precipitado de lactose nas amostras, que foram 
então aquecidas em banho-maria a 37 ºC para a retirada 
do sobrenadante, desprezando o precipitado e dando origem 
ao aditivo na forma líquida, técnica de retirada da lactose já 
proposta em estudo desenvolvido por Santos12. 

Esse mesmo processo é repetido para formação do aditivo 
em pó, porém o volume de cada amostra a ser evaporado 
é de 70 mL. O conteúdo, após evaporação e retirada da 
lactose, foi congelado a 20 ºC negativos e liofilizado em 
equipamento marca Edwards®, dando origem ao aditivo na 
forma em pó. 

O aditivo na forma líquida de cada amostra foi adicionado 
a pool de leite humano, obtendo o volume de 100 mL (grupo 
I – evaporado). O aditivo da forma em pó de cada amostra 
foi adicionado a 100 mL do mesmo pool de leite humano 
(grupo II – liofilizado), sendo então pasteurizados, condição 
necessária para utilização na alimentação de recém-nascidos 
pré-termo.

Para comparação com o aditivo comercial, foram utilizadas 
20 amostras do mesmo pool de leite utilizado nos grupos I 
e II, aditivado com FM85® (Nestlé) na proporção de 5 g% 
(grupo III).

Todas as amostras, após reconstituição, passaram pela 
avaliação do banco de leite quanto aos aspectos dilucionais, 
estabilização e foram submetidas a pasteurização e análise 
microbiológica; somente após serem aprovadas por essa 
avaliação, foram realizadas as análises quantitativas de: 
hidratos de carbono (técnica de formação de glicídios redu-
tores); proteína (quantificação de nitrogênio proteico pelo 
método de microKjedahl); cálcio (método de cinzas utilizando 
colorimetria com ácido cloranílico; fósforo (fotocolorimetria); 
sódio (fotometria de chama); osmolalidade (osmometria de 
congelamento); gordura (método de Gerber); e conteúdo 
calórico (fórmula de Atwater); técnicas descritas e recomen-
dadas pelo Instituto Adolfo Lutz14.

A comparação entre as variáveis mensuradas foi feita 
utilizando o teste ANOVA com pós-teste de Tukey com de-
terminação da média e erro padrão da média, considerando 
diferença significativa p < 0,05. Foi utilizado Microsoft Excel 
2003 para o planilhamento dos dados e o Sigma Start na 
versão 2.015.

Resultados 

Os resultados dos teores nutricionais do leite humano 
acrescido de suplemento líquido (evaporado), em pó (liofiliza-
do) e FM85® foram, respectivamente: proteína = 1,81±0,01, 
2,38±0,03 e 1,96±0,01 g/dL (p < 0,001); hidrato de carbo-
no = 6,70±0,20, 7,25±0,25 e 10,06±0,05g/dL (p = 0,006); 
lipídios = 3,75±0,16, 3,75±0,16 e 3,73±0,07 g/dL (p = 0,96) 
(Figura 1); cálcio = 36,92±1,09, 44,75±1,21 e 79,37±0,34 
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mg/dL (p = 0,001); fósforo = 20,02±0,95, 23,28±0,95 
e 56,30±0,18 mg/dL (p = 0,02); sódio = 14,32±0,69, 
14,4±0,061 e 20,33±0,033 mEq/L (p = 0,143) (Figura 2); 
osmolalidade = 391,45±7,22, 412,00±5,99 e 431,00±0,50 
mOsmol/kgH2O (p = 0,074) (Figura 3); e conteúdo calóri-
co = 67,78±2,01, 72,27±2,56 e 81,65±0,87 (p = 0,001) 
(Figura 4).

Discussão

A adequação da quantidade de nutrientes oferecidos 
pelo leite humano de banco e da própria mãe é necessária 
para proporcionar a quantidade de nutrientes suficientes 
para o crescimento e desenvolvimento adequados, e para 
tal devemos utilizar aditivos5,8,16,17.

No Brasil, o aditivo comercial comumente utilizado é o 
FM85®, que acrescenta ao leite humano de banco de leite 
proteína, carboidrato, vitaminas, minerais e oligoelementos, 
justificando a sua escolha para comparação com os aditivos 
propostos neste estudo.

