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RESUMO

RIBEIRO, Otavio Augusto Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2021
Caracterizacao nutricional e beneficiamento do leite humano ordenhado descartado por
ndo conformidade OrientadoraJane Sélia dos Reis Coimbra. Coorientaddvarcio Arédes
Martins e Mauricio de Oliveira Leite.

O leite humano é considerado o melhor e mais completo alimento para o lactente. O banco de
leite humano (BLH) fornece o leite humano ordenhado (LHO) a neonatos que ndo possam ir ao
seio materno. Em um BLH, o LHO é submetido a um tratamento térmico de pasteurizacao e
entdo é congelado e armazenado a -18°C por até 6 meses. Até 50% desse LHO é descartado pa
se encontrar em ndo conformidade pela presenca de sujidades fisicas. Por este motivo propde-
se, no presente trabalho: (i) a caracterizacao do LHO ndo conforme por sujidades fisicas; (ii) a
quantificacdo de seus acidos graxos livres durante seis meses de armazenamento; (iii) o
beneficiamento do leite humano para obtencéo de leite humano em po, visando facilitar o seu
armazenamento, transporte e aumento da sua vida de prateleira. Os resultados indicam a alta
qualidade nutricional do LHO analisado, reducéo do teor de &cidos graxos (DHA e EPA) e de
imunoglobulinas pelo processamento, boa dispersibilidade e qualidade nutricional no leite
humano em pé. Assim, o LHO analisado pode ser utilizado para fabricacédo de leite humano em
po trazendo economia, praticidade e aproveitamento do leite que seria descartado devido a
presenca de pelos, mesmo com as ocorréncias das perdas nutricionais devidas ao processament

e armazenamento do leite humano.

Palavras-chave Acidos graxos — leite humano. Leite desidratado. Liofilizac&e

processamento.



ABSTRACT

RIBEIRO, Otavio Augusto Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2021
Nutritional characterization and processing of milked human milk discarded for
nonconformity. Adviser Jane Selia dos Reis Coimbfao-advisers Marcio Arédes Martins

and Mauricio de Oliveira Leite.

Human milk is considered the best and most complete food for infants. The human milk bank
(HMB) provides expressed human milk (EHM) to newborns who are unable to go to the
mother's breast. In an HMB, the EHM undergoes a pasteurization heat treatment and is then
frozen and stored at -18°C for up to six months. Up to 50% of this EHM is discarded because
it is not in compliance due to the presence of physical dirt. For this reason, it is proposed, in the
present work: (i) the characterization of the EHH that does not conform due to physical
dirtiness; (ii) the quantification of its free fatty acids during 6 months of storage); (iii) the
processing of human milk to obtain powdered human milk, in order to facilitate its storage,
transport and increase its shelf life. The results indicate the high nutritional quality of the EHM
analyzed, a reduction in the content of fatty acids (DHA and EPA) and immunoglobulins
through processing, good dispersibility and nutritional quality in human milk powder. Thus, the
analyzed EHM can be used to manufacture powdered human milk bringing savings, practicality
and use of milk that would be discarded due to the presence of hair, even with the occurrence

of nutritional losses due to the processing and storage of human milk.

Keywords: Fatty acids- human milk. Dehydrated milk. Lyophilizaitenprocessing.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL E REVISAO DE LITERATURA

1. INTRODUCAO

O leite humano é comprovadamente o melhor alimento para o lactente, mas em alguns
casos a mée ndo tem condi¢bes de amamentar o bebé como em casos de internagfes do recén
nascido em UTI neonatal, 0 que acontece em grande parte dos partos prematuros. Para estes
casos, existe um banco de leite humano (BLH) que fornece leite humano ordenhado (LHO)
obtido de doacgdes de mées, submetidos a um processo de controle de qualidade e pasteurizaca
e distribuidos a recém-nascidos prematuros sob prescricdo médica, assim como a utilizacdo do
leite humano ordenhado da propria mée quando possivel.

O LHO, apods sua coleta, é submetido a um processo de selecéo e classificacdo e deve
ser pasteurizado para eliminacdo de microrganismos patogénicos, ao fim deste processo realiza-
se o controle de qualidade microbioldgico sendo entdo congelado e armazenado a -18°C, para
posterior utilizacdo, com finalidade de evitar o crescimento microbiano. O armazenamento tem
por prazo de validade de seis meses, 0 que pode vir causar altera¢cdes nos contetdos nutricionais
deste alimento, como por exemplo a oxidacdo de lipidios, que ocorre mesmo em
armazenamento a temperaturas de congelamento.

Os lipidios representam uma importante fonte de energia para a alimentacao, tornando-
se necessario conhecer seu comportamento durante o armazenamento do LHO, o que poderia
influenciar na qualidade deste alimento. O LHO é um produto altamente perecivel, devido a
sua alta umidade e elevados teores de nutrientes.

Tecnologias empregadas usualmente em leite bovino, visando aumentar sua vida de
prateleira, como tecnologia de concentracdo e secagem do leite, a qual pela reducédo do teor de
umidade causa uma diminuicdo em sua atividade de agua (aW), podem aumentar a sua vida de
prateleira.

Poderia entdo com a utilizacdo desta tecnologia, desenvolver um LHO em p6 com a
finalidade de estender sua vida de prateleira, assim como facilitar seu transporte e
armazenamento, além de se obter um aditivo fortificante do LHO, a ser utilizado no préprio
LHO, que seria utilizado em substituicdo dos aditivos artificiais encontrados no mercado.

Pa indicacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os bebés aos seis meses de
idade devem iniciar a introducdo alimentar, vindo a receber alimentos diferenciados do leite
materno, que irdo além de suprir a demanda de nutriente, acostumar o bebé a novos paladares

e texturas de alimentos. Posteriormente, devem se alimentar da mesma maneira que 0s pais,
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entretanto com a continuidade do aleitamento materno por livre demanda até os dois anos de
idade.

Durante a recepcdo do LHO no BLH, este passa por um controle de qualidade, onde
sao avaliados parametros como a presenca de sujidades, alteracdes na cor, aroma caracteristic
e acidez Dornic. O leite humano que se encontra ndo conforme com os padrdes estabelecidos
nas normas técnica do BLH é descartado (FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ,
2005), podendo esta quantidade de descarte chegar a 50% do leite humano recebido.

Entretanto, com adaptacdo das tecnologias ja existentes, pode-se desenvolver um
produto no qual se utilize o leite humano, que seria até entdo descartado, podendo este compor
um aditivo desenvolvido para atender as necessidades especificas de recém-nascidos

prematuros e/ou de baixo peso ao nascer.

2. JUSTIFICATIVA

O leite materno é considerado o melhor alimento para o recém-nascido, pois prové ao
mesmo 0s nutrientes que sao fontes de energia e necessarios para a estrutura do organisma
como lactose, lipidios e proteinas. Fornece ainda componentes necessarios para 0
desenvolvimento do individuo, como minerais e vitaminas.

O leite humano disponibiliza também para o recém-nascido componentes como
fosfolipidios e gangliosidios, que sdo necessarios para o desenvolvimento do sistema
imunologico e inflamatorio, assim como da resposta do mesmo a injurias e infecgdes.

Segundo a RDC 171/2006 (BRASIL, 2019), os Bancos de Leite Humano tém como
critério prioritario para distribuicdo do leite humano pasteurizado: recém nascidos prematuros
e/ou de baixo peso ao nascer, portadores de patologias, principalmente do trato gastrointestinal
e sob prescrigcdo médica ou do nutricionista.

No banco de leite humano, anteriormente as doacgdes, é realizado um cadastro das
doadoras, posteriormente passando por anamnese e entdo um treinamento onde se é explicadt
como deve se proceder os cuidados para a ordenha, armazenamento e transporte correto dc
LHO. Apés a coleta do LHO, sédo realizadas analises sensoriais (embalagem, sujidades, off
flavor e cor) e analises fisico-quimicas (Acidez Dornic e crematocrito). O LHO que se encontra
em conformidade com os padrdes do BLH apés as analises, passa por um tratamento térmico
de pasteurizacdo a 62,5°C/30 min e em seguida por um controle de qualidade microbioldgico.
Posteriormente o leite humano é mantido congelado por até seis meses e, de acordo com a

demanda, € repassado aos bebés. Durante o armazenamento este leite pode vir a sofrer
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alteragbes em sua composicéo, pois mesmo com o congelamento ainda ocorrem reagées coma
oxidacdo de lipidios. O que reduz sua qualidade nutricional. Por este motivo € necessari
observar as alterac6es que ocorrem nos acidos graxos do leite humano durante o tempo em que
€ mantido armazenado.

Um problema encontrado pelo banco de leite humano é o grande volume de leite que
vem a ser descartado por estar nao conforme com os padrdes estabelecidos pela rede global de
bancos de leite humano (rLH), como alguma sujidade fisica (pelos), alteracao na acidez, aroma
e cor, deixando o leite improprio para o seu fornecimento. Uma alternativa sugerida neste
trabalho é aproveitar este leite que é descartado e torna-lo viavel para o consumo através de seL
beneficiamento para torné-lo seguro para o consumo. Evitando assim o descarte deste leite e
ampliando a possibilidade de garantir a seguranca alimentar e nutricional dos recém-nascidos
prematuros internados em UTIs Neonatal.

Visa-se entdo com este estudo o desenvolvimento de tecnologias para o
beneficiamento do leite humano ordenhado que apresente ndo conformidade no processo de
selecéo e classificacdo, buscando obter um produto seguro que possa atender as necessidade
nutricionais de recém-nascidos prematuros e/ou de baixo peso ao nascer, internados em UTIs
Neonatal. O desenvolvimento de um produto obtido por técnicas de processamento que possam
aumentar a vida de prateleira, facilitar o armazenamento e transporte do LHO e possibilitar a

fortificacdo do leite oferecido aos neonatos pelo BLH.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar o perfil lipidico do LHO fornecido pelo BLH da cidade de Vigosa, MG,
0 comportamento de seus acidos graxos durante o armazenamento e desenvolver uma

tecnologia de beneficiamento para o aproveitamento de LHO nao conforme.

3.2. Objetivos especificos

N

— Caracterizar o leite humano ordenhado ndo conforme quanto a sua composi¢cdo centesimal de
proteinas, lipidios, aclcares totais, aclcares redutores e residuo mineral fixo.

— Caracterizar e quantificar os acidos graxos presentes no leite humano e no produto desenvolvido.
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— Observar alteracBes na composicdo e quantidade de &cidos graxos do leite humana durante
armazenamento poriseneses e no LHO beneficiado.

— Desenvolver tecnologia para o beneficiamento de leite humano ordenhado comdgnaléda
aumentar a vida util do LHO.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Leite humano

O leite humano é comprovadamente o alimento mais adequado para a alimentacao dos
bebés, conferindo todos os constituintes necessérios e balanceados para o bom desenvolvimentc
do mesmo devido a combinacdo de nutrientes essenciais e componentes bioativos (KIM;
FRIEL, 2012), como carboidratos, sais, glébulos de gorduras, proteinas em dispersao coloidal
dentre outros (INNIS, 2007) havendo grande diferenca entre este e os leites de outros

mamiferos, como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1- Composicao do leite humano em comparacéo com leites de outros mamiferos

Energia Lipidios Lactose Proteinas

(Kj) (9) (9) (9)

Tipos de leite

Leite humano (BAUER; GERSS, 2011) 322 4,8 7,5 1,9
Leite de vaca (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 20( 290 4 4,6 3,3
Leite de cabra (KUCEVIC et al., 2016) - 4,16 4,07 3,05
Leite de camela (AHMAD et al., 2012) - 3,79 5,15 3,66

Médias da composi¢éo centesimal dos leites humano, de vaca, de cabra e de camela.

Este alimento atende a todas as necessidades nutricionais do bebé. E considerado mais
gue apenas um alimento nutritivo, pois contém componentes com atividades protetoras e
imunomoduladoras, que conferem prote¢cdo contra alergias e infeccdes, além de estimular o
desenvolvimento do sistema imunologico e maturacdo do sistema digestivo e neuroldgico
(WEFFORT et al., 2012).

O aleitamento materno, quando exclusivo, auxilia no desenvolvimento da crianga, seu

ganho de peso, sua saude e melhora também a saude da méae. Devido a esses beneficios,
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recomendado sua exclusividade até os seis meses de idade, pois esta pratica diminui 0s riscos
a saude da criangca, e proporciona o seu completo desenvolvimento (EIDELMAN;
SCHANLER, 2012).

O leite humano pode ser dividido em diferentes fases de lactacdo como pode ser visto

na Tabela 2.

Tabela 2- Definicdo do leite humano por fases de lactacédo

Tipo Fases de lactacao
Colostro Leite obtido do 1ao % dia apés o parto
Leite Humano de Transicdo Leite obtido do 6ao 1% dia apds o parto
Leite Humano Maduro Leite obtido do 1%5dia em diante apds o parto

O leite humano também auxilia no desenvolvimento de bebés pré-termos, inclusive
aos acometidos de doencas devidas a prematuridade. Essa classe de recém-nascidos exibirar
um melhor ganho de peso e uma mais rapida recupera¢ao quando alimentados com leite humana
(PATEL; KIM, 2018). Deste modo, a sobrevivéncia de bebés pré-termo, em especial dos que
necessitam de internacbes em unidade de tratamento intensivo (UTI neonatal), depende,
juntamente com o tratamento especifico, de um cuidado especial com a alimentagéo, sendo que
para este fim o leite materno é considerado o melhor alimento, além de ser o mais aceito pelos
bebés (SMITH; DOBBINS, 2014).

Pesquisas mostram que bebés alimentados com o leite materno exclusivo possuem
uma melhor salude, mais resisténcia a doencas e menores chances de adoecerem (INNIS, 2009
2014; IP et al., 2009; PATEL; KIM, 2018).

IP et al. (2009) relataram que criangas que receberam o leite materno como alimento
exclusivo por mais de trés meses apresentaram reducéo de até 50% em quadros de otite e pol
mais de quatro meses, uma reducdo de até 72% em internacfes causadas por doencas
relacionadas ao trato respiratério. Em criancas amamentadas, Isaacs et al. (2010) verificaram
maior teor de massa branca em cérebrosreekriel (2012) observaram o enriqguecimento das
membranas sinapticas terminais que exercem diversos papeis no desenvolvimento cerebral.
Smith e Dobbins (2014) relatam a reducao da incidéncia de enterocolites necrosante. Sullivan
et al. (2010) observaram uma reducdo de 77% desta doenca em bebés pré-termo quando

comparados a criangas alimentadas com suplemento a base de leite de vaca
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Desta maneira, 0 aleitamento materno é considerado um tema de saude publica e ndo
apenas uma escolha de estilo de vida, pois auxilia no desenvolvimento neuroldgico e do
organismo da crianca. E recomendada sua exclusividade até os seis meses e sua continuidads
até a idade de um ano ou mais dependendo do desejo conjunto da mae e da crianca
(EIDELMAN; SCHANLER, 2012).

4.2. Banco de leite humano

Em casos de neonatos nascidos com baixo peso e/ou internados em UTIs Neonatal, o
banco de leite humano acompanha a alimentacao destes bebés, dando suporte para a corret:
alimentacdo e nutricdo desses. Em situacdes em que o bebé ndo consegue ir ao seio da mas
guando internado nas unidades de tratamento intensivo neonatais, é utilizado para sua
alimentacdo o LHO fornecido pelo BLH, o qual pode ser oriundo da propria mae e/ou de
doadoras (BRASIL, 2006). O BHL fornece leite humano ordenhado avaliado em sua qualidade
fisico-quimica e microbioldgica, pasteurizado e congelado. Pode ser armazenado por até seis
meses. O leite pode ser dividido nas fases de vida do bebé em Colostro (para os primeiros dias
apos o parto), leite de transicao e leite maduro (BRASIL, 2006).

A Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano (RBLH-BR) foi criada em 1998, pelo
Ministério da Saude juntamente com a Fundac¢do Oswaldo Cruz, com o intuito e missédo de
promover o aleitamento materno, coletar e distribuir leite humano ordenhado de qualidade
certificada além de contribuir para a diminuicdo da mortalidade infantil. A RBBLH distribui
leite materno ordenhado para lactentes nascidos pré-maturos, internados em centros de
tratamento intensivo e com orientacéo e apoio a amamentacgéo. Conta com cerca de 200 bancos
de leite humano distribuidos pelo territério nacional e é reconhecida mundialmente pelo
desenvolvimento tecnoldgico inédito e de baixo custo. A RBBLH brasileira é tida pela
organizacdo mundial de saude (OMS) como a maior e mais complexa rede de bancos de leite
do mundo (FIOCRUZ, 2019

Durante a coleta do LHO, podem ocorrer contaminagdes fisicas e/ou microbiolégicas,
devido a pelos e pele da doadora e algumas bactérias oriundas da doadora ou dos utensilios
utilizados na extracdo e armazenamento do produto. A contaminacao por substancias fisicas
(pelo, pele, tecidos, plasticos), pode ser controlada com a filtracdo e a microbiolégica com a
pasteurizagdo. Entretanto, mesmo com estes métodos de controle, o BLH descarta o leite que

contenha algum trago de pelos ou pele da doadora para evitar risco ao bebé (FIOCRUZ, 2019).
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O descarte do leite pode atingir até 50% do volume doado (ROZENDO et al., 2009), que é um
valor muito alto.

Posto que as tecnologias de producéo ja elucidadas para diversos produtos lacteos
podem reduzir a presenca de contaminantes, pela inibicdo ou eliminacdo de microrganismos, e
também manter as qualidades nutricionais dos produtos, busca-se uma tecnologia para o
beneficiamento do produto ndo conforme, visando a reducdo do descarte do leite humano
ordenhado. Uma possibilidade é o reaproveitamento dos lipidios do leite humano descartado

somente por ndo conformidade fisica.

4.3. Lipidios do leite humano

A ingestao dos lipidios do leite humano fornece acidos graxos essenciais e de 40 a
50% da energia necessaria ao desenvolvimento do bebé (YUHAS; PRAMUK; LIEN, 2006). A
composicao dos lipidios é de 98% de triacilglicerol, 0,8% de fosfolipidios, 0,5% de colesterol
e de outros compostos (KIM; FRIEL, 2012).

Além da fracdo energética dos lipidios do leite humano, esses sao fontes de acidos
graxos essenciais como linoleico e linolénico, insaturados como o oleico, e saturados como o
palmitico, que desempenham papel importante no desenvolvimento do organismo do lactente
(SUN et al., 2018).

Os &acidos graxos presentes no leite humano sdo provenientes do consumo e do
metabolismo da gordura ingerida na dieta materna, além dos liberados do tecido adiposo e dos
sintetizados no organismo da mée pelo complexo enzimatico de &cido graxo sintetase presente
na glandula mamaria. Deye-alientar que os acidos graxos linoleico e a-linolénico, ndo sédo
sintetizados pela glandula mamaria, e sim provenientes da dieta materna (KIM; FRIEL, 2012;
INNIS, 2007). Assim, a dieta materna deve ser rica nestes acidos graxos para que estejam
disponiveis ao bebé no leite humano. Em paises como o Japéo e Philipinas, por exemplo, a
alimentacéo € baseada em peixes marinhos que sado uma fonte destes acidos graxos (YUHAS
PRAMUK; LIEN, 2006).

A oxidagdo de lipidios ocorre mesmo durante o armazenamento a frio. Este
comportamento € prejudicial pois diminui a quantidade dos acidos graxos essenciais (PRATT
etal., 2011). A oxidacdo tem sua ocorréncia aumentada em alimentos que passam por condi¢cdes
de estocagem e aquecimento (SUOMELA et al., 2017; GAWRYSIAK-WITULSKA et al.,
2012), como ocorre com o leite humano quando pasteurizado.
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Dentre os compostos formados pela oxidacdo de lipidios estdo o pentanal, hexanal,
octanal, nonanal, 2-octenal, dodecanal. O hexanal e o pentanal sdo oriundos da decomposi¢éo
do &cido linoleico; o octanal e 0 nonanal da decomposicéo do acido oleico (ELISIA; KITTS,
2011).

Devido a possibilidade de altera¢cdes no conteudo dos lipidios do LHO durante seu
armazenamento, € necessario conhecer o seu comportamento durante a estocagem, para qu

possam ser definidos os melhores métodos e tempos de armazenamentos para o LHO.

4.4. Alimentos para neonatos

De acordo com a Lei 11.265, de 3 de janeiro de 2006 (BRASIL, 2006), é recomendado
o aleitamento materno como forma exclusiva de alimentacédo para lactentes de até seis meses
de vida com alimentagdo complementar sendo mantida a amamentacéo até os dois anos de
idade. Quando necessario a utilizagdo de substituicdo ou complementacao do aleitamento para
lactentes, a mesma deve ser realizada com alimentos especificos para cada idade, devendc

sempre seguir as orientacdes médicas (BRASIL, 2006).

4.5. Alimentos desidratados

A desidratacdo é utilizada com finalidade de aumentar a vida de prateleira do alimento
sem que haja muitas alteracfes nele. Por secagem, sem a utilizacdo de tratamentos térmicos
severos, ocorre a diminuicdo da atividade de agua devido a reducdo da quantidadeade agua
alimento (SCHUCK et al., 2009). Posto que uma elevada atividade de agua em um substrato
contribui para o crescimento microbiolégico e para a ocorréncia de reacdes quimicas e
bioguimicas, a redugéo dessa faculta uma maior vida de prateleira do produto.

A atividade de agua (Aw) é calculada pela relacao entre a pressao de vapord#a agua
uma solucdo (P) e a pressdao de vapor da agua pura (Po), Aw = P/Po. A maioria dos
microrganismos se desenvolvem bem em uma Aw acima de 0,9 enquanto praticamente néao

existe crescimento a uma Aw de 0,6, o que fornece entdo uma seguranga ao alimento.
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4.5.1. Leite em po (liofilizacdo e spray dryer)

O leite em po é resultado da secagem do leite até um teor de 3 a 6% de umidade final,
0 que conduz a uma maior vida de prateleira ao leite. A Aw do leite de vaca esta em torno de
0,2 (SCHUCK et al., 2005), o que impede o crescimento microbiolégico e reduz a atividade
enzimatica devido a auséncia de agua livre no meio.

A secagem do leite por atomizacédo, pulverizacdo ou em spray dryer, ocorre apos a
concentracdo do leite. O leite concentrado escoa sob pressao por um pulverizador/atomizador
e forma goticulas de aproximadamente 50 um de didmetro em uma camara de secagem larga
que se encontra preenchida por ar seco a uma temperatura entre 150°C e 200°C. As goticulas
sdo aquecidas rapidamente devido a grande superficie de contato com o ar quente e atingem
temperaturas abaixo de 100°C por alguns segundos. Por ndo ser um aquecimento drastico, a
secagem ocorre sem que haja danos térmicos a estrutura e composi¢ado do produto (SCHUCK
et al., 2009).

Na secagem por liofilizacdo a perda de agua ocorre por sublimacdo, em temperaturas
negativas (-25°C) do leite congelado, devido a reducdo de pressdo no ambiente onde ele se
encontra. A liofilizacdo apresenta a vantagem de ndo expor o leite humano as temperaturas
elevadas, diminuindo assim o risco de inativacdo de enzimas e proteinas dele. A secagem por
pulverizacdo possui um custo de até 10 vezes menor que a secagem por liofilizagdo (SCHUCK
et al., 2013), 0 que aumenta a sua viabilidade.

Para que se obtenha um p6 de qualidade e com seguranca alimentar e que 0 processo
seja passivel de otimizacdo deve-se definir os parametros operacionais e conhecer a composicac
fisico-quimica, propriedades termodindmicas, e as caracteristicas microbiologicas do

concentrado alimentado no secador (SCHUCK et al., 2009).
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CAPITULO 2 — CARACTERIZACAO DO LHO E DE SEUS ACIDOS GRAXOS

1. INTRODUCAO

Os lipidios sao os responsaveis pelo maior contetdo energético do leite humano (LH),
sendo entdo indispensaveis para o ganho de peso do lactente. Além do contelido energético, os
lipidios do LH possuem os acidos graxos necessarios para o desenvolvimento completo do
metabolismo dos bebés (YUHAS; PRAMUK; LIEN, 2006).

Dentre os acidos graxos presentes no leite estdo os &cidos linoleico (C18:2n6) e
linolénico (C18:3n3), denominados essenciais. Estes sdo percursores, respectivamente, dos
acidos araquidénico (ARA; C20:4n6) e decosa-hexandico (DHA; C22:6n3), que fazem parte
da sintese de membrana das células neurais e sao importantes no desenvolvimento dos sistema
cognitivo e visual (HOFFMAN; BOETTCHER; DIERSEN-SCHADE, 2009).

O LH contém altos niveis de &cido palmitico (C16:0), que esta relacionado a absorcdo
de outros acidos graxos e de célcio. Auxilia assim na formacao da estrutura 6ssea dos lactentes
(LOPEZ-LOPEZ et al., 2001).

Essencialmente todos os tipos de alimentos estdo sujeitos a oxidacdo de lipidios,
principalmente os que possuem altos niveis de acidos graxos insaturados. Esta oxidagéo é
favorecida por tratamentos térmicos (VIEIRA; ZHANG; DECKER, 2017).

A oxidacao dos lipidios pode causar ao alimento aromas desagradaveis e alteracdes de
cor e de seu conteudo nutricional.

Observando-se a importancia dos acidos graxos do LH, é necessario avaliar o
comportamento dos mesmos durante o0 seu armazenamento para conhecer a composi¢cao dos

lipidios entregues aos lactentes durante sua alimentacao.
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Caracterizar a composicao nutricional e de acidos graxos do leite humano fornecido

pelo banco de leite humano local e avaliar as alteragdes em sua composi¢cado causadas pelo

processamento.
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2.2. Objetivos especificos

Caracterizar os nutrientes presentes no LHO.

— Caracterizar as proteinas do LHO.

Caracterizar os acidos graxos presentes no LHO.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostras de leite humano

Todo leite doado aos BLHs passa por analises sensoriais e fisico-quimicas conforme
normas técnicas do Manual de Normas Técnicas para BLH (FIOCRUZ, 2019), previamente ao
tratamento térmico de pasteurizacdo. As analises sensoriais sao seletivas e avaliam a
conformidade da embalagem (frasco) do leite doado, o flavor, a cor e a presenca de sujidades.
As analises fisicouimicas sdo as de acidez Dornic (< 8°D), que classificam a alteragbes nos
teores de acidos latico que podem dar indicacdes da qualidade microbiolégica e Crematdcrito,
que trazem informacdes sobre o valor calérico do leite. O leite que apresentar nao
conformidades em quaisquer dos testes realizados € descartado.

