Universidade Federal de Ouro Preto

Escola de Nutricao

Programa de P6s-Graduacao em Saudde e Nutricao
PPGSN

Dissertacao

Estabilidade lipidica e da
atividade antioxidante do
leite humano apos
processamento por
termossonicacao e
armazenamento congelado

Janaina Aparecida Vieira Nogueira

Ouro Preto
2020



Janaina Aparecida Vieira Nogueira

Estabilidade lipidica e da atividade antioxidante do leite
humano apo6s processamento por termossonicacao e

armazenamento congelado

Dissertacdo apresentada ao curso de
Mestrado em Saude e Nutricho da
Universidade Federal de Ouro Preto como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
mestre em saude e nutricéo.

Area de concentracdo: Bioquimica e
Fisiopatologia da Nutricdo

Orientadora: Profd. Dr2, Camila Carvalho
Menezes

Co-orientadora: Prof2. Dr2 Maria Cristina

Passos

Ouro Preto - MG
2020



SISBIN - SISTEMA DE BIBLIOTECAS E INFORMACAO

N778e Nogueira, Janaina Aparecida Vieira .

Estabilidade lipidica e da atividade antioxidante do leite humano
apds processamento por termossonicacao e armazenamento congelado.
[manuscrito] / Janaina Aparecida Vieira Nogueira. - 2020.

80 f.: il.: , tab..

Orientadora: Profa. Dra. Camila Carvalho Menezes.

Coorientadora: Profa. Dra. Maria Cristina Passos.

Dissertacao (Mestrado Académico). Universidade Federal de Ouro
Preto. Escola de Nutricdo. Programa de Pds-Graduacdo em Salde e
Nutricao.

Area de Concentracdo: Saude e Nutrigdo.

1. Bancos de leite humano . 2. Leite humano - Tratamento térmico. 3.

Leite humano - Congelamento. |. Menezes, Camila Carvalho. Il. Passos,
Maria Cristina. lll. Universidade Federal de Ouro Preto. IV. Titulo.

CDU 612.664

Bibliotecario(a) Responsavel: Sonia Marcelino - CRB6-2247




11/09/2020 SEI/UFOP - 0081336 - Folha de aprovagéo do TCC

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
REITORIA
ESCOLA DE NUTRICAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E NUTRICAO

FOLHA DE APROVACAO

Janaina Aparecida Vieira Nogueira

Estabilidade lipidica e da atividade antioxidante do leite humano apé6s processamento por termossonicacdo e armazenamento congelado

Membros da banca

Prof. Mauro Ramalho Silva (PUC Minas)

Profa. Fernanda Guimardes Drummond e Silva (UFOP)
Profa. Maria Cristina Passos (UFOP) - Coorientadora
Profa. Camila Carvalho Menezes (UFOP) - Orientadora

Versdo final
Aprovado em 07 de julho de 2020

De acordo

Profa. Camila Carvalho Menezes (UFOP) - Orientadora

Documento assinado eletronicamente por Camila Carvalho Menezes Salierno, PROFESSOR DE MAGISTERIO SUPERIOR, em 11/09/2020, as 14:36,
conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

i
sel o
assinatura
eletrénica

Referéncia: Caso responda este documento, indicar expressamente o Processo n? 23109.006395/2020-01 SEI n2 0081336

R. Diogo de Vasconcelos, 122, - Bairro Pilar Ouro Preto/MG, CEP 35400-000
Telefone: - www.ufop.br

https://sei.ufop.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=93566&infra_sistema=10... 1/1


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://sei.ufop.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

“Nao sao os grandes homens que transformam o mundo,
mas sim os fracos e pequenos nas maos de um grande DEUS.”

Hudson Taylor



AGRADECIMENTOS

Ao concluir este trabalho o sentimento que tenho € de gratiddo. Gratidao a
Deus pois é dEle que vem toda a minha forca, determinacdo e sabedoria. Sem Ele
nao teria conseguido. O Senhor € 0 meu rochedo e nos momentos em que achei
gue ndao iria dar conta Ele me sustentou. Gratiddo também a todas as pessoas que
fizeram parte desta etapa da minha vida e que foram fundamentais para que eu
concluisse este trabalho. Afinal Deus sempre coloca em nossas vidas anjos que nos
ajudam em nossas missoes.

Obrigada aos meus pais Francisco e Maria Aparecida pelo apoio incondicional
sempre, pelas oracfes e por serem para mim um porto seguro em minha
caminhada. Ao meu esposo André, obrigada pelo companheirismo, por estar comigo
em todos os momentos e pela paciéncia nos dias dificeis. A minha filha Ana Laura,
presente lindo de Deus na minha vida, obrigada por ser a alegria dos meus dias e
por sempre recarregar as minhas energias com um abraco bem apertado,
principalmente quando chegava cansada em casa. Aos meus irméos Joel, Juliano e
Juliana, cunhados Renata, Vitéria e Flavio e sobrinhos Nivea, Rafaela (in meméria),
Jodo Guilherme, Miguel e Ana Luisa, a minha gratiddo pelas oracdes, carinho e
apoio em todos os momentos. Familia € dadiva de Deus! Amo todos vocés!

Obrigada a minha orientadora Prof? Camila pelos preciosos ensinamentos,
pela paciéncia comigo, principalmente nos dias em que me desesperava (rsrs) e por
ter participado de todas as etapas deste trabalho, inclusive nos ajudando na
bancada do laboratério quando era necessario. Obrigada também a minha co-
orientadora Prof2 Maria Cristina que desde os primeiros trabalhos com leite humano
esteve conosco nos apoiando e auxiliando no que era necessario, além de ter me
inspirado como profissional e me feito apaixonar ainda mais pela area materno-
infantil desde o Projeto M&e de Leite na minha graduagao.

As minhas companheiras de laboratério Carol, Joseane, Leticia e Tais que
tornaram os dias de experimentos mais tranquilos e alegres, minha eterna gratidao.
Sem voceés este trabalho ndo seria 0 mesmo. Obrigada pelo comprometimento com
as andlises, dedicacdo na preparacdo dos experimentos e, claro, pela paciéncia
comigo (rsrs). A mestre Paola também por ter me permitido continuar este trabalho e

pela parceria nos laboratérios, 0 meu muito obrigada.



Obrigada também aos colaboradores deste trabalho, ndo poderia deixar de
mencionar as professoras Kelly e Eleonice, pela enorme contribuicdo. As
professoras Luciana e Fernanda e aos técnicos de laboratério Gustavo, Miliane,
Rafael, Bruno, Beringher e Lourival da Escola de Nutricdo, sempre dispostos a me
ajudar. Ao professor Robson e a técnica Ananda do laboratério de Espectrometria de
Massa do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFOP, obrigada por nos permitir utilizar
o laboratério e pelos vastos ensinamentos. A professora Clatdia e técnico Jo&o Vitor
obrigada por nos disponibilizar o ultrassom de banho e nos capacitar para utiliza-lo.
Ao professor Eduardo pelas contribuicdes nas andlises estatisticas. As professoras
Luciana e Fernanda pelas contribuicfes ao trabalho. Obrigada a todos pela parceria
e ensinamentos.

Obrigada também as doadoras de leite humano que se dispuseram a
contribuir com este trabalho e ao Banco de Leite Humano da Santa Casa da
Misericordia de Ouro Preto pela confianca em nés.

As minhas amigas de trabalho Davianne, Erica, Flavia e Lucimara, obrigada
por me apoiarem e permitirem que fosse possivel conciliar o trabalho, que tanto
sonhei, com esta etapa que ja havia iniciado.

Agradeco ainda ao Programa de POs Graduacdo em Saude e Nutricdo
(PPGSN-UFOP) pela oportunidade de crescimento profissional, ao apoio da
Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - e
ao apoio financeiro da Pro-Reitoria de P6s Graduacédo e Inovacdo (PROPPI-UFOP)
com concessao de bolsa no primeiro ano de mestrado.

Gratiddo também por ter ingressado na melhor turma de mestrado, a turma
2018.1. Obrigada em especial aos eternos amigos que guardarei em meu coragao
Géssica, Liliam, Tiago, Ana Carla, Tais, Patricia, Valéria, Laise, Fatima e Aniqueli,
vocés tornaram essa etapa da minha vida mais feliz. Obrigada pelas risadas,
desabafos e por passarmos varios apertos juntos claro (rsrs).

O mais importante da caminhada ndo € a chegada, mas o percorrer do
caminho. Obrigada a todos que trilharam este caminho arduo mas gratificante

comigo. Muito obrigada! Que Deus os abencoe!



RESUMO

O leite humano (LH) € um alimento completo, contém todos os nutrientes, além de
fatores protetores e substancias bioativas que garantem plena saude, crescimento e
desenvolvimento do lactente. No entanto, estes compostos podem ser influenciados
pelo tratamento térmico convencional e posterior armazenamento congelado
empregados pelos Bancos de Leite Humano (BLH). Diante do exposto, o objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito da termossonicagcao do LH seguido do armazenamento a
-18 °C por 0, 15, 30 e 60 dias sobre sua estabilidade lipidica. Para isso foram
coletados 1.080 mL de LH de 12 doadoras cadastradas no BLH da Santa Casa da
Misericordia de Ouro Preto — MG, os quais foram homogeneizados para formar o
pool e foram processados por pasteurizacdo lenta (62,5 °C por 30 minutos) e
termossonicacéo (banho ultrassénico com poténcia de 110 W, frequéncia de 40 kHz
a 60 °C por 4 minutos). O LH cru também foi utilizado como controle (tratamento
adicional). Foram determinados o perfil de &cidos graxos e o composto de
degradacéo lipidica hexanal, ambos por cromatografia gasosa. Também foram
avaliados a atividade antioxidante in vitro pelos métodos de sequestro do radical
livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e reducéo do ion férrico (FRAP) e, os teores
das isoformas de tocoferdis (a, Y e B) por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(high performance liquid cromatography - HPLC) com o proposito de verificar a
relacdo da estabilidade de antioxidantes presentes com a degradacéo lipidica. ApGs
0 processamento do LH, observou-se a manutencdo dos acidos graxos essenciais
(w3 e 6) e da atividade antixidante pelo método FRAP e diminuicdo desta pelo
método DPPH (9%) tanto nas amostras pasteurizadas quanto termossonicadas.
Apenas os tocoferdis apresentaram maior degradacdo com o processamento por
termossonicacéo, sendo a diferenca encontrada de 8,7% para a-tocoferol e 18,9%
para y e p-tocoferol. No armazenamento congelado, para os dois tipos de
processamento obtivemos 0 mesmo comportamento para os parametros analisados,
havendo reducéo da atividade antioxidante e das isoformas de tocoferol. O hexanal
apresentou aumento durante o armazenamento até 30 dias (0,87 pL/mL de LH)
independente do processamento. O hexanal se correlacionou inversamente com a
atividade antioxidante e as isoformas de tocoferéis durante o armazenamento do LH,
0 que demonstrou que os tocoferdis possuem efeito protetor na oxidacao lipidica do

LH nas amostras estudadas. Desta forma, a termossonicacdo do LH demonstrou ser
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um método semelhante a pasteurizacdo lenta na preservacdo da estabilidade
lipidica e que o armazenamento congelado possui efeito negativo para preservacao
dos compostos avaliados. Mais estudos precisam ser conduzidos para se encontrar
parametros de termossonicacdo que garantam tanto a qualidade microbiologica
guanto a melhor preservagéao dos nutrientes e compostos bioativos do LH.