O número das amostras em cada grupo foi baseado 
em estudo prévio, que levou em consideração a pequena 
variação de nutrientes do leite maduro em diferentes mães 
doadoras12. O volume de pool de leite humano utilizado para 
adição do suplemento na forma líquida e em pó – 80 e 100 
mL, respectivamente, em cada amostra – foi calculado por 
análises prévias com o objetivo de atingir o menor volume 
de leite humano modificado, para servir como aditivo capaz 
de, ao ser adicionado a 100 mL de leite humano de banco 
de leite, oferecer nutrientes em quantidade, qualidade e 
custo aceitáveis.

Figura 1 - Comparação dos macronutrientes hidratos de carbono, 
proteínas e lipídios das amostras de 100 mL de leite hu-
mano com suplemento homólogo evaporado (líquido), 
liofilizado (em pó) e FM85®. As colunas representam os 
valores médios, e as barras, o erro padrão da média. 
Na comparação entre os grupos (teste ANOVA com pós-
teste de Tukey), houve diferença significativa quanto 
à quantidade de hidratos de carbono (p = 0,006)* e 
proteínas (p < 0,001)*

LH = leite humano; SH = suplemento homólogo.

LH = leite humano; SH = suplemento homólogo.

LH = leite humano; SH = suplemento homólogo.

Figura 2 - Comparação dos minerais cálcio, fósforo, sódio e po-
tássio das amostras de 100 mL de leite humano acres-
cidas de suplemento homólogo evaporado (líquido), 
liofilizado (em pó) e FM85®. As colunas representam 
os valores médios, e as barras, o erro padrão da 
média. Na comparação entre os grupos (teste ANOVA 
com pós-teste de Tukey), houve diferença significativa 
quanto à quantidade de cálcio (p = 0,001)* e fósforo 
(p = 0,02 )*

Figura 3 - Comparação da osmolaridade das amostras de 100 mL 
de leite humano com suplemento homólogo evapora-
do (líquido), liofilizado (em pó) e FM85®. As colunas 
representam os valores médios, e as barras, o erro 
padrão da média. Na comparação entre os grupos 
(teste ANOVA com pós-teste de Tukey), não houve 
diferença significativa (p = 0,074)*

O aditivo na forma líquida é adicionado a um menor vo-
lume de pool de leite quando comparado ao aditivo na forma 
em pó. A reconstituição do aditivo em pó em 100 mL de leite 
humano de banco de leite propicia um volume de diluição 
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maior com níveis nutricionais e bioativos mais elevados que o 
aditivo na forma líquida11. Entretanto, a técnica de liofilização 
requer maior investimento, aquisição pelo banco de leite de 
um evaporador, centrífuga refrigerada e liofilizador, enquanto 
o aditivo na forma líquida, por depender somente dos dois 
primeiros equipamentos, é considerado de baixo custo e de 
fácil operacionalização. O custo único e inicial para equipar 
o banco de leite e produzir os suplementos líquido e em pó 
é de aproximadamente R$ 25.000,00 e R$ 52.000,00, res-
pectivamente. Considerando que o custo da caixa do aditivo 
comercial com 70 flaconetes é de R$ 90,98 no empenho 
número 801-790 da UFMS e que um flaconete aditiva 20 
mL de leite humano, o custo para alimentar uma criança de 
1.000 g, com volume diário de 150 mL/kg por 30 dias, será 
de R$ 682,35. Para alimentar 10 crianças por dia com este 
volume durante 1 ano, haverá o gasto de R$ 81.840,00. 
Sendo assim, uma unidade de terapia neonatal que atende 
10 crianças por mês, utilizando o volume proposto, terá 
gasto em 1 ano três vezes o valor do custo inicial do aditivo 
líquido e uma vez e meia o do aditivo em pó. 

As amostras do aditivo em pó produziram em média 
5,4 g de pó, e esta quantidade foi utilizada para suplementar 
100 mL de leite humano de banco. 

A evaporação e liofilização concentram os nutrientes, 
sendo necessário controlar teores de lactose e gordura, evi-
tando alterações gastrointestinais nos RNMBP12. Justificando 
a necessidade de retirada da lactose e gordura.