As amostras de leite humano ordenhado (LHO) utilizadas na presente pesquisa foram
doadas pelo BLH de Vicosa, MG; e corresponderam ao leite que seria até entao descartado pela
presenca de sujidade encontrada nas analises de rotina.

No BLH, o leite doado foi misturado, formando um pool, ou leite de mistura, até o
volume total do frasco de coleta (350 mL). Durante a coleta, foram também anotados dados do
controle de qualidade das amostras como acidez Dornic, presenca de sujidades, cor e cheiro
caracteristicos.

Foram coletados 18 frascos de pool de leite humano congelado a -18°C em diferentes
datas, durante seis meses.

O LHO utilizado nas anélises foi de diferentes doadoras da fase de lactacdo maduro
(15° dia em diante ap6s o parto). Assim, foi obtido leite de diversas doadoras, o que possibilitou
determinar a composi¢cdo média do leite obtido na regiéo.

O pool de leite humano maduro sera doravante denominado de LHO. Os frascos foram
transportados do BLH ao Laboratorio de Operacdes e Processos da Universidade Federal de
Vicosa (LOP/UFV), em caixas térmicas com gelo reciclavel, para a manutencao da temperatura

e integridade da amostra; foram identificados e descongelados em banho termostatizado a
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temperatura de 4. O leite de cada frasco foi filtrado em filtro de tecido esterilizado por
autoclavagem com porosidade de 45 um, para remocao das sujidades, sendo o teor de lipidios
avaliado antes a apos a filtracdo para observar possiveis perdas. Foi entdo separado em trés
partes. A primeira parte foi classificada como leite humano ordenhado cru (LHOc). O LHOc

foi utilizado como parametro de controle. A segunda parte foi pasteurizada, gerando o leite
humano ordenhado pasteurizado (LHOp) e a terceira parte foi homogeneizada e depois
pasteurizada formando o leite humano ordenhado homogeneizado-pasteurizado (LHOhp). Os
frascos foram separados por tipo de processamento do leite, andlise a realizar e data da coleta.
Uma aliquota de 2 mtle cada frasco foi separada em tubos Eppendorf (Eppendorf, Alemanha)
para analise e acondicionada em freezer (General Eletric, Brasil) a -18°C.

Foram realizadas as analises fisico quimicas de acidez Dornic, extrato seco por
gravimetria e teor de lipidios Bligh & Dyer (1959) (BLIGH; DYER, 1959), com a finalidade
de averiguar a qualidade do LHO.

Os volumes de LHO utilizados em toda a pesquisa foram, de 90 mL na caracterizacao
dos acidos graxos, de 60 mL na caracteriza¢do centesimal, para cada repeticdo. O restante dc
leite humano coletado foi reservado para utilizacdo no desenvolvimento da metodologia de
beneficiamento para obtencao de leite humano em p6 alimentar.

Os reagentes usados nas analises foram hexano (grau HPLC, Sigma Aldrich, USA),
cloroférmio (grau HPLC, VETEC Quimica Fina, Brasil), alcool metilico (grau HPLC, VETEC
Quimica Fina, Brasil), sulfato de sédio anidro P.A. (VETEC Quimica Fina, Brasil) e cloreto de
sédio P.A. (VETEC Quimica Fina, Brasil).

O Fluxograma 1 apresenta as etapas as quais o LHO foi submetido no BLH e aqueles
realizadas para conducdo dos experimentos no presente trabalho. As analises realizadas esta

descritas nas metodologias seguintes ao fluxograma.



27

Fluxograma 1 Procedimentos realizados no BLH e os adotados na analise do LH

Verificacdo da cor, Flavor,
Sujidades e Acidez Dornic

Recepedo do leite Humano
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Amostra — eparag . —> § .
amostra leite cru amostra para Administracio
v \l, homogeneizacio
Pasteurizacio K
Divisdo em tempos L
\l, Homogeneizagio
de armazenamento
Divisdo em tempos (6 meses) \|/
de armazenamento
(6 meses) Divisao em tempos
de armazenamento
(6 meses)
Derivatizacdo e
analise de dcidos
Graxos por C.G.

3.2. Delineamento experimental e andlise estatistica

As andlises de composicdo dos acidos graxos foram realizadas seguindo um
delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo realizadas em 18 tratamentos (cada coleta
como um tratamento), com trés repeti¢des.

As analises centesimais foram realizadas a partir de um delineamento inteiramente
casualizado sendo realizado trés pools, cada um com seis aliquotas do leite coletado no BLH
(repeticdes). Cada pool foi dividido em trés tratamentos, sendo estes: leite humano cru (LHC),
leite humano pasteurizado (LHP) e leite humano homogeneizado pasteurizado (LHHP).

A analise estatisticaiffecalizada usando a ANOVA (p <0,05) para verificar diferengas
e o teste de Tukey, como teste de média, para verificar as diferencas entre as médias.

O software R versédo 3.3.3 foi utilizado para analise de dados obtidos.

3.3. Pasteurizacao

O tratamento térmico visa a inativagcdo dos microrganismos presentes no alimento pela
ruptura da membrana celular, acidos nucleicos e ribossomos. E um método de vasto uso para a
conservacao de alimentos (KHAN et al., 2018), mesmo que possa acarretar alteracdes sensoriai

e nutricionais no alimento.
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A pasteurizagdo do leite humano foi realizada em banho-maria com a manutengao do
leite a 62,5°C por 30 min (pasteurizacao lenta), para eliminar microrganismos patogénicos

presentes no mesmo, sendo a mesma realizada em banho termostatizado (FIOCRUZ, 2011).
3.4. Homogeneizacao

A homogeneizacdo é uma técnica comumente utilizada na inddstria lactea para
melhoria tecnolégica em diversos produtos (SFAKIANAKIS; TOPAKAS; TZIA, 2015). E
aplicada com a finalidade de evitar a separacao de fases do leite (WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2005), sendo utilizada entdo justamente para evitar a perda de LHO por adeséo as
paredes dos frascos e da sonda na alimentacdo dos neonatos.

O leite humano cru a 40 foi homogeneizado por sonicagao (sonicador ultrassénico
VCX750, Church Hill RD. Newtown, EUA) utilizando uma sonda de 13 mm, frequéncia de 20
kHz, intensidade de 75% por 30 s.

O leite humano homogeneizado-pasteurizado (HPMH) foi obtido através da

homogeneizacéo do leite cru, seguida da pasteurizacao.
3.5. Determinacao da composicao centesimal do LHO

Primeiramente, o LHO foi avaliado em sua composicdo centesimal. Para a
caracterizacdo centesimal foram utilizados 60 mL de leite por repeticdo, em triplicata com 3
repeticbes cada. Foram determinadas a composicado do leite relativas ao teor de umidade,
proteinas totais, lipidios totais, acUcares totais, lactose e residuo mineral fixo.

3.5.1. Umidade

A andlise de umidade foi realizada pelo método gravimétrico, que consiste na retirada
de &gua da amostra por evaporacdo em estufa. O teor de umidade foi calculado seguindo a

equacao (1):

(PA — PAs)
_—

1 1
7 00 (1)

Umidade (%, m/m) =
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em que PA é a massa da amostra antes da secagem (umidade); e PAs é a massa do material se
(unidade), até peso constante.
Metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz - IAL (2008).

3.5.2. Proteinas brutas pelo método adaptado de micro Kjedahl

O método adaptado de micro Kjeldahl (IAL, 2008) permite obter a porcentagem de
proteina bruta a partir da concentracdo de nitrogénio da amostra. As etapas foram hidrélise
acida da amostra, destilacao, captura do nitrogénio em acido borico, concentracao do nitrogénio
em forma de amoOnia e titulagdo de nitrogénio com solucao padronizada de HCI.

O teor de nitrogénio (Vo, m/m) foi obtido pela equacéao (2):
1 1
N Goam/m) = W N )+ 14+ (5) G @

em que N € o teor de nitrogénio presente na amostra (% m/m); V é o volume de HCI (mL) gasto
na titulacdo; N é a normalidade do HCI utilizado na titulacéo; f € o fator de corregdlagio
padronizada de HCI; e P é a massa da amostra (m).

O teor de proteinas (%, m/m) foi calculado multiplicando-se o teor de nitrogénio (%,
m/m) pelo fator de conversao 6,38 (valor utilizado para leite), calculado a partir da quantidade
média de nitrogénio contido no LHO (IAL, 2008).

3.5.3. Proteinas por cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia para identificacéo de proteinas foi realizada em Cromatdgrafo de ions
(Metrohm, 850 Professional IC, Suissa). Os tratamentos previamente diluidos (1g em 50ml de
agua mili Q), microfiltrada e os componentes foram separados por coluna SUPERDEX 75, a
qual por diferenca de tamanho dos componentes proteicos presentes na amostra, assim CoOmo &
interacdo da amostra com o eluente, ocorre a separagéo dos constituintes, os quais séo lidos en
um detector UV (280 nm) ao final da linha do aparelho, sendo a leitura transmitida para o
software (Metrohm, MagIC Net tm, Suissa) que acompanha o aparelho. Ao se comparar a
leitura da amostra com a leitura de padrdes previamente lidos em sete concentracdes de 0 a 50
ppm, pode-se por equacdo de regressao linear se obter a concentracdo de proteinas da amostt
(EITH et al., 2006).
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3.5.4. Andlise de eletroforese

A analise de eletroforese foi realizada para fracionamento e identificacado das proteinas
presentes no leite humano, sendo utilizado para esta analise o gel de poliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS - PAGE) de acordo com o descrito por Ouimet et al. (2016). As
proteinas foram identificadas a partir da massa molecular da amostra, comparada a do padrao

TrueColor (Sinapse Biotecnologia, Brasil).

3.5.5. Lipidios- método crematdcrito

O método crematdcrito € utilizado pelo BLH para quantificar os lipidios presentes no
leite humano. Em tubos capilares de vidro foram adicionados 75 L de leite humano e o sistema
foi centrifugado (Eppendorf, Alemanha) a 12.000 rpm por 15 min. O creme separou-se do leite,
as alturas do sistema e das fases separadas no tubo foram medidas, com paquimetro digital

(LUCAS et al., 1978). A equacéo (3) foi usada para determinar o teor de creme do leite.

m) B (Coluna de Creme (mm)x 100) 3)

T d 0, ,— | =
eor de creme (A) v/  Coluna total de produto (mm)

A porcentagem de lipidios foi obtida pela equacéo (4):

Teor de creme (%)x 0,59
Teor de Lipidios (%, m/v) = 1746 (%) (4)

O valor energético do LHO foi obtido pela equacéo (5).

- (Kcal
Energia (Litro) = 66,8 + Teor de Creme(%) + 290 (5)

3.5.6. Lactose por cromatografia de ions

A cromatografia de ions foi realizada em cromatografo de ions (Metrohm, 850

Professional IC, Suica). A amostra de LHO previamente diluida em &gua microfiltrada e



31

dializada (1 g em 50 mL) (Milli Q, Millipore, EUA, resistividade 18 MQ*cm a 25°C) foi

injetada em uma coluna de troca ionica (Metrohm CARB 2). A separagéo dos constituintes do
leite ocorre devido a interacfes entre a fase mével (Hidroxido de sodio 200 ppm) com os ions
presentes na amostra, e entre a amostra com o eluente. Um detector ao final da linha do aparelhc
faz a leitura dos ions detectados, que € transmitida para o software (Metrohm, MagIC Net tm,
Suica). Ao se comparar a leitura da amostra com a leitura de padrdes de lactose previamente
lidos em sete concentracdes de 0 a 50 ppm, obtém-se, por equacdo de regressao linear, &

concentracdo de lactose da amostra (EITH et al., 2006).
3.5.7. Agucares totais

A determinacéo dos acUcares totais foi dada por diferenca nos outros constituintes das

amostras a partir da equagéo (6).

m
AgUcares totais (%, E) = 100 — Proteinas totais — Lipidios totais — RMF — umidade (6)

3.5.8. Residuo mineral fixo (RMF)método de incineragdo em mufla

A analise de residuo mineral fixo pelo método de incineracdo em forno tipo mufla,
consiste em uma completa incineracdo da matéria organica, restando assim apenas 0s minerais

(IAL, 2008). Apos este procedimento o teor de residuo mineral fixo foi calculado pela equagéo

7).

Pc — Pcadinho
RMF (%, m/v) = 5 x 100 (7)

em que RMF é o residuo mineral fixo (% m/v); PC é a massa do cadinho contendo as cinzas

(9); P cadinho é a massa do cadinho (g); e PA é a massa da amostra (g).

3.5.9. Composic¢ao mineral

A quantificacdo dos minerais presentes no leite humano foi realizada por analise com

espectrémetro de emissédo otica com plasma induzido (ICP OES) de acordo com Morgano et
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al. (2005). A analise de espectrometria por emissao o6tica com plasma induzido € uma técnica

que utiliza a excitacdo de atomos a partir de plasma de argbnio, os quais emitem uma radiacao
caracteristicas dos elementos presentes ha amostra em um comprimento de onda variando de
125 a 900 nm, os quais apoés separados pelo sistema 6tico séao identificados por detectores de

radiacdo especificos.

3.5.10. Acidez expressa em acido latico

A analise de acidez foi realizada por titulacdo de 1 mL de LHO com solucdo
padronizada de hidroxido de sodio e indicador fenolftaleina. O volume gasto de NaOH para
neutralizar o teor de acido presente no LHO, fornece a quantidade de &cidos presente no LHO

sendo 0s mesmos expressos em teor de acido latico (%, V/V) (IAL, 2008).

3.6. Caracterizacao dos acidos graxos

3.6.1. Amostra

A caracterizacdo dos acidos graxos foi realizada em 18 tratamentos em triplicata. As
amostras foram coletadas no banco de leite humano do Hospital Sdo Sebastido da cidade de
Vicosa, MG, sendo utilizadas amostras que seriam descartadas pelo BLH por se encontrarem
em ndo conformidade pela presenca de sujidades fisicas.

As amostras foram entdo transportadas do BLH ao Laboratério de Operacdes e
Processos da Universidade Federal de Vicosa (LOP/UFV), em caixa térmica com gelo para a
manutencdo da temperatura e integridade da amostra. Ja no LOP foram identificadas, filtradas
em filtro de tecido esterilizado por autoclavagem com porosidade de 45 um, para remocéao das
sujidades, pasteurizadas em banho termostatizado (Tecnal, Brasil) a uma temperatura de
62°C/30 minutos, separada uma aliquota de ZemLtubos Eppendorf (Eppendorf, Alemanha)

para andlise e acondicionadas em freezer (General Eletric, Brasil) a -18°C.
3.6.2. Extracao dos lipidios
Na metodologia de extracdo de lipidios adaptada de Bligh e Dyer (1959), o leite foi

descongelado até 40°C em banho termostatizado (Tecnal, TBr&a8i), e uma aliquota de 0,5

g foi pesada em balanca analitica (Shimadzu, AY 22080). Ao sistema foi adicionado de 3
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mL de uma mistura de 2:1 metanol:cloroférmio, para a extracdo dos lipidios. A mistura foi
mantida sob agitacdo manual por 30 min, seguida da adicdo de 1 mL de cloroférmio e de 1,8
mL de solucéo salina (0,9 g/mL de NaCl). ApGs a separacado das trés fases formadas, a parte
inferior (~ 2 mL) foi pipetada e levada a secagen?@®m banho seco (Labnet, D 1200,
EUA). Apbés a secagem, a massa de lipidios presentes nas amostras foi determinada por
gravimetria, obtendo-se uma média de 17,5 mg de lipidios. As fases superior e intermediéria

foram descartadas em frascos apropriados.

3.6.3. Derivatizacao

A amostra para a caracterizacdo de acidos graxos foi preparada pelo método de
transesterificacdo direta que foi adaptado da metodologia descrita por Martinez et al. (2012),
na qual foi adiciona em um frasco de derivatizagcdo 100 microlitros de um padréo de C11 como
padréo interno, em solucao de 10 mg/ml em hexano, entéo evaporado o hexano e posteriormente
adicionado 15 mg de 6leo, adicionou-se 1 ml de solucdo de KOH 1M em etanol 70%, manter
os frascos em banho seco por uma hora para saponificacdo a uma rotacdo de 200 rpm em mes:
agitadora (Marconi, MA 140/CF). Posteriormente, adicionar 300 pl de HCI 8M. Adicionou-se
2 ml de hexano e 1 ml de solucdo de NaCl a 0,9% (m/v), levar a aparelho de vortex e
posteriormente deixar sob repouso para separacao de fases. Pipetar 1 ml do sobrenadante par:
outro frasco e realizar lavagem da amostra com 1 ml de hexano por cinco vezes. A amostra foi
seca em estufa a 85 para remocédo do hexano. Sendo adicionado 2 mi8€:2% (v/v) em
metanol e levar em banho seco &®@or 90 minutos. Apos este procedimento, adiciona-se 1
ml de solugdo de NaCl 0,9% (m/v) e 2 ml de hexano. Coletou-se 1 ml do sobrenadante e o
transfere para um ependorf contendo 0,1 g de sulfato de sodio anidro. Procede-se agitacdo em
vortex (Phoenix Luferco, Brasil) por um minuto, posteriormente uma centrifugacdo a 2800 RCF
por 15 minutos (Eppendorf, Alemanha) e coleta-se 500 microlitros do sobrenadante ao qual foi
adicionado 500 microlitros de hexano em frasco vial apropriado e posteriormente levado ao
Cromatégrafo Gasoso (Shimadzu, GC-2010, Japéo) usando uma coluna capilar de 100 m x 0,25
mm (SP-2560, Sigma Aldrich, EUA), para que seja realizada a caracterizagdo dos &cidos
graxos.

Os acidos graxos foram identificados por meio dos tempos de retencdo dos FAMESs da
amostra comparados aos tempos de retencdo da mistura padrdo FAME (Supelco, 37
componentes FAMEs Mix, Sigma Aldrich, EUA). Trés repeticdes foram realizadas para a

analise de cada amostra.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composicao centesimal

Os componentes nutricionais do leite humano o qualificam como o melhor alimento
para o bebé pois, além do ganho de peso e do desenvolvimento, proporcionam protecao ao
organismo infantil e atuam na prevencdo de doencas (WALKER, 2010) como displasia
broncopulmonar, enterocolites necrosante, retinopatia severa, dentre outros (GIANNI;
ROGGERO; MOSCA, 2019).

Diversos fatores como periodo de lactacdo, genética e alimentacdo podem alterar a
composicao/propor¢cdo dos componentes nutricionais do leite humano (QIAN et al., 2010),
ertretanto ndo existem muitas informacdes sobre alteracfes causadas pelo processamento do
leite humano, tornando necessaria a obtencdo destas informacgdes.

Dentre os nutricionais sao identificados lipidios, proteinas, agucares e residuo mineral
fixo. Cada um destes nutrientes € constituido por diferentes compostos como acidos graxos para
os lipidios; enzimas, imunoglobulinas, aminoacidos e proteinas especificas para as proteinas;
lactose e oligossacarideos para os acgucares; e diversos minerais como calcio, potassio, ferro etc
para o residuo mineral fixo, que exercem fun¢des especificas no desenvolvimento do neonato.

As analises fisico-quimicas demonstraram a qualidade do LHO avaliado no presente
trabalho. A acidez média encontrada foi de 6°D, sendo que nenhuma das amostras utilizadas
ultrapassou o valor de 8°D (padrédo exigido pela RBBLH). O teor total médio de lipidios
encontrado no leite avaliado foi de 3,29%, e o teor de extrato seco médio foi de 11%.

A Tabela 3 mostra a composicéo nutricional dos trés tipos de leite de mistura, ndo
conforme pela presenca de sujidades fisicas, avaliados no presente trabalho. Sao eles, leite
humano cru (LHC), leite humano pasteurizado (LHP) e leite humano homogeneizado-
pasteurizado (LHHP).

Devido a analise de lipidios antes e ap0s a filtracdo pode-se observar uma perda média
de 0,5% £ 0,13 do teor total de lipidios presentes no leite humano apés a filtragéo.

Nao foi verificada diferenga significativa (p > 0,05) entre os resultados dos contetidos
dos componentes nutricionais do leite humano apds o processamento de pasteurizacdo e
homogeneizacéo seguida de pasteurizacao.

A auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos demonstra uma manutencao
nos teores de nutrientes do leite humano ordenhado, mesmo apds sofrer 0s processamentos de

pasteurizacdo e homogeneizagao seguida de pasteurizacao.
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Tabela 3- Composicao nutricional do leite humano n&o conforme, leite humano cru (LHC),
leite humano pasteurizado (LHP) e leite humano homogeneizado-pasteurizado (LHHP)

Compostos LHC +sd LHP £ sd LHHP + sd
Umidade * 88,35+ 0,157 88,37 £ 0,163 88,27 £ 0,169
Lipidios * 3,310,042 3,29 + 0,039 3,27 £ 0,045
Proteinas * 1,1 +£0,068 1,093 £ 0,076 1,098 £ 0,074
Lactose * 6,42 +0, 18 6,41 +0,14 6,55+ 0,25
Cinzas * 0, 26 £ 0,022 0,25 £ 0,015 0,24 £ 0,018
Na ** 20,35+ 1,98 20,31 +2,01 20,29 + 2,17
Mg ** 2,17 £0,19 2,15+0,12 2,14 £0,17
p ** 9,2+0,88 9,19 + 0,97 9,16 + 0,93
K ** 34,91 +£2,84 33,54 +£2,61 32,99 + 2,59
Ca ** 20,23 + 0,92 19,98 + 0,52 19,82 + 0,81
Fe ** 0,027 £ 0,011 0,025 + 0,014 0,022 +£ 0,016
Zn ** 0,501 + 0,061 0,497 £ 0,056 0, 486 + 0,058

sd = Desvio Padréao; * g/100 mL; ** mg/100 mL.

O leite humano, ndo conforme pela presenca de sujidades fisicas, apresenta

concentracdo de seus macronutrientes em conformidade com a literatura (CEDERLUND et al.,

2013; DROR; ALLEN, 2018).

O conteudo proteico do leite humano conceitua um importante fator no ganho de peso

e crescimento do neonato, havendo um grande aumento em seus teores em caso de nasciment
prematuro (BAUER; GERSS, 2011).

Observa-se na Figura 1 que as proteinas do leite humano analisado sdo,

majoritariamente, compostas por caseina, lactoferrina, alfa-lactoalbumina, imunogl@bulina-

(IgG) e imunoglobulina-A (IgA).

A Tabela 4 indica que o tipo de processamento ndo alterou significativamente (p >

0,05; teste de Tukey) as concentracbes das proteinas do LHO, demonstrando que o

processamento ndo afetou os teores de proteinas especificas do LHO e assim 0 mesmo Se

mantendo 6timo nutricionalmente para sua utilizagéo.
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Figura 1—- Composicao proteica do LHO (cromatdgrafo de ions, separacdo por exclusao
molecular, coluna SUPERDEX 75 e 280 nm)

Alfa-lactoalbumina

Caseina Lactoferrina| IgG IgA

mAU

™% |

Tabela 4- Concentracdes das proteinas no LHO em cada tratamento

Proteinas LHO + sd LHP +sd LHHP + sd
Caseina* 1,6 +0,082 1,6 +0,16 1,57 £0,17
Lactoferrina* 25+0,24 2,5+0,26 2,5+0,16
Alfa-lactoalbumina* 2,98 £ 0,26 2,98 +0,22 2,98 +0,21
lgG** 29,8 + 2,69 28,85+ 2,97 28,52 + 3,05
[gA** 146,97 + 3,07 145,13 + 2,83 143,77 £ 2,81

Sd= Desvio Padrao; * mg/mL; ** ug/mL.

As proteinas presentes no leite humano sédo vulneraveis a desnaturacdo devido ao
processamento térmico e mecanico (PERMANYER et al., 2010). Dentre as proteinas mais
sensiveis ao processamento do leite humano estdo as imunoglobulinas, como IgA e IgG
(CASTRO-ALBARRAN et al., 2016). Pelo motivo das imunoglobulinas serem oriundas da
transferéncia de imunidade materna, existe uma grande preocupagdo com a perda destas
proteinas, pois esta ocasionaria perda de imunidade para o neonato (PICAUD; BUFFIN, 2017).

Entretanto neste trabalho mesmo as proteinas sendo sensiveis a desnaturacdo por
tratamentos térmicos e mecanicos, nao foram observadas alteracdes significativas (p > 0,05) em
suas concentracgdes durante os tratamentos, demonstrando entao que os tratamentos empregadc
no LHO n&o causaram perdas nutricionais no contetdo proteico do LHO.

A andlise de eletroforese, apresentada na Figura 2, indicou a presenca das mesmas

proteinas detectadas por cromatografia por exclusdo molecular com excecdo das
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imunoglobulinas. Observa-se também a presenca de peptidios menores e a divisdo da caseina
As intensidades da maior parte das bandas de eletroforese foram mais evidentes nos leites 2
(LHP) e 3 (LHHP), o que denota uma maior desnaturacéao das proteinas nos leites processados.
Essa maior desnaturacdo também € evidenciada pelo fato de haver maior concentracdo de

peptidios devido a bandas mais espessas nos leites processados.

Figura 2— Perfis proteicos SDS PAGE (30% T e 2,7% C): gel de concentracéo de 4,5% e gel
de separacao de 14%. Pool de leite humano na fase maduro, agm 20

Lactoferrina = 80 KDa
Kapa caseina = 43,7 KDa

Alfa caseina = 37,3 KDa
Beta Caseina =33 KDa

Peptidios

Canaleta 1: padréo de massa molecular; Canaleta 2: L3 (leite homogeneizado-pasteurizado);
Canaleta 3: L2 (leite pasteurizado); e Canaleta 3: L1 (leite cru).

A lactoferrina tem fungdo imunomoduladora e atividade antibacteriana e antiviral,
alfa-lactoalbumina contém peptidios prebidticos e imunoestimulatérios, kappa-caseina
apresenta atividade antibacteriana e as 1gG e IgA representam a transferéncia deemunidad
maternal (LONNERDAL, 2016).

Proteinas como as lactoferrina, alfa-caseina e beta-caseina apresentaram bandas mais
espessas no leite cru indicando concentracbes maiores neste tipo de leite. Proteinas como
lactoferrina, alfa e beta caseina apresentaram bandas com maiores intensidade para os leites
processados indicando maior desnaturacdo para esses tipos de leite.

A lactose é o carboidrato majoritario (6,41%) no leite humano (Tabela 3 e Figura 3),
sendo a concentracao média de lactose encontrada no leite humano (~7%) (VENEMA, 2012)
A lactose presente no leite humano é uma fonte de energia metabolizada pelo intestino, atua na
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homeostase intestinal, no desenvolvimento da microbiota intestinal, na resposta imune inata do
neonato por meio da estimulacao da expressao do gene do peptideo antimicrobiano catalicidina
e fornece ao organismo as proporcdes adequadas de galactose e glicose. A glicose prové energiz
para as reac0es aerbbicas e anaerbbicas e ATP a cada célula do corpo, enquariaxtpsea ga

age no desenvolvimento do cérebro (CEDERLUND et al., 2013; VENEMA, 2012; ADAM,;
RUBIO-TEXEIRA; POLAINA, 2004).