Palavras chaves: banco de leite humano, tratamento térmico, congelamento,

ultrassom, oxidacgdo lipidica.



ABSTRACT

The Human milk (HM) is a complete food that contains all nutrients, in addition to
protective factors and bioactive substances that guarantee full health, growth and
development of the infant. However, these compounds can be affected by
conventional heat treatment followed by frozen storage used by Human Milk Banks
(HMB). The aim of the study was to evaluate the effect of thermosonication followed
by frozen storage at -18 °C for 0, 15, 30 and 60 days, on lipid stability of human milk.
For this purpose, 1.080 mL of LH were collected from 12 branches registered at the
HMB of Santa Casa da Misericérdia in Ouro Preto - MG, which were homogenized to
form a pool and processed by slow pasteurization (62.5 °C for 30 minutes) and
thermosonication (ultrasonic bath with 110 W power, frequency of 40 kHz at 60 °C for
4 minutes). Raw HM was also used as a control (additional treatment). Fatty acids
and the lipid oxidation product hexanal were determined by gas chromatography.
The in vitro antioxidant activity was also evaluated by the 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging, and the Ferric Reducing Ability of
Plasma (FRAP), and the levels of tocopherol isoforms (a, Y and ) were analyzed by
high performance liquid chromatography (HPLC), with the objective of verifying the
relationship between antioxidant stability and lipid degradation. After HM processing,
there were maintenance of essential FA (w3 and 6) and the antioxidant activity by the
FRAP method, and a decrease of this by DPPH method (9%) in both pasteurized and
thermosonicated samples. Only tocopherols showed degradation with
thermosonication, with a difference of 8.7% for a-tocopherol, and 18.9% for y and 8-
tocopherol. In frozen storage, for both types of processing, the same behavior was
obtained for the analyzed parameters, with a reduction in the antioxidant activity and
isoforms of tocopherol. Hexanal concentrations showed an increase during storage
up to 30 days (0.87 uL/mL HM) regardless of processing. Hexanal concentration was
inversely correlated with antioxidant activity and tocopherol isoforms during HM
storage, demonstrating that tocopherols have a protective effect against HM lipid
oxidation in the studied samples. Thus, thermosonication of HM demonstrates to be
a method similar to slow pasteurization in preserving lipid stability, and frozen
storage has a negative effect on the preservation of the compounds tested. Further

studies need to be conducted to determine thermosonication parameters that



guarantee both microbiological quality and better preservation of HM nutrients and

bioactive compounds.

Keywords: human milk bank, heat treatment, ultrasound, lipid oxidation.
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1. INTRODUCAO

O leite humano (LH) é o alimento ideal para os lactentes e fornece todos os
nutrientes necessarios. Os principais fornecedores de energia do LH sao os lipidios,
correspondendo ao suprimento de aproximadamente 45 a 55% da energia total
(DEMMELMAIR; KOLETZKO, 2018; CALIL; FALCAO, 2003). Fornece &acidos graxos
(AG) e derivados que sédo fundamentais para fungcdo visual e desenvolvimento
cerebral, além de veicularem vitaminas lipossoluveis e hormonios. Os lipidios ainda
desempenham acdo imunomoduladora e antimicrobiana, conferindo a crianca
protecdo adicional contra véarios patdogenos (ANDREAS; KAMPMANN; LE-DOARE,
2015).

Além da composicdo nutricional adequada, o LH ainda contém fatores
protetores e substancias bioativas, como os antioxidantes. Estes sdo definidos como
substancias capazes de atrasar ou impedir a oxidacdo de um substrato, quando em
concentracbes mais baixas que o substrato oxidavel (PISOSCHI; POP, 2015). Um
exemplo é a vitamina E que est4 presente no LH na membrana dos glébulos de
gordura e é a principal vitamina lipossoluvel responsavel por proteger as membranas
da oxidacdo lipidica (LIMA; DIMENSTEIN; RIBEIRO, 2014; POWER; JAKEMAN;
FITZGERALD, 2013).

Em alguns casos nédo é possivel oferecer o leite materno, sendo a opcao mais
adequada o uso do LH dos Bancos de Leite Humano (BLH) (WHO, 2020; BRASIL,
2015). Nestes locais, o leite deve ser processado para diminuir o risco de
contaminacdo microbiana e prevenir a transmissdo de doencas, sendo utilizado a
pasteurizacao lenta (62,5 °C por 30 minutos). ApOs este processamento, o leite pode
ser armazenado a temperatura de congelamento méaxima de -3 °C (BRASIL, 2008).
Os processamentos adotados nos BLH brasileiros tiveram destaque mundial pela
sua efetividade na diminuicdo dos indices de mortalidade infantil e por apresentarem
uma tecnologia simples e de baixo custo. Desta forma, pode ser utilizada em paises
menos desenvolvidos e com indices de mortalidade infantil consideraveis (FREITAS,
2014). Em 2001, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu a Rede
Brasileira de BLH (rBLH — BR) como uma das iniciativas que mais somaram esfor¢os

para a diminuicdo da mortalidade infantil do mundo, na década de 90 (rBLH, 2020).
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A declaracédo de consenso da Associagdo Européia de BLH (European Milk
Bank Association - EMBA) também recomenda como meétodo prioritario, para os
seus 226 BLH, a pasteurizacao lenta (WEAVER et al., 2019). Contudo, ja é citado na
literatura que a pasteurizacdo do LH provoca perdas ou alteragcbes de alguns
compostos, incluindo os lipidios e a atividade antioxidante (PARREIRAS et al., 2020;
NOGUEIRA et al., 2018; BORGO et al., 2015; VIEIRA et al., 2011; EWASCHUK et
al., 2011).

Os lipidios estdo susceptiveis a oxidacdo, processo que ocorre nas duplas
ligacbes dos acidos graxos insaturados (AGI), onde ha perda de elétrons de uma
molécula para outra provocada principalmente pelo oxigénio atmosférico. Os
produtos primarios da oxidacdo lipidica sdo os hidroperoxidos. Esses se
decompdem formando os produtos secundarios, entre 0s quais encontram-se 0S
volateis como os aldeidos, que tém sido bastante estudados por causa da potencial
contribuicdo para as patologias ligadas a excesso de radicais livres no organismo
gue desencadeam doencas crbnicas ndo transmissiveis, como a aterosclerose
(OETTERER; D'ARCE; SPOTO, 2006; LEONARDUZZI et al., 2000). Com relagéo ao
LH, o hexanal é identificado como o principal aldeido volatil gerado a partir da
oxidacdo do LH, sendo considerado um indicador quimico sensivel e util para a
avaliacdo destas reacoes (ELISIA; KITTS, 2011). Uma forma de reduzir ou impedir
0S processos oxidativos consiste na acdo de antioxidantes encontrados
naturalmente nos alimentos, inclusive no LH (KANNER, 2007; OETTERER; D'ARCE;
SPOTO, 2006).

Um estudo de reviséo sistematica sobre o efeito da pasteurizacao lenta sobre
0S nutrientes e componentes biologicamente ativos em LH doado concluiu que
novos estudos devem ter como foco inovacao nas técnicas de pasteurizacéo, a fim
de melhorar a qualidade nutricional, compostos bioativos e a seguranca do LH
(PEILA et al., 2016). Entre as tecnologias de processamento que podem ser
utilizadas, podemos citar o ultrassom (US). Esta técnica compreende ondas sonoras
superiores ao alcance da audicdo humana, aproximadamente 20 kHz (FELLOWS,
2018). Varios estudos tém comprovado sua eficacia nos parametros microbiolégicos
de sucos (POKHREL et al.,, 2017; ZOU; JIANG, 2016; SANTHIRASEGARAM,;
RAZALI; SOMASUNDRAM, 2013) e leite de vaca (MARCHESINI et al., 2015;

JULIANO et al., 2014). Além disso, alguns autores mostraram que a aplicacao de US



15

aumenta a atividade antioxidante em sucos (NADEEM et al.,, 2018; ZOU; HOU,
2017; SANTHIRASEGARAM; RAZALI; SOMASUNDRAM, 2013).

Em leite humano, Czank, Simmer e Hartmann (2010) verificaram que tanto a
sonicacdo como a termossonicacdo sdo métodos que reduzem as contagens de E.
coli e S. epidermidis, sendo a termossonicagcdo mais eficiente, reduzindo 99,99%
dos microorganismos analisados em comparacao ao uso isolado de ultrassom que
reduziu os niveis de E. coli e S. epidermidis em 96% e 72%, respectivamente. Ainda
observaram que a técnica de US retém mais compostos bioativos, como lisozima e
lactoferrina em relacdo a pasteurizacdo lenta. Outro estudo em LH observou
também diminuic¢ao significativa na contagem de E. coli na faixa entre 51,4 °C e 58,5
°C, porém nesta temperatura atingida observaram diminuicdo da atividade da lipase
estimulada por sais biliares (LESB) (CHRISTEN; LAI; HARTMANN, 2012). Parreiras
et al. (2020) observaram reducéo significativa de S. aureus, E. coli e Salmonella em
LH a temperatura de termossonicagdo de 60 °C, e ainda encontraram efeito positivo
na atividade antioxidante do LH. No entanto nenhum destes estudos avaliaram a
estabilidade lipidica e do teor de tocoferdis com a termossonicac¢ao do LH.

Diante da importancia do fornecimento de lipidios e de compostos com
atividade antioxidante em quantidade e qualidade adequadas para a nutricdo e
saude dos recém-nascidos, justifica-se avaliar tecnologias alternativas a
pasteurizacdo lenta, como a termossonicacdo, a fim de preservar melhor esses
nutrientes durante o processamento e no periodo de armazenamento congelado

gue é realizado posteriormente.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leite Humano

O leite materno deve ser oferecido exclusivamente até os seis meses de
idade e, apdés esse periodo, deve-se introduzir a alimentacdo complementar
mantendo-se o aleitamento materno até os dois anos ou mais (WHO, 2020; BRASIL,
2019). Ele contém todos os nutrientes indispensaveis para 0 crescimento e
desenvolvimento dos bebés em quantidades adequadas, e ainda possui facil
digestibilidade, o que facilita devido a imaturidade do trato gastrointestinal do recém-
nascido (BRASIL, 2015). Além disso, possui inimeras substancias bioativas, que
sdo fatores protetores que garantem plena saude aos lactentes. Possui ainda
enzimas como as lipases que facilitam a lipdlise e a absorcéo de gorduras (MOSCA,
GIANNI, 2017; TUDEHOPE, 2013).