O fornecimento de lactose deve estar em torno de 3 a 
12 g para cada 100 kcal e não ultrapassar 8 g/100 mL17. Os 
grupos I, II e III ofereceram respectivamente 9,88 g/100 
kcal, 10,03 g/100 kcal e 12,3 g/100 kcal de hidratos de 
carbono.

Quanto à quantidade de calorias, o grupo I oferece 101,7 
a 135,6 kcal/kg/dia; o grupo II, 108,4 a 144,5 kcal/kg/dia; 
e o grupo III, 122,4 a 163,3 kcal/kg/dia, se forem utilizados 
volumes de 150 a 200 mL/kg/dia. Apesar de os grupos I e 
II oferecerem índices calóricos inferiores aos oferecidos pelo 
grupo III, há a oferta de valores calóricos de acordo com as 
recomendações nutricionais para RNMBP18.

O teor de gordura ofertado pelas amostras dos grupos I 
e II foi de aproximadamente 5,53 g/100 kcal e o do grupo 
III foi de 5,16 g/100 kcal. O total de lipídios recomendado é 
baseado no conteúdo de leite humano e pode variar de 3,8 
a 11 g/kg/dia, sendo que a proximidade do valor máximo 
em uma dieta poderá ocasionar esteatorreia. Se utilizarmos 
um volume de dieta que varia de 150 a 200 mL/kg/dia, es-
taremos ofertando uma quantidade aproximada de 5,6 g/
kg/dia a 11,3 g/kg/dia18.

A oferta de aminoácidos em quantidade adequada, mes-
mo com baixa ingestão calórica, permite a não utilização 
da proteína endógena, aumentando a síntese proteica e 
diminuindo a diferença entre proteólise e síntese proteica. 
São necessários 3,8 a 4,0 g/kg/dia para atingir valores in-
trauterinos de agregação18. Dieta com suplemento na forma 
líquida irá fornecer 2,7 g/100 kcal (grupo I); com suplemento 
em pó, fornece 3,4 g/100 kcal; e com suplemento comercial, 
2,4 g/100 kcal. Todas fornecem quantidade dentro da refe-
rência para nutrição de RNMBP e recém-nascido de extremo 
baixo peso (RNEBP)18-20. A oferta de 160 mL/kg/dia de leite 
humano aditivado com suplemento homólogo em pó (grupo 
II) irá fornecer ao RNMBP 3,8 g/kg/dia de proteína homóloga, 
atendendo às necessidades nutricionais dessa população com 
menor risco à saúde em longo prazo2,3.

O sódio é necessário para manter a tonicidade extracelu-
lar, influenciando no balanço hídrico adequado, pré-requisito 
para o crescimento e desenvolvimento21. Considerando que a 
oferta de 160 mL/kg/dia das dietas (grupo I e II) oferecerá 
aproximadamente 2,4 mEq/kg/dia e que a necessidade de 
sódio de RNMBP segundo os comitês de nutrição é de 4 a 5 
mEq/kg/dia, há necessidade de controle bioquímico desse 
mineral para recém-nascidos com idade gestacional menor 
que 32 semanas3,16.

A quantidade de cálcio nos grupos I e II está abaixo das 
recomendações nutricionais3,16,18. Há exigência da oferta 
extra de aproximadamente 75 mg de cálcio e 35 mg de fós-
foro para cada 100 mL de leite, que poderá ser manipulado 
sob a forma de glicerofosfato de cálcio e cálcio quelado a 
glicina e adicionado aos aditivos propostos, para que, ao 
ofertarmos 150 mL/kg/dia dessas dietas suplementadas, 
ofereçam aproximadamente 180 mg/kg/dia de cálcio e 87 
mg/kg/dia de fósforo, valores que atingem as recomendações 
nutricionais dessa faixa etária (70 a 140 mg/kg/dia de cálcio 
e 50 a 90 mg/kg/dia de fósforo)16; e que, quando oferecido 
volume igual a 200 mL/kg/dia, alcancem as recomendações 
propostas pela Academia Americana de Pediatria, que são 
de 200 a 250 mg/kg/dia de cálcio e 110 a 125 mg/kg/dia de 
fósforo3. O acréscimo desses minerais não mostrou aumento 
significativo na osmolalidade do suplemento quando compa-
rada à osmolalidade inicial da fórmula e ainda mostrou-se 
inferior ao pool de leite humano acrescido de FM85®.