Figura 3— Cromatogramas obtidos por cromatografia de ions usando coluna Carb 2 para
separacdo da mistura de padrdes de acucares, com fase moével composta de hidroxido de sodic
200 ppm em agua deionizada, 0,5mL/min
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Observa-se na Tabela 3 que o conteddo de minerais do LHO néo sofreu alteracdes
significativas (p > 0,05) devido ao processamento. De acordo com Li et al. (2016), as
concentracdes dos minerais presentes no leite humano séo controlados por mecanismos de
homeostase das células mamarias, sdo alteradas com as mudancas das fases de lactacéo e n
se alteram com modificacBes na dieta materna. Estes autores também verificaram menores
propor¢cdes de minerais em leites com maiores teores de lactose, provavelmente visando uma
compensacao do potencial osmaético do leite materno.

O consumo de proporc¢des inadequadas de algum mineral pode levar a prejuizos no
crescimento do neonato (WEI et al., 2020). Por exemplo, a redugdo na ingestao de calcio,
indispensavel para a formacdo da massa 0ssea do neonato, pode provocar problemas 0sseo
(ABRAMS, 2006). A absorcéo de célcio do leite humano se torna maior pela presenca do acido
palmitico na posi¢céo Sn2 do triacilglicerol, pois durante a digestdo o acido palmitico auxilia na

conducéo do célcio facilitando sua absorcao pelo orgarihNhiS, 2011).
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A ingestdo de ferro é necessaria para a formacdo e composicdo da hemoglobina,
evitando o acometimento por anemia (SWAMINATHAN et al., 2019), além do ferro ser
essencial para o neurodesenvolvimento (BAKER et al., 2010).

Os lipidios do leite humano séo responsaveis por grande parte do ganho de peso do
lactente, e por aproximadamente 50% da energia fornecida pelo leite humano (GROTE et al.,
2016). Os lipidios do leite humano sdo compostos por aproximadamente 98% de triacilglicerois
esterificados, 0,5% de colesterol, 0,8% de fosfolipidios além de outros lipidios (KIM; FRIEL,
2012).

Na composicdo dos lipidios do leite humano, encontram-se A&cidos graxos
imprescindiveis para o desenvolvimento do recém-nascido, como os 4cidos docosahexaendico
(DHA), aracdbnico (ARA) e eicosapentanoico (EPA) que fazem parte do desenvolvimento do
sistema visual e cognitivo do bebé (INNIS, 2014). Assim como também estdo presentes seus
percursores, os acidos graxos essenciais acido linoleico (AL) e acidos alfa linolénico (ALA)
(DEMMELMAIR; KOLETZKO, 2018).

Verificou-se entdo que os tratamentos empregados no LHO neste trabalho néo
ocasionaram em perdas nutricionais, mantendo 0 mesmo como uma Otima fonte destes

nutrientes especificos tdo necessarios para a nutricdo dos neonatos.

4.2. Perfil de acidos graxos do leite humano ordenhado

A literatura relata que a composicao de acidos graxos do leite humano varia de acordo
com a alimentacdo materna, assim como com os diferentes estagios de lactacdo (YUHAS;
PRAMUK; LIEN, 2006; DELPLANQUE et al., 2015; GEORGE et al., 2018). Foram
observadas diferencas significativas, a 5% de significancia, na composicdo dos acidos graxos
dos leites analisados. Essas diferencas estdo apresentadas na Tabela 5 e apontam para uma n.
uniformidade nos teores de AG, possivelmente originada pela variedade e rotatividade de
doadoras no BLH, além do fato da composicao do leite humano poder sofrer alteracdes entre
periodos, no decorrer do dia e em uma mesma mamada.

Apesar da ndo uniformidade nas concentracbes dos acidos graxos, observa-se a
manutencao nas distribuicdes de AG, entre os seus tipos mais abundantes. Verificou-se uma
maior concentracdo de acidos graxos na ordem decrescente de AG saturados, AG

monoinsaturados e AG poli-insaturados.



Tabela 5- Perfil lipidico do leite humano de 18 coletas e andlise de diferencas entre a concentracdo de cada acido graxo por coleta

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
C8:.0 0,0371c 0,0398b 0,0258f 0,0155h 0,0248f 0,0186g 0,0328d 0,0272e 0,02g 0,0276e 0,0286e 0,0344d 0,0240f 0,0288e 0,03,25d 0,0333d 0,0296e 0,0456a
C10:0 159i 180h 191g 208e 246d 244d 244d 212e 184h 288b 3,16a 1,93f 250d 186g 182h 205e 2,75c¢ 249d
C12:0 724d 892b 825b 866b 783c 870b 856b 857b 723d 885b 10,22a 745d 745d 668e 7,19d 736d 660e 644e
C14:0 6,22 ] 789e 7,64f 8,19d 6,61i 934b 7,73f 892c 730g 834d 994a 685h 691h 7,73f 7,84 e 7,65 f 9,83a 9,18b
Ci4:1 0,0148g 0,0157g 0,0206e 0,0172f 0,0269c 0,0193f 0,0214e 0,0236d 0,0217e 0,0227d 0,0155g 0,0184f 0,0206e 0,0225d 0,0222d 0,0364b 0,0414a 0,0365b
C15:0 0,0156e 0,0165e 0,0159e 0,0176d 0,0216b 0,0190c 0,0189c 0,0188c 0,0212b 0,0234a 0,0179d 0,0205b 0,0194c 0,0196c 0,0222a 0,0237a 0,0177d 0,0198c
C16:0 22,28b 21,86c 21,29d 21,38d 21,8c 21,85c 21,76c 2082e 2159c 2242b 21,35d 2289a 2028f 2259b 2147d 21,71c 2142d 2162c
Cie6:1 238b 286a 231b 229b 315a 2,03c 2,71a 238b 255b 228b 227b 239b 286a 135d 188c 146d 1,18d 1,79c
C17:0 0,0138] 0,0173i 0,0176i 0,0191g 0,0205f 0,0227d 0,0218e 0,0194g 0,0219e 0,0249a 0,0183h 0,0253a 0,0224d 0,0221e 0,0212f 0,0208f 0,0240b 0,0232c
Cira 0,0117f 0,0117f 0,0116f 0,0132e 0,0157d 0,0133e 0,014le 0,0139e 0,0148d 0,0131e 0,0102g 0,0173c 0,0159d 0,0178c 0,0119f 0,0337a 0,0156d 0,0198b
C18:0 572b 599b 596b 587b 567b 606b 566b 556b 582b 656a 558b 666a 544b 680a 642a 655a 6,10b 514b

C18:1n9t 0,03d 0,0524a 0,0428b 0,0327d 0,0413c 0,0501* 0,0502a 0,0483a 0,0384c 0,0324d 0,0377c 0,0438b 0,0514% 0,0477a 0,0494a 0,0457b 0,0338d 0,0514a
C18:1n9c 30,98a 2955f 28,641 27,661 29,69e 27661 27,79k 28,06j 29,30g 26,16m 2424n 3066b 30,71b 30,23c 3094a 2988d 29,09h 28,06]j
Ci8:2néc 1863c 17,10f 1864c 1869c 17,38e 1588i 1749e 1888b 1886b 1490k 16949 1556 1956a 17,78d 17,43e 18,75c 16,67h 1894D

C20:0 0,027k 0,0304i 0,0289] 0,0322g 0,034f 0,0322g 0,0371c 0,0365d 0,0327g 0,0363d 0,0335f 0,0332f 0,0355e 0,01241 0,0376c 0,0398b 0,0474a 0,0312h
C18:3n3  1,38f 147d 177b 189a 150d 164c 1,76b 194a 195a 149d 162c 123g 1,79b 1,73b 14le 1,34f 167c 1,80b

C20:2 0,0336d 0,0392c 0,0401c 0,0436b 0,0448b 0,0335d 0,0384c 0,0354d 0,0394c 0,0344d 0,0364d 0,0497a 0,0405c 0,0404c 0,0362d 0,0245e 0,0357d 0,0363d
C22:1n9  0,0515c 0,0385e 0,0478d 0,0465d 0,0527c 0,0295f 0,0388e 0,0425e 0,0495c 0,0556b 0,0397e 0,0452d 0,0566b 0,0265f 0,0257f 0,0643a 0,0366e 0,0437d
C22:0 0,0284i 0,0409e 0,0396f 0,0496c 0,0486¢c 0,0409e 0,0509b 0,0505b 0,0461d 0,0419e 0,0415e 0,0365g 0,0326h 0,0633a 0,062a 0,0254] 0,0296i 0,0259]

C20:4n6 0422e 0,425 0483d 0,610a 0,585b 0,524c 0,616a 0563b 0,60la 0,543c 0,537c 0,507d 0,586b 0,149 0,552c 0,437e 0,443e 0,350f
c22.6n3 0,76d 100c 063e 087c 089c 055e 0,33f 0,159 0,72d 227a 156b 080c 089c 090c 089c 066e 0,71d 080c

Letras diferentes em cada linha informam as diferencas entre as concentracdesdielcapiaxo pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia, entre as diferentes coletas
realizadas.

ov
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Em todas as amostras analisadas, observou-se uma maior concentracéo do acido oleico
(C18:1n9c), seguida pelo acido palmitico (C16:0) e entéo pelo acido linoleico (C18:2n6c).

Na presente pesquisa foram identificados e analisados 21 acidos graxos no leite, dentre
0S quais oito se apresentam em maior concentracdo média, perfazendo 92,67% do total dos
acidos graxos do perfil lipidico (Tabela 5). Sdo eles o &cido laurico (C12:0, 7,9%), acido
miristico (C14:0, 8,01%), &cido palmitico (C16:0, 21,7%), &cido estearico (C18:0, 5,98%),
acido oleico (C18:1n9c, 28,9%), acido linoleico (C18:2n6c, 17,7%), acido linolénico (C18:3n3,
1,63%) e acido docosa-hexaenoico (DHA; C22:6n3, 0,85%).

Os &cidos graxos presentes no leite analisado sé@o classificados em acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-insaturados. Os &cidos graxos saturados em maior
concentracdo foram o C16:0, seguido de C12:0 e C14:0. O C14:0 apresentou concentracfes
maiores que o C12:0 nas coletas 6, 8, 9, 14, 15, 16, 17 e 18, compondo na média uma
concentracdo um pouco maior de C14 que a do C12:0. Na coleta de niumero 14, o C18:0
apresentou maiores concentragdes que o C12:0 (Tabela 5).

O &cido oleico (C18:1n9c), é o acido graxo mais abundante no leite, mesmo que a
variacao estatistica entre as coletas avaliadas tenha sido elevada (24,24 a 30,98%). A coleta 1
exibiu a maior concentracdo de &cido oleico (30,98%) e a coleta 11 a menor concentracao
(24,24%), sendo este o AG cuja variacao estatistica foi maior, com média de 28,9% entre as 18
coletas.

As coletas em concentragdes de acido oleico estatisticamente iguais (p > 0,05) foram
as coletas 1 e 15; 12 e 13; 8 € 18; e 4 e 6, como mostra a Tabela 5.

Foram identificados também cinco &cidos graxos poli-insaturados: &cido linoleico
(C18:2n6¢c— AL; 17,67%), acido docosa-hexaenoico (DHA C22:6n3; 0,85%), acido
linolénico (C18:3n3- ALA; 1,63%), o &cido araquidénico (C20:4nB\RA; 0,496 %) e o0 acido
eicosadienodico (C20:2; 0,0379 %). O conteudo de acido linoleico, & semelhanca de outros
acidos graxos, também exibiu variacbes entre as amostras. As coletas com teores de AL
considerados iguais estatisticamente foram as 8,9 e 18; 1, 3,4 e 16; e 5, 7 e 15. As coletas 13
e 10 apresentaram a maior e a menor concentracéo de AL, respectivamente.

A maior concentracdo de &cido linolénico foi a da coleta 9 (1,95%), que é idéntica
estatisticamente as coletas 4 e 8, enquanto a menor fragdo foi encontrada na coleta 12 (1,23%).
A proporgcao média entre AL e ALA observada foi de 11:1.

O conteldo de acido docosaexaenoico em todas as amostras de leite foi elevado (média
de 0,85 + 0,45), situando-se inclusive acima de muitos dos valores encontrados na literatura

para diversas regibes e paises do mundo. As coletas 10 e 11 apresentaram as maiores
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concentracdes de DHA. Apesar da grande variabilidade de médias nas concentraéffes de D
as coletas iguais estatisticamente foram as 2, 4, 5, 12, 13,14,15e 18;1,9e 17;e 3, 6 e 16.

Os teores de &cido araquidénico mostraram grande variacdo nas médias. Na coleta 14
foi observada a menor concentracéo, nas coletas 4, 5, 7, 8, 9 e 13 as maiores conatracdes
ARA e nas coletas 4, 7 ¢ 9 nao foram verificadas variabilidade estatistica (p < 5%).

Foram observadas poucas correlacdes significativas entre os acidos graxos
identificados no leite humano (Tabela 6).

O acido linolénico apresentou correlacdo negativa e baixa (-0,30) com o DHA
demonstrando que quanto maior o teor de DHA menor o teor de acido linolénico, entretanto
esta correlacdo ndo € significativa estatisticamente, o que pode vir a indicar que apenas uma
pequena quantidade do teor de DHA presente no leite humano provém do seu percursor,
podendo ser oriundas de outras fontes como possivelmente da dieta materna ou de suas reserva
corpéreas.

Como observado na Tabela 6, o acido decosahexaem@icapresentou correlacéo
forte com nenhum &cido graxo neste estudo, sendo as Unicas correlagdes estatisticamente
significativas a p < 0,05 as encontradas com o acido céprico (0,46) e com o 4cido linoleico
(-0,5).

A correlacgédo positiva moderada entre o 4cido cdprico e o DHA, demonstra o aumento
de um quando ocorre o aumento do outro. J4 a correlagdo negativa moderada entre o DHA e o
acido linoleico, demonstra que quando ocorre 0 aumento de um ocorre a reducao dos teores do
outro.

O &cido linoleico apresentou correlacdo negativa ndo significativa e muito baixa
(-0,03) com o ARA o que pode demonstrar que apesar de haver uma pequena diminuicdo do
acido linoleico quando ocorre um aumento do acido araquidbénico, a maior parte do ARA
encontrado no leite humano parece provir de outras fontes (como dieta e reservas corpéreas)
gue ndo o seu percursor. Tendo o acido linoleico apresentado correlagdo estatisticamente
significante apenas com o acido estearico (-0,52) e acido palmitico (-0,61), sendo ambas

correlagdes negativas.



Tabela 6- Correlacdo de Pearson entre os acidos graxos do leite humano analisado

C8:0 C10:0 C12:.0 C14:0 Ci14:1 C150 Ci16:0 Ci16:1 C17:0 C17:1 C18:0 C18:1n9t C18:1n9c C18:2n6c C20:0 C18:3n3 C20:2 C22:1n9 C22:0 C20:4n6 C22:6n3

C8:0 1

C10:0 -0,13 1

C12:0 -0,3 0,38 1

C14:0 -0,04 0,62* 0,3 1

Ci4a 0,26 027 -0,58* 0,32 1

C15:0 -0,05 0,16 -0,21  -0,11 0,37 1

C16:0 029 -023 -0,14 -025 -0,12 0,19 1

Ci6:1 -0,16 -0,03 0,45 -0,48* -0,59* -0,14 -0,17 1

C17:0 -0,08 04 -0,3 0,23 045 062 018 -0,28 1

Cir1 022 -0,08 -045 -0,11 0,64 0,55 009 -044 03 1
C18:0 -0,06 -0,27 -0,15 -0,15 0,01 0,41 0,62 -045 032 0,27 1

Ci8:1n9t 0,29 -0,14 -0,09 0,03 0,06 0,12 -0,22 008 0,19 0,21 -01 1

C18:1n9c 0,21 -0,73** -0,73* -0,71** 0,09 0,07 0,12 -0,02 -0,04 0,28 0,26 0,23 1

Ci8:2n6¢c -0,010 -0,37 -0,31 -0,25 0,1 -0,22 -0,61* 0,07 -045 0,23 -0,52* 0,17 0,3 1

C20:0 -0,03 043 0,08 0,3 0,46* 0,25 -04 -0,01 028 014 -0,16 -0,12 -0,15 -0,15 1

C18:3n3 -0,44 0,14 0,05 0,33 0,04 -0,27 -0,58** 0,05 0 -0,23 -0,53* 0,09 -0,32 0,51* -0,1 1

C20:2 -0,19 -0,12 0 -0,34 -0,38 -0,19 0,16 0,48* 0,16 -0,41 -0,03 0 0,17 -0,13 -0,27 0,09 1

C22:1n9 -0,04 0,06 0 -0,42 0,14 0,25 -0,14 032 -0,09 044 -0,17 -0,33 0,04 0,29 0,26 -0,12 -0,14 1

C22:0 -0,36  -0,19 0,18 -0,05 -0,38 0,13 0,08 011 0,02 -0,39 0,27 0,17 -0,02 -0,11 -0,36 0,23 0,33 -0,58* 1

C20:4n6 -0,48* 0,25 047 -0,07 -0,25 0,13 -0,43 0,61 002 -03 -0,34 -0,15 -0,25 -0,03 0,61* 0,15 0,16 0,3 0,06 1
c22:6n3 0,01 046* 0,32 0,11 -0,16 0,29 0,28 0,03 017 -0,19 0,26 -0,42 -0,42 -0,50*  -0,04 -0,3 -0,01 0,18 -0,02 -0,02 1

Significancia da correlagdo Pearson entre &cidos graxos do leite humantt $0,05. ** p-valor < 0,01.
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O &cido palmitico apresentou correlacdo positiva moderada com o &cido esteéarico
(0,62) e baixa com o acido heptadecandico (0,18), acido oleico (0,12), 4cido eicosadiendico
(0,16) e DHA (0,28) além de demonstrar correlacdo negativa moderada com o acido linoleico
(-0,61) e acido linolénico (-0,58), uma correlacdo negativa fraca com os acidos araquidico
(-0,40), araquiddnico (-0,43), palmitoleico (-0,17), elaidico (-0,22) e erucico (-0,14), como visto
na Tabela 6. Estes dados demonstram que os teores de acido palmitico no leite humano estac
correlacionados medianamente com os teores do acido estearico, indicando um aumento do teor
de acido palmitico correlacionado a um aumento do teor do acido estearico.

Foi observada também uma correlacdo negativa entre as concentracdes de acido
palmitico e os teores dos &cidos linoleico, linolénico, indicando uma reducédo das concentracdes
destes acidos graxos com o aumento dos teores de acido palmitico. Sendo que apenas as
correlagBes encontradas do acido palmitico com os acidos esteérico, linoleico e linolénico sao
estatisticamente significativas.

Os lipidios presentes no leite humano contém uma variedade de componentes
indispensaveis para o bom desenvolvimento e funcionamento do organismo, como 0s acidos
graxos monoinsaturados, saturados, poli-insaturados (PUFAS), além de vitaminas lipossoluveis
(DELPLANQUE et al., 2015).

Muitos estudos da literatura, nos quais os AG do leite humano s&o avaliados,
descrevem diferencas nos perfis lipidicos, associadas a diferentes regides e a alimentacéo da
nutriz (YUHAS; PRAMUK; LIEN, 2006; NISHIMURA et al., 2013; BARREIRO et al., 2018)

A dieta é a principal responséavel pela variabilidade dos AG (DEMMELMAIR; KOLETZKO,
2018).

Em paises como México e Chile, nos quais uma elevada quantidade de milho é
consumida, o leite humano pode conter uma alta propor¢édo de acido linoleico; enquanto que
em paises nos quais as dietas se baseiam em alimentos pobres em acidos graxos essenciais, e
gorduras totais e com altos teores de carboidratos, como nas Philipinas e na Nigéria, o leite
humano possui menores concentragdes de acido linoleico e acido linolénico bem como maiores
teores de acido miristico e acido laurico, quando comparados com os valores das médias desses
AG em outros paises (YUHAS; PRAMUK; LIEN, 2006; KIM; FRIEL, 2012).

Na literatura sdo encontrados estudos do perfil lipidico do LH, tanto de individuos
quanto de grupos de individuos (YUHAS; PRAMUK; LIEN, 2006; NISHIMURA et al., 2013;
ANDREAS; KAMPMANN; LE-DOARE, 2016; BARREIRO et al., 2018). O presente estudo
difere dagueles encontrados na literatura pelo tipo de matriz empregada, ou seja, o pool de leite

humano ndo conforme, somente pela presenca de sujidades fisicas, de um BLH. Nao tendo
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havido alterac6es de acidez pode-se tratar o LHO como um no qual ndo houve alteracdes
microbiolégicas causadas por fermentacdo, sendo a carga microbiolégica reduzida com a
pasteurizacdo antes de sua utilizacéo, seguindo os formatos que ocorrem no BLH.

Devido a importancia relaciona aos lipidios presentes no LH no desenvolvimento do
neonato, assim como suas caracteristicas especificas voltadas para estes, vimos neste LHO qu
seria descartado, a possibilidade de utilizagdo assim como de seus lipidios, na formulagéo de
leites homologos para fortificacdo de formulagcfes e alimentacdo dos neonatos. Evitando com
o reaproveitamento do LHO que seria descartado por sujidades, que este alimento seja
desperdicado. Assim, informacdes acerca da composicdo de AG do pool de leite humano
utilizada pelo BLH dessa microrregido da Zona da Mata mineira foram obtidas.

De acordo com dados encontrados na literatura a alimentacédo predominante na regido
onde o estudo foi realizado se caracteriza pela maior proporcéo de carboidratos, com teores de
lipidios e proteinas semelhantes, sendo os carboidratos mais consumidos o arroz; agucar; pao;
tubérculos; e macarrdo, as proteinas mais consumidas oriundas de origem animal,
principalmente bovina, além de um alto consumo de leite (LIMA et al., 1989; DE SALES et
al., 2006). Estas caracteristicas dietarias, corroboram com a aburdi@cialo miristico e
estearico, assim como os valores encontrados de acidos graxos saturados, entretanto é
necessario estudos mais recentes sobre o consumo alimentar da regido para melhores

elucidacdes sobre sua influéncia no leite materno.

4.2.1. Acidos graxos saturados (AGS)

Dietas com altos teores de gordura, como produtos de origem animal e fast foods,
podem aumentar o teor dos &acidos graxos saturados no leite humano. No organismo, cada acido
graxo saturado segue uma linha metabodlica diferente, tendo variadas fungbes no seu
desenvolvimento e funcionamento (RIOUX; LEGRAND, 2007).

Os acidos graxos saturados presentes no LH encosr@m uma concentracao
média de 45,8% no perfil lipidico, como visto na Tabela 7. Tal valor médio é proximo do
reportado na literatura para a Australia, o Reino Unido, Japao e Brasil, abaixo das Philipinas e

acima da média de outros paises.