O LH é uma matriz alimentar complexa composta de aproximadamente 87%
de agua, 3,8% de gordura, 1% de proteina e 7% de lactose (MARTIN; LING;
BLACKBURN, 2016). A sua composi¢cdo quimica também €& dindmica e adequa-se
as necessidades nutricionais e caracteristicas fisiolégicas do lactente variando de
acordo com o estagio de lactacdo, e modificando-se também com o decorrer da
mamada (EUCLYDES, 2014; CARVALHO; TAMEZ, 2005). No que diz respeito ao
estagio de lactacdo, o LH é classificado em colostro, leite de transicdo e leite
maduro. A duracdo desses 3 periodos variam de forma individualizada para cada
nutriz, tendo o colostro duracdo de 3 a 7 dias poés-parto, o leite de transicdo é
produzido por volta do 5° ao 15° dia, seguido pelo leite maduro (ACCIOLY;
SAUNDERS; LACERDA, 2009).

O colostro possui em sua composicdo maior concentracdo de proteinas,
minerais e vitaminas lipossoluveis, principalmente A e E em comparacdo ao leite
maduro. A maior parte da fracdo proteica do colostro corresponde as
imunoglobulinas, que sdo de extrema importancia para protecdo do recém-nascido
contra microrganismos presentes no canal do parto. Além das imunoglobulinas, o
colostro contém ainda outros fatores de defesa como os agentes antimicrobianos,
substancias imunomoduladoras e agentes antiinflamatoérios, especialmente fatores

de crescimento e leucécitos. Ja no leite de transi¢do, ha uma diminuicdo gradativa
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do teor de proteinas e minerais, enquanto carboidratos e gorduras vao aumentando
até alcancar as caracteristicas do leite maduro. Esse ultimo torna-se relativamente
mais estavel com teores mais elevados de caboidratos, seguido de gorduras e
proteinas (CALIL; FALCAO, 2003). Maes de recém-nascidos pré-termo produzem o
chamado leite precoce que, dentre suas caracteristicas especificas, possui uma
concentracdo maior de proteinas comparado ao colostro (CARVALHO; TAMEZ,
2005). Em relacéo as modificacbes no decorrer da mamada, no inicio ha predominio
dos constituintes hidrossollveis da fracdo solucdo; na fase intermediaria a fracao
suspensao e, no final, a fracdo emulsdo. Desta forma, a concentracdo de gordura é
maior no final da mamada, e isto pode ser explicado devido a aderéncia dos
glébulos de gordura nas células secretoras e ductos alveolares, ocasionando assim
a sua liberaco tardia (BRASIL, 2015; EUCLYDES, 2014; CALIL; FALCAO, 2003).

Quanto a dispersdo dos macronutrientes no LH, os lipidios estdo presentes
sob a forma de glébulos, contendo na sua regido interior (hidrofébica) os
triacilglicerodis, ésteres de colesteril e retinil e, na sua membrana, fosfolipideos,
proteinas, colesterol e enzimas. Alguns destes compostos da membrana possuem
caracteristica bipolar, permanecendo na interface 6leo-agua, possibilitando assim a
estabilidade da emulsdo de gordura no meio aquoso do LH (ANDREAS;
KAMPMANN; LE-DOARE, 2015; CALIL; FALCAOQ, 2003).

Com relacéo as proteinas do LH, estas podem ser divididas em duas classes,
caseinas e proteinas do soro. As subunidades de caseina tém propriedade de
formar micelas com calcio e fésforo, ficando assim suspensas em solu¢do no LH e
facilitando o transporte destes minerais. Ja as proteinas do soro, por serem sollveis,
estdo presentes em solucdo e sdo compostas pela alfa-lactalbumina, lactoferrina,
lisozima, soroalbumina, imunoglobulinas e a betalactoglobulina. A alfa-lactalbumina
€ necessaria para o transporte de ferro e sintese de lactose na glandula mamaria, ja
a lactoferrina, lisozima e imunoglobulinas estdo envolvidas no sistema de protecao
(MARTIN; LING; BLACKBURN, 2016; ANDREAS; KAMPMANN; LE-DOARE, 2015;
CALIL; FALCAO, 2003).

O LH ainda possui varios carboidratos diferentes, sendo a lactose o principal
constituinte deste grupo, devido a alta demanda energética do cérebro. Além deste,
temos os oligossacarideos do LH, presentes em quantidades significativas. Porém,

estes ndo sdo digeriveis pela crianga e atuam na nutricdo da microbiota
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gastrointestinal, auxiliando no crescimento de bactérias benéficas (ANDREAS;
KAMPMANN; LE-DOARE, 2015).

Além da composicao nutricional adequada do LH, Toma e Rea (2008), em um
estudo de revisao elucidaram diversos beneficios do aleitamento materno para a
crianca, dentre eles, a reducdo da mortalidade neonatal, a melhora na microbiota
intestinal e a protecdo contra infeccBes gastrintestinais, respiratorias, de ouvido e
urinarias. Quanto ao efeito a longo prazo, outro estudo de revisdo observou meédias
mais baixas de pressdo sanguinea e de colesterol total, e melhor desempenho em
testes de inteligéncia, além de menores prevaléncias de sobrepeso ou obesidade, e
diabetes tipo 2 em criancas amamentadas (HORTA et al., 2007). Além disso, o leite
materno também diminui o risco de alergias e evita diarréias nos bebés (BRASIL,
2015). Outro efeito protetor do aleitamento materno foi observado em prematuros
extremos, em que uma dieta baseada exclusivamente de LH diminuiu
significativamente as taxas de enterocolite necrosante e intervencéo cirdrgica nesta
patologia, quando comparado a dietas com produtos a base de leite de vaca
(SULIVAN et al., 2010).

Em relagdo a saude da mulher, a amamentacdo também traz beneficios.
Pode-se destacar o efeito protetor para cancer de mama, contraceptivo natural
devido a amenorreia poOs-parto, retorno ao peso pré-gestacional precocemente,
menor sangramento uterino pos-parto e, consequentemente, menor risco de
desenvolver anemia (TOMA; REA, 2008).

2.1.1 Composicéo Lipidicado LH

Os lipidios do LH séo os principais fornecedores de energia para os lactentes,
correspondendo ao suprimento de aproximadamente 45 a 55% da energia total,
fornecem &cidos graxos essenciais e seus derivados que sdo fundamentais para
funcéo visual e desenvolvimento cerebral, e ainda veiculam vitaminas lipossolaveis e
hormdnios (DEMMELMAIR; KOLETZKO, 2018; CALIL; FALCAO, 2003). Wojcik et al.
(2009), ao analisarem LH de 273 doadoras, encontraram um teor de gordura medio
de 3,22% (£1,00).

A gordura do LH é sintetizada nas células alveolares mamarias a partir dos
AG circulantes oriundos da dieta materna, da mobilizacdo do tecido adiposo, ou da

sintese local a partir de glicose. Essa gordura encontra-se, em sua maior parte, na
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forma de gloébulos envoltos por uma membrana fosfolipoproteica, na fracdo emulséo
do leite, juntamente com as vitaminas e outros compostos lipossoluveis
(EUCLYDES, 2014). A composicao dessa gordura € de aproximadamente 98% de
triacilglicerois (TAG), 0,7% de fosfolipidios e 0,5% de colesterol. Contém ainda, o LH
fresco, pequenas quantidades de produtos da lipdlise como acidos graxos livres,
mono e diacilglicerdis (KOLETZKO et al., 2001).

Os triacilglicerdis séo ésteres de trés AG com glicerol. A molécula de AG é
constituida por uma cadeia hidrocarbonada (grupamento metila ao final) e o
grupamento carboxila, formado pelo grupamento hidroxila (OH) e pelo grupamento
carbonila (C=0). De acordo com Block e Barrera-Arellano (2013) os AGs podem ser
classificados de acordo com o numero de atomos de carbono em AG de cadeia
curta (<6 carbonos), média (6 a 12 carbonos), longa (>12 carbonos) e muito longa
(>22 carbonos). No entanto, a literatura € um pouco divergente quanto a esta
classificagao, por exemplo, Ewaschuk et al. (2011) consideraram em seu estudo o
acido graxo com 14 carbonos como sendo de cadeia média.

Quanto ao numero de duplas ligacdes (insaturacdes) em sua cadeia
carblnica, podem ser classificados em saturados, quando ndo possuem nenhuma
dupla ligacdo, e insaturados, com uma ou mais duplas ligacdes (Figura 1)
(OETTERER; D'ARCE; SPOTO, 2006). Em relacao ao total de AG presentes no LH,
os saturados representam cerca de 42,3%, os monoinsaturados (AGMI), 39,3%, e os
poli-insaturados (AGPI), 18,4% (EUCLYDES, 2014).

Figura 1: Representacdo dos 4cidos graxos saturado (a) e insaturado (b)
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O leite materno possui mais de 200 AG, no entanto, muitos destes sao
encontrados em pequenas concentracbes (ANDREAS; KAMPMANN; LE-DOARE,
2015). Os principais AG do LH possuem cadeias entre 12 a 18 carbonos, sendo
estes, os acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0), palmitoleico
(C16:1), estearico (C18:0), oleico (C18:1 w9), linoleico (C18:2 w6) e linolénico
(C18:3 w3) (CALIL; FALCAO, 2003). Os acidos graxos das familias w3 e 6 sdo AGP!I
essenciais, ou seja, devem ser ingeridos a partir da alimentacdo. Os AGPI de cadeia
longa destas familias como acido araquidénico (C20:4 w6) e o acido
docosohexaendico (DHA, C22:6 w3) sao produzidos por etapas de dessaturagao e
alongamento a partir dos acidos linoleico (C18:2 w6) e a-linonénico (C18:3 w3),
respectivamente (KOLETZKO et al., 2001).

As concentracdes médias dos AG essenciais no LH estimada é 16% para o
acido linoleico (C18:2 w6), 0,5 a 1% para o a-linolénico (C18:3 w3), e os derivados
de cadeia longa, 0,5 a 0,7% de acidos araquiddnico (C20:4 w6) e 0,2 a 0,5% para
DHA (C22:6 w3) (EUCLYDES, 2014). Os AGPI de cadeia longa sao de extrema
importancia para os lactentes, pois sdo componentes estruturais das membranas
celulares, principalmente do cérebro em crescimento e da retina durante o
desenvolvimento perinatal (KOLETZKO et al., 2001). Além disto, sdo precursores de
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos, mediadores
inflamatorios (CALIL; FALCAO, 2003).

O conteudo total de lipidios do LH pode variar com o balanco energético
materno, ja o perfil de AG pode ser modificado com a ingestdo dietética. Dessa
forma, um quadro de desnutricdo materna crbénica esta relacionado ao menor teor de
gordura do LH (EUCLYDES, 2014) e, quanto a dieta, por exemplo, o consumo
regular de peixes marinhos ou uso de suplemento de Oleo de peixe, segundo
Demmelmair e Koletsko (2018), aumenta o teor do acido graxo DHA no LH.

Além da composicdo adequada dos lipidios no LH, a sua estrutura também
favorece a sua utilizacdo. O acido palmitico (C16:0), por exemplo, que é o principal
AG saturado do LH encontra-se esterificado na posicdo 2 do TAG, o que favorece
sua absorcao e evita a formacao de sabdes insollveis e a consequente perda fecal
de calcio e magnésio. Os AGs de cadeia média também estdo presentes em
guantidades expressivas, 4 a 12% do total de AG no leite maduro, o que compensa

a deficiéncia enzimatica e favorece a absor¢cdo (EUCLYDES, 2014). Os AG de



21

cadeia curta também presentes no LH séo importantes fontes de energia, além de
serem fundamentais para a maturacdo do trato gastrointestinal (MOSCA; GIANNI,
2017; ANDREAS; KAMPMANN; LE-DOARE, 2015).