LH = leite humano; SH = suplemento homólogo.

Figura 4 - Comparação do conteúdo calórico das amostras de 
100 mL de leite humano com suplemento homólogo 
evaporado (líquido), liofilizado (em pó) e FM85®. As 
colunas representam os valores médios, e as barras, o 
erro padrão da média. Na comparação entre os grupos 
(teste ANOVA com pós-teste de Tukey), houve diferença 
significativa (p = 0,001)*
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A osmolalidade dos aditivos dos grupos I, II e III en-
contra-se em níveis toleráveis22. Dietas hipertônicas estão 
relacionadas a enterocolite necrotizante aguda23. Porém, a 
facilidade da absorção dos nutrientes provenientes do leite 
humano, associada à existência de imunoglobulinas, fato-
res de crescimento epidérmico e enzimas que hidrolisam 
fatores de ativação plaquetária, indica que a osmolalidade 
do leite humano com os aditivos I e II proporciona menor 
risco ao recém-nascido, além de ofertar proteína de origem 
homóloga23.

As modificações do leite humano de banco de leite propos-
tas neste estudo e suas reconstituições proporcionaram um 
alimento com quantidades de macronutrientes semelhante 
ao oferecido pelo leite humano da própria mãe do recém-
nascido prematuro nas primeiras semanas de lactação. 
Considerando que a evaporação não destrói por completo 
fatores imunológicos e sendo a liofilização um método de 
conservação de nutrientes, há provável preservação das 
funções enzimáticas e imunológicas na produção dos aditivos 
dos grupos I e II11,24, o que os torna melhor em qualidade 
do que o aditivo comercial.

A aquisição de evaporador, centrífuga refrigerada e liofi-
lizador pelos bancos de leite é o investimento inicial e único 
para equipar e desenvolver a metodologia proposta. Sendo 
assim, em bancos de leite equipados, que contam com um 
número elevado de doadoras, em países em desenvolvimento, 
considerando o alto custo dos aditivos industrializados, os 
aditivos propostos nas formas líquida e em pó parecem ser 
bem indicados como aditivos do leite humano de banco de 
leite ou da própria mãe para nutrir RNMBP, por oferecerem 
quantidades significantes de proteína de origem homóloga e 
permitirem o alcance das recomendações nutricionais de ma-
cronutrientes eleitas pelos comitês internacionais de nutrição, 
autorizando a utilização desses aditivos de forma rotineira 
nos serviços de neonatologia, considerando os acréscimos de 
cálcio e fósforo na quantidade proposta neste estudo.

Os suplementos homólogos propostos neste estudo po-
derão ser melhorados quanto ao seu conteúdo energético 
de maneira controlada, com a escolha de leite humano de 
banco com maior conteúdo energético e proteico para ser 
acrescido de suplemento homólogo em líquido ou em pó, ou 
acrescentando, de maneira controlada, 1 g, por exemplo, de 
gordura extraída do próprio leite humano no processo de des-
nate. Haverá, assim, acréscimo de calorias e de ácidos graxos 
poliinsaturados, que proporcionará um melhor crescimento 
e desenvolvimento em longo prazo25. Outra maneira seria 
aumentar o conteúdo calórico acrescentando polímeros de 
glicose ao suplemento homólogo, sem grande interferência 
na osmolalidade e com boa absorção22.

Em estudo clínico sobre o crescimento de RNMBP ali-
mentados com as diferentes dietas propostas, ainda não 
submetido a publicação, observou-se que há benefícios para 
o crescimento do perímetro cefálico nos grupos alimentados 
com leite humano acrescido de leite humano modificado. 
Esse dado provavelmente indica que a melhor qualidade 
dos aminoácidos ofertados pelo suplemento homólogo, com 
suprimento maior de determinados em detrimentos de outros, 
poderia implicar no melhor crescimento cerebral26.

Estudos longitudinais em diferentes centros de atendimen-
to a recém-nascidos pré-termo, que avaliem o crescimento, 
tolerabilidade gastrintestinal e desenvolvimento em longo 
prazo de recém-nascidos alimentados com leite humano 
de banco adicionado de suplemento homólogo, devem ser 
realizados para comprovar os benefícios dessas dietas.
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