Tabela 7- Médias da composicéo de &cidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados, comparadas aos dados pE2pedgises de

Espanha Australia Canada Chile China R. Reino Unido México Philipinas ES;%%(;S Japao Rigé?%(:)eggto
Presente estudo Taiwan (WU (BARREIRO (YUHAS; (YUHAS; (YUHAS; (YUHAS; (YUHAS; (YUHAS; (YUHAS; (YUHAS; (YUHAS; Brasil
etal., 2010) etal., 2018) PRAMUK; PRAMUK; PRAMUK; PRAMUK; PRAMUK; PRAMUK; PRAMUK; PRAMUK; PRAMUK; (NISHIMURA
LIEN, 2006)  LIEN, 2006)  LIEN, 2006)  LIEN, 2006)  LIEN, 2006) LIEN, 2006)  LIEN, 2006) LIEN, 2006) LIEN, 2006) etal., 2013)
Acidos graxos saturados

C8:0 0,0292 + 7,23e-07 0,12 + 0,05 NI 0,2+0,01 0,17 £0,0 0,2+0,0 0,17 £0,0 0,2+0,01 0,19 +£0,01 0,28 £0,01 0,16 + 0,01 0,22 +£0,01 0,29+0,1
C10:0 2,23 +0,40 1,02 £0,17 NI 1,62 £0,04 1,66 + 0,05 1,87 £ 0,06 1,67 +£0,06 1,84 £ 0,05 1,46 £ 0,04 2,35+ 0,06 1,5+0,05 2,00 + 0,05 1,95+0,5
C12:0 7,90 + 0,86 3,71+0,70 6,24+191 549+0,22 5,25+0,23 6,15+ 0,34 4,24 + 0,26 4,99 + 0,24 4,97 +0,23 13,82 +0,47 4,4+0,22 5,86 + 0,24 7,46 +2,6
C14:0 8,01+£1,0 3,98 0,62 6,09+1,47 6,28+0,23 5,84 £0,27 6,8+0,34 3,61+0,23 5,87 +0,23 557 +0,24 12,12+0,39  4,91+0,23 6,11 +£0,25 6,81+2,3
C15:0 0,0194 + 2,09e-07 0,21+0,02 0,29+0,08 0,39+0,01 0,33 +0,01 0,3+0,01 0,12 + 0,01 0,13 +£ 0,02 0,31+0,01 0,21 +0,01 0,29 +0,01 0,29 +£0,01 0,23+0,1
C16:0 21,7 0,62 20,01+0,43 2025+156 22,26+0,31 18,67+0,32 18,79+0,30 1862+0,26 2259+031 1991+0,25 23,02+0,28 1926+0,29 20,2+0,25 195+2,0
C17:0 0,0209 + 2,16e-07 0,32+0,01 0,35+0,06 0,41+0,01 0,32 +0,01 0,35+0,01 0,22 +0,01 0,29 + 0,01 0,33+0,01 0,24 +£0,01 0,32+0,01 0,32 +0,01 0,29+0,1
C18:0 5,98 +£0,52 6,76 £ 0,51 6,66 0,71 6,77 +0,20 5,83+0,12 5,77 +£0,16 6,13+0,14 6,25+0,15 6,07 £0,15 4,75 +0,13 6,21 +0,18 6,14 £ 0,16 582+1,0

C20:0 0,0332 + 6,54e-07 0,2+0,01 0,15+ 0,03 0,2+0,01 0,2+0,01 0,21 +0,01 0,2+0,01 0,2+0,01 0,18 £0,00 0,13 £0,00 0,19 +£0,01 0,2+0,01 0,009 +0,0
C22:0 0,0419 + 1,09e-06 0,06 £ 0,00 0,06 £0,02 0,08 0,00 0,1+0,00 0,09 £ 0,00 0,09 £0,01 0,08 £ 0,00 0,08 £ 0,00 0,06 £ 0,00 0,09 £0,01 0,09 £ 0,00 0,03+0,0
Total 45,8 36,39 40,09 43,7 38,37 40,53 36,07 42,44 39,07 56,98 37,33 41,43 42,39

Acidos graxos monoinsaturados (MUFAS)
Cl4:1 0,0232 + 5,47e-07 0,1+0,02 0,19+0,05 0,31+0,01 0,25 + 0,01 0,18 £ 0,01 0,06 + 0,00 0,28 + 0,02 0,20 +£ 0,01 0,50 + 0,02 0,22 +0,01 0,2+0,01 0,19+0,1

Ci16:1 2,23+0,43 0,07 £0,01 1,94+0,32 2,97+0,11 2,79+0,12 2,7+0.1 1,88 + 0,05 2,85+0,12 2,64 £0,09 4,59 £ 0,15 2,64+0,11 2,56 £ 0,08 2,11+0,7
C17:1 0,0153 + 4,34e-07 0,18+0,01 0,17+0,03 0,34+0,01 0,28 £0,01 0,27 £0,27 0,17 + 0,00 0,27 £ 0,01 0,24 +£0,01 0,23 +0,01 0,26 + 0,01 0,25+ 0,01 0,18 +0,0
C18:1n9t 0,0433 + 7,50e-07 NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI NI 0,28 +0,1
C18:1n9c 28,9+1,74 27,45+1,06 3517+2,74 3223+044 3518+0,5 26,19+046 36,49+045 3328+04 30,79+044 2185+051 32,77+0,48 31,43+0,40 26,46+28
C22:1n9 0,0440 + 1,05e-06 0,09+0,03 0,05+0,02 0,08+0,00 0,11 +£ 0,00 0,14 +£0,01 1,21+0,14 0,10 + 0,00 0,08 + 0,00 0,07 +£0,00 0,08 + 0,00 0,13 +£0,01 0,04 +0,0
Total 31,26 27,89 37,43 35,93 38,61 29,48 39,81 36,78 33,95 27,24 35,97 34,57 29,26
Acidos graxos poli-insaturados (PUFAS)
C18:2n6c 17,7 +1,29 23,2+1,12 14,28+397 10,66+0,34 11,48+042 17,75+058 1488+042 1045+041 16,05+051 7,90+0,24 14,78 +0,39 12,66+0,25 20,96 +4,4
C18:3n3 1,63+0,21 182+0,16 0,51+0,12 0,9+0,04 1,22+0,05 1,14 £ 0,07 2,02 £ 0,06 1,22 £ 0,06 1,05+0,06 0,43 +£0,02 1,05+ 0,05 1,33+0,05 154+0/4
C20:2 0,0379 + 5,31e-07 0,03+0,01 0,24 +0,05 0,2+0,01 0,21 +£0,01 0,54 +£0,03 0,39 +£0,01 0,22 +0,01 0,34 £0,01 0,23 +£0,01 0,27 £0,01 0,25 +0,01 NI
C20:4n6 0,496 + 0,11 0,54+0,06 042+0,10 0,38+0,01 0,37 £0,01 0,42 +£0,02 0,49 + 0,02 0,36 + 0,01 0,42 +£0,01 0,39 +£0,01 0,45 + 0,02 0,40 £0,01 0,48 +0,1
C22:6n3 0,85 + 0,45 091+0,15 0,28+0,15 0,23+0,03 0,17 £0,01 0,43 +£0,03 0,35+ 0,02 0,24 +0,01 0,26 +0,03 0,74 +£0,05 0,17 0,02 0,99 + 0,08 0,09+0,1
Total 20,7 26,5 15,73 12,37 13,45 20,28 18,13 12,49 18,12 9,69 16,72 15,63 23,07

Médias dos teores de &cidos graxos saturados, MUFAs e PUFAs do LH obtiddaBtitthde de Vigosa, Minas Gerais, Brasil, comparadas as observadas em outros paises,
sendo analisado em alguns destes paises regides especificas do mesmo-(Raigides de Taipei e Kaohsiung; EspaniRegido da Galicia; Brasil - Cidade de Ribeirdo
Preto).

1%
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Esta variacdo nas concentrac@es de 4cidos graxos saturados observada em diferentes
paises e inclusive em diversas regides do préprio Brasil pode ocorrer em funcdo das dietas das
nutrizes, que se relacionam com as culturas e costumes locais (YUHAS; PRAMUK; LIEN,
2006).

Os acidos graxos saturados mais abundé&mtaxs o 4cido palmitico (C16:021,7%),
acido miristico (C14:06- 8,01%), acido laurico (C12:0 7,9%) e acido esteérico (C18:0
5,98%) corroborando com o encontrado na literatura para outros paises. Foram observados
também, em menores concentracdes, acido caprilico {@B0292%), acido caprico (C10:0
2,23%), acido pentadecanoico (C15:0,0194%), &cido margérico (C17®,0209%), &cido
araquidico (C20:06- 0,0332%) e acido behenico (C22:00,0419%), como apresentado na
Tabela 7.

Os acidos graxos de cadeia média como acido caprilico (C8:0) e acido caprico (C10:0),
sdo importantes fontes de energia, pois, devido ao seu tamanho podem ser facilmente
absorvidos pelo sistema sanguineo e transportados diretamente ao figado onde séo rapidamentse
oxidados gerando energia (CHNADHAPURAM; SUNKIREDDY, 2012).

O aporte rapido de energia pelo organismo ocasiona maior ganho de peso e rapido
desenvolvimento do lactente, sendo importante em todos os neonatos, mas de extrema
importancia no caso de neonatos a termo nascidos com baixo peso, que necessitam de um
desenvolvimento mais amplo e rapido, garantindo assim sua salde e menor tempo de
internacéo.

Bergsson et al. (2001) associaram o acido caprico (C10:0) a acdo antibacteriana em
estudos in vitro com certos acidos graxos.

Kim e Friel (2012) relacionaram dietas contendo grandes quantidades de carboidratos
com altos teores de acido laurico (C12:0) e acido miristico (C14:0). A média de acido laurico
observada neste estudo esta cima dos valores da literatura em outros paises do mundo, excetc
da Philipinas (YUHAS; PRAMUK; LIEN, 2006). Este dado esta proximo ao descrito para a
cidade de Ribeirdo Preto, Brasil (NISHIMURA et al., 2013).

Os teores de acido miristico (C14:0) também estdo acima da média da maioria dos
paises listados na Tabela 7 e abaixo das Philipinas. O acido miristico tem sido associado a
consequéncias negativas a saude, como acumulo de colesterol e doencas cardiacas (RIOUX;
PEDRONO; LEGRAND, 2011). Entretanto, a capacidade do &cido miristico de modificar
atividades enzimaticas e fungdes proteicas, a partir da miristoilacdo do N-terminal de proteinas
demonstra que o mesmo pode apresentar um papel regulatério no organismo (TOWLER et al.,
1988). O Miristoil-CoA é formado a partir da ativacdo do C14.0 pela acyl-CoA sintetase e
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desempenha um papel na regulacdo de fungbes proteicas com a modificacdo covalente das
proteinas (RIOUX; PEDRONO; LEGRAND, 2011). O consumo e a presenca do acido miristico
no organismo, podem auxiliar na conversao de acidos graxos ®3 em seus percursores como

EPA (C20:5n3) e DHA (C22:6n3) (DABADIE et al., 2005; RIOUX et al., 2005, 2008; RIOUX;
PEDRONO; LEGRAND, 2011). Assim, o alto teor de C14:0 pode estar relacionado a
abundéancia de DHA encontrado no LH analisado.

O &cido palmitico (C16:0), com teor 21,6%, €, apos o acido oleico (C18:1n9c), o AG
mais abundante presente no LH analisado. A percentagem encontrada esta dentro dos dados d:
literatura (~20%) para a Austrdlia, Galicia, o México, Reino Unido e o Brasil (cidade de
Ribeirdo Preto), como visto na Tabela 7. O teor de &cido palmitico no leite humano esta
associado ao consumo de alimentos ricos em 6leos de palma e de coco (DELPLANQUE et al.,
2015), carne e produtos lacteos (BARREIRO et al., 2018), sendo também sintetizado pelo
organismo por meio do complexo enzimatico acido graxo sintetase (KIM; FRIEL, 2012).

O &cido palmitico esté associado com a absor¢do de minerais, como o calcio, e assim
com o desenvolvimento 0sseo do lactente, estando também relacionado com a absorcdo de
outros acidos graxos pelo organismo e com o conforto intestinal (LOPEZ-LOPEZ et al., 2001;
PETIT; SANDOZ; GARCIA-RODENAS, 2017). O C16:0 no leite humano ocupa a posicao
sn2 no triacilglicerol, diferenciando-o do leite de outros mamiferos, assim como de fontes
lipidicas vegetais. Até 50% do acidos graxos presentes na posicéo sn2 dos lipidios do LH é de
acido palmitico (INNIS, 2011). As lipases quebram inicialmente as posi¢cdes snl e sn3 do
triacilglicerol, deixando um monoacilglicerol ligado a posicédo sn2. Essa posi¢ao torna o C16:0
mais sollvel e permite que seja mais facilmente absorvido pelo intestino (BAR-YOSEPH et al.,
2016).

Os acidos graxos de cadeia impar como o acido pentadecanoico (C15:0) e acido
heptadecandico (C17:0) sdo observados em baixas quantidades na natureza. Podem ser obtido:
a partir de dietas ricas em gorduras lacteas (BARREIRO et al., 2018). No presente estudo, as
propor¢cdes de C15:0 (0,0194%) e C17:0 (0,0209%) foram menores do que as quantidades
observadas no leite dos outros paises listados na Tabela 7.

O &cido araquidico (C20:0) se encontra em concentracdes de até seis vezes menores
gue a maioria dos teores de outros paises da literatura, mas esta acima dos valores brasileiros.
O acido behenico (C22:0) se encontra em concentracdes de até duas vezes menores que &
maioria dos teores de outros paises, mas esta 1,4 vezes acima dos valores brasileiros na regiac

de Ribeirdo Preto, como observado na Tabela 7. Os acidos araquidico e behenico estao
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associados ao desenvolvimento e funcionamento do sistema imunoldgico (TOLLIN et al.,
2005).

Apesar das variacOes observadas nos acidos graxos a cada coleta do LHO do BLH da
cidade de Vicosa, verificou-se que estes se mantém em boas condi¢cdes nutricionais neste

quesito quando comparados com os dados encontrados na literatura.

4.2.2. Acidos graxos monoinsaturados (MUFAS)

Os &cidos graxos monoinsaturados (MUFAs) do LH analisado apresentaram uma
concentracdo média de 31,26%, sendo o &cido oleico (C18:1n9c) encontrado em maior
abundancia (28,9%), seguido pelo acido palmitoleico (C1&23%), o que condiz com o
encontrado na literatura. Foram identificados também, &cido miristoleico (C14:1), acido 10-
heptadecenoico (C17:1), acido elaidico (C18:1n9t) e acido euricico (C22:1n9).

Como mostrado na Tabela 7, as médias de &cido oleico (C18:128®%) sdo
maiores que as reportadas para Taiwan, Chile, Philipinas e Brasil. A China apresentou o maior
teor de acido oleico 36,49%) no LH.

O &cido oleico atua sobre a saude humana, com efeito direto nas concentragdes do
colesterol LDL e HDL (ESTEVEZ-GONZALEZ et al., 2010); na prevencdo de doencas
cardiovasculares (HOSTMARK; HAUG, 2013), pois afeta o teor de colesterol; na
vasodilatacdo; no controle da pressdo sanguinea (RYAN et al., 2000); e, na prevencao e
tratamento da diabetes mellitus, pois atua no controle da insulina (RYAN et al., 2000).

O &cido oleico se destaca em dietas pobres em acidos graxos essenciais, pois € capaz
de ser convertido em &cido de Mead (C20:3n9) (HSTMARK; HAUG, 2013) e tem uma
relacdo inversa com o acido araquidénico (HAUG; OLESEN; CHRISTOPHERSEN, 2010;
HOSTMARK; HAUG, 2013), entretanto neste trabalho ndo encontramos uma correlacéo
significativa a p < 0,05 entre o 4cido oleico e ARA.

O acido oleico e o acido palmitoleico sdo os acidos graxos monoinsaturados mais
abundantes do leite humano. Mesmo assim, ndao existem muitas informacdes sobre os
mecanismos de suas atuag¢des no organismo do lactente. Assim, suas funcionalidades precisarr
ser estudadas (DELPLANQUE et al., 2015). Os teores médios de acido palmitoleico observados
neste estudo estédo acima dos reportados para Taiwan, Galicia, China e Brasil, como exposto na
Tabela 3. As Philipinas exibiram a maior média de acido palmitoleico (4,59%) no LH, mais que

o0 dobro do observado neste estudo.
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O 4cido elaidico (C18:1n9t) encontrado no leite presentemente avaliado, ndo foi
descrito no LH dos paises listados na Tabela 3, & excecdo do leite humano brasileiro
(NISHIMURA et al., 2013). Este comportamento pode estar relacionado a semelhancas na

alimentacéo e na genética da populacéo brasileira, mesmo nédo sendo da mesma regido do pais

4.2.3. Acidos graxos poli-insaturados (PUFAS)

Os acidos graxos poli-insaturados do leite humano sdo provenientes da dieta, dos
lipidios hepaticos e de tecidos adiposos presentes como reserva do organismo materno
(DEMMELMAIR; KOLETZKO, 2018). O valor médio dos teores de PUFAs do LH analisado
foram de 20,70%. O mais abundante foi o &cido linoleico (C18:2n8%;, 17,7%), seguido
pelo acido docosa-hexaenoico (C22:6nBHA; 0,85%) e pelo acido linolénico (C18:3r3
ALA; 1,63%). As menores concentracfes foram observadas para o &cido araquidénico
(C20:4n6- ARA,; 0,496%) e o acido eicosadiendico (C20:2; 0,0379%), como demonstrado na
Tabela 3.

O acido linoleico no LH estudado se encontra em concentracdes meédias proximas as
observadas para o Chile e México, esta abaixo de Taiwan e do Brasil, e acima dos outros paises
avaliados na Tabela 3.

As concentracdes de acido linolénico foram proximas as observadas para a média
brasileira, abaixo da China e Taiwan e acima dos outros paises listados na Tabela 3.

Os teores dos acidos graxos linoleico (C18:2n6) e linolénico (C18:3n3) sao altamente
susceptiveis a mudancas na dieta materna (DELPLANQUE et al., 2015). Estes sao &cidos
graxos essenciais que agem como percursores dos acidos araquidonico (ARA) e docosa-
hexaendico (DHA), respectivamente, sendo estes também constituintes do LH.

As conversdes de acido linolénico em DHA e de acido linoleico em ARA seguem a
mesma via metalhea e fazem uso das desnaturases A6 e AS, respectivamente (INNIS, 2009).

As conversdes pela mesma via metabdlica provocam um elevado consumo de -6 (NOVAK;

DYER; INNIS, 2008) e a uma alta relacdo AL:ALA (KOLETZKO et al.,, 2013). Esse
comportamento é corroborado pela observacdo na Tabela 6 de uma correlacdo existente entre
os teores de Al e ALA no leite humano.

As quantidades absolutas de AL e ALA podem influenciar, e até mesmo reduzir, as
conversdes de acido linoleico em acido araquidbnico e de &cido linolénico em acido docosa-
hexaenoico (GOYENS et al., 2006). Neste trabalho (Tabela 6) verificou-se uma correlagéo

negativa entre o acido linoleico e o acido docosa-hexaenoico, indicando uma possivel influéncia
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das concentragbes de AL em relacdo aos teores de DHA. Entretanto ndo foi observada
correlacdo significativa (p > 0,05) entre os teores de AL e ARA ou de ALA e DHA.

Os niveis de DHA presentes no leite materno sdo muito variaveis e estéo relacionados
diretamente a alimentacdo materna (BRENNA et al., 2007; INNIS, 2014), como por exemplo,
pelo consumo de animais marinhos (DELPLANQUE et al., 2015), ingestao de acido linolénico,
posto que o acido linolénico é metabolizado e convertido em DHA no figado (INNIS,e2009)
pela suplementacdo com DHA (JUBER et al., 2017).

Em casos de nascimento pré-maturo, o LH apresenta percentagens mais elevadas de
DHA (LAPILLONNE et al., 2013).

A suplementagao materna com DHA durante a gravidez e amamentagao leva a um teor
moderadamente mais elevado deste acido graxo no sangue (JUBER et al., 2017,
SCHUCHARDT et al., 2017) aumentando também os teores deste acido graxo no leite materno
(ROBINSON et al., 2017).

O conteudo de DHA observado no LHO avaliado foi superior ao dos outros paises
listados na Tabela 7, estando abaixo apenas daqueles avaliados no Japao e em Taiwan, que
exibiram concentracdes elevadas de DHA. Embora a cidade de Vicosa, MG, Brasil, ndo se
encontre em uma regiao litoranea, a suplementagdo alimentar com ®3 por indicacdo médica e
o fato do leite do BLH ser proveniente, em sua grande maioria, de maes de lactentes nascidos
prematuramente, podem ter contribuido para os altos teores de DHA encontrados neste estudo.

Os valores de ARA, conquanto estejam na faixa das médias dos paises listados na
Tabela 7, sao inferiores em até cerca de duas vezes aos de DHA. As proporcdes ARA:DHA no
LH sdo de 2:1 para a maioria dos paises avaliados. Japao, Taiwan e Philipinas exibem
proporcdes de aproximadamente 1:2 de ARA:DHA assim como neste trabalho, e o Chile de 1:1
(ARA:DHA). Conforme Delplanque et al. (2015), paises ocidentais comumente apresentam no
LH uma relacdo ARA:DHA de 2:1. Apesar da relagéo existente ente os teores de ARA e DHA,
nao foi observada neste trabalho uma correlagéo significativa entre estes acidos graxos.

Os acidos graxos ARA e DHA atuam no desenvolvimento e sintese das membranas
neurais, o que afeta o desenvolvimento dos sistemas cognitivo e visual (HOFFMAN;
BOETTCHER; DIERSEN-SCHADE, 2009).

O DHA esta presente nos tecidos nervosos e é considerado um dos mais importantes
AG do LH. Seu acumulo se inicia intrauterinamente e continua, em grandes quantidades, até os
dois anos de vida, periodo em que ocorre um rapido desenvolvimento do sistema nervoso
central (INNIS, 2009; DELPLANQUE et al., 2015; DEMMELMAIR; KOLETZKO, 2018).
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que as variacdes geradas pelo processamento de
pasteurizacdo e homogeneizacdo seguido de pasteurizacdo do leite humano analisado, naao
influenciam em sua capacidade nutricional.

Além disso pode-se constatar que o leite humano analisado mesmo se encontrando em
nao conformidade pela presenca de sujidades, ainda mantém como oOtima fonte de nutrientes
especificos essenciais ao desenvolvimento do lactente.

Os resultados encontrados apresentaram variacdes esperadas no perfil de &cidos
graxos, em decorréncia da fisiologia da lactacdo, do momento da coleta e sua origem em
diferentes doadoras. Entretanto, mesmo com a variabilidade, tanto os teores de acidos graxos
quanto as propor¢cfes dos acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados
mantiveram-se dentro das faixas das médias reportadas para outros paises.

Assim, o contetido do acido palmitico na faixa encontrada na literatura, demonstra que
o leite estudado, possui capacidade para auxiliar no desenvolvimento ésseo. Os valores de
DHA, acima da média, indicam a exceléncia do leite para ajudar na formacao dos sistemas
nervoso e visual do lactente.

Portanto, a distribuicdo e contetdo dos diferentes tipos de acidos graxos demonstram
que o leite humano avaliado é uma fonte destes nutrientes especificos e poderia ser utilizado na
alimentacdo apds a operacdo filtracdo e pasteurizacdo, além do desenvolvimento de produtos

para a fortificacdo do LHP utilizado no BLH.
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CAPITULO 3 - INFLUENCIA DAS CONDICOES DE PROCESSAMENTO E
ARMAZENAMENTO NO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO POOL DE LEITE
HUMANO NAO CONFORME

Resuma O conteudo de acidos graxos do leite humano ndo conforme pode ser afetado por
diferentes condicbes operacionais de processamento e armazenamento. Além disso, o
conhecimento das mudancas no perfil dos acidos graxos do leite humano pode ajudar a indicar
sua utilizacdo em determinado periodo de armazenamento, de acordo com a necessidade
especifica de cada recém-nascido. As alteracdes nos perfis de acidos graxos de trés tipos de
leite humano, cru, pasteurizado (62,5°C; 30 min) e homogeneizaity @s) - pasteurizado
(62,5°C; 30 min) foram estudadas durante o armazenamento por seis meses em um freezer a -
18°C. Foram observadas variacdes nas concentracfes de PUFA, sendo mais drasticas para o
DHA com reducdo de quase 50% do seu total. Variacdes nos teores de acido palmitico e
estedrico foram observadas pela alteracdo das condi¢cdes de processamento e armazenamentc
Foi verificada uma correlacdo entre a reducdo da cadeia longa de acidos graxos e o aumento
das cadeias média e curta. Assim, as alterac6es do perfil lipidico do leite humano dependem
das condicdes operacionais de processamento e armazenamento, que mesmo com a OCorrénci
de algumas perdas nutricionais, 0os beneficios do processamento, como maior volume de LHO
vidvel ao consumo, ou maior tempo de armazenamento, além de melhores indica¢des do uso
do LHO, podem compensar estas perdas.

Palavras-chave Cromatografia gasosa. Lipidios. Nutricdo. Pré-termo. Armazenamento.

1. INTRODUCAO

Os lipidios sdo os componentes presentes no leite humano que fornecem energia aos
bebés (DEMMELMAIR; KOLETZKO, 2018) e &cidos graxos, essenciais para o
desenvolvimento do recém-nascido e o bom funcionamento do organismo (YUHAS;
PRAMUK; LIEN, 2006). A composi¢cdo dos lipidios do leite humano é majoritaria em
triacilglicerdis (98%), contendo fosfolipidios (0,8%), colesterol (0,5%) e outros compostos
(KIM; FRIEL, 2012). Dentre os acidos graxos presentes no leite humano, que fazem parte do
desenvolvimento do sistema cognitivo do recém-nascido, encontram-se os acidos araquidonico
(ARA) e docosahexaenoico (DHA) (JUBER et al., 2017). O acido palmitico (C16: 0) € outro
acido graxo relevante. Ele esta localizado na posi¢édo sn-2 do triacilglicerol, facilitando sua
absorcao pelo corpo do bebé. Além disso, o C16: 0 atua no desenvolvimento 6sseo do neonato,
auxiliando na absorcao de célcio e outros acidos graxos (SUN et al., 2018).

O leite humano é o alimento completo do recém-nascido, sendo tao importante que
além de sua fungéo primaria, nutrir, tem se tornado um auxiliar no tratamento de neonatos
prematuros hospitalizados com doengas como a enterocolite necrosante (YUHAS; PRAMUK;
LIEN, 2006; DEMMELMAIR; KOLETZKO, 2018). Bebés em Unidade de Terapia Intensiva
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Neonatal (UTIN) muitas vezes ndo conseguem sugar o leite materno. Nestes casos, uma opgao
para a sua alimentacao € o leite humano ordenhado (LHO) obtido de doag¢des da mée ou de uma
doadora (QUIGLEY; EMBLETON; McGUIRE, 2018). Ap6s ser coletado, pasteurizado e
congelado para uso posterior, esse leite pode ser armazenado por até seis meses. Mesmo er
condi¢cdes de congelamento, a oxidacgéao lipidica pode ocorrer durante o armazenamento dos
alimentos, alterando o perfil de &cidos graxos dos alimentos (MARIUTTI; NOGUEIRA;
BRAGAGNOLO, 2011). A oxidacao lipidica ocorre, preferencialmente em acidos graxos
insaturados, como os acidos linoleico, oleico e linolénico, devido a presenca de sua dupla
ligacdo (NAH et al., 2013; VIEIRA; ZHANG; DECKER, 2017).

Assim, conhecer as alteracdes no perfil lipidico e o conteddo nutricional dos lipidios
do leite humano oriundas de seu processamento e armazenamento é essencial. No entanto.
pequeno numero de relatos sobre esse tema especifico sdo apresentados na literatura. Portantc
este trabalho tem como objetivo avaliar as alteragdes no perfil de acidos graxos do leite humano
nao conforme quando submetido ao processamento e armazenamento sob congelamento por ate
180 dias.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostra

O leite humano coletado e ordenhado utilizado em nossos experimentos foi
proveniente do banco de leite humano (BLH) do Hospital S&o Sebastido (HSS) da cidade de
Vicosa, MG, Brasil, e seria descartado devido a presenca de pelos ou pele encontrados nas
analises de rotina. Todo o leite doado ao HSS-HMB passa por analises sensoriais e fisico-
guimicas anteriores a qualquer tratamento (BRASIL, 2006). Todo o material estava em frascos
de vidro, conforme regulamentacéo brasileira (BRASIL, 2006).

Nove frascos de leite humano ordenhado, doado na fase madura da lactacéo, foram
transportados para o laboratério sob refrigeracdo. O contetdo de cada frasco foi filtrado (papel
qualitativo Whatman 1-125 mm, 45 um) para remoc¢do da sujidade, e foi dividido em trés
amostras. Duas destas trés amostras foram processadas, uma nas condicbes do process
pasteurizado e outra nas condi¢cdes do processo homogeneizado seguido pelas condigdes dc
processo pasteurizado. As amostras foram armazenadas como leite humano cru (LHOCc), leite
humano pasteurizado (LHOp) e leite humano homogeneizado-pasteurizado (LHOhp). Todas as

amostras foram caracterizadas com base no teor de acidos graxos durante 180 dias de
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armazenamento, em intervalos de 30 dias. O dia da coleta das amostras de leite foi representadc
pelo tempo zero. Todas as analises foram realizadas em triplicata para reduzir o erro
experimental.

As variacoes das concentracdes de acidos graxos no leite humano ordenhado foram
avaliadas nas trés condicdes: leite cru, leite pasteurizado e leite homogeneizado-pasteurizado.
As composicOes de acidos graxos foram analisadas a cada 30 dias durante 180 dias de
armazenamento para determinar as mudancas no perfil de acidos graxos. TO representa o dia de
coleta do leite no HSS, T1 30 dias de armazenamento apos a coleta do leite, T2 60 dias de

armazenamento, T3 90 dias até T6, que representa 180 dias de armazenamento do leite humano

2.2. Andlise fisico-quimica

A qualidade do leite humano foi avaliada por meio de andlises fisico-quimicas
(ALMEIDA; GUIMARAES; NOVAK, 2020), acidez Dornic, extrato seco por gravimetria e
teor de lipidios por Bligh e Dyer (1959).