O LH possui duas lipases, a lipoproteica e a estimulada por sais biliares
(LESB). A primeira encontra-se em pequena quantidade (0,1% da proteina do LH) e
estd associada a fracéo lipidica do leite, sendo essencial para a sintese de gordura
na glandula mamaria, além de ser responsavel pela hidrolise da gordura no leite
extraido e armazenado. Ja a LESB estd presente em maior quantidade
(aproximadamente 100 mg/L) e é ligada a membrana do glébulo de gordura, tendo
papel fundamental na digestdo da gordura nos primeiros meses, visto que a
atividade da lipase pancreatica € limitada nessa fase. Essa enzima é estavel em pH
baixo (3,5) e ndo sofre acdo das enzimas proteoliticas, porém é instavel na presenca
de calor (EUCLYDES, 2014). Henderson, Fay e Hamosh (1998) encontraram
completa inativagdo das lipases do LH com a pasteurizacéo lenta (62,5 °C por 30
minutos). Ja Bertino et al. (2013), ao analisarem a atividade das lipases apos
armazenamento refrigerado por 96 horas a 6,8 °C, encontraram estabilidade dessas.
No entanto, vale ressaltar que neste estudo o LH n&o passou por nenhum processo
térmico prévio.

Além da funcdo nutricional, os lipidios também desempenham acao
imunomoduladora e antimicrobiana, conferindo a criangca maior resisténcia a
infeccdes por bactérias, virus e protozoarios. Para tal, os TAG precisam ser
parcialmente hidrolisados no estomago e intestino para liberarem os compostos que
exercem tais funcdes, sendo estes, os acidos graxos livres e monoacilglicerdis,
gangliosideos e membranas do glébulo de gordura (mucina e lactaderina)
(EUCLYDES, 2014). Andreas, Kampmann e Le-Doare (2015) em sua revisédo
encontraram que os lipidios do LH, particularmente os monoacilglicerois de cadeia
média, inativam in vitro varios microrganismos, como Streptococus do grupo B,
fornecendo assim protecdo adicional contra infeccdes invasivas.

Koletsko e Shamir (2016) observaram que o conteudo de lipidios complexos e
membranas de globulos de gordura fornecidos pelo LH ndo sdo ofertados pelas
férmulas infantis convencionais baseadas em 6leos vegetais como fontes lipidicas.
Além disto, Demmelmair e Koletsko (2018) encontraram em estudos recentes que o
fornecimento de membranas globulares da gordura do leite podem reduzir infeccbes

e melhorar o desenvolvimento neurolégico.
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2.1.2 Compostos Bioativos do LH

Os compostos bioativos podem ser definidos como componentes alimentares
gue propiciam beneficios fisioldgicos a salde, além da sua funcao nutricional basica.
No LH h& diversas substancias bioativas como as interleucinas, os fatores de
crescimento, antimicrobianos e anti-inflamatérios, horménios, enzimas digestivas e
antioxidantes (MARTIN; LING; BLACKBURN, 2016; ANDREAS; KAMPMANN; LE-
DOARE, 2015; CALIL; FALCAOQ, 2003). As propriedades destes compostos variam
bastante. Por exemplo, a lactoferrina do LH possui propriedade de se ligar ao ferro e
isso impede que 0s microorganismos patogénicos utilizem esse nutriente para seu
metabolismo (CALIL; FALCAO, 2003), além de evitar a formac&o de radicais livre no
organismo. Os antioxidantes atuam impedindo a oxidacdo de uma substancia
biol6gica ou quimica, ou ainda eliminando radicais livres e/ou quelando metais
redox-ativo (FRAGA; OTEIZA; GALLEANO, 2014).

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias naturais ou sintéticas
gue podem impedir ou retardar os danos oxidativos causados por moléculas ou ions
instaveis com elétrons ndo emparelhados (radicais livres) ou ainda por espécies
reativas de oxigénio (ERO) ou nitrogénio (ERN) (APAK et al., 2016). A atividade
antioxidante do LH se deve a compostos enddégenos e exdgenos. Dentre os
endogenos podemos citar as enzimas glutationa peroxidase e superéxido dismutase
e a coenzima Q 10. Ja as vitaminas C e E e, 0s metais, como cobre, zinco e selénio,
sdo exemplos de antioxidantes exdgenos. Estas moléculas juntas podem atuar de
forma sinérgica no combate aos radicais livres (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015).

Quanto a classificacdo dos antioxidantes, estes podem ser primarios ou de
guebra de cadeia, e antioxidantes secundarios ou preventivos. Os primeiros atuam
na eliminacdo das ERO e ERN, e os segundos promovem a quelacdo de ions de
metais de transicdo (APAK et al., 2016). A vitamina E € um exemplo de antioxidante
de quebra de cadeia e no LH a maior parte desta é secretada como constituinte da
membrana dos globulos de gordura (LIMA; DIMENSTEIN; RIBEIRO, 2014).

A vitamina E elimina radicais localizados nas membranas celulares ou nas
bicamadas lipidicas fornecendo assim protecdo contra a oxidacao lipidica. Esta sua
atividade faz dela a principal vitamina lipossolluvel responsavel por proteger as
membranas celulares contra a oxidacdo lipidica (POWER; JAKEMAN;

FITZGERALD, 2013). A ingestdo desta vitamina pelo leite materno é muito
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importante para o recém-nascido porque durante a gravidez a quantidade que é
repassada para o feto € limitada, sendo este uma importante fonte (LIMA;
DIMENSTEIN; RIBEIRO, 2014).

2.2 Bancos de Leite Humano

O oferecimento do leite materno, embora seja o mais recomendado, nem
sempre € possivel devido a varios fatores, como a presenca de algumas doencas
infecciosas maternas incompativeis com a amamentacédo, por exemplo, HIV (Virus
da Imunodeficiéncia Humana) e HTLV (Virus T- linfotrépico humano) tipo 1 e 2.
Nesses casos, a segunda op¢do mais adequada é oferecer o LH dos BLH. Os BLH
sdo unidades vinculadas a um hospital de atencdo materna e/ou infantil que
disponibilizam servigcos especializados de promocdo, protecdo e apoio ao
aleitamento materno, sendo responsaveis também pela execugdo das atividades de
coleta, processamento do LH doado e distribuicdo, sendo essa priorizada para
bebés prematuros e de baixo peso (BRASIL, 2008).

O primeiro BLH do Brasil foi do Instituto Nacional de Puericultura, atualmente
Instituto Fernandes Figueira, da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), implantado em
outubro de 1943. Esse tinha o proposito de coletar e distribuir LH para atender casos
especificos como prematuridade, alteracdes nutricionais e alergias ao leite de vaca.
Com esse mesmo intuito foram criados mais cinco unidades de BLH até a década de
80. Somente a partir de 1985, houve uma expanséo no Brasil com a instalacdo de
47 novas unidades, ja iniciando a ampliacdo dos servicos para apoio, promocao e
protecao do aleitamento materno (MAIA et al., 2006; ALMEIDA, 1999).

Em 1998, os BLHSs ja totalizavam 104 unidades, sendo 56 inauguradas nessa
década (MAIA et al., 2006). Nesse mesmo ano foi estabelecida a Rede Brasileira de
Bancos de Leite Humano, que é uma iniciativa do Ministério da Saude, por meio da
parceria entre o Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente
Fernandes Figueira da Fiocruz e o Departamento de Acdes Programéticas e
Estratégicas da Secretaria de Atencdo a Saude. A rede tem por objetivos promover,
proteger e apoiar o aleitamento materno; coletar e distribuir LH com qualidade
certificada e contribuir para a reducdo da mortalidade infantil. A Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) em 2001 reconheceu a rBLH — BR como uma das
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iniciativas da década de 90 que mais somaram esfor¢cos para a diminuicdo da
mortalidade infantil do mundo (rBLH, 2020).

Atualmente, no Brasil, existem 223 BLH espalhados por todo o territorio
nacional, além dos 208 Postos de Coleta, totalizando 431 unidades que compdem a
Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano, constituindo a maior e mais complexa
Rede de BLH do mundo, sendo modelo mundial pelo seu desenvolvimento
tecnolégico que associa baixo custo e alta qualidade. E referéncia para mais de 20
paises das Américas, Europa e Africa, dando apoio a partir da Agéncia Brasileira de
Cooperacéo (rBLH, 2020).

Quanto aos procedimentos a serem adotados nos BLH, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), juntamente com a rBLH — BR, elaboraram o manual
Banco de Leite Humano: Funcionamento, Prevengao e Controle de Riscos (BRASIL,
2008), baseado no Regulamento Técnico da Anvisa RDC n° 171/06 (BRASIL, 2006).
Nele constam detalhadamente aspectos relacionados a infra-estrutura, recursos
humanos, doacdes, além do processamento do LH até a sua administracdo. O LH
para ser oferecido aos recém-nascidos precisa ser submetido a procedimentos que
garantam sua qualidade e seguranca microbioldgica. Para tal, o0 manual estabelece
a pasteurizacao lenta (62,5 °C por 30 minutos) como procedimento de letalidade que
garante inativacdo de todos 0s microrganismos patogénicos que podem estar
presentes no LH. Posteriormente, este leite pode ser armazenado a temperatura de
congelamento (méaximo -3 °C) por até 180 dias (BRASIL, 2008).

2.3 Oxidacéo Lipidica

Os AG séo susceptiveis a oxidacdo, reacdo quimica onde ha perda de
elétrons de uma molécula para a outra, um de cada vez ou em pares, que ocorre
nas duplas ligacdes dos AGI. A oxidacdo é provocada principalmente pelo oxigénio
atmosférico e, em menor parte, por ozonio, peroxidos, metais e outros agentes
oxidantes (OETTERER; D'ARCE; SPOTO, 2006). Quando uma substancia € oxidada
em duas etapas, pela transferéncia de cada elétron de uma vez, forma-se um radical
livre como intermediario e, se esse for instavel, rapidamente perde seu segundo
elétron, formando um produto final estavel. A oxidacdo de lipidios € um exemplo

classico de reacdo com formacao de radicais livres (ARAUJO, 2015).
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A oxidacdo pode ser resultante de acdo enzimatica (lipoxigenase), acdo da
luz (fotooxidacédo) ou ainda por auto-oxidacédo. Na reacdo enzimatica, a lipoxigenase
catalisa a oxigenacao de alguns AGI durante armazenamento e processamento. Ja
na fotoxidacdo, esta € iniciada pela exposicdo do alimento a luz na presenca de
substancias fotossensoras (mioglobina, riboflavina e clorofila). A rancidez oxidativa
dos lipidios se da principalmente pela auto-oxidagcéo, e esta envolve formacédo de
radicais livres (ARAUJO, 2015; COULTATE, 2004).

Os hidroperoxidos sdo os produtos primarios da oxidacéo lipidica. Esses se
decompdem a radicais alcoxi (RO e), levando a formacdo de produtos secundarios,
entre 0s quais encontram-se 0s volateis, constituidos principalmente por aldeidos
(50%), hidrocarbonetos (14%), alcodis (14%) e outros. Dentre estes, os aldeidos tém
sido bastante estudados por causa da sua potencial contribuicdo para as doencas
ligadas a excesso de radicais livres no organismo que desencadeam doencas
crbnicas nao transmissiveis, como a aterosclerose (OETTERER; D'ARCE; SPOTO,
2006; LEONARDUZZI et al., 2000). O hexanal € identificado como o principal
aldeido volatil gerado a partir da oxidacdo do LH, sendo este indicador quimico
sensivel e Util para a avaliacao das reacdes de oxidacdo no leite (ELISIA; KITTS,
2011). Este composto, juntamente com o0 pentano, é proveniente da degradacdo do
acido linoleico e arquidbénico (AGs da familia w6) (SILVA; BORGES; FERREIRA,
1999).

A auto-oxidacdo lipidica pode ser dividida em trés etapas: iniciacdo,
propagacao e terminacao (Figura 2). Na fase de iniciacdo ocorre a remogao de um
atomo de hidrogénio do grupo metileno (-CH,-) adjacente a dupla ligacdo do AGI
formando um radical livre (Figura 2a). Na propagacéo, o oxigénio atmosférico reage
com os radicais livres formando radicais peréxi (ROQe) (Figura 2b) e esses, por
serem instaveis, reagem com outros AGI, gerando os hidroperoxidos (ROOH) e
outro radical livre (Re) (Figura 2c). Esse ultimo pode continuar a reacdo em cadeia, e
os hidroperdxidos podem se romper e formar outros radicais livres (Figura 2d). A
terceira e ultima etapa da reacédo, a fase de terminacdo (Figura 2e), da-se pela
aniquilacao dos radicais livres, quando a concentracéo desses chega ao limite que
comegam a interagirem entre si, formando produtos finais estaveis (OETTERER,;
D'ARCE; SPOTO, 2006; COULTATE, 2004).
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Figura 2: Resumo das etapas de reagbes de auto-oxidacdo dos &cidos graxos

insaturados
Iniciagao: RH > Re+H (a)
Re + 0, > ROOs (b)
Propagacédo RPO‘ + RH 2> ROOH + I'?‘ (c)
ROOH > ROe® + R(IDO *+ H,0 (d)

Terminagao: ROOe , ROe, R e - produtos estaveis (e)

Kanner (2007), em sua revisdo, elucidou que a presenca de compostos de
oxidac&o lipidica em alimentos € um dos responsaveis por alterar o sabor, a cor e a
textura, além disso co-oxidam compostos antioxidantes como vitamina C e
carotenoides, prejudicando assim a qualidade nutricional dos alimentos. Em se
tratanto de saude, este mesmo estudo encontrou que a ingestdo de produtos finais
de oxidacado lipidica, que sao absorvidos pelo intestino, ativam uma resposta
inflamatoria que afeta o sistema circulatério podendo estabelecer um quadro de
aterosclerose, além de prejudicar também o figado, rim, pulmao e o préprio intestino.
Sendo assim, o consumo repetido destas gorduras oxidadas na dieta é uma ameaca
cronica a saude humana. Concordando com esse achado, Adibhatla e Hatcher
(2010) listaram diferentes produtos de oxidacao lipidica em varios disturbios e les6es
do sistema nervoso central, como: malondialdeido (MDA) em aterosclerose, acidente
vascular cerebral e doencga de Alzheimer; 4-hidroxinonenal em isquemia cerebral e;

4-0x0-2-nonenal em esclerose lateral amiotrofica.

2.4 Fatores que Interferem na Estabilidade Lipidica

A oxidacdo lipidica é afetada pela composicdo das gorduras, oxigénio,
temperatura e luz. Alimentos contendo maiores teores de AGPI s&do mais
susceptiveis e a posicdo da dupla ligacdo influencia na absorcdo de oxigénio e na
maior reatividade dos peréxidos. A presenca de oxigénio é fundamental para que
ocorra oxidacdo e a luz acelera o desenvolvimento do ran¢co em gorduras, pois
favorece a fotOlise dos perédxidos a radicais livres e a decomposicdo de outros
compostos (OETTERER; D'ARCE; SPOTO, 2006).
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Quanto a temperatura, a variagdo dessa afeta a cadeia de formacdo de
hidroperéxidos e sua decomposicdo, sendo que a cada 15 °C de aumento na
temperatura a velocidade da reacédo de oxidacgdao lipidica dobra. O aumento inicial de
temperatura acelera as reacdes de propagacdo em cadeia e a decomposicdo dos
peréxidos, resultando em aumento nos radicais livres disponiveis para o inicio e a
disseminacdo das cadeias de reacdo. No entanto, quando atinge-se temperatura de
aproximadamente 120 °C, alcanca-se a concentracdo maxima de hidroperéxidos
(OETTERER; D'ARCE; SPOTO, 2006). Halvorsen e Blomhoff (2011) observaram
gue com o aquecimento de Oleos vegetais houve aumento consideravel nos niveis
de alquenos, compostos secundarios da oxidacgao lipidica.

Em LH, um fator que pode explicar também a formacdo de compostos
oriundos de oxidagéo lipidica como 4-hidroxi-2,3-nonenal e MDA ¢é a estrutura das
goticulas de gordura que diferem das férmulas infantis. Esse € o motivo, segundo
Michalski et al. (2008), para as férmulas apresentarem maiores teores deste
compostos em relacdo ao LH, mesmo apés armazenamento hd uma semana. Isto
porque as goticulas de gordura do LH séo envoltas por membranas biologicas e séo
menores que as encontradas em férmulas, sendo j& conhecido que a interface de
goticulas de gorduras maiores pode aumentar a lipdlise e a oxidagdo lipidica
(MICHALSKI et al., 2008).

Alguns estudos tém avaliado a estabilidade lipidica durante o armazenamento
do LH (BERTINO et al., 2013; GARCIA-LARA et al., 2013; GARCIiA-LARA et al.,
2012). Garcia-Lara et al. (2013) observaram reducao de 2,8% do teor de gordura no
LH pasteurizado congelado a -20 °C por 180 dias comparado ao LH pasteurizado
sem acondicionamento, sendo que somando-se o0 efeito da pasteurizacdo com o
congelamento houve diminuicdo de 6,5% do teor de gordura inicial. Outro estudo
observou também diminuicdo no conteudo de gordura com queda maxima no
periodo de 0 a 7 dias (0,027 g/dL por dia) ap6s congelamento a -20 °C por até 90
dias (GARCIA-LARA et al., 2012).

Também corroborando os estudos citados acima, Vazquez-Roman et al.
(2014) encontraram diminui¢cdo no teor de gorduras totais em LH cru e pasteurizado
apos congelamento a -20 °C. O LH cru teve seu teor reduzido em todos os tempos
analisados neste estudo (7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias), sendo que ao final dos 3
meses, 0s autores observaram décrescimo de 0,37 g/dL (11,59%) do teor de

gordura inicial. Quanto ao LH pasteurizado congelado nas mesmas condi¢cdes e
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tempos, Vazquez-Roman et al. (2014) observaram reducdo apenas até o primeiro
més, sendo esta equivalente a 0,39 g/dL (15,06%). Este mesmo autor explica que o
congelamento ndo impede a acdo da lipase e também afeta o gldébulo da gordura.
Gao et al. (2019) em sua revisdo constataram que o0 armazenamento e a
pasteurizagdo provocam diminuicdes pequenas no teor de gordura total, sendo
encontrado na maioria dos estudos reducdo de no maximo 10%, e explicaram o
achado como consequéncia de potenciais erros metodologicos. Dentre estes, 0s
autores citam a adeséao dos glébulos de gorduras as superficies dos frascos durante
0 armazenamento, além dos métodos mais utilizados, gravimétricos, serem mais
susceptiveis as variacdes (GAO et al., 2019).

Quanto a composicao de AG, Bertino et al. (2013) ndo evidenciaram alteracdo
neste perfil com o armazenamento refrigerado a 6,8 °C por até 96 horas. No entanto,
observaram aumento de &cidos graxos livres de 1,1% para 2,4% do teor de gordura
total. Em contrapartida, os teores de MDA, acido tiobarbitlrico (TBARS) e dienos
conjugados permaneceram semelhantes. Ja Borgo et al. (2015) observaram em
amostras de LH pasteurizado e congelado a -18 °C por 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180,
210 e 240 dias, para os acidos graxos saturados, reducdo de &cido céprico,
estedrico e araquidico e, consequentes aumento dos acidos laurico e miristico. Para
0os AGI houve também alteracbes durante o armazenamento com tendéncia
ascendente, exceto para o acido linolénico (w3) que diminuiu.

Silvestre et al. (2010), ao avaliarem a estabilidade lipidica pela concentracao
de MDA no leite materno armazenado sob congelamento a -20 °C e -80 °C por
diferentes tempos (15, 30 e 60 dias), observaram que o LH armazenado por até 30
dias ndo apresentou diferenca na concentracdo deste composto em ambas as
temperaturas. No entanto, com 60 dias houve um aumento significativo, sendo que
os valores alcancados em ambas as temperaturas foram semelhantes
estatisticamente. Corroborando este achado, Gao et al. (2019) encontraram nos
estudos analisados alteracdes significativas na composicdo de triacilglicerois e
acidos graxos livres, apos armazenamento prolongado em temperaturas diferentes,
sendo diminuicdo e aumento destes, respectivamente. Este achado fora explicado
pela atividade da lipase, a qual quebra os triacilglicerois liberando acidos graxos
livres. Ainda, mesmo os compostos de degradacao lipidica ndo sendo o foco deste

estudo de revisdo, os autores observaram novas evidéncias mostrando que a
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pasteurizacdo aumenta a concentracdo destes, porém ndo encontraram efeito sobre
o perfil lipidico do LH (GAO et al., 2019).

Os antioxidantes presentes nos alimentos sédo capazes de inibir ou impedir as
reacbes de oxidacdo lipidica. Estes podem agir de diferentes formas, sendo:
retardando a etapa de iniciagdo ao se ligarem competitivamente ao oxigénio;
inativando ou se ligando aos radicais livres, interrompendo assim a etapa de
propagacao; ou ainda, inibindo os catalisadores ou estabilizando os hidroperoxidos
(OETTERER; D'ARCE; SPOTO, 2006).

A atividade antioxidante total do LH esté associada a varios compostos, como
vitaminas C e E, carotenoides, enzimas glutationa peroxidase, catalase, superoxido
dismutase, dentre outros (CALIL; FALCAO, 2003). Elisia e Kitts (2011) observaram
correlacdo inversa entre os nutrientes alfa-tocoferol e vitamina C com o composto de
degradacdo lipidica hexanal, demonstrando assim que estes dois antioxidantes

possuem papeis importantes na protecdo contra a oxidagao de lipidios do LH.

2.4.1 Pasteurizacao

A pasteurizacdo comumente utilizada pelos BLH € a pasteurizacdo lenta, na
gual o LH permanece a temperatura de 62,5 °C por 30 minutos. Este € um método
de conservacdo para prevenir a transmissdo de doencas e diminuir o risco de
contaminacdo microbiana (BRASIL, 2008). No entanto, apesar de ser um
procedimento vidvel em termos de veiculagdo de patdgenos pelo LH, sabe-se que
esse processamento provoca perdas de compostos imunolégicos, como IFN-y, TNF-
a, IL-18 e IL-10 (PEILA et al., 2016; EWASCHUK et al., 2011), enzimas (PEILA et
al., 2016; SILVESTRE et al., 2010), atividade antioxidante (NOGUEIRA et al., 2018;
PEILA et al., 2016; SILVESTRE et al., 2008), dentre outros.