2.3. Analise microbioldgica

O leite humano foi caracterizado por andlise microbiolégica para garantir a seguranca
alimentar. A metodologia do nimero mais provavel (MNP) foi usada com caldo lauril sulfato
de sddio (SILVA; CAVALLI; OLIVEIRA, 2006).

2.4. Pasteurizacao

O leite humano cru foi pasteurizado para eliminar os microrganismos contaminantes,

mantendo-o em banho-maria com controle termostético (Tecnal, Brasilf@ $2y530 min.

2.5. Homogeneizacao

O leite humano cru a 40 foi homogeneizado por sonica¢ao (sonicador ultrassénico
VCX750, Newtown, EUA) utilizando uma sonda de 13 mm, frequéncia de 20 kHz, intensidade
de 75% por 30 s.

O leite humano homogeneizado-pasteurizado (HPMH) foi obtido por meio da

homogeneizacéo do leite cru, seguida da pasteurizacéo.
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2.6. Extracao de lipidios

A metodologia de extracéo de lipidios foi adaptada de Bligh e Dyer (1959). O leite foi
descongelado a 40°C em banho termostético (Tecnal, Brasil), e uma massa de 0,5 g foi pesada
em balanca analitica (Shimadzu, Japao). O volume de 3 mL de uma mistura de metanol:
cloroférmio de 2:1 foi adicionado ao sistema de extracdo de lipidios. A mistura foi mantida sob
agitacdo em mesa agitadora (Tecnal, Brasil) por 30 min, seguida da adicdo de 1 mL de
cloroférmio e 1,8 mL de solucéo salina (0,9 g/mL de NaCl). Apos a divisao das trés fases, 0
fundo (~ 2 mL) foi pipetado, seco (45°C) em banho seco (Labnet, EUA) e a massa de lipidios
determinada por gravimetria. As fases superior e intermediaria foram descartadas em frascos

apropriados.

2.7. Derivacao

A amostra para a caracterizacdo de acidos graxos foi preparada pelo método de
transesterificacdo direta que foi adaptado da metodologia descrita por Martinez et al. (2012),
na qual foi adiciona em um frasco de derivatizagcdo 100 microlitros de um padréo de C11 como
padréo interno, em solucao de 10 mg/ml em hexano, entéo evaporado o0 hexano e posteriormente
adicionado 15 mg de 6leo, adicionar 1 ml de solu¢do de KOH 1M em etanol 70%, manter os
frascos em banho seco por uma hora para saponificagdo a uma rotacdo de 200 rpm em messa
agitadora (Marconi, MA 140/CF). Posteriormente, adicionar 300 pl de HCI 8M. Adicionar 2
ml de hexano e 1 ml de solugdo de NaCl a 0,9% (m/v), levar a aparelho de vortex e
posteriormente deixar sob repouso para separacao de fases. Pipetar 1 ml do sobrenadante par:
outro frasco e realizar lavagem da amostra com 1 ml de hexano por cinco vezesaBesira
em estufa a 6& para remocéo do hexano. Adicionar 2 ml de H2S04 2% (v/v) em metanol e
levar em banho seco a“@por 90 minutos. Apds este procedimento, adiciona-se 1 ml de
solucéo de NaCl 0,9% (m/v) e 2 ml de hexano. Coletar 1 ml do sobrenadante e o transfere para
um ependorf contendo 0,1 g de sulfato de sédio anidro. Procede-se agitagdo em vortex (Phoenix
Luferco, Brasil) por um minuto, posteriormente uma centrifugacdo a 2800 RCF por 15 minutos
(Eppendorf, Alemanha) e coleta-se 500 microlitros do sobrenadante ao qual foi adicionado 500
microlitros de hexano em frasco vial apropriado e posteriormente levado ao Cromatografo
Gasoso (Shimadzu, GC-2010, Japéao) usando uma coluna capilar de 100 m x 0,25 mm (SP-

2560, Sigma Aldrich, EUA), para que seja realizada a caracterizacao dos acidos graxos.
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Os acidos graxos foram identificados por meio dos tempos de retencdo dos FAMEs da
amostra comparados aos tempos de retencdo da mistura padrdo FAME (Supelco, 37
componentes FAMEs Mix, Sigma Aldrich, EUA). Trés repeticbes foram realizadas para a

analise de cada amostra.

2.8. Andlise de dados

Os dados observados foram analisados estatisticamente usando um desenho
completamente aleatorio no programa R versdo 33:-3THE R..., 2019). O teste de Scott-
Knott foi utilizado para avaliar as médias a 5% de significancia. A normalidade residual foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk, a 5% de significancia, e a homogeneidade da ariancia
analisada pelo teste de Bartlett, a 5% de significancia. A correlacdo entre os acidos graxos foi

avaliada pelo método de correlacdo de Pearson a 5% de significancia.

3. RESULTADOS

N&o houve crescimento microbiano nas andlises microbiolégicas, demonstrando que
0 LHO analisado ndo possuia contaminagao.

A média da acidez observada no LHO foi dé0j,7sendo que nenhuma amostra
apresentou acidez maior quél8Ja a média de lipidios no LHO analisado foi de 3,3 g/100 g
de LHO.

3.1. Leite humano ordenhado cru

Para o leite humano cru (EHL), conforme mostrado na Figura 4, observa-se (i) um
predominio de acidos graxos saturados (47,24%), seguidos dos acidos graxos monoinsaturados
(32,44%) e poli-insaturados (17,45%), (ii) mudancas nos valores médios das concentracdes de
acidos graxos, (iii) um declinio constante dos contetdos de PUFAs, (iv) vérias flutuagbes nos
niveis de MUFAs, (v) manutencdo das concentracdes de acidos graxos saturados nos tempos
TO e T1, (vi) diminuicdo das concentracfes de acidos graxos saturados nos tempos de T2 a T6,
(vii) que a variacdo do conteudo de PUFA (docosahexaendico [DHA], araquidbnico [ARA],
eicosapentaenoico [EPA], linoleico [LA], alfa linolénico [ALA] e acidos oleico) no inicio do
armazenamento foi mais intensa do que dos acidos graxos saturados, e (viii) uma alta reducao

dos valores de acidos graxos saturados para T5 e T6.
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Figura 4- Acidos graxos saturados, MUFAs e PUFAs durante o tempo de armazenamento

0
0 n n B I T T6

WiSaturated W(2-Saturated W(3-Saturated WLL-MUFA'S WL-MUFA's WL3-MUFA's WLL-PUFA's WL2-PUFA's WL3-PUFA'S
(L1): Leite humano cru. (L2): Leite humano pasteurizado. (L3): Leite
humano homogeneizado-pasteurizado. Tempo de armazenamento: TO a
T6.

3.2. Leite humano pasteurizado e leite humano homogeneizado-pasteurizado

A Tabela 8 mostra que o leite humano apds o processamento apresentou maiores teores
de acidos graxos de cadeia longa, como EPA, ARA, ALA, &cido oleico e &cido palmitico, do
que o leite cru. A composicdo de DHA e acido linoleico no leite cru eram maiores do que apo6s
o processamento (DHA: ~ 10%; &cido linoleico: (~ 4%). As condi¢cdes de processamento do
leite levaram a uma reducéo nas concentracdes de acidos graxos de cadeia longa devido a suz
conversdo em acidos graxos de cadeia curta, comportamento ja relatado para a converséo
enzimatica de &cidos graxos de cadeia longa em curta (DAVIDOFF; KORN, 1964).

Durante a oxidacdo dos acidos graxos de cadeia longa por B-oxidagdo, ocorre a
formacdo dos acidos graxos de cadeia curta que posteriormente serdo também oxidados
(LEBER et al., 2016). O leite humano possui compostos antioxidantes que proporcionam uma
ampla capacidade antioxidante (OVEISI et al., 2010) e assim a capacidade de redyfiess rea
de oxidacédo e paralisar essas reacbes (HASHEMI et al., 2017). A interrupcao das reacoes de
oxidacdo provoca um aumento na concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (LEBER et
al., 2016).
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Tabela 8- Composi¢do dos acidos graxos do leite humano em diferentes condi¢des de processo
e tempos de armazenamento

C16:0 C18:1n9c C18:2n6¢c  C18:3n3 C20:4n6 C20:5n3 C22:6n3

L1TO 23.081bB  28.712cE  15.702aB  1.739cB 0.0437cD 0.0707cA  0.695aA
L2TO 22.727cB  29.816aE  15.296bC  1.894aA 0.0491aD 0.0748bA  0.631bA
L3TO 23.091aA  29.504bE  14.958cE  1.827bB 0.0471bE 0.0791aA  0.625cA
L1T1 23.014bC 28.718cD  15.477aC 1.732cC 0.0401bF 0.0700cB  0.693aA
L2T1 22.973cA 29.841aD 15.252bD  1.802bB 0.0403bG 0.0721bB  0.633bA
L3T1 23.024aB  29.559bD  14.941cF 1.823aB  0.0474aDE  0.0791aA  0.626cA
L1T2 20.938cG  27.533cG  15.371aD  1.765bA 0.0512cC 0.0162bE  0.507aB
L2T2 21.456aG 27.857bG  15.143cE  1.897aA 0.0583aB 0.0159c  0.490bB
L3T2 21.353bG 28.695aG  15.345bC  1.730cD 0.0537bB 0.0173aE  0.490bB
L1 T3 23.163aA  28.506cF 15.037bF  1.533cF 0.0516aC 0.0128bF  0.499aC
L2 T3  22558bE  29.514aF 15.039bF 1.695aD 0.0442cE 0.0118cG  0.487bC
L3 T3 21.940cF  28.999bF 15.060aD  1.637bE 0.0476bD 0.0139aF 0.462cC
L1 T4 22.771aD  28.969cC  14.152aG  1.381aG 0.0428bE 0.0125cF  0.492aD
L2 T4 22.636bD  30.533aB  13.496cG  1.271cF 0.0418cF 0.0608bC  0.481bD
L3T4  22.565cC  29.947bC  13.853bG  1.366bF 0.0484aC 0.0729aB  0.456¢cD
L1 TS5 22.268bE  29.250cB 15.262cE  1.687bE 0.0657aA 0.0190bD  0.377aE
L2T5 22.664aC  30.730aA  15.444bB  1.605cE 0.0557cC 0.0147cF  0.303cF
L3 TS5 22.225cE  30.406bB  15.617aB  1.779aC 0.0603bA 0.0202aC  0.354bE
L1 T6 22.170cF  30.458cA  15.915bA  1.692cD 0.0604bB 0.0205aC  0.356aF
L2 T6 22.537aF 30.506bC  15.866cA  1.736bC 0.0612aA 0.0202bD  0.313cE
L3T6 22.301bD  30.978aA  16.120aA  1.863aA 0.0604bA 0.0183cD  0.326bF

L1: Leite humano cru; L2: Leite humano pasteurizado; L3: Leite humano homogkneasteurizado. Tempos
de armazenamento: 0 a 180 dias (TO, T1, T2, T3, T4, T5ABdetras mailsculas indicam varia¢do por tempo
de armazenamento e as letras mintsculas por tipo de processamento (p < 0,05 pelo teste de Scott-Knott).

A Figura 5 mostra o aumento no teor de acidos graxos de cadeia curta (6 e 8 carbonos)
nos primeiros 60 dias de armazenamento e a diminui¢cdo de seus niveis nos ultimos 90 dias. O
teor de C6: 0 aumentou e a composicéo de C8: 0 sofreu variagdo durante o armazenamento.

Os acidos graxos poli-insaturados apresentaram seus maiores teores no inicio do
armazenamento, com redugao em seu percentual nos meses seguintes, exceto AL e ARA.

A Figura 6 mostra (i) que os teores de acidos graxos insaturados, como acido oleico e
EPA, diminuiram nos primeiros 30 dias de armazenamento e aumentaram a partir dos 90 dias;
(i) variagdo ao longo do armazenamento das propor¢des de acidos graxos ALA, LA, ARA e
acidos graxos saturados, palmitico e estearico; (iii) a reducdo abrupta da composicdo de DHA
nos primeiros 30 dias de armazenamento, seguida de uma diminuicdo suave até o final do

armazenamento.
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Figura 5- Variag&o nos niveis C6: 0 e C8: 0 durante 180 dias de armazenamento

4,00E-02
0,00E+00
TO TL T2 T3 T4 T5 T6

mL1-C6:0 mL1-C8:0 m L2-C6:0
W |2-C8:0 mL3-C6:0 m L3-C8:0

L1: Leite humano cru; L2: Leite humano pasteurizado; L3: Leite
humano pasteurizado-homogeneizado. Tempos de armazenamento: 0
a 180 dias (TO, T1, T2, T3, T4, T5, T6).

Figura 6- Variacdes nas composi¢ces dos acidos graxos durante 180 dias de armazenamento
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L1: Leite humano cru; L2: Leite humano pasteurizado; L3: Leite humano pasteurizado-
homogeneizado. Tempos de armazenamento: 0 a 180 dias (T0, T1, T2, T3, T6).
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3.3. Correlagodes

A avaliacdo das mudancas na composicao dos acidos graxos deixa claro que algumas
dessas mudancas podem ser correlacionadas. Em relacdo ao processamento, o teor de DHA
apresentou forte correlagdo negativa com ARA (-0,89) e EPA (-0,89), bem como com acido
linolénico (-0,86), oleico (-0,93), laurico (-0,99) e &cidos caproicos (-0,91). Esse
comportamento sugere que tais concentracfes de acidos graxos aumentaram devido ao
processamento. Assim, é ocorre uma reducdo nas concentracbes de DHA no leite humano
analisado. Por outro lado, os acidos linoleico, araquidico e miristico apresentaram correlacdes
positivas com o DHA (0,92, 0,99 e 0,77 respectivamente), o que significa aumento nas
concentracées de DHA com o aumento do seu conteudo.

EPA também mostrou uma forte correlacdo negativa com os acidos araquidico (-0,
0,90), linoléico (-0,99), cis-10-heptadecandico (-0,95) e miristico (-0,97), e uma forte
correlacao positiva com os &cidos capréico (0,99), laurico (0,91) e tridecandico (0,93).

Correlacdes foram verificadas entre acidos graxos de cadeia longa, como DHA, EPA
e ARA, e entre seus precursores devido a influéncia dos tipos de processamento nas
composicdes de acidos graxos. Nesse interim, a maioria das correlacdes ocorreu entre eles e
acidos graxos de médio e baixo peso molecular (< C14). No entanto, as mudangas nos acidos
graxos durante o armazenamento ndo foram correlacionadas com seus precursores.

Um aumento nos acidos graxos de cadeia média e curta e uma diminui¢cdo no contetdo
dos acidos graxos de cadeia longa foram observados para a maioria das correlacées entre 0s
acidos graxos. Assim, ocorreu uma diminuicdo dos acidos graxos de maior peso molecular por
meio de sua degradacdo oxidativa e, consequentemente, uma diminuicdo na formacao dos

acidos graxos de cadeia média e curta.

4. DISCUSSAO

Os lipidios do leite humano atuam no desenvolvimento do recém-nascido, como o
ganho de peso, responsavel pela utilizagdo de até 50% da energia fornecida pelo leite humano
(GROTE et al., 2016); com o desenvolvimento dos sistemas cognitivo, visuais (HOFFMAN;
BOETTCHER; DIERSEN-SCHADE, 2009) e imunolégicos (TOLLIN et al., 2005) do recém-
nascido; e na regulacéo a do organismo (RIOUX; PEDRONO; LEGRAND, 2011), entre outras.
Alguns &cidos graxos que compdem esses lipidios agem na formacao e funcionamento do corpo

do bebé, como DHA, ARA e EPA, que fazem parte do sistema nervoso e visual (HOFFMAN;
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BOETTCHER; DIERSEN-SCHADE, 2009). O &cido palmitico ajuda a absorver outros &cidos
graxos e o calcio contribuindo com o desenvolvimento do sistema 6sseo e digestivo (INNIS,
2011; BAR-YOSEPH et al., 2016).

A literatura reporta alteracdes no perfil de acidos graxos do leite humano devido a
idade, periodo de lactacdo e dieta materna (DROR; ALLEN, 2018). No entanto, ndo foram
encontradas informacdes sobre as alteracdes do perfil lipidico apds a ordenha, processamento
e armazenamento do leite humano.

O leite humano é um material bioativo que contém lipases enddgenas. Assim,
condicdes de armazenamento adequadas sao necessdrias para evitar a acao dessas enzim
(GEORGE et al., 2018), e consequentemente, evitar alteracdes no perfil lipidico. Além da acéo
enzimatica, a composicdo do leite humano pode ser modificada por oxidacdo devido a
exposicao ao oxigénio e a umidade.

As reacOes de oxidacdo sao estimuladas pelo aumento da temperatura e alguns
tratamentos fisicos, que levam ao aumento da exposic¢ao de lipidios (KOH; SURH, 2015).

Os PUFA's tém pré-disponibilidade para sofrer oxidacéo devido a fragilidade da dupla
ligacdo em suas cadeias (SHICHIRI et al., 2014) e apresentam alterac6es em soiagiese
apos tratamento térmico (BATISTON et al., 2012). Porém, a degradacdo oxidativa também
ocorre em sistemas contendo acidos graxos saturados (KIM et al., 2013). Esse comportamento
foi verificado nos &cidos graxos do leite humano analisados, para as variaveis estudadas,
condicdo de processo e tempo de armazenamento.

Durante a oxidacao, os acidos graxos poli-insaturados foram hidrolisados para formar
acidos graxos menores (SABETIAN et al., 2014). Essa ocorréncia foi observada também pela
correlacao negativa entre os acidos graxos de cadeia longa e os de cadeia curta.

Cada &cido graxo atua em funcées importantes no corpo de lnetbdancas no perfil
lipidico podem levar a variagdes em suas qualidades nutricionais (LIU; LIU; CHEN, 2019).
DHA e ARA participam do desenvolvimento dos sistemas cognitivos e visuais. O acumulo de
DHA na membrana lipidica do sistema nervoso central foi observado nos primeiros meses de
vida (LAPILLONNE et al., 2013). O &cido palmitico auxilia na absor¢cédo de célcio e outros
acidos graxos, desempenhando um papel na formagéo dos ossos do recém-nascido e do sistem
digestivo (PETIT; SANDOZ; GARCIA-RODENAS, 2017). Assim, de acordo com as
necessidades de cada neonato, o conhecimento das variagdes no perfil lipidico pode auxiliar na
melhor prescricéo do tipo de leite humano processado atrelado aos tempos de armazenamento

caso a amamentacao ndo possa ser realizada.
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A diminuicao dos niveis de &cidos graxos acarreta perda de nutrientes para os recém-
nascidos, principalmente os pré-termo, que apresentam maior demanda por esses nutrientes.
Assim, é fundamental observar as necessidades individuais de cada bebé (HE et al., 2016).

As mudancas nos teores de acidos graxos encontradas neste trabalho sdo substanciais
Suas médias estdo na faixa encontrada na literatura para leite humano cru em varios paises dc
mundo, como Austrélia e Camboja (GAO et al., 2018), Coreia do Sul (KIM et al., 2017), Chile
(YUHAS; PRAMUK; LIEN, 2006) e China (KIM et al., 2017). Portanto, o leite humano
continua sendo uma excelente fonte nutricional de acidos graxos, mesmo ap0s processamento

€ armazenamento.

5. CONCLUSAO

O perfil de acidos graxos do leite humano foi afetado pelas condi¢cdes operacionais
utilizadas na pasteurizacdo e homogeneizagcédo e pelo tempo de armazenamento por até seis
meses. A literatura reconhece que o melhor tipo de leite para a nutricdo completa do recém-
nascido € o leite materno fresco e saudavel fornecido pela amamentacéo direta. No entanto,
mesmo apds 0 processamento e armazenamento, o leite humano continua sendo uma excelent
fonte nutricional de &cidos graxos, pois a alta qualidade nutricional de seus lipideos é mantida.
Mudancas nas composi¢des lipidicas podem promover variacdes em suas qualidades
nutricionais. Informacdes sobre essas alteracdes podem ajudar na rotina dos BLHs a investirem
em boas praticas de conservacéo para a manutencao das caracteristicas do leite humano doadc

Informacdes sobre essas alteragcbes podem ajudar a desenvolver férmulas de acordo
com as necessidades de lipidios de cada neonato, caso a amamentacdo ndo possa ser adotac

Portanto, a relevancia nutricional do leite humano processado viabiliza seu uso.
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CAPITULO 4 - BENEFICIAMENTO DO LHO NAO CONFORME PELA
PRESENCA DE SUJIDADES, PARA OBTENCAO DE LHO EM PO

1. INTRODUCAO

O leite humano ordenhado (LHO) é utilizado para promover o bom desenvolvimento
do lactente. Contém todos 0s nutrientes necessarios para 0 seu ganho peso e crescimentc
saudavel. Bebés prematuros e com baixo peso, ou enfermos e que necessitam de internacde:s
para seu tratamento ap6s o nascimento podem receber o LHO de unidades de bancos de leite
como aquelas pertencentes a rede global de bancos de leite humano (RGBLH). Esta rede atua
em diversos paises visando, além de outras atividades, o fornecimento de LHO a criancas em
tratamento intensivo neonatal para o melhor desenvolvimento delas.

A demanda de LHO nas unidades de terapia intensiva neonatal para atender um
segmento de recém-nascidos que possuem requerimentos nutricionais especificos é cada dia
maior, em algumas vezes na tentativa de aumentar a velocidade do ganho de peso e encurtar ¢
tempo de internacéo, alguns profissionais optam pelo uso de aditivos para leite humano.

Tais aditivos disponiveis no mercado atualmente alteram a osmolaridade do produto
qguando adicionados podendo causar danos na mucosa intestinal destes bebés. Para evitar qu
os bebés sejam submetidos a estes produtos, este time pensou em desenvolver um processo d
beneficiamento do leite ndo conforme para sujidades em que houvesse a oportunidade de
utilizar um volume de leite que seria descartado, e que pudesse ser aproveitado apos o
beneficiamento, voltado para recém-nascidos prematuros que precisam ganhar peso.

Posto que o LHO é um produto altamente perecivel, o seu transporte por longas
distancias ou tempo prolongado, pode ser facilitado com o desenvolvimento de um produto em
pé tendo-o como base. Produtos em pd sdo transportados em maior quantidade e mais
facilmente que produtos liquidos. Ademais, pode ser armazenado por um maior periodo, sendo
possivel a manutencdo de um estoque para épocas de escassez.

Ressalta-se que a retirada da agua de um alimento por técnicas de secagem, reduz a
atividade de agua (Aw) do mesmo, diminui a possibilidade de crescimento de microrganismos
(NYHAN et al., 2018), promove um aumento na vida de prateleira do produto, facilita sua
estocagem e transporte pela reducdo de volume. Assim, o desenvolvimento de técnicas de
beneficiamento para obtencdo de leite humano em po € justificado, pois ele é necessario para
um crescimento e desenvolvimento saudaveis do neonato. Neste contexto é relevante conhecer

as alteracdes que ocorrem no LHO devidas ao processamento para obtencao do produto em pé
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e para dimensionar possiveis perdas nutricionais no produto (O'CONNOR; EWASCHUK;
UNGER, 2015).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Definir uma metodologia para a desidratacdo/secagem do leite humano a fim de

aumentar sua vida Util.

2.2. Objetivos especificos

— Obter leite humano em po.

— Caracterizar os nutrientes do leite humano em p6 antes e ap6s a secagem por dois
tratamentos, liofilizacdo e atomizacao.

— Caracterizar o leite humano em pé quanto aos parametros de molhabilidade e
disperssibilidade.

— Avaliar o leite humano em termos estruturais por microscopia eletronica de varredura

— Avaliar as interacdes entre lipidios e proteinas no leite humano em p6 por microscopia
confocal.

— Caracterizar os acidos graxos presentes no leite humano apds 0s processamentos para

obtencéo do po.

3. MATERIAIS E METODOS

O LHO ao chegar no BLH passou pelo controle de qualidade no BHL, conforme as
normas do Manual de Normas Técnicas da Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano. Foi
avaliado quanto a presenca de sujidades, alteracdes na cor e cheiro caractedstiddoenic
(ndo deve ultrapassail.

Para o desenvolvimento da metodologia para obtencdo do leite humano em po, foi
utilizado LHO né&o conforme doado pelo BLH do Hospital S&o Sebastiao (HSS), Vigosa, MG,
cuja Unica alteracdo foi a presenca de sujidades fisicas observadas nas andlises de rotina dc

BLH, sendo estas removidas por filtracdo. As amostras de LHO doado pertenciam a fase de



66

lactagcdo maduro. Foram recolhidas no BLH em caixas térmicas com gelo para a manutencao
da temperatura e integridade da amostra e transportadas do BLH ao Laboratério de Operacdes
e Processos da Universidade Federal de Vigcosa (LOP/UFV). As amostras obtidas foram entdo
misturadas gerando o leite de mistura, doravante denominado LH.

O LH em po foi obtido seguindo as etapas metodoldgicas constantes nos Fluxogramas
2e3.

Fluxograma 2- Desenvolvimento de produto leite humano em pé por secagem por atomizacao
ou spray dryer
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Fluxograma 3- Desenvolvimento de produto LH em p6 por liofilizacao
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A Figura 7 apresenta um diagrama esquematico do atomizador usado nos

experimentos.

Figura 7- Esquema de um spray dryer para a producao de leite em poé

Entrada de Leite

Entrada de ar quente l

Saidade ar

L.

Leite —* ' Leite em pé
1

1 = Bomba de alimentacéo; 2 = Circuito de alimentacéo spray, dryer
3 = Aquecedor de ar; 4 = Bico atomizador; 5 = Camara de secagem;
6 = Ciclone; 7 = Ventilador de ar de saida.

Leite em po

A Figura 8 apresenta um diagrama esquematico do liofilizador utilizado nos

experimentos.

Figura 8- Esquema de um liofilizador para a producéo de leite em pé

1= bomba de véacuo; 2 = conducéo de ar para formacgéo de vacuo; 3
= camara de secagem; 4 = corpo do equipamento contendo
compressor para manutencdo da temperatura de congelamento
(-40°C); 5 = amostra de LH para secagem.
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3.1. Metodologias para obtencao do leite humano em po

3.1.1. Concentracao do LH

Para a fabricacao do leite em p0, o LHO dos frascos coletados no BHL foi misturado
para formar o pool de leite humano (LH). O leite de mistura foi separado em quatro partes, que
compuseram os tratamentos:

e LH - Tratamento controle composto de leite de mistura ndo processado.

e LHSD - Leite humano em po6 produzido por spray dryer.

e LHL - Leite humano em pé produzido por liofilizacéo.

e LHEL - Leite humano em p6 produzido por evaporacao seguida de liofilizacao.