Em se tratando de lipidios, Vieira et al. (2011) encontraram em suas analises
gue o teor total de gordura do LH reduziu 5,5% apdés a pasteurizacao lenta. Garcia-
Lara et al. (2013) também encontraram reducdo no teor de gordura apds este
mesmo processamento, mas verificaram um percentual um pouco menor de
diminuicao (3,5%). Ambos os estudos ndo avaliaram a alteracdo a nivel de perfil de
acidos graxos.

Quanto ao perfil lipidico, Henderson, Fay e Hamosh (1998) observaram que a

pasteurizacdo a 62,5 °C por 30 minutos néo alterou as principais classes de AG
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(saturados, mono-insaturados e poli-insaturados) e nem os AG de cadeia longa da
familia w3 e w6. Molto-Puigmarti et al. (2011) também ndo encontraram diferencas
nas proporcdes entre os AG do LH pasteurizado e LH fresco. Peila et al. (2016)
concluiram também em sua revisao que o teor total de lipidios e o perfil de acidos
graxos nao altera com a pasteurizacdo. Por outro lado, Ewaschuk et al. (2011), ao
analisarem o perfil de AG ap0s a pasteurizacdo lenta, encontraram pequenas
mudancas na composicdo percentual relativa, sendo, aumento nas gorduras
saturadas de cadeia média (C12:0, C14:0) e, consequentemente, uma tendéncia a
diminuicao na proporgao de acido oleico (C18:1 w9). Ja os AGPI de cadeia longa
nao foram afetados pela pasteurizacdo. Borgo et al. (2015) encontraram variacdes
nas concentracdes de AG nas amostras, identificando aumento na concentracao de
AG laurico e miristico, e diminuigdo nos AG estearico, araquidico e linolénico.

Com relacdo aos compostos de degradacédo lipidica, Elisia e Kitts (2011)
observaram que, em média, a pasteurizacdo lenta ndo alterou os niveis de hexanal e
MDA em 30 amostras de LH. No entanto, observaram em duas amostras um teor
mais elevado de hexanal apos a pasteurizacdo, sendo que nestas amostras o teor
de vitamina C foi bem menor comparada as demais, 0 que aponta uma possivel
correlacdo. Lepri et al. (1997) observaram, ao analisarem pool de LH apos a
pasteurizacdo, que o conteudo absoluto de &cidos graxos livres dobrou apos este
processamento. Silvestre et al. (2008) ndo observaram diferenca no teor de MDA
entre LH fresco e LH pasteurizado, tanto para a pasteurizacao lenta (63 °C por 30

minutos) quanto para a rapida (75 °C por 15 segundos).

2.4.2 Ultrassom

Com o intuito de atender as demandas por alimentos nutritivos e seguros do
ponto de vista microbiolégico, tém-se aumentado o interesse por novas técnicas de
conservacao de alimentos. Dentre essas técnicas podemos citar o0 ultrassom ou
sonicacao, que se trata da aplicacdo de ondas sonoras superiores ao alcance da
audicdo humana, aproximadamente 20 kHz (figura 3) (FELLOWS, 2018).
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Figura 3: Faixa de frequéncia das ondas sonoras
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Fonte: Adaptado de Verruck e Prudencio (2018)

No processamento de alimentos a técnica de ultrassom pode ser dividida em
duas aplicacdes: baixa e alta intensidade (ou poténcia). A diferenca entre essas
técnicas consiste basicamente no resultado da acdo das ondas. No US de baixa
intensidade, a matéria apds o processamento retorna ao seu estado de equilibrio
original. Ja no US de alta intensidade, a matéria atinge um novo estado de equilibrio
(VERRUCK; PRUDENCIO, 2018). Desta forma, a abordagem de baixa intensidade
proporciona técnicas nao invasivas, baratas e simples que podem ser utilizadas
como um método analitico n&o-destrutivo para determinacdo da composicao,
estrutura ou taxa de fluxo de alimentos. No entanto, o US de alta poténcia, usado em
frequéncias de até 2,5 MHz, serve para causar rompimento fisico dos tecidos, criar
emulsdes, limpar equipamentos ou promover reacdes quimicas (FELLOWS, 2018).

Existem dois tipos de equipamentos de US, o banho ultrassénico e a sonda
ultrassoénica. O primeiro consiste em um tanque de aco inoxidavel portando um ou
mais transdutores ultrassonicos, com frequéncia que varia entre 20 kHz a 1 MHz ou
mais e pode ser equipado com controle de temperatura (Figura 4a). JA no sistema
de sonda (Figura 4b), o transdutor € ligado diretamente a sonda que é imersa e a
frequéncia fica em torno de 20 e 40 kHz, resultando em maior poténcia e perda
minima da energia ultrassdnica (VERRUCK; PRUDENCIO, 2018). No entanto, o
banho ultrassénico é facil de manusear e mais viavel economicamente (CHEMAT;
HUMA; KHAN, 2011).
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Figura 4: Tipos de equipamentos de ultrassom: (a) banho ultrassonico; (b) sonda
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Fonte: Adaptado de Verruck e Prudencio (2018)

Em US de alta poténcia a cavitacdo gerada e os fenbmenos associados a ela
sao os principais responsaveis pelos efeitos na conservacéo de alimentos (KNORR
et al.,, 2011). A propagacdo do US ¢é resultado de uma série de ondas de
compressdo e rarefacdo induzidas pelas moléculas do meio (Figura 5). Altas
intensidades e amplitudes do ultrassom resultam em pressfes locais abaixo da
pressdo de vapor do liquido, levando a uma constante formacédo de bolhas de gas
no meio. A cavitacdo acustica ocorre quando essas bolhas, formadas por gas ou
vapor, e distribuidas por todo o liquido, crescem durante os ciclos até um tamanho
critico, no qual se tornam instaveis e sofrem violento colapso. Isto produz altas
temperaturas e pressfes locais que desintegram células biolégicas e podem
desnaturar proteinas. O colapso das bolhas também produz turbuléncias na area de
cavitacdo e eleva a forca de cisalhamento que pode resultar em energia suficiente
para causar danos fisicos na membrana celular (CHEMAT; HUMA; KHAN, 2011;
SORIA; VILLAMIEL,2010; PATIST; BATES, 2008).
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Figura 5: Mecanismo de cavitagédo provocado pelo ultrassom
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Fonte: Adaptado de Soria e Villamiel (2010)

Segundo Char et al. (2010), o uso apenas do ultrassom ndo se mostra muito
eficaz na inativacdo de microrganismos, sendo aconselhavel associa-lo com outras
técnicas (Tabela 1). Sendo assim, o ultrassom pode ser combinado com presséo
(manossonicacdo), temperatura (termossonicacdo) e associando temperatura e
pressao (manotermossonicacdo). A utilizacdo de dois métodos de conservacao
propicia vantagens como potencializacao do efeito que cada fator antimicrobiano
apresenta individualmente, diminuicdo dos efeitos adversos sobre as caracteristicas
do produto devido a reducdo da severidade da aplicagdo de cada método e,
economia em custos energéticos (AZEREDO, 2012). Com relacdo a
termossonicacédo (TS), o calor associado a sonicacdo tem potencial para acelerar a
taxa de reducdo decimal de microrganismos e reduzir a intensidade do tratamento
térmico e os seus danos (VERRUCK; PRUDENCIO, 2018).
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Tabela 1 - Efeito do ultrassom, termossonicagdo e manossonicagdo em células

vegetativas, esporos e enzimas

Inativacao por Células vegetativas Esporos Enzimas
Ultrassom + - -
Termossonicagao + + -
Manossonicagao + + +

Fonte: Adaptado de Chemat, Huma e Khan (2011)

Vérios estudos tém comprovado a eficicia do ultrassom, essa nova técnica de
conservacao, nos parametros microbiologicos de sucos (POKHREL et al., 2017,
ZOU; JIANG, 2016; SANTHIRASEGARAM; RAZALI; SOMASUNDRAM, 2013).
Marchesini et al. (2015) também avaliaram a efetividade deste processamento em
leite de vaca e observaram inativacdo eficaz para E. coli, P. fluorescens e D.
hansenii na intensidade mais alta, ou seja, amplitude de 100%. Esta efetividade
contra microrganismos pode ser explicada porque o US produz mudancgas
localizadas muito rapidas na pressao e na temperatura, causando um rompimento
por meio de cisalhamento, cavitacdo, reducdo da espessura da membrana celular,
aguecimento localizado e producao de radicais livres que possuem um efeito letal
nos microrganismos (FELLOWS, 2018).

Alguns estudos tém relatado também efeito positivo do US na atividade
antioxidante de sucos, com aumento dos compostos e parametros estudados
(NADEEM et al.,, 2018; ZOU E HOU, 2017; SANTHIRASEGARAM; RAZALI E
SOMASUNDRAM, 2013). Zou e Hol (2017) observaram que a atividade antioxidante
aumentou com o tempo de processamento analisado (0, 20, 40 e 60 minutos). Zou e
Jiang (2016) analisaram teor de acido ascoérbico e observaram incremento também
com o tempo de sonicacdo, sendo maior em amostras sonicadas por 40 minutos em
comparacao a 20 minutos e controle (n&o sonicado). O aumento dos compostos
bioativos que geram maior atividade antioxidante pode estar associado também ao
mecanismo de cavitacdo gerado que pode provocar liberacdo destes compostos a

partir da parede da célula devido ao seu colapso (Figura 6) (NADEEM et al., 2018).
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Figura 6: Colapso da bolha de cavitacao e liberacdo de componentes celulares
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Fonte: Verruck e Prudencio (2018)

Em LH foram encontrados trés estudos utilizando o processamento de US
para tratamento do LH doado (PARREIRAS et al., 2020; CHRISTEN; LAl
HARTMANN, 2012; CZANK; SIMMER; HARTMANN, 2010). Christen, Lai e
Hartmann (2012) avaliaram a efetividade do US na eliminagédo de Escherichia coli e
a preservacao da atividade da lipase estimulada por sais biliares (LESB). Na faixa de
temperatura entre 51,4 °C e 58,5 °C observaram que houve diminuicéo significativa
na contagem de E. coli e na ativiadade da LESB. Os autores elucidaram que nesta
faixa houve efeito combinado do US e da temperatura resultando em desnaturacéo
das proteinas funcionais da bactéria e da enzima estudada. Verificaram ainda que a
atividade da LESB se manteve constante entre as temperaturas de 28 e 51,4 °C.