Previamente a producao do leite humano em pd, foi realizada homogeneizacdo do
LHO a 40C por sonicac¢ao (sonicador ultrassénico VCX750, Newtown, EUA) utilizando uma
sonda de 13 mm, frequéncia de 20 kHz, intensidade de 75% por 30 s seguido de pasteurizacao
lenta (62,5°C, 30 min) para eliminagdo de microrganismos contaminantes. Sendo a
pasteurizacdo um procedimento utilizado para todo o leite humano ordenhado, conforme no
banco de leite humano.

Foi escolhido para a fabricacdo do LHO em pé o LHOhp, pois como vimos no capitulo
anterior ndo houve diferencas significativas nas questbes nutricionais do LHO entre os
tratamentos empregados, e a homogeneizacao confere para o leite em pé melhores qualidades
tecnoldgicas.

O tratamento LHSD consistiu da secagem do LH por aspersdao em aparelho de
atomizacadBUCHI Mini spray dryer modelo, B-290, Suica). A temperatura do ar de secagem
no spray dryer foi de 16Q e a de saida do po foi de65a vazao de LH na entrada foi de 10
mL/min, conforme sugerido por Pearce (2006).

No tratamento LHEL, o LH foi concentrado por evaporacdo em um evaporador
rotativo a vacuo (Fisatom, modelo 802, Brasitpplado a banho termostatico (Tecnal, TE 184,
Brasil) para aguecimento. Para tanto, 200 mL de LH foram alimentados no evaporador e
submetidos a um gradiente de temperatura iniciada é@ §6b pressao negativa (vacuo
parcial), sendo a mesma aumentada at€ 6&evido ao aumento da concentracdo de solidos.

O teor de umidade inicial foi determinado por secagem em estufa de uma aliquota de LH
previamente separada. O teor de solidos foi determinado por balangco de massa considerando o
volume inicial de LH e o volume de agua coletado no balédo coletor do evaporador rotativo. A

etapa de evaporacdo foi finalizada quando o teor de sdlidos atingiu 40% (m/m) (BRAGA;
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PALHARES, 2007). O LH evaporado foi congelado em ultra freezer (Terroni, Modelo Vertical
— 40, Brasil), a -40°C por 24 h, e posteriormente liofilizado (Liofilizador Terroni, Modelo
LS3000, Brasil) por 48 h, atingindo o teor de umidade de 4,5%.

No tratamento LHL, o LH foi congelado em ultra freezer (Terroni, Modelo Vettical
40, Brasil), a -40°C por 24 h, e posteriormente liofilizado (Liofilizador Terroni, modelo
LS3000, Brasil) por 48 h, atingindo o teor de umidade de 4,5%.

Apoés a secagem, o leite em p6 obtido em cada tratamentos foi acondicionado em

embalagem selada a vacuo, com revestimento de filme laminado para protecdo contraluz.

3.1.2. Andlise do produto

O leite humano em po foi caracterizado, antes e apds cada tratamento, quanto ao teor
de umidade, molhabilidade, dispersibilidade, proteinas, minerais, lipidios, lactose; em termos
estruturais do gréo por microscopia eletronica de varredura e em termos das interacdes entre
proteinas e lipidios além de suas estruturas por microscopia confocal.

Para as analises do leite humano em p6 que necessitavam de sua reconstituicéo, ele foi
reconstituido utilizando 4gua deionizada, a uma temperatur@@edR agitacdo até completa

solubilizagéo.

3.1.2.1. Determinacao dos teores de lactose e de proteinas por cromatografia de ions

Uma aliquota de 1g de LH foi previamente diluido em 50 mL de 4gua destilada e
deionizada (Milli Q, Millipore, EUA, resistividade 18 MQ*cm a 25°C) para uso na
guantificacdo de ambos o0s constituintes, lactose e proteinas usando o cromatdgrafo de ions (Cl)
(Metrohm, 850 Professional IC, Suica).

Lactose ApoOs injecdo no modulo de microfiltracdo e didlise do CI, o material
dialisado atravessou uma coluna de troca ionica (Metrohm CARB 2). As interagdes entre ions
presentes na amostra, componentes da coluna e o eluente promovem a separacao da lactose dc
outros componentes do leite. Um detector amperométrico ao final da linha do aparelho,
converte o sinal elétrico correspondente a cada componente em um valor numérico que é
transmitido ao software (Metrohm, MagIC Net tm, Sui¢ca) que acompanha o aparelho, gerando
a leitura da composicao de lactose do leite humano. A comparacéo entre a leitura da aliquota e
a leitura de padrdes de lactose (Sigma Aldrich, EUA) previamente lidos em sete concentragcdes

de 0 a 50 ppm permite obter a concentracdo de lactose da amostra. Para tanto, pode-se usar .
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equacao de regresséao linear obtida pelos dados de concentracdo do padréo obtidos pela curve
analitica (EITH et al., 2006).

Proteinas Apoés injecdo no modulo de microfiltracdo do Cl, o material atravessou
uma coluna SUPERDEX 75. A separacéao das proteinas dos outros componentes do LH ocorre
devido a interacao entre os componentes proteicos da amostra com o eluente e por diferenca de
seus tamanhos. Um detector UV (280 nm) ao final da linha do aparelho, converte o sinal elétrico
correspondente a cada componente em um valor numérico que € transmitido ao software
(Metrohm, MagIC Net tm, Suica) que acompanha o aparelho, gerando a leitura da composicao
das proteinas do leite humano. A comparacgdo entre a leitura da aliquota e a leitura de padrdes
de Caseina, Lactoferrina, Alfa-Lactoalbumina, IgA e 1gG, previamente lidos em sete
concentracdes de 0 a 50 ppm permite obter a concentracdo de proteinas da amostra. Para tantc
pode-se usar a equacao de regressao linear obtida pelos dados de concentracdo do padrax

obtidos pela curva analitica (EITH et al., 2006).

3.1.2.2. Determinacao do teor de umidade

A quantificacdo de umidade no leite humano é necesséria para avaliar a eficiéncia da
secagem e assim garantir uma maior vida de prateleira ao produto. Esta andlise foi realizada
pelo método gravimétrico de secagem em estufa a 105°C com secagem da amostra até pesc

constante, seguido as normas analiticas do Instituto Adolf Lutz (IAL, 2008).

3.1.2.3. Determinacéo do teor de molhabilidade (higroscopiciadade) leite humano em po6

A molhabilidade, ou higroscopicidade, é a capacidade das particulas de adsorverem a
agua. Esta condicao esta relacionada ao teor de gordura livre no alimento, temperatura da agua
de reconstituicdo, tamanho e forma da particula (VISSOTTO et al., 2006).

A analise de molhabilidade estatica foi realizada de acordo com o método descrito por
Freudig, Hogekamp e Schubert (1999), no qual 1g de leite humano em p6 é colocado em uma
plataforma deslizante acoplada em um cubo de vidro contendo 100 mL de 4gua deionizada. Ao
se deslizar rapidamente a plataforma para fora do cubo todo o conteudo de po cai sobre a agua
ao mesmo tempo, momento exato em que se inicia a contagem do tempo por cronémetro. A
agua é transferida por capilaridade para o p6 até que toda a massa de p6 fique molhada. Nesse
momento a contagem é interrompida, obtendo-se o tempo de molhabilidade como mostrado na

Figura 9.
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Figura 9- Arranjo para analise de molhabilidade
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3.1.2.4. Determinacao da solubilidade do leite humano em poé

A andlise de solubilidade consiste na avaliagcdo da capacidade do leite em po de se
dispersar em agua, sendo realizada pela reconstituicdo da amostra em agua com posterior
separacdo. Calcula-se entdo a quantidade de matéria seca no sistema reconstituido e,
consequentemente, a umidade do sobrenadante (CANO-CHAUCA et al., 2005).

A analise de solubilidade foi conduzida utilizando a metodologia descrita por Eastman
e Moore (1984) e modificada por Cano-Chauca et al. (2005). Para tanto, 1 g de leite humano
em poé foi adicionado cuidadosamente em béquer de 250 mL contendo 100 mL de agua
deionizada em agitador rotativo (IKA, RW20, Alemanha), mantido sob agitacdo a 300 RPM
por 5 min. Apés a agitacao as dispersfes foram transferidas para tubos tipo Falcon (50 mL) e
centrifugadas (Eppendorf, Centrifuge 5430, Alemanha) a 3.000 g por 5 min. Apés
centrifugacdo, uma aliquota de 25 mL do sobrenadante foi coletada e transferida para placas de
Petri previamente secas e pesadas. As placas foram levadas para secagem em e¥fufa a 105
até peso constante. A solubilidade foi calculada a partir do peso final do p6 presente na placa
que foi obtido por diferenca entre o peso inicial da aliquota imida e aquela seca na placa.

3.1.2.5. Andlise de microscopia eletrénica de varredura e microscopia confocal

A andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) (LEO, 1430VP acoplado a
sonda de raio-X (EDS), Alemanha) foi realizada para observar a estrutura superficial do leite
humano em pé. As analises de MEV foram realizadas com o leite humano em p6 obtido pelos
tratamentos por spray dryer (LHSD), Liofilizacdo (LHL) e evaporacao seguida de liofilizacao
(LHEL).
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A analise de microscopia confocal de varredura a laser (ZEISS, LSM510 META,
Alemanha) foi realizada com finalidade de observar as interacdes e agregacoes de componentes
do leite (proteinas com gorduras) que ocorrem durante a secagem deste. A interacdo ocorreu
entre as proteinas do leite humano em pd com o fluoréforo fast green e dos lipidios com
fluoréforo vermelho do Nilo. As analises de microscopia confocal foram realizadas com os

leites LHSD, LHL e LHEL, reconstituidos ao teor de solidos original.

3.1.2.6. Andlise do teor de acidos graxos

Extracdo dos lipidios

A metodologia de extracdo de lipidios foi adaptada de Bligh e Dyer (1959). O leite foi
descongelado a 40°C em banho termostético (Tecnal, Brasil), e uma massa de 0,5 g foi pesada
em balanca analitica (Shimadzu, Japao). O volume de 3 mL de uma mistura de metanol:
cloroférmio de 2:1 foi adicionado ao sistema de extragcdo de lipidios. A mistura foi mantida sob
agitacdo em mesa agitadora (Tecnal, Brasil) por 30 min., seguida da adicdo de 1 mL de
cloroférmio e 1,8 mL de solucéo salina (0,9 g/mL de NaCl). Apos a divisdo das trés fases, 0
fundo (~ 2 mL) foi pipetado, seco (45°C) em banho seco (Labnet, EUA) e a massa de lipidios
determinada por gravimetria. Os resultados revelaram uma média de 15 mg de lipidios por

amostra. As fases superior e intermediaria foram descartadas em frascos apropriados.

Derivatizacdo

A amostra para a caracterizacdo de acidos graxos foi preparada pelo método de
transesterificacdo direta que foi adaptado da metodologia descrita por Martinez et al. (2012),
na qual foi adiciona em um frasco de derivatizacdo 100 microlitros de um padréo de C11 como
padréo interno, em solucao de 10 mg/ml em hexano, entéo evaporado o hexano e posteriormente
adicionado 15 mg de 6leo, adicionar 1 ml de solugcdo de KOH 1M em etanol 70%, tendo sido
mantidos os frascos em banho seco por 1 hora para saponificacdo a uma rotacdo de 200 rpm err
mesa agitadora (Marconi, MA 140/CF). Posteriormente, foram adicionados 300 pl de HCI 8M.
Adicionou-se 2 ml de hexano e 1 ml de solugéo de NaCl a 0,9% (m/v), levou-se a aparelho de
vortex e posteriormente foi deixado sob repouso para separagéo de fases. Foi pipetado 1 ml do
sobrenadante para outro frasco e realizada lavagem da amostra com 1 ml de hexano por cinco
vezes. Secou-se a amostra em estuf@@ para remogéo do hexano. Foram adicionados 2 ml
de HSO: 2% (v/v) em metanol e levados em banho seco’@ 90r 90 minutos. Apos este

procedimento, foi adicionado 1 ml de solugcéo de NaCl 0,9% (m/v) e 2 ml de hexano. Coletou-
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se 1 ml do sobrenadante o qual foi transferido para um frasco ependorf contendo 0,1 g de sulfato
de sédio anidro. Procedeu-se agitagdo em vortex (Phoenix Luferco, Brasil) por um minuto,
posteriormente foi realizada uma centrifugacdo a 2.800 RCF por 15 minutos (Eppendorf,
Alemanha) e coletou-se 500 microlitros do sobrenadante ao qual foi adicionado 500 microlitros
de hexano em frasco vial apropriado e posteriormente levado ao Cromatégrafo Gasoso
(Shimadzu, GC-2010, Japéo) usando uma coluna capilar de 100 m x 0,25 mm (SP-2560, Sigma
Aldrich, EUA), para que fosse realizada a caracterizacdo dos acidos graxos.

Os acidos graxos foram identificados por meio dos tempos de retencao dos FAMESs da
amostra comparados aos tempos de retencdo da mistura padrdo FAME (Supelco, 37
componentes FAMEs Mix, Sigma Aldrich, EUA). Trés repeticbes foram realizadas para a

analise de cada amostra.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 10 mostra os trés tipos de leites em p6 obtidos nos diferentes tratamentos

desta pesquisa.

Figura 10- Leites em po obtidos nos diferentes tratamentos

4.1. Caracterizacao centesimal do leite humano em p6

O processamento do leite humano pode causar alteragcbes nos nutrientes e na sua
capacidade bioativeD'CONNOR; EWASCHUK; UNGER, 2015), devido a desnaturacao de
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proteinas e oxidac&o de acidos graxos, por exemplo. Por este motivo é importante conhecer as
alteragcfes causadas nos constituintes do LH devido as operac¢des de secagem.

A Tabela 9 reflete a analise nutricional do leite humano processado por secagem e
indica que ndo houve diferencarmifcativa (p > 0,05) entre a composi¢ao dos trés tipos de
leite em po obtidos nos tratamentos empregados, ou seja, LHSD, LHEL e LHL, na maior parte
de seus constituintes nutricionais.

Apenas o conteudo de lactose apresentou alteracédo estatisticamefitatsig (p <
0,05) quando leite em po reconstituido € comparada com o leite fluido, como pode ser visto na
Tabela 9.

Tabela 9- Macro e micronutrientes do leite humano fluido e desidratado

Compostos LHF LHSD LHL LHEL
+ sd +sd +sd + sd
. . 88,33 4,69 4,96 4,7

Umidade + 0,163 + 0,026 + 0,016 +0,012
Lipidios* 3,29 26,82 26,78 26,83
+ 0,039 + 0,04 + 0,031 + 0,046

Proteinas* 1,1 8,96 8,99 8,94
+0,076 +0,016 + 0,028 +0,024

L . 1 . - 6,46a 6,15bc 6,27ab 6,02c
actose* (leite em p6 reconstituidc +014 +011 + 0.099 +0.094

) 6,94 57,13 57,36 57,34

Lactose por diferenca +014 £014 £013 £011

Cinzas* 0,25 2,04 2,07 2,01
+ 0,015 +0,12 +0,13 +0,11

Nar* 20,32 164,7 165,3 163,5
+2,01 + 15,62 + 20,59 +11,68

Mg** 2,15 16,94 16,96 16,26
+0,12 +1,03 +1,06 +0,61

Pt 9,18 74,29 74,47 73,01
+0,97 +7,89 + 6,66 + 8,92

Krk 33,81 283,6 286,5 281,8
+2,61 +21,26 + 23,35 + 18,22

Car* 20,01 161,7 162,4 161,4
+0,52 +2,75 +4,71 + 4,80

For 0,025 0,22 0,23 0,16
+ 0,014 +0,12 +0,01 +0,11

— 0,5 4,03 4,12 3,83
+ 0,056 + 0,47 +0,38 +0,43

LHF = Leite humano fluido; LHSD = Leite humano spray dryer; LHL = Leite humafitizimo; LHEL = Leite
humano evaporado liofilizado; sd = Desvio Padrdo; * = g/100 mL; ** = mg/100 mL
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4.2. Proteinas

A Figura 11 mostra as proteinas do leite humano em paé identificadas por cromatografia

de exclusamnolecular; sdo elas a caseina, lactoferrina, a-lactoalbumina, 1gG e IgA.

Figura 11— Cromatograma das proteinas do leite humano em p6é LHSD, LHL e LHEL
(cromatografia de exclusdo molecular com coluna SUPERDEX 75)
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Apesar de apresentar leves variagbes numéricas, apenas a proteina IgA sofreu
alteracdes significativas (p < 0,05), devido aos tratamentos de secagem do leite quando

comparados ao leite humano cru (nenhum tratamento prévio) como observado na Tabela 10.
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Tabela 16- Teor de proteinas do leite humano cru e em po

Proteinas LHC + sd LHSD + sd LHL + sd LHEL + sd
Caseina* 1,6 £0,082 1,47 £0,12 1,5+0,08 1,43 + 0,08
Lactoferrina* 25+0,24 2,43+0,21 2,45 +0,21 2,38 +£0,22
Alfa- Lactoalbumina* 2,98 + 0,26 2,75+0,18 2,85+0,23 2,66 +0,16
IgG** 29,8 + 2,69 28,85 + 3,63 28,52 + 3,04 27,63 + 2,59
IgA** 146,97 a+ 1,07 120,13¢c+1,35 127,1b+1,42 117,13c+1,39

sd = Desvio Padréo; * mg/mL; ** ug/mL; LHC = Leite humano cru; LHSD = Leite honsanay dryer; LHL =
Leite humano liofilizado; LHEL = Leite humano evaporado liofilizado; Letras seguidadaglas demonstram
diferenca significativa a p < 0,05 pelo teste de Tukey.

A IgA exibiu reducdo em sua concentracdo no leite humano em p6 devido aos
tratamentos de secagem. O tratamento LHEL apresentou os menores teores (117,13 pg/mL)
nao sendo diferente significativamente do LHSD (120,13 pug/mL), seguidos de LHL (127,1
pg/mL). A maior concentragao foi para o LH cru (146,97 pg/mL).

A analise de eletroforese realizada no leite humano desidratado, assim como no leite
humano fluido (Figura 12) demonstra a presenca de a-Lactoalbumina, B-Caseina, a-Caseina, k-

Caseina e Lactoferrina. Diferentemente do leite humano fluido, no leite humano desidratado

nao foi possivel identificar por eletroforese peptidios menores.

Figura 12- Perfis proteicos SDS PAGE (30% T e 2,7 % C): gel de concentracao de 4,5% e gel
de separacao de 14%. Pool de leite humano na fase maduro, pgm 20

LHEL3LHEL2 LHEL1LHL3 I.HLZ;[HLILHSD3 LHSD2LHSD1

s - - 0 e -
“‘”* 5 o0 49 k. *#4 — Lactoferrina= 80 KDa
t" 3 * o — Kapa caseina=43,7 KDa

Lactoferrina= 80 KDa

— Ig6=146KDa Kapa caseina=43,7 KDa

Alfa caseina=37,3KDa

- Afacaseina=37,3KDa —— BetaCaseina =33 KDa

Beta Caseina =33 KDa

Alfa lactoalbumina =13 KDa

Canaleta 1: padrdo de massa molecular; LHSD = Leite humano spray dryer; LHL
= Leite humano liofilizado; LHEL = Leite humano evaporado liofilizado; L1 =
Leite humano cru; L2 = Leite humano pasteurizado; L3 = Leite humano
homogeneizado pasteurizado.
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Nota-se que no LHL a regido das bandas da IgG se apresenta também mais visivel,
com bandas mais espessas, enquanto nos outros tratamentos praticamente nem sao notadas.
espessura das bandas para o LHEL se apresenta delgada em todas as proteinas, o que demonsit
uma possivel reducdo em suas concentracdes. Fato este que pode ser corroborado com 0¢
valores apresentados na Tabela 10.

Apesar da nao identificacéo da IgA por eletroforese, pode-se verificar sua presencga no
leite humano desidratado pela cromatografia por exclusdo molecular, como visto na Figura 12
ena Tabela 10.

Observando que as alteracdes causadas nas proteinas pelos tratamentos empregado:
para obtencdo do leite humano em p6 foram migiileaendo diferengas significativas (p <
0,05) apenas para a IgA, posieeonsiderar que os beneficios relacionados ao armazenamento

de leite humano em p6 quando comparado ao in hatura superam estas perdas minimas.

4.3. Lipidios

Dados da Tabela 9 mostram que o teor de lipidios ndo se alterou estatisticamente apds
os tratamentos de secagem para obtencdo do leite humano em pé.

4.4. Acidos graxos

A Tabela 11 mostra a composicdo dos acidos graxos presentes no leite humano fluido
(sem tratamento) e nos leites dos tratamentos empregados na obtencéo do leite humano em p6

Na Tabela 11, observa-se que os tratamentos de desidratacdo do leite humano por
spray dryer, liofilizacdo e evaporacdo seguida de liofilizacdo, ndo ocasionaram alteracdes
significativas (p < 0,05) na maior parte das concentragdes dos acidos graxos do leite humano.
Entretanto os tratamentos de secagem ocasionaram uma reducao de aproximadamente 30% dc
DHA em relacéo ao leite humano fluido (sem processamento), ndo havendo diferenca estatistica
entre os tratamentos.

Diferencas significativas (p< 0,05) foram observadas nas concentragdes dos acidos
docosadiendico e laurico para o LHSD; acidos tricosanoico e erucico para o LHSD e LHEL;
Cis-10-Heptadecandico para o LHEL. O &cido caprilico apresentou maior concentra¢cdo no
LHEL e menor no LHSD.
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Tabela 11- Composi¢do de acidos graxos do leite humano desidratado por spra dryer

liofilizac&o

Composto LHF £ sd LHSD + sd LHEL + sd LHL +sd
Cc8:.0 0,04b £0.003 0.03c+£0.005 0.05a+0.001 0.04b £0.001
C10:0 0,74 £0.04 0.75+£0.03 0.73 £0.03 0.73 £0.015
C12:0 5.18a £ 0.22 4.25b +0.14 5.11a+£0.13 5.16a+0.3
C14:0 6.93 £0.98 5.29 £0.26 7.31+1.04 7.49+1.19
Cl4:1 0.06 +0.007 0.06 +0.004 0.06 +0.01 0.06 + 0.002
C15:0 0.23 +0.02 0.26 £0.01 0.24 £0.03 0.21+£0.014
Ci15:1 0.24 £0.02 0.25+0.02 0.25+0.03 0.22 £0.01
C16:0 20.9 £0.93 20.5+0.75 21.3+0.43 19.9 £ 0.97
Ci16:1 2.51 +0.19 2.68 £ 0.03 2.18+£0.14 2.27 £0.26
C17 0.25 +0.02 0.23 £0.03 0.28 £0.02 0.23+£0.01
C17:1 0.23a £0.01 0.24a+0.002 0.18b+0.01 0.23a+0.015
C18:0 6.28 +0.37 6.05+0.42 6.49 + 0.04 6.03£0.31
C18:1n9c 34.8 £0.63 34.1+1.18 33.1+0.55 34.3+0.32
C18:1n9t 0.04 £0.01 0.04 + 0.003 0.05+£0.01 0.04 £0.01
C18:2n6¢c 16.5 £0.58 16.1 £0.17 16.2+£0.78 16.9 £ 0.39
C20:0 0.12 £0.009 0.12 + 0.007 0.12+£0.01 0.13 £ 0.004
C18:3n6¢c 0.13+0.01 0.13 £ 0.005 0.13+0.01 0.13 £ 0.009
C18:3n3 1.53 +0.03 1.48 +0.04 1.48 +0.02 1.64+0.2
C21:0 0.06 +0.008 0.06 + 0.002 0.06 +0.01 0.06 + 0.002
C20:2 0.35 +0.034 0.31+£0.004 0.37+£0.04 0.36 £0.018
C22:0 0.38 +0.01 0.34 £ 0.03 0.38 £ 0.02 0.39 £ 0.011
C20:3n6 0.59 +0.03 0.61 £0.03 0.54 £0.03 0.58 £ 0.023
C22:1n9 0.07a £0.005 0.04b £0.002 0.04b+0.006 0.07a+0.003
C23:0 0.03a+0.002 0.02b +0.002 0.02b +0.002 0.03a +0.003
C20:4n6 0.41 +0.09 0.37 £0.07 0.37 £0.03 0.46 + 0.089
C22:2 0.04a+0.006 0.03b+0.004 0.04a+0.004 0.04a+0.002
C24:0 0.03 +0.007 0.03+0.01 0.03 £0.003 0.04 +0.002
C20:5n3 0.09 +£0.006 0.09 + 0.001 0.09 £ 0.004 0.09 £ 0.005
C24:1n9 0.06 +0.004 0.05 +0.001 0.05 £ 0.005 0.06 £ 0.01
C22:6n3 0.76a +0.02 0.56b + 0.03 0.54b+0.01  0.55b +0.027

Letras posteriores aos dados indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey; resultados sem letras
posteriores indicam que ndo houve diferengas significativas (p > 0,05) entre os tratamentos; sd = desvio padrao;
LHF = Leite humano fluido; LHSD = Leite humano spray dryer; LHEL = Leite dnorevaporado liofilizado;
LHL = Leite humano liofilizado.

4.5. Lactose

A Figura 13 mostra que os teores de lactose apresentaram diferencas significativas (p
-valor de 0,0012) entre os tratamentos revelando que os tratamentos para a obtencao do leite

em po modificam a concentracdo da lactose no leite humano.
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Figura 13- Andlise cromatografica da lactose no leite humano fluido e no leite humano em po
(cromatografia de ions com coluna CARB 2)

LHF

nA

2000.0
1800.0
1600.0
1400.0 -

12000 %2 <

7
3
i > lactose 13.78

o LA i

T T T T T T T
00 20 4.0 6.0 8.0 100 120 16.0 180 200 220

...
»
=3

LHSD

2000.0 -
1800.0
1600.0 -
14000 -

1200.0

HE3h
:> 413
>hﬂm 1283

1000.0

T T T T T T T T T T T
00 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 140 160 180 200 220

LHEL

1800.0

1600.0 4

1400.0

1200.0 4

1000.0

,
| > lactose 13,79

T T T T
140 160 180 200 220

-
~ g
=3

T T T T
00 20 4.0 6.0 8.0 100 min.