Czank, Simmer e Hartmann (2010) avaliaram tanto a aplicacdo da sonicacao
como da termossonicacdo no LH e observaram que ambas sdo métodos que
reduzem o numero de microrganismos avaliados (Escherichia coli e Staphylococcus
epidermidis). No entanto, a termossonicacdo nas duas temperaturas avaliadas (45
°C e 50 °C) foi mais eficiente em comparacdo a técnica de US isolada, inativando
99,9% de ambos o0s microrganismos. Ainda observaram maior retencdo de
compostos bioativos, como lisozima e lactoferrina, do que quando aplicada a

pasteurizacéo lenta ao comparar seus valores encontrados com dados da literatura.
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Parreiras et al. (2020) observaram reducéao significativa de S. aureus, E. coli e
Salmonella em LH a temperatura de termossonicacdo de 60 °C, sendo a diminuicao
de 5,65, 5,45 e 3,75 ciclos log, respectivamente. Encontrou ainda efeito positivo na
atividade antioxidante com a termossonicacdo, havendo aumento apoOs este
processamento. Nesse mesmo estudo observou-se que o teor de retinol nao alterou-
se com 0s processamentos.

Quanto a oxidacao lipidica, Juliano et al. (2014), em um estudo sobre o efeito
do US sobre a estabilidade lipidica de leite de vaca demonstraram que a oxidagao
lipidica pode ser controlada diminuindo o tempo de sonicacdo e a temperatura
utilizada. Bermudez-Aguirre et al. (2009) observaram que o tratamento com US (24
kHz, 400 W, 30 minutos) em leite de vaca aumenta ligeiramente o contetdo de
gordura quando comparado a pasteurizagdo, o que foi associado a quebra de
glébulos de gordura e liberacdo de triacilgliceréis devido a implosao de bolhas de
cavitacdo. Concordando com estes achados Pingret, Fabiano-Tixier e Chemat
(2013) em sua revisdo encontraram em varios estudos a formagdo de compostos
volateis provenientes da degradacgdo de gorduras em amostras de leite de vaca apos
tratamento ultrassdnico, como 1-hexeno, 1l1-octeno, 1-noneno, 5-metil-1,3-
ciclopentadieno, benzeno, tolueno, p-xileno, n-hexanal, n-heptanal, dentre outros.
Segundo os autores, os mecanismos da degradacéo lipidica induzida pelo US ainda
ndo estdo bem elucidados. No entanto, ja se sabe o0s possiveis fatores que estédo
envolvidos neste processamento que contribuem para a oxidacao lipidica e devem
ser estudados, como entrada de energia (luz e calor), presenca de oxigénio,
composicdo do alimento processado em relacdo a AG, antioxidantes, metais, entre
outros (PINGRET, FABIANO-TIXIER, CHEMAT; 2013).

Segundo Fellows (2018), dentre as vantagens da técnica de US, estdo a
efetividade contra células vegetativas, esporos e enzimas, a reducdo do tempo e da
temperatura do processo e a necessidade de pouca adaptacdo do processamento ja
existente. Tais caracteristicas torna possivel sua aplicacdo a qualquer alimento que
seja aquecido. Além disto, ao maximizar a produgcdo enquanto economiza energia, o
ultrassom de poténcia é considerado uma tecnologia verde com muitas aplicacoes
promissoras no processamento, preservacao e seguranca de alimentos (KENTISH,;
FENG, 2014; AWAD et al., 2012; FELLOWS, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento de termossonicacédo do leite humano, seguido
de armazenamento congelado por 60 dias sobre sua estabilidade lipidica, em

comparacao a pasteurizagao.

3.2 Objetivos Especificos

Verificar o impacto dos diferentes tratamentos (pasteurizacdo e
termossonicacado) sobre o perfil de AG e oxidacgdo lipidica do LH.

Avaliar a estabilidade da atividade antioxidante in vitro e da vitamina E nas
amostras de LH antes e ap0s processamento (pasteurizacdo e
termossonicacao).

Verificar a estabilidade do perfil de AG, oxidacao lipidica, atividade
antioxidante in vitro e da vitamina E durante o armazenamento congelado
das amostras de LH pasteurizadas e termossonicadas.

Analisar a correlacédo entre a atividade antioxidante, as concentracdes das

isoformas de tocoferol e a estabilidade lipidica nas amostras.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecgao e Caracterizagdo das Doadoras

Todas as nutrizes doadoras de LH de forma continua cadastradas no BLH
da Santa Casa da Misericordia de Ouro Preto, no periodo de agosto a outubro de
2019, foram convidadas por meio de contato telefonico a participar do estudo por
meio da doagcdo de amostras de LH. Como critério de exclusdo adotou-se idade
abaixo de 20 anos. A caracterizacdo das participantes foi realizada por meio de um
questionario socioeconémico e demogréfico ja adotado pelo BLH (ANEXO 1).

A extracdo de LH de cada nutriz participante foi realizada pela prépria
doadora em seu domicilio seguindo os procedimentos estabelecidos pelo BLH
(BRASIL, 2008). Além dos procedimentos habituais, a doadora foi orientada a retirar
preferencialmente o leite posterior, ou seja, fazer a extracdo apés mamada, a fim de
obter maior teor de gordura. Os leites foram transportados em frascos de vidro
transparentes, colocados em caixa isotérmica com gelo reciclavel para manter a
temperatura proxima de 0 °C e encaminhados imediatamente para a Escola de
Nutricdo da Universidade Federal de Ouro Preto sem ultrapassar seis horas, assim
como o critério estabelecido por BRASIL (2008). Imediatamente, as amostras de LH
obtidas foram homogeneizadas para formar o pool, o qual foi utilizado para compor
os tratamentos e repeticdes determinados pelo delineamento experimental. Para a
realizacdo das analises foi necessario um volume total de LH de 1.080 mL obtidos
de acordo com disponibilidade de cada doadora.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Ouro Preto, sob o numero de CAAE
82411818.1.0000.5150, e teve a anuéncia da Santa Casa da Misericordia de Ouro
Preto — MG (ANEXO 2). As doadoras s6 participaram do estudo apos lerem e

assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE 1).

4.2 Delineamento Experimental

Para avaliar o efeito da termossonicacao sobre a estabilidade lipidica do LH,

foram avaliados o LH pasteurizado e o LH cru (ndo processado). As amostras, apos
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processamento tanto por pasteurizacdo lenta como por termossonicacdo, foram
congeladas a -18 °C (£2) por até 60 dias e avaliadas quanto a estabilidade de seus
componentes com 0, 15, 30 e 60 dias de armazenamento (Figura 7). Os
tratamentos investigados neste estudo, em seu conjunto, corresponderam a uma
estrutura fatorial com tratamento adicional (controle), tendo como fatores: método
de processamento e tempo de armazenamento. O tratamento adicional
correspondeu ao leite cru, com 0 dias de armazenamento. O delineamento

experimental foi o ineiramente casualizado com trés repeticoes.

Figura 7: Fluxograma do delineamento experimental

LH Doado
LH LH LH Termossonicado
Cru Pasteurizado (40 kHz, 110 W,
(controle) (62,5 °C por 30°) 60 °C por 4’)
Armazenamento

(-18 °C (+2) por
0, 15, 30 e 60 dias)

! !

Analises:
v'Perfil de acidos graxos
v'Teores de hexanal
v Teores de tocoferodis (a, y e 8)
v'Atividade antioxidante (DPPH e FRAP)

Para verificar a estabilidade lipidica do LH apds os processamentos e
durante o armazenamento congelado foram avaliados o perfil de acidos graxos e o
composto de degradacdo lipidica hexanal. Também foram avaliadas a atividade
antioxidante in vitro pelos métodos de sequestro do radical livre sintéticos 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e reducado do ion ferro (FRAP), e os teores de alfa,
gama e beta tocoferol com o propdsito de verificar a relacdo da estabilidade de

antioxidantes presentes com a degradacéo lipidica.
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4.3 Processamentos do LH

4.3.1 Pasteurizacao Lenta

A pasteurizacéo foi conduzida de acordo com o preconizado por Brasil (2008).
O leite foi submetido a processamento térmico em banho-maria modelo BM02 (Kacil,
Pernambuco, Brasil) a 62,5 °C por 30 minutos, sendo os frascos rosqueados com
folga de % de volta para o desprendimento de ar dissolvido no LH durante o
aguecimento. Os frascos ainda foram agitados manualmente em intervalos cinco
minutos, sem remové-los do banho. Apés este processo, os frascos contendo LH
foram resfriados rapidamente por imersdo em banho de gelo até que o LH atingisse

temperatura igual ou inferior a 5 °C.

4.3.2 Termossonicagéao

A termossonicagdo foi realizada de acordo com Parreiras et al. (2020)
utiizando um banho ultrass6nico, modelo CPX 3800H (BRANSON, New York,
United States) sob frequéncia de 40 khz e poténcia de 110 W, energia acustica
especifica de 14,69 mW/mL de LH, intensidade de ultrassom de 1591 mW/cmz2 e
temperatura de 60 °C por 4 minutos. Os frascos também foram rosqueados com
folga de % de volta para o desprendimento de ar dissolvido no LH durante o
aguecimento. Apés este processo, os frascos de LH foram resfriados rapidamente
por imersdo em banho de gelo até que o LH atingisse temperatura igual ou inferior a
5 °C, assim como os procedimentos adotados para a pasteurizacdo lenta (BRASIL,
2008).

4.4 Determinagdes Quimicas
4.4.1 Perfil de Acidos Graxos

A extracdo da gordura foi realizada pelo método butirométrico de Gerber
como preconizado por Brasil (2005). Em butirdmetros de Gerber, acrescentou-se 11

mL de LH, 10 mL de &cido sulfurico PA (D=1,82 g/mL) e 1 mL de alcool amilico PA.
Essas solucdes foram agitadas para dissolu¢cdo completa do coagulo formado. Em
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seguida, os butirdbmetros foram centrifugados a 500 xg por 5 minutos, para ocorrer a
separacao.

A esterificacdo da gordura do LH foi realizada de acordo com método descrito
por Christopherson e Glass (1969) com modificacbes propostas por Zou et al.
(2013). Aligquotas de 25 mg de gordura de cada amostra foi adicionada de 500 pL de
hexano, agitadas em vortex por 30 segundos e, acrescidas de 25 uL de hidréxido de
potassio metandlico 2 M. A mistura foi agitada novamente em vortex por 30
segundos e o sobrenadante analisado.

Para determinacdo dos acidos graxos metilados foi utilizado o cromatografo a
gas modelo CP-3380 (VARIAN, California, United States), com detector por
ionizacdo em chama, equipado com uma coluna SP-2330 (80% bis (3-cianopropil),
20% 3-cianopropilfenil polissiloxano) da Supelco Inc., Bellefonte, PA com 30 m x
0,25 mm x 0,2 pm de espessura de filme. A coluna foi mantida a 60 °C por 2 minutos
e apos foi elevada a 150 °C com taxa de 15 °C/minuto e, posteriormente a 240 °C
com taxa de 5 °C/minuto, sendo mantida nesta temperatura por 10 minutos. O gas
hidrogénio foi utilizado como gas de arraste a 30 mL/minuto, o nitrogénio para
limpeza do injetor e do detector a 29 mL/minuto e o ar sintético para compor a
chama a 300 mL/min. Amostras de 2 pL em duplicata, foram injetadas no
cromatografo a 225 °C no modo splitless (2 min) e split (1/30). A temperatura do
detector foi mantida a 280 °C. A identificacdo dos acidos graxos foi realizada pela
comparacao com o tempo de retencdo do padrdo de acidos graxos Supelco 37
componentes mix FAME (SIGMA-ALDRICH®) e os resultados foram expressos em

percentual de concentracéo relativa.