LHL

22000

2000.0

1800.0

1600.0

1400.0

1200.0 4

1000.0

T T T T
16.0 180 200 220

o
=
©
=3
~ H
e 44
=
-
~n
o
=
=
=

383
515 414
{978
] >Ixmu 1382

T
00 20




80

O tratamento LHEL apresentou maior diferenca estatistica para a lactose em relacao
ao LHF, que pode ser oriunda do longo tempo de exposicado do LHEL ao tratamento térmico,
ja que passou por dois tratamentos (evaporacao e liofilizacao).

O tratamento LHL nao apresentou diferenca significativa (p > 0,05) para a lactose
guando comparado ao LHF, pois foi exposto a um tratamento com elevacao de temperatura
reduzida na liofilizagéo.

Na Figura 14, observam-se variacdes dos teores de lactose entre os tratamentos para
obtencéo do leite em pd. A reducao nos teores de lactose € maior no leite humano submetido a

processamentos térmicos mais intensos.

Figura 14— Teores de lactose do leite humano em p6 comparado ao leite humano fluido ndo
processado. Letras seguidas dos dados indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de
Tukey

Lactose

6,5 6,43 a
6,4

6,3 6,27 ab

6,2

6,15 bc

61 6,02 c

B LHF WLHSD LHL mLHEL

5,9

5,8

4.6. Qualidade do pé

A desidratacdo por spray dryer € uma maneira pratica de se obter um alimento em po
sem que haja perda drastica na qualidade do produto e em seus constituintes, devido a um baixo
tempo de exposicao ao calor no aparelho e moderada elevacéo de temperatura do po (BRAGA,
ROCHA; HUBINGER, 2018).

O leite em p6 é um alimento complexo cuja qualidade depende do tamanho do gréo
formado, da formacédo de aglomeracdes, do teor de lipidios (BIRCHAL et al., 2005) e da

capacidade de reconstituicdo (LEE et al., 2014). Esta capacidade esta intrinsicamente ligada a
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algumas propriedades do leite em poO, como: densidade aparente, dispersibilidade ou
solubilidade e molhabilidade.
Algumas dessas propriedades do leite humano asbtid presente trabalho estéo

listadas na Tabela 12.

Tabela 12- Propriedades do leite humano em p6

Propriedades LHSD + sd LHEL +sd LHL +sd
Densidade aparente (kgim 468 +17,2 481 + 15,7 442 +27,1
Dispersibilidade (%) 78,93b +0,95 81l a +0,515 77,1c 1,199
Molhabilidade (s) 32425b +4,82 2965c +6,42 349 a +4,95

LHSD = Leite humano spray dryer; LHEL = Leite humano evaporado liofilizado; Leite humano liofilizado;
letras seguidas dos dados indica diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Os tratamentos nao apresentaram diferengas estatisticas (p > 0,05), para a densidade
aparente do p6. Os valores relatados de densidade para leite de vaca em pd normalmente se
encontram entre 380 e 750 kd/dependendo do tipo do po e de seu gral de compactabilidade
(ENRIQUEZ-FERNANDEZ; CAMARILLO-ROJAS; VELEZ-RUIZ, 2013).

Maiores valores de densidade podem favorecer também a uma melhor reconstituicdo
ao permitir que o gréo submerja mais facilmente na 4gua, com isso aumenta-se a molhabilidade
do grdo (FREUDIG; HOGEKAMP; SCHUBERT, 1999), fator este que pode ser observado na
Tabela 12.

Para a dispersibilidade foram verificadas diferengas significativas (p < 0,05) entre
todos os tratamentos. A maior dispersibilidade no LHEL indica sua maior capacidade
reconstituinte, e resulta em menor perda de massa durante a reconstituicdo. A dispersibilidade
do leite em pé é influenciada pela presenca de lipidios, pois os lipidios durante o processo de
secagem migram para a superficie do grédo dificultando sua solubilizacdo devido as suas
propriedades hidrofébicas (PETIT et al., 2017). Sendo assim o ideal para a fabricacdo de um
leite em p6 de maior qualidade para reconstituicdo, € a partir de um leite desnatado
(VIGNOLLES et al., 2009),

Entretanto, ndo é viavel retirar a gordura do leite humano para a producéo do leite
humano em po devido a indiscutivel importancia dessa no crescimento e desenvolvimento do

neonato.
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A dispersibilidade é também afetada por danos causado as proteinas pelo tratamento
de secagem, o que leva a uma reducao da capacidade de reconstituicao do leite erBR& (ROG
et al., 2012).

Ja para a molhabilidade, todos os tratamentos apresentaram diferencas significativas
(p < 0,05), sendo que o LHL apresentou maior tempo para que a agua penetrasse em toda a
massa de po6, enquanto o LHEL apresentou menor tempo. Um tempo maior para que a agua
penetre na massa de po6 indica uma menor capacidade reconstituinte, por impor maior
resisténcia a penetracéo e interacdo com a agua.

A ocorréncia de aglomeracgfes nos graos de leite em p6 pode auxiliar na reconstituicao
pelo fato da agua se deslocar pelos poros dos aglomerados facilitando a molhabilidade. Este
deslocamento da agua € mais facil do que apenas pelos poros capilares internos dos graos
(BIRCHAL et al., 2005).

As industrias utilizam compostos surfactantes como 6leo de lecitina ou carboidrato
amorfo como forma de melhorar a capacidade de reconstituicdo do leite em pé (CHEVER et
al., 2017), entretanto isto ndo € possivel no leite humano em pd, pois isto incluiria na

alimentacdo compostos diferentes ao leite humano.

4.7. Microscopia eletronica de varredura

Cada tratamento de secagem empregado neste estudo apresenta caracteristicas
diferenciadas, ocasionando na obtencéo de diferentes tipos de leite em p6. Pode-se observar as
diferencas na estrutura dos grdos do leite humano em p6 obtidos de cada tratamento pelas
imagens obtidas das micrografias (Figuras 15 a 21).

Durante a secagem do leite por spray dryer ocorre a migracao de lipidios e proteinas
para o exterior da goticula enquanto compostos mais hidrofilicos como minerais e lactose
migram para o interior do grdo. Um maior teor de lipidios no leite, resultara em dificuldades na
reconstituicao do leite (BIRCHAL et al., 2005).

A presenca de rugosidades na superficie do grao do leite em pd ocorre quando se tem
muitas particulas de lipidios e proteinas que migraram para a superficie do grédo durante a
secagem. A adsorcéo de particulas de proteinas aos lipidios, ocorre na secagem por spray dryer
de forma semelhante mas em menor concentracdo que a ocorrida durante o processo de
homogeneizacéo industrial do leite bovino, devido a alta velocidade em que ocorre a secagem
(VIGNOLLES et al., 2009).
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Figura 15- Micrografia leite humano em po
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LHSD e LHSD-A = Aumento de 70x; LHSD-B = Aumento 300x.

Na micrografia do LHSD observam-se as deposi¢0es proteicas pela rugosidade, com
tamanhos aproximadamente uniformes de area média de aproximadamente 100 pum, com
conformacéao esférica.

Diametros médios do grao de leite em pd normalmente vistos na literatura para leite
em po6 bovino obtidos por spray dryer sdo em torno de 100 a 350 um (BIRCHAL et al., 2005;
ROGERS et al., 2012; ENRIQUEZ-FERNANDEZ; CAMARILLO-ROJAS; VELEZ-RUIZ,
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2013). Os diametros médios dos gréos do LHSD (93,25 um) foram menores do que os obtidos
no LHL (151,47 um) e préximos aos do LHEL (99,19 pum).

Algumas aglomeracdes de graos foram observadas no LHSD sendo este
comportamento comum no leite em po bovino obtido por spray dryer. As aglomeracdes no leite
em po pode ocorrer devido a atuacao das forcas de van der Waals e ligacOeseatigolos
aglomerados menos densos (BIRCHAL et al., 2005).

A presenca de aglomerados no leite em po influencia na densidade e melhora a
capacidade reconstituinte do leite em p6 ao favorecer a imersibilidade do p6é em agua (CHEVER
et al., 2017).

A liofilizagcao nao utiliza elevacéo de temperatura portanto € uma secagem a frio com
a utilizacdo da reducéo de pressdo. Nao promove perdas nutricionais por atuacao térmica e
representa uma opc¢ao viavel para a manutencao dos nutrientes do leite humano (SALCEDO et
al., 2015).

Tratamentos de secagem por liofilizacdo consistem na remocao da agua de um sistema
congelado. Assim, para o caso em estudo, microporos serdo fomados no leite humano
desidratado e a migracédo de constituintes do leite para a superficie serd menor (ZHOU et al.,
2016). Entretanto o leite em po por liofilizagdo ndo apresentou uniformidade dos grdos como
visto na Figura 16. Foi formada uma massa compacta e foi necessario aplicar um processamento
adicional de moagem para tentar obter um p6é mais homogéneo. Entretanto, a moagem forneceu
um po com graos heterogéneos, sem forma estrutural definida e de diametro maior. Estas
caracteristicas acarretam maiores dificuldades na solubilizacdo devido a menores superficies de
contato com o liquido.

A microscopia do grdo de LHL aumentada 300X mostra a existéncia de pequenos
poros, formados durante a migracédo da agua por sublimacao.

A porosidade no gréo pode favorecer a reconstituicéo do leite, pois permite a entrada
de agua no interior do gréo, o que consequentemente aumenta a superficie de contato da ague
com o grao (ZHOU et al., 2016). Entretanto esta melhoria na reconstituicdo pode néo ser

suficiente quando comparada a um diametro do grao muito elevado.
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Figura 16- Micrografia leite humano em po
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O LHEL apresentou maior rugosidade em sua superficie como visto na Figura 17.
Provavelmente houve interagdo entre os constituintes solidos durante a evaporagéo do leite
(ENRIQUEZ-FERNANDEZ; CAMARILLO-ROJAS; VELEZ-RUIZ, 2013).
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Figura 17— Micrografia leite humano em p6
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Assim como para o LHL, o LHEL continha pequenos poros (Figura 17 LHL-B), pois
também foi liofilizado.

A Figura 17 mostra a distribuicdo do diametro do gréo obtido na producdi@sios
tipos de leite humano em po. O tratamento LHEL revelou uma maior concentragéo de gréos de
diametro proximo a 100 um, com ponto central (78,23 + 90,98 um) menor que o do tratamento
LHSD (85,48 + 48,68 um). Entretanto apresentou heterogeneidade nos graos, sendo verificada

uma média (99,19 + 90,98 um) com pontos fora da média (232,25 yum; 458,06 um).
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Figura 18- Distribuicdo do diametro do gréo dos tratamentos para obtencao do leite em po6
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Os graos de leite em po6 obtidos pelo tratamento LHSD apresentaram maior
homogeneidade na distribuicdo de diametro, com média (93,26 + 48,68 um) proxima ao ponto
central (85,48 um), o que é esperado pela maneira como ocorre a secagem por spray dryer, a
qual sdo formadas goticulas pelo bico atomizador, as quais possuem praticamente 0 mesmo
diametro.

No tratamento LHL verifica-se que os diametros dos grados sdo maiores, com média
(151,47 + 122,65 pm) acima da média dos outros tratamentos e pontos fora da média (482,26
pm).

A Figura 19 mostra que os trés tratamentos para obtencéo do leite p6 possuem alguns
graos de diametro semelhantes, entretanto os tratamentos LHL e LHEL produziram graos muito
extremamente heterogéneos, apresentando-se muito diferente da média geral e possuindo
desvios padrdes muito altos (122,65 e 90,98 respectivamente).

Rogers et al. (2012) reportaram a média de diametros dos gréos leite bovino em p6 na

faixa entre 40 e 300 um, dependendo do tipo de po.
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Figura 19- Diametros do leite humano em pé obtidos pelos tratamentos avaliados
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A Figura 20 mostra a distribuicdo das médias de area dos graos de leite humano em
po. Os graos obtidos pelo tratamento LHSD apresentam menor area, seguida pelo tratamento
LHEL e posteriormente LHL que formou grdos com as maiores areas. Tanto o tratamento
LHEL quanto o LHL apresentaram graos com éarea fora das médias (LI38R70; LHL—

30147 pm).

Figura 20- Distribuicdo de area do gréo do leite em p6 nos diferentes tratamentos

35000
30000 ” .
25000
20000

15000 T

10000

’ = ~

M LHsD M LHEL B LHL

Eixo Y = &rea em pm?; Eixo X = tratamentos.



89

As diferencas nas areas dos gréos de leite humano em p6 produzidos em cada
tratamento (Figura 21) mostram que existem gréos de area semelhante entre os tratamentos,

entretanto o LHSD formou graos de areas semelhantes sendo mais homogéneo.

Figura 21— Areas dos gréos de leite humano em p6 nos diferentes tratamentos
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O tratamento LHEL apresentou a maior parte dos grdos com area semelhante ao
tratamento LHSD, entretanto apresentou grdos de area muito elevada (302370aumo
tratamento LHL foi possivel verificar nos graos observados varios grdos de tamanho mais

elevado que os obtidos pelos outros tratamentos.

4.8. Espectrometria de raio X por energia dispersiva (EDS)

A andlise de EDS permite avaliar a composicdo dos minerais do grdo como mostrado
na Figura 22. Minerais foram encontrados em todo grao, uma maior concentracgéo foi localizada
na posicao central do grdo formado durante a secagem do leite humanao.

Com a retirada da agua, os minerais e substancias mais hidrofilicas tendem a se

locomover para o centro do grao (BIRCHAL et al., 2005).
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Figura 22— Micrografia com mapeamento composicional por espectrometria de raio X por
energia dispersiva (EDS)

L

Retangulos vermelhos = concentracao de minerais centralizados.
Circulos azuis = minerais espacados.

A Figura 22 mostra a distribuicdo de elementos minerais e do oxigénio na regido mais

centralizada do gréo (retangulos vermelhos). Verifica-se também a presenca de minerais em

outras partes do grao (partes circuladas em azul).

A distribuicdo percentual em massa dos minerais no grao, ndo apresentou diferenca

significativa (p > 0,05) entre os tratamentos pela analise estatistica ANOVA. Uma excecédo € o

sédio que apresentou diferenca significativa pelo teste de Tukey (Tabela 13).

Tabela 13- Distribuicdo percentual em massa dos minerais presentes no gréo de leite humano
em p6 em cada tratamento

LHSD +sd LHEL +sd LHL *sd
C 40,82 +1,25 46,47 +4,43 44,52 +0,64
O] 55,77 +1,021 49,87 +4,19 50,7 +0,63
Na 0,43 ab + 0,038 0,35b + 0,089 0,67 a +0,16
Mg 0,43 + 0,032 0,39 +0,051 0,53 + 0,088
P 0,44 +0,015 0,42 +0,048 0,58 +0,15
K 1,22 +0,17 1,56 +0,023 1,45 +0,14
Ca 0,63 +0,091 0,83 +0,21 0,79 +0,21
Fe 0,08 +0,019 0,11 +0,03 0,07 +0,023
Zn 0,12 + 0,053 0,16 + 0,054 0,11 +0,013

Letras indicam diferenca significativa (p < 0,05) pelo teste de Tukey; sd = desvio padrao; LHSD = Leite humano

spray dryer; LHEL = Leite humano evaporado liofilizado; LHL = Leite humaniizado.
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A composicao dos elementos da amostra foi assumida como a composigao elementar
dos componentes puros da amostra. A gordura e a proteina normalmente apresentam maiores
teores carbono (70 e 89% respectivamente) e teores de oxigénio entre 16 e 11%
respectivamente, enquanto a lactose apresente valores de 55% de carbono e 45% de oxigénic
(VIGNOLLES et al., 2009).

4.9. Microscopia confocal

Na microscopia confocal foram observadas a coloracao vermelha para os glébulos de
gordura e a coloragao verde para as proteinas. Em todos os tratamentos, assim como no LHF
(controle), foi observada a presenca dos globulos de gordura e a de proteinas dispersas no meio.
ModificacBes nos formatos destes componentes do leite humano foram observadas apds a
secagem empregados.

Nas micrografias confocais do LHF (Figura 23) observam-se glébulos de gordura bem
definidos; com variacdes de diametro de 1,11 um a 13,4 um, média de 6,36 = 2,7 um e um
coeficiente de variacdo (C.V.) de 47,4%; com presenca bem marcada de proteinas ha membrana
do glébulo. Os pontos proteicos estdo dispersos no meio (pontos verdes mais brilhantes). Ndo
h& presenca de aglomerados proteicos nem a adsorcao de proteinas aos glébulos de gordura.

Figura 23- Micrografia confocal do LHF

LHF-A LHF-B

LHF — A = Coloracao vermelha de lipidios (corante vermelho do
Nilo); LHF — B = Coloragéo verde para proteinas (corante fast green
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A espessura da membrana do glébulo de gordura no LHF é praticamente homogénea,
com média de 1,49 + 0,38 um e C.V. de 25,29%. As membranas do glébulo de gordura no LHF
sao de formato circular em sua maioria e ndo apresentam rompimento de membrana.

O tratamento LHSD formou glébulos de gordura de tamanhos médios e pequenos,
assim como proteinas aderidas na superficie destes glébulos (Figura 24). Pontos proteicos
livres, além de uma aglomeracao proteica unida a lipidios no inferior da imagem s&o visiveis
na Figura 24B. Os pontos de proteinas observados no LHSD variam grandemente de tamanho
(1,95 a 27,01 um), apresentando desvio padrao de 7,35 e C.V. de 36,91%.

Figura 24- Micrografia confocal do LHSD

LHSD - A LHSD - B

LHSD — A = Coloragdo vermelha de lipidios (corante vermelho do
Nilo); LHSD - B = Coloracao verde para proteinas (corante fast green

Em alguns globulos de gordura da Figura 24 A, verifigoum “murchamento”,
causando a perda de forma no glébulo de gordura. Os didmetros dos globulos de gordura do
LHSD apresentaram grande variacao (1,39,65), com média de diametro de 5,84 £ 2,71 um
e C.V. de 42,76%.

Na Figura 25, uma aglomeracéo proteica disforme de tamanho maior (7766,dd um
area) esta envolta por lipidios. Observa-se a presenca de glébulos de gordura e proteinas livres.

As membranas dos globulos de gordura do LHL, diferentemente do LHSD, nédo
apresentaram murchamento, e ndo se verificou rupturas nas mesmas. A espessura da membran
do LHL apresentou média 1,98 + 0,22 um, pontos fora da média com minimo de 1,11 um e
maximo de 2,51 um e C.V. de 79,1%. Quanto aos pontos fora da media para LHSD, o ponto
inferior foi 1,11 pm, o ponto superior foi 2,71 pm e a média foi 1,98 + 0,39 pm.
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Figura 25- Micrografia confocal do LHL

LHL - A LHL-B

LHL — A = Coloragéo vermelha de lipidios (corante vermelho do
Nilo); LHL — B = Coloracgédo verde para proteinas (corante fast green

O didmetro dos glébulos de gordura do LHL apresentou média de 8,32 + 3,92 um,
ponto inferior fora da média de 1,67 um e superior de 15,76 um, e C.V. de 52,78%.

A microscopia confocal do LHEL (Figura 26) apresenta aglomeracdes proteicas, assim
como no LHL, e depdsito de proteinas na superficie dos glébulos de gordura, assim como no
LHSD.

Figura 26- Micrografia confocal do LHEL

LHEL-A LHEL-B

= 0o©
LHEL — A = Coloracdo vermelha de lipidios (corante vermelho do
Nilo); LHEL — B = Coloracao verde para proteinas (corante fast jreen

A area do maior aglomerado de proteinas verificado na analise do LHEL foi de
2416,027 urf sendo bem menor que a observada no LHL. O diametro maximo da area proteica

do LHEL foi de 61,5 pm com média de 15,24 um, enquanto para LHL foi de 107,7 um com
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média de 38,12 um. J& para o LHSD, o didmetro proteico foi de 27,01 pm com meédia de 9,97
pum e para LHF de 11,86 pm com média de 5,59 um (Figura 23).

Assim, o tratamento da secagem por liofilizac&do favoreceu a formacéo de aglomerados
proteicos maiores, entretanto quando o LH foi submetido a evaporacéo antes da liofilizacdo, o
tamanho do aglomerado proteico foi reduzido em 68,9%.

As membranas dos globulos de gordura do LHEL apresentaram variacdes em suas
espessuras de 1,12 a 2,34 um, mas alguns glébulos exibiram deformacfes em suas membranas

No LHEL foram observados globulos de gordura com tamanhos heterogéneos, com
didmetros de 1,4 a 19,57 pm, média de 11,19 + 4,76um, e C.V. 57,19%. Este foi o tratamento
que apresentou maior tamanho nos glébulos de gordura e o maior C.V.

Grandes varia¢Ges nos tamanhos dos aglomerados proteicos sado observadas na Figura
27.

Figura 27— Diametro das proteinas em cada tratamento
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Eixo Y = didametro das proteinas em pm; Eixe Kedicdes.

A Figura 27 mostra que o LHF possui baixa variabilidade no tamanho das proteinas,
o LHSD contém aglomerados de proteinas de diametro maior, o LHEL contém aglomerados
com diametros proteicos duas vezes maiores que o LHSD. Ja o LHL foi o tratamento que
apresentou aglomerado proteico de maior tamanho com quase duas vezes o diametro do
apresentado pelo LHEL.

A distribuicdo do didmetro das proteinas vista na Figura 28, mostra uma grande
variacdo no diametro das proteinas para o LHL. O LHEL apresenta médias de diametro
proximas as do LHSD, entretanto, com pontos fora da média, gerando aglomerados proteicos

de tamanho muito acima da média.



Figura 28- Diametro das proteinas em cada tratamento
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A Figura 29 mostra as diferencas nos diametros dos glébulos de gordura nos
tratamentos. Os diametros dos glébulos de gordura do LHF e LHSD se encontram mais

proximos, enquanto o didmetro nos tratamentos LHL e LHEL possuem maior variagdo com

glébulos de diametro maior, sendo o maior deles presente no LHEL.

Figura 29- Diametro do globulo de gordura em cada tratamento
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A reducdo lenta e gradativa do teor de agua durante a evaporacdo realizada no
tratamento LHEL pode levar a auto agregacao dos globulos de gordura e a agregacéo de outros
componentes a ele. Este comportamento ocasiona o aumento no diametro do globulo de gordura

e variagbes nos seus tamanhos conforme relatado por Vignolles et al. (2009) e que é

corroborado com os dados da presente pesquisa.

95
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A distribuicdo do diametro dos glébulos de gordura (Figura 30) mostra que o
tratamento LHSD apresentou a menor variacdo na média nos tamanhos dos glébulos de gordura,
apesar de apresentar pontos fora da curva com maior diametro.

O tratamento que apresentou maiores valores de média assim como tamanho total foi
o0 LHEL seguido do LHL e posteriormente LHF.

Figura 30- Diametro dos glébulos de gordura em cada tratamento
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Eixo Y = diametro dos glébulos de gordura em pm; Eixo X = tratamentos.

A Figura 31 indica que n&o ocorre grande variagdo na espessura das membranas dos
glébulos de gordura devido aos tratamentos, entretanto o tratamento que apresentou membranas
mais espessas foi o LHSD.

Figura 31- Espessura da membrana do glébulo de gordura em cada tratamento
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Eixo Y = espessura da membrana do glébulo de gordura em um;
Eixo X = medicdes.
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Durante a secagem em spray dryer pode ocorrer a adesdo de proteinas ags lipidios
como visto na Figura 24, esta adesao pode vir a aumentar sua espessura da membrana.

Pela distribuicdo de espessura da membrana observada na Figura 32, o tratamento
LHSD apresenta médias com maior espessura ha membrana do globulo de gordura, apesar da

média geral ser proxima as dos tratamentos LHL e LHEL.

Figura 32— Distribuicdo da espessura da membrana dos globulos de gordura em cada
tratamento
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O LHF apresentou menor média de espessura da membrana dos glébulos de gordura
com pontos de maior valor fora da média, enquanto os tratamentos LHL e LHEL pontos de
menor valor fora da média (Figura 32).

A capacidade reconstituinte do leite em p6 é afetada pelo tamanho dos graos dos pés,
didametro dos globulos de gordura, pela adsorcdo das proteinas nos glébulos de gordura e
insolubilizagéo de proteinas livres devida a secagem (VIGNOLLES et al., 2009; ROGERS et
al., 2012; CHEVER et al., 2017).

Fator este que pode ser verificado ao observar as caracteristicas dos graos de leite em
pé obtidos nos tratamentos, onde quando comparamos com os dados de dipersibilidade,
molhabilidade e densidade aparente, percebemos a influéncia dos tamanhos dos graos nestes
dados, assim como as aglomeracdes ocorridas com proteinas nos grédos, como a ocorrida no

tratamento LHEL a qual apresentou melhores resultados na dispersibilidade e molhabilidade.
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5. CONCLUSAO

Os trés tratamentos de secagem produziram leite humano em p6 com qualidade
nutricional. O LHL foi o que apresentou a composicdo nutricional mais proxima ao do leite
humano fluido. Quanto a facilidade de reconstituicdo, o melhor tratamento foi o do LHEL.
Entretanto, o leite humano em p6 obtido por spray dryer (LHSD) é o indicado se a finalidade
for a nutricdo de neonatos pois apresentou além de uma boa manutencéo dos nutrientes do leite

uma boa capacidade reconstituinte.
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CONCLUSAO GERAL

Esta pesquisa ponta para a factibilidade da obtenc&o de leite humano processado.
Mesmo que ocorram perdas nutricionais no leite humano devido aos processamentos, as
possibilidades de utilizagdo produtos processados podem compensa-las. O processamento por
meio da pasteurizacdo e homogeneizacgao possibilitar4 a reducéo do volume de descarte do leite
humano, a secagem possibilitarad economia no transporte, aumento do tempo de armazenamentc
e maior gama de utilizacdo do leite humano em p6. Uma sugestéo é a utilizacéo do leite humano
em po para fortificagdo do leite entregue pelo banco de leite humano aos neonatos a termo.

Com os dados desta pesquisa espera-se guiar para novas pesquisas com analises sobr
a seguranca alimentar, com testes com animais e posteriormente concluir a producdo de um

leite humano ordenhado em pé de qualidade para ser utilizado pelo banco de leite humano.



100

REFERENCIAS

ABRAMS, S. A. Building bones in babies: can and should we exceed the human milk-fed
infant’s rate of bone calcium accretion? Nutrition Reviews, v. 64, n. 11, p. 487-494, 2006.

ADAM, A. C.; RUBIO-TEXEIRA, M.; POLAINA, J. Lactose: the milk sugar from a
biotechnological perspectiv€ritical Reviews in Food Science and Nutritionv. 44, n. 7-8,
p. 553-557, 2004.

AHMAD, S. et al. Factors affecting yield and composition of camel milk kept under desert
conditions of central Punjab, Pakistamopical Animal Health and Production, v. 44, n. 7,
p. 1403-1410, 2012.

ALMEIDA, J. A. G. de; GUIMARAES, V.; NOVAK, F. RSelecao e classificacdo do leit
humano ordenhado cru Disponivel em:
https://rblh.fiocruz.br/sites/rblh.fiocruz.br/files/usuario/79/nt_23.11 selec._classif_Ihocru.pdf
Acesso em: 21 set. 2020.

ANDREAS, N. J.; KAMPMANN, B.; LE-DOARE, K. M. Human breast milk: a review on its
composition and bioactivitfgarly Human Development v. 91, n. 11, p. 629-635, 2016.

BAKER, R. D. et al. Clinical report - diagnosis and prevention of iron deficiency and iron-
deficiency anemia in infants and young children (0-3 years of Bgd)atrics, v. 126, n. 5, p.
1040-1050, 2010.

BAR-YOSEPH, F. et al. SN2-palmitate reduces fatty acid excretion in Chinese formula-fed
infants.Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition, v. 62, n. 2, p. 341-347, 2016.

BARREIRO, R. et al. Fatty acid composition of breast milk in Galicia (NW Spain): a cross-
country comparisorProstaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acidsy. 135, p.
102-114, 2018.

BATISTON, W. P. et al. Absolute quantification of fatty acid and proximate composition of
cow and goat powdered milk¥ournal of the Brazilian Chemical Society v. 23, n. 10, p.
1907-1914, 2012.

BAUER, J.; GERSS, J. Longitudinal analysis of macronutrients and minerals in human milk
produced by mothers of preterm infar@&inical Nutrition , v. 30, n. 2, p. 215-220, 2011.

BERGSSON, G. et al. Killing of gram-positive cocci by fatty acids and monoglycerides.
Apmis, v. 109, n. 10, p. 670-678, 2001.

BIRCHAL, V. S. et al. Effect of spray-dryer operating variables on the whole milk powder
quality effect of spray-dryer operating variables on the whole milk powder qudityng
Technology, v. 23, p. 611-636, 2005.

BLIGH, E. G.; DYER, W. J. A rapid method of total lipid extration and purification.
Canadian Journal of Biochemistry and Physiologyv. 37, p. 911-917, 1959.


https://rblh.fiocruz.br/sites/rblh.fiocruz.br/files/usuario/79/nt_23.11_selec._classif_lhocru.pdf

101

BRAGA, L. P. M.; PALHARES, D. B. Effect of evaporation and pasteurization in the
biochemical and immunological composition of human niditknal de Pediatria, v. 83, n. 1,
p. 59-63, 2007.

BRAGA, M. B.; ROCHA, S. C. dos S.; HUBINGER, M. D. Spray-drying of milackberry
pulp mixture: effect of carrier agent on the physical properties of powder, water sorption, and
glass transition temperatudurnal of Food Sciencev. 83, n. 6, p. 1650-1659, 2018.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia SanitRxC 171 -
Regulamento Técnico para o Funcionamento de Bancos e Leite Humamisponivel em:
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2006/res0171 04 09 200%&ckisd em:
15 nov. 2019.

BRASIL. Lei n. 11.265, de 3 de janeiro de 200Regulamenta a comercializacao de
alimentos para lactentes e criancas de primeira infancia e também a de produtos de
puericultura correlatos. Disponivel ehitp://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2004-
2006/2006/Lei/L11265.htmAcesso em: 30 mar. 2021.

BRENNA, J. T. et al. Docosahexaenoic and arachidonic acid concentrations in human breast
milk worldwide. American Journal of Clinical Nutrition , v. 85, n. 6, p. 1457-1464, 2007.

CANO-CHAUCA, M. et al. Effect of the carriers on the microstructure of mango powder
obtained by spray drying and its functional characterizalioravative Food Science and
Emerging Technologiesv. 6, n. 4, p. 420-428, 2005.

CASTRO-ALBARRAN, J. et al. Spray and freeze drying of human milk on the retention of
immunoglobulins (IgA, IgG, IgM)Drying Technology, v. 34, n. 15, p. 1801-1809, 2016.

CEDERLUND, A. et al. Lactose in human breast milk an inducer of innate immunity with
implications for a role in intestinal homeostaslitoS ONE, v. 8, n. 1, 2013.

CHEVER, S. et al. Agglomeration during spray drying: physical and rehydration properties of
whole milk/sugar mixture powdersWT — Food Science and Technology. 83, p. 33-41,
2017.

CHNADHAPURAM, M.; SUNKIREDDY, Y. R. Preparation of palm olein enriched with
medium chain fatty acids by lipase acidolygisod Chemistry, v. 132, n. 1, p. 216-221,
2012.

DABADIE, H. et al. Moderate intake of myristic acid in sn-2 position has beneficial lipidic
effects and enhances DHA of cholesteryl esters in an interventional 3tudlgal of
Nutritional Biochemistry, v. 16, n. 6, p. 375-382, 2005.

DAVIDOFF, F.; KORN, E. D. The conversion of long chain saturated fatty acids to their
alpha.The Journal of Biological Chemistry, v. 239, n. 8, p. 2496-2506, 1964.

DE SALES, R. L. et al. Desenvolvimento de um inquérito para avaliagdo da ingestao
alimentar de grupos populaciond®evista de Nutricaq v. 19, n. 5, p. 539-552, 2006.

DELPLANQUE, B. et al. Lipid quality in infant nutrition: current knowledge and future
opportunitiesJournal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition, v. 61, n. 1, p. 8-17,
2015.


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2006/res0171_04_09_2006.html
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2004-2006/2006/Lei/L11265.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2004-2006/2006/Lei/L11265.htm

102

DEMMELMAIR, H.; KOLETZKO, B. Lipids in human milkBest Practice & Research
Clinical Endocrinology & Metabolism, v. 32, p. 57-68, 2018.

DROR, D. K.; ALLEN, L. H. Overview of nutrients in human mikdvantages in
Nutrition , v. 9, p. 278S-294S, 2018.

EASTMAN, J. E., MOORE, C. CCold water soluble granular starch for gelled food
composition 1984. (U.S. Patent 4465702).

EIDELMAN, A. |.; SCHANLER, R. J. Breastfeeding and the use of human iRékiatrics,
v. 129, n. 3, 2012.

EITH, C.; KOLB, M.; RUMI, A.; SEUBERT, A.; VIEHWEGER, K. H. Praticas em
cromatografia de ions: uma introducéo. 2. ed. Herisau, 2006. (Monografia Metrohm).

ELISIA, I.; KITTS, D. D. Quantification of hexanal as an index of lipid oxidadtion in human
milk and association with antioxidant componedt<Clin. Biochem. Nutr., v. 49, n. 3, p.
147-152, 2011.

ENRIQUEZ-FERNANDEZ, B. E.; CAMARILLO-ROJAS, C. R.; VELEZ-RUIZ, J. F.

Physical properties of concentrated milk and its influence on powder milk characteristics and
spray dryer design parametefeurnal of Food Process Engineeringv. 36, n. 1, p. 87-94,

2013.

ESTEVEZ-GONZALEZ, M. D. et al. HDL cholesterol levels in children with mild
hypercholesterolemia: effect of consuming skim milk enriched with olive oil and modulation
by the TAQ 1B polymorphism in the CETP geAanals of Nutrition and Metabolism, v.

56, n. 4, p. 288-293, 2010.

FREUDIG, B.; HOGEKAMP, S.; SCHUBERT, H. Dispersion of powders in liquids in a
stirred vesselChemical Engineering and Processing: Process Intensificatipm. 38, n. 4-6,
p. 525-532, 1999.

FUNDACAO OSWALDO CRUZ (Rio de Janeiro). Centro de Referéncia Nacional para
Bancos de Leite Humano. Instituto Fernandes FiguBltBl/IFF- NT-23.11 selecéo e
classificacdo do leite humano ordenhado cru. Rio de Janeiro: FIOCRUZ, 2011.

FUNDACAO OSWALDO CRUZ (Rio de JaneiraBLH-Brasil . Disponivel em:
https://rblh.fiocruz.br/rblh-brasilAcesso em: 25 out. 2019.

GAO, C. et al. Comparison of human milk fatty acid composition of women from Cambodia
and AustraliaJournal of Human Lactation, v. 34, n. 3, p. 585-591, 2018.

GAWRYSIAK-WITULSKA, M. et al. The effect of temperature and moisture content of
stored rapeseed on the phytosterol degradationJa@CS - Journal of the American Oill
Chemists’ Society, v. 89, n. 9, p. 1673-1679, 2012.

GEORGE, A. D. et al. Human milk lipidomics: current techniques and methodologies.
Nutrients, v. 10, n. 9, p. 1169, 2018.


https://rblh.fiocruz.br/rblh-brasil

103

GIANNI, M. L.; ROGGERO, P.; MOSCA, F. Human milk protein vs. formula protein and
their use in preterm infant€urrent Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care , v.
22,n.1, p. 76-81, 2019.

GOYENS, P. L. L. et al. Conversion @flinolenic acid in humans is influenced by the
absolute amounts oflinolenic acid and linoleic acid in the diet and not by their ratio.
American Journal of Clinical Nutrition , v. 84, n. 1, p. 44-53, 2006.

GROTE, V. et al. Breast milk composition and infant nutrient intakes during the first 12
months of life European Journal of Clinical Nutrition, v. 70, n. 2, p. 250-256, 2016.

HASHEMI, S. M. B. et al. Fermentation of sarshir (kaymak) by lactic acid bacteria:
antibacterial activity, antioxidant properties, lipid and protein oxidation and fatty acid profile.
Journal of the Science of Food and Agriculturev. 97, n. 13, p. 4595-4603, 2017.

HAUG, A.; OLESEN, I.; CHRISTOPHERSEN, O. A. Individual variation and intraclass
correlation in arachidonic acid and eicosapentaenoic acid in chicken mugids.in Health
and Diseasev. 9, n. 37, 2010.

HE, Y.-B. et al. Comparing the composition and trend of fatty acid in human milk with
bovine milk and infant formula in northeast region of Ch®gl' A — Journal of Food, v. 14,
n. 4, p. 632-638, 2016.

HOFFMAN, D. R.; BOETTCHER, J. A.; DIERSEN-SCHADE, D. A. Toward optimizing
vision and cognition in term infants by dietary docosahexaenoic and arachidonic acid
supplementation: a review of randomized controlled trRisstaglandins Leukotrienes and
Essential Fatty Acids v. 81, n. 2-3, p. 151-158, 20089.

HASTMARK, A. T.; HAUG, A. Percentages of oleic acid and arachidonic acid are inversely
related in phospholipids of human sdrgpids in Health and Diseasev. 12, n. 1, p. 1-6,
2013.

INNIS, S. M. Dietary (n-3) fatty acids and brain developm@nterican Society for
Nutrition - The Journal of Nutrition , v. 137, p. 855-859, 2007.

INNIS, S. M. Omega-3 fatty acids and neural development to 2 years of age: do we know
enough for dietary recommendatiodsirnal of Pediatric Gastroenterology and
Nutrition , v. 48, n. 1, p. 16-24, 2009.

INNIS, S. M. Dietary triacylglycerol structure and its role in infant nutritéevances in
Nutrition , v. 2, n. 3, p. 275-283, 2011.

INNIS, S. M. Impact of maternal diet on human milk composition and neurological
development of infant®American Journal of Clinical Nutrition , v. 99, n. 3, p. 734-741,
2014.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ (Sao PauloMétodos fisicos-quimicos para analise de
alimentos 4. ed. Sao Paulo: 1AL, 2008. 1.020 p.

IP, S. et al. A summary of the agency for healthcare research and quality’s evidence report on
breastfeeding in developed countriBseastfeeding Medicingev. 4, n. 1, p. S17-S30, 2009.



104

ISAACS, E. B. et al. Impact of breast milk on intelligence quotient, brain size, and white
matter developmeninternational Pediatric Research Foundationv. 67, n. 4, p. 357-362,
2010.

JUBER, B. A. et al. Breast milk DHA levels may increase after informing women: a
community-based cohort study from South Dakota U8ternational Breastfeeding
Journal, v. 12, n. 1, p. 1-9, 2017.

KHAN, M. K. et al. Effect of novel technologies on polyphenols during food processing.
Innovative Food Science and Emerging Technologigg. 45, p. 361-381, 2018.

KIM, J.; FRIEL, J. Lipids and human milkipid Technology, v. 24, n. 5, p. 103-105, 2012.

KIM, H. et al. Breast milk fatty acid composition and fatty acid intake of lactating mothers in
South KoreaBritish Journal of Nutrition , v. 117, n. 4, p. 556-561, 2017.

KIM, T. S. et al. Determination of the degree of oxidation in highly-oxidised lipids using
profile changes of fatty acidood Chemistry, v. 138, n. 2-3, p. 1792-1799, 2013.

KOH, E.; SURH, J. Food types and frying frequency affect the lipid oxidation of deep frying
oil for the preparation of school meals in KorEaod Chemistry, v. 174, p. 467-472, 2015.

KOLETZKO, B. et al. Compositional requirements of follow-up formula for use in infancy:
Recommendations of an international expert group coordinated by the early nutrition
academyAnnals of Nutrition and Metabolism, v. 62, n. 1, p. 44-54, 2013.

KUCEVIC, D. et al. The composition of goat milk in different types of farmings.
Biotechnology in Animal HusbandryBiotehnologija u Stocarstvyv. 32, n. 4, p. 403-412,
2016.

LAPILLONNE, A. et al. Lipid needs of preterm infants: updated recommendafionmal
of Pediatrics, v. 162, n. 3, p. 37-47, 2013.

LEBER, C. et al. Disrupted short chain spedfioxidation and improved synthase
expression increase synthesis of short chain fatty acids in Saccharomyces cerevisiae.
Biotechnology and Bioengineeringv. 113, n. 4, p. 895-900, 2016.

LEE, J. et al. Novel convenient method to determine wettability and dispersibility of dairy
novel convenient method to determine wettability and dispersibility of dairy powders.
Korean Journal for Food Science of Animal Resourcew. 34, n. 6, p. 852-857, 2014.

LI, C. et al. Minerals and trace elements in human breast milk are associated with guatemalan
infant anthropometric outcomes within the first 6 mondlesirnal of Nutrition , v. 146, n. 10,
p. 2067-2074, 2016.

LIMA, E. da S. et al. Condi¢des socio-econdmicas, alimentacdo e nutricdo da populacdo
urbana de uma localidade do estado de Minas Gerais (BRmstista Salude Publica de Séao
Paulo, v. 23, p. 410-421, 1989.

LIU, K.; LIU, Y.; CHEN, F. Effect of storage temperature on lipid oxidation and changes in
nutrient contents in peanutsood Science and Nutritionv. 7, n. 7, p. 2280-2290, 2019.



105

LONNERDAL, B. Bioactive proteins in human milk: health, nutrition, and implications for
infant formulasJournal of Pediatrics, v. 173, p. S4-S9, 2016.

LOPEZ-LOPEZ, A. et al. The influence of dietary palmitic acid triacylglyceride position on
the fatty acid, calcium and magnesium contents of at term newborn feadgsduman
Development v. 65, n. 2, 2001.

LUCAS, A. et al. Creamatocrit: simple clinical technique for estimating fat and energy value
of human milk British Medical Journal, v. 1, n. 6119, p. 1018-1020, 1978.

MARIUTTI, L. R. B.; NOGUEIRA, G. C.; BRAGAGNOLO, N. Lipid and cholesterol
oxidation in chicken meat are inhibited by sage but not by gadianal of Food Sciencev.
76, n. 6, p. C909-C915, 2011.

MARTINEZ, B. et al. Development of a simple method for the quantitative determination of
fatty acids in milk with special emphasis on long-chain fatty a€lg$A Journal of Food,
v. 6337, 2012.

MORGANO, M. A. et al. Composicao mineral do leite materno de bancos d&Ciéiteia e
Tecnologia de Alimentosv. 25, n. 4, p. 819-824, 2005.

NAH, T. et al.OH-initiated oxidation of sub-micron unsaturated fatty acid parti€bgsicd
Chemistry Chemical Physicsv. 15, p. 18649-18663, 2013.

NISHIMURA, R. Y. et al. Breast milk fatty acid composition of women living far from the
coastal area in Brazilornal de Pediatria, v. 89, n. 3, p. 3-8, 2013.

NOVAK, E. M.; DYER, R. A.; INNIS, S. M. High dietary-6 fatty acids contribute to
reduced docosahexaenoic acid in the developing brain and inhibit secondary neurite growth.
Brain Research v. 1237, p. 136-145, 2008.

NYHAN, L. et al. Predicting the combinatorial effects of water activity, pH and organic acids
on Listeria growth in media and complex food matri€esd Microbiology, v. 74, p. 75-85,
2018.

O’CONNOR, D. L.; EWASCHUK, J. B.; UNGER, S. Human milk pasteurization: benefits
and risksPaediatrics p. 269-275, 2015.

OUIMET, C. M. et al. Protein cross-linking capillary electrophoresis for protein-protein
interaction analysiAnalytical Chemistry, v. 88, n. 16, p. 8272-8278, 2016.

OVEISI, M. R. et al. Human breast milk provides better antioxidant capacity than infant
formula.lranian Journal of Pharmaceutical Researchv. 9, n. 4, p. 445-449, 2010.

PATEL, A. L.; KIM, J. H. Human milk and necrotizing enterocoli@&minars in Pediatric
Surgery, v. 27, n. 1, p. 34-38, 2018.

PEARCE, D. L. A novel way to measure the concentration of a spray in a sprayDigpyeg.
Technology, v. 24, n. 6, p. 777-781, 2006.

PERMANYER, M. et al. Maintenance of breast milk immunoglobulin A after high-pressure
processingJournal of Dairy Science p. 877-883, 2010.



106

PETIT, V.; SANDOZ, L.; GARCIA-RODENAS, C. L. Importance of the regiospecific
distribution of long-chain saturated fatty acids on gut comfort, fat and calcium absorption in
infants.Prostaglandins Leukotrienes and Essential Fatty Acidsv. 121, p. 40-51, 2017.

PETIT, J. et al. Storage-induced caking of cocoa powldernal of Food Engineering v.
199, p. 42-53, 2017.

PICAUD, J.-C.; BUFFIN, R. Human milk treatment and quality of banked human milk.
Clinics in Perinatology, v. 44, n. 1, p. 95-119, 2017.

PRATT, D. A.; TALLMAN, K. A.; PORTER, N. A. Free radical oxidation of polyunsaturated
lipids: New mechanistic insights and the development of peroxyl radical ckhogsunts of
Chemical Researchv. 44, n. 6, p. 458-467, 2011.

QIAN, J. et al. Breast milk macro - and micronutrient composition in lactating mothers from
suburban and urban Shanghimiurnal of Paediatrics and Child Health v. 46, p. 115-120,
2010.

QUIGLEY, M.; EMBLETON, N. D.; McGUIRE, W. Formula versus maternal breast milk for
feeding preterm or low birth weight infantSochrane Database of Systematic Revieys.
6, 2018.

R — THE R Project for Statistical Computing. Disponivel étps://www.r-project.org/
Acesso em: 31 mar. 20109.

RIOUX, V. et al. Dietary myristic acid at physiologically relevant levels increases the tissue
content of C20:5n-3 and C20:3n-6 in the Retproduction Nutrition Development, v. 45,
p. 91-103, 2005.

RIOUX, V. et al. Substitution of dietary oleic acid for myristic acid increases the tissue
storage ofi-linolenic acid and the concentration of docosahexaenoic acid in the brain, red
blood cells and plasma in the rAnimal, v. 2, n. 4, p. 636-644, 2008.

RIOUX, V.; LEGRAND, P. Saturated fatty acids: simple molecular structures with complex
cellular functionsCurrent Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care , v. 10, n. 6,
p. 752-758, 2007.

RIOUX, V.; PEDRONO, F.; LEGRAND, P. Regulation of mammalian desaturases by
myristic acid: N-terminal myristoylation and other modulatidischimica et Biophysica
Acta - Molecular and Cell Biology of Lipids, v. 1811, n. 1, p. 1-8, 2011.

ROBINSON, D. T. et al. Long chain fatty acids and related pro-inflammatory, specialized
pro-resolving lipid mediators and their intermediates in preterm human milk during the first
month of lactationProstaglandins Leukotrienes and Essential Fatty Acidss. 121, p. 1-6,
2017.

ROGERS, S. et al. A monodisperse spray dryer for milk powder: modelling the formation of
insoluble materialChemical Engineering Sciencev. 71, p. 75-84, 2012.

ROZENDO, C. A.; HOLANDA, J. B. L.; SANTOS, R. C. C.; VALVERDE, R. C. Donated
breast milk: causes of waskevista de Enfermagem. UERJy. 17, n. 4, p. 533-537, 2009.


https://www.r-project.org/

107

RYAN, M. et al. Diabetes and the mediterranean diet: a beneficial effect of oleic acid on
insulin sensitivity, adipocyte glucose transport and endothelium-dependent vasoreactivity.
Quartely Journal of Medicine, v. 93, n. 2, p. 85-91, 2000.

SABETIAN, M. et al. Identification and changes in fatty acid profile of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) fillet during frozen storage (-18J6urnal of Aquatic Food
Product Technology, v. 23, n. 4, p. 321-332, 2014.

SALCEDO, J. et al. Human milk bactericidal properties: effect of lyophilization and relation
to maternal factors and milk componedtsurnal of Pediatric Gastroenterology and
Nutrition , v. 60, n. 4, p. 527-532, 2015.

SCHUCHARDT, J. P. et al. Effect of DHA supplementation on oxylipin levels in plasma and
immune cell stimulated bloo#rostaglandins Leukotrienes and Essential Fatty Acidsy.
121, p. 76-87, 2017.

SCHUCK, P. et al. Thermohygrometric sensor: a tool for optimizing the spray drying process.
Innovative Food Science and Emerging Technologigg. 6, n. 1, p. 45-50, 2005.

SCHUCK, P. et al. Drying by desorption: a tool to determine spray drying parameters.
Journal of Food Engineering v. 94, n. 2, p. 199-204, 2009.

SCHUCK, P. et al. Spray drying of dairy bacteria: new opportunities to improve the viability
of bacteria powderdnternational Dairy Journal , v. 31, p. 12-17, 2013.

SFAKIANAKIS, P.; TOPAKAS, E.; TZIA, C. Comparative study on high-intensity
ultrasound and pressure milk homogenization: effect on the kinetics of yogurt fermentation
processFood Bioprocess Technologw. 8, p. 548-557, 2015.

SHICHIRI, M. et al. DHA concentration of red blood cells is inversely associated with
markers of lipid peroxidation in men taking DHA supplem@atirnal of Clinical
Biochemistry and Nutrition, v. 55, n. 3, p. 196-202, 2014.

SILVA, M. P.; CAVALLI, D. R.; OLIVEIRA, T. C. R. M. Avaliacéo do padréao coliformes a
45°C e comparacao da eficiéncia das técnicas dos tubos multiplos e Petrifilm EC na detecgéo
de coliformes totais e Escherichia coli em alimen@éncia e Tecnologia de Alimentqsv.

26, n. 2, p. 352-359, 2006.

SMITH, S. L.; DOBBINS, C. Every drop counts - protecting high-risk neonates with human
milk. ICAN: Infant, Child & Adolescent Nutrition , v. 6, n. 5, p. 279-285, 2014.

SULLIVAN, S. et al. An exclusively human milk-based diet is associated with a lower rate of
necrotizing enterocolitis than a diet of human milk and bovine milk-based prodhbets.
Journal of Pediatrics, v. 156, n. 4, p. 562- 567, 2010.

SUN, C. et al. Evaluation of sn-2 fatty acid composition in commercial infant formulas on the
Chinese market: a comparative study based on fat source andstagi€hemistry, v. 242,
p. 29-36, 2018.

SUOMELA, J.; TARVAINEN, M.; KALLIO, H. Effects of microwave vs. convection oven
heating on the formation of oxidation products in canola (Brassica rapa subsp. oleifera) oil.
Oilseeds & fats Crops and Lipidsv. 24, n. 3, p. 4-7, 2017.



108

SWAMINATHAN, S. et al. Dietary iron intake and anemia are weakly associated, limiting
effective iron fortification strategies in Indidournal of Nutrition , v. 149, n. 5, p. 831-839,
20109.

TOLLIN, M. et al. Vernix caseosa as a multi-component defence system based on
polypeptides, lipids and their interactio@ellular and Molecular Life Sciencesv. 62, n.
19-20, p. 2390-2399, 2005.

TOWLER, D. et al. The biology and enzymology of eukaryotic protein acylationual
Review of Biochemistry v. 57, n. 1, p. 69-99, 1988.

VENEMA, K. Intestinal fermentation of lactose and prebiotic lactose derivatives, including
human milk oligosaccharidemternational Dairy Journal , v. 22, n. 2, p. 123-140, 2012.

VIEIRA, S. A.; ZHANG, G.; DECKER, E. A. Biological implications of lipid oxidation
productsJournal of the American Oil Chemists’ Society, v. 94, n. 3, p. 339-351, 2017.

VIGNOLLES, M. L. et al. Fat properties during homogenization, spray-drying, and storage
affect the physical properties of dairy powdd@urnal of Dairy Science v. 92, n. 1, p. 58-
70, 20009.

VISSOTTO, F. Z. et al. Avaliacédo da influéncia dos processos de lecitinacdo e de
aglomeracao nas propriedades fisicas de achocolatado €iépda e Tecnologia de
Alimentos, v. 26, n. 3, p. 666-671, 2006.

WALKER, A. Breast milk as the gold standard for protective nutrighatistnal of
Pediatrics, v. 156, n. 2, p. 3-7, 2010.

WALSTRA, P.; WOUTERS, J. T. M.; GEURTS, T.[Dairy science and technology?2. ed.
Boca Raton, FL: CRC Press, 2005. 808 p.

WEFFORT, V. R. S. et ahlimentag&o na escola, alimentacdo saudavel e vinculo méae-
filho, alimentacdo saudavel e prevencao de doencas, seguranca alimengared. Rio de
Janeiro, RJ: Sociedade Brasileira de Pediatria, 2012.

WEI, M. et al. Investigation of amino acids and minerals in Chinese breastimilial of
the Science of Food and Agriculturev. 100, p. 3920-3931, 2020.

WU, T.-C. et al. Fatty acid composition of Taiwanese human doltnal of the Chinese
Medical Association v. 73, n. 11, p. 581-588, 2010.

YUHAS, R.; PRAMUK, K.; LIEN, E. L. Human milk fatty acid composition from nine
countries varies most in DHAlpids, v. 41, n. 9, p. 2-4, 2006.

ZHOU, Y. et al. Freezdrying of “pearl milk tea”: a general strategy for controllable
synthesis of porous materiafscientific Reports v. 6, p. 26438, 2016.