4.4.2 Hexanal

A analise de hexanal foi realizada de acordo com Shahidi e Pegg (1994) com
algumas modificacbes. Amostras de 5 mL de LH foram pipetadas em vials de 10 mL,
gue, em seguida, foram colocadas em banho-maria a 85 °C por 45 minutos. Apos
esse tempo de aquecimento, pipetou-se 2,5 uL dos volateis (headspace) utilizando
seringa da marca Gastight série 1.000, os quais foram injetados, em triplicata, em
cromatégrafo a gas modelo CP-3380 (VARIAN, California, United States), com
detector por ionizagcdo em chama, equipado com uma coluna SP-2330 (80% bis (3-

cianopropil), 20% 3-cianopropilfenil polissiloxano) da Supelco Inc., Bellefonte, PA
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com 30 m x 0,25 mm x 0,2 um de espessura de filme. A coluna foi mantida a 50 °C
por 5 minutos e apos foi elevada a 220 °C com taxa de 30 °C/minuto, sendo mantida
nesta temperatura por 5 minutos. O gas transportador foi o hidrogénio. As
temperaturas de injecdo e detecgcdo foram mantidas a 250 °C. Vale ressaltar que,
entre a injecao das amostras, a seringa foi acondicionada em estufa a 60 °C por 15
minutos para volatilizacdo dos compostos que poderiam ter ficado em seu interior.

O calculo da concentracdo de hexanal foi obtido por meio da curva de
calibracdo de hexanal (0,0005 a 0,002 mg/mL de LH) e suas respectivas areas
corrigidas, levando-se em consideracdo a concentracdo de hexanal ja presente na
matriz alimentar utilizada (LH). Os resultados foram expressos em pg de hexanal
por mL de LH.

4.4.3. Atividade Antioxidante

4.4.3.1 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

A atividade de sequestro do radical livre DPPH foi avaliada de acordo com o
método apresentado por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com modificacdes
propostas por Zarban et al. (2009). Este teste baseia-se na medida da atividade
antioxidante de determinadas substancias em sequestrar o radical livre DPPH
(coloracao violeta), agindo como doador de atomos de hidrogénio e reduzindo-o a
hidrazina (coloracdo amarelo palido) (ALVES et al., 2010).

Aliquotas de 50 pL de cada amostra de LH foram adicionadas de 1 mL de
DPPH em solucéo de etanol (0,06 mM). Em seguida, realizou-se a homogeneizacao
da mistura e esta foi deixada em repouso por 30 minutos em banho-maria a 37 °C.
Posteriormente, 0,5 mL de cloroférmio foi acrescentado e depois centrifugado a
10.000 xg durante 5 minutos. A leitura foi realizada, em espectrofotbmetro modelo
600S (FEMTO, Sao Paulo, Brasil), utilizando comprimento de onda de 517 nm. A
analise foi realizada em 5 replicatas.

A solucdo de DPPH em etanol (0,06 mM) foi utilizada como controle e o
percentual da atividade que elimina o radical DPPH calculado segundo a seguinte

equacao:
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Atividade sequestradora (%) = [(Absorbancia do controle - absorbancia da amostra)/

Absorbancia do controle] * 100
4.4.3.2 Reducéao do Ferro (FRAP)

A atividade antioxidante equivalente a reducdo do ferro (FRAP) foi avaliada
segundo procedimento proposto por Oveisi et al. (2010) com algumas modificacdes.
Nesta metodologia mensura-se a atividade dos antioxidantes em reduzir o complexo
férrico de 2,4,6-tripiridil-s-triazina [Fe (lll) - (TPTZ) 2]** ao complexo ferroso de cor
azul intensa [Fe (Il) - (TPTZ) 2]** em meio acido (MAGALHAES et al., 2008). O
reagente FRAP foi obtido a partir da combinacédo de 125 mL de tampéao acetato 0,3
M, 25 mL de solucdo TPTZ 10 mM e 25 mL de cloreto férrico 20 mM.

As amostras de LH em triplicata foram diluidas com &gua destilada nas
seguintes concentragdes: 1000 mL/L, 660 mL/L, 500 mL/L, 330 mL/L, 250 mL/L, 160
mL/L e 125 mL/L. Em 25 pL de cada diluicdo do leite adicionou-se 0,750 mL de agua
destilada e 0,750 mL de solucdo FRAP. Logo em seguida, as amostras foram
colocadas em banho-maria a 37 °C por 10 minutos e realizou-se a leitura em
espectrofotdometro modelo 600S (FEMTO, Séo Paulo, Brasil), com comprimento de
onda de 593 nm. A solucado FRAP foi utlizada para calibracdo do equipamento.

O célculo da atividade antioxidante foi realizado por meio da curva de
calibracéo de Trolox (100, 200, 400, 800, 1200, 1600 e 2000 uM) e suas respectivas
porcentagens de inibicdo. Os resultados foram expressos em pmol de equivalente
de Trolox por mililitro (UM ET/mL).

4.4.4 Tocoferois

Os isdbmeros de tocoferol no leite humano, alfa (a), gama (Y) e beta (B), foram
determinados de acordo com Korchazhkina et al. (2006). As amostras de LH em
triplicata foram descongeladas em banho-maria a 38 °C. Em seguida, pipetou-se
1,25 mL de cada amostra em tubos de vidro com tampa de rosca e adicionou-se
1,25 mL da solucdo de metanol com BHT (0,1%) e 1,25 mL da solucdo de KOH
(10%) . As amostras entdo foram homogeneizadas em vortex por 30 segundos e
depois colocadas em banho-maria por 30 minutos a 70 °C, sendo agitadas em vortex

por 20 segundos apos transcorridos 15 minutos, retornando ao banho. Entéo, foram
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colocadas em banho de gelo por 10 minutos e acidificadas até aproximadamente pH
2,0 utilizando solucdo de HCI 6 M. Apos a acidificacdo, acrescentou-se 5 mL de
hexano e homogeneizou-se as amostras em vortex por 20 segundos, trés vezes
cada, mantendo-as em banho de gelo. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 1.000 xg. O sobrenadante (2 mL) foi pipetado e
transferido para tubo de vidro para secagem em fluxo de nitrogénio.

O residuo foi reconstituido com 500 uL de solugdo metanol:isopropano (1:1),
sendo agitado em vortex para completa dissolucdo das particulas e, posteriormente,
centrifugado a 1.000 xg por 5 minutos. Para as dosagens dos isomeros de tocoferol
foi utilizado o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance
Liquid Cromatography - HPLC) em detector DAD (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japdao), varredura de 190 a 800 nm, coluna Shim-pack CLC-ODS (C18), 4,6 x 250
mm (Shimadzu), com comprimento de onda de 292 nm e fluxo 1 mL/min de metanol.
Injetou-se uma aliquota de 50 pyL de cada amostra. Foi realizada curva de calibragéo
com o padréao de tocoferéis Sigma Tocopherols - mixed e os teores de alfa, gama e
beta-tocoferol identificados nas amostras foram expressos em porcentagens

relativas em relacdo as concentracdes contidas no LH cru.

4.5 Anélises Estatisticas

Para a verificagdo de normalidade foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk nos
residuos do modelo, utilizando uma corre¢cdo de Bonferroni, e levando-se em conta
gue se tratavam de 16 variaveis. Para cada variavel resposta foi realizada uma
analise de variancia (ANOVA) para julgar a hipétese de igualdade entre as médias
dos 9 tratamentos. No caso de rejeicdo desta hipotese, foi utilizado como
procedimento post hoc o método de agrupamento de Scott-Knott (1974). A variacao
entre os 9 tratamentos também foi particionada conforme a estrutura fatorial,
calculando-se a variacao referente aos 2 fatores, a interacéo entre eles, bem como o
contraste entre o tratamento adicional e os demais. Optou-se por fazer um
desdobramento da interagéo independente da ocorréncia de diferenga significativa
entre os dois processamentos (termossonicacdo e pasteurizagcdo). A escolha dos
modelos de regresséao foi feita levando em conta o comportamento das variaveis
resposta, de forma em que foram aplicados modelos de regresséao linear simples,

guadratico e, para 0s casos em que as variaveis apresentaram comportamento
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hY

decrescente com tendéncia a uma estabilizacdo a medida que o tempo de

processamento aumentava, utilizou-se o modelo apresentado pela equacéo abaixo.
y=BotB: 1 +tE
x+0,5

em que y é a variavel resposta, x € o tempo de processamento, By € 8; sédo
pardmetros a serem estimados, e € é o termo residual. Este modelo permite
descrever um comportamento no qual a taxa de decaimento vai progressivamente
diminuindo (em valor absoluto) a medida que aumenta o tempo de processamento.
A razéo de se somar 0,5 no denominador se deve meramente ao fato de existir um
tempo x=0 no presente estudo. Finalmente, para alguns pares de variaveis, foram
calculados também coeficientes de correlacdo de Pearson para investigar a
possibilidade de respostas associadas dentro das condicbes experimentais
especificas deste estudo. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o

auxilio do software R 3.6.0, utilizando um nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das Doadoras

Todas as 12 doadoras contactadas aceitaram participar da pesquida doando
LH. As caracteristicas destas e de seus lactentes estdo descritas na Tabela 2. Entre
as participantes, todas residiam na sede do municipio de Ouro Preto — MG e
estavam com producdao de leite maduro. Entre as mées, apenas uma tinha problema
de saude (hipertenséao arterial), a maioria era primipara (66,67%, N = 8) e 16,67% (N
= 2) tiveram parto normal.

Com relacdo aos lactentes, todos nasceram a termo (IG de 37 a 41 semanas
e 6 dias), 58,33% nasceram com peso adequado (3.001 a 4.000 g), 25% com peso
insuficiente (2.500 a 3.000 g) e 16,67 com baixo peso (<2.500 g) (WHO, 1995). Os

lactentes menores de seis meses estavam em aleitamento materno exclusivo.

Tabela 2 - Caracteristicas das doadoras de LH e de seus lactentes, Ouro Preto - MG

Amplitude Média + DP
Maes
Idade (anos) 20 - 37 30,08 +£ 4,83
IMC* (kg/m2) 19,25 - 31,16 24,03 + 3,88
Paridade (namero de filhos) 1-2
Lactentes
Idade (meses) 2-13 5,66 + 2,93
Sexo (masculino/ feminino) 5/7
Aleitamento materno 4/8
(exclusivo/complementado)
Idade gestacional ao nascer (semanas) 37-41 39,25+1,29
Peso ao nascer (kg) 2,405 - 3,775 3,132 £ 0,53

*Indice de massa corporal.
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5.2 Perfil de Acidos Graxos

No presente estudo foi possivel a identificacdo de 11 AGs nos
cromatogramas obtidos a partir de cada amostra de LH (Figura 8), os quais foram:
acido caprilico (C8:0), acido caprico (C10:0), acido laurico (C12:0), acido miristico
(C14:0), acido pentadecanoico (C15:0), acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico
(C16:1), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1 w9), acido linoleico (C18:2 w6)

e acido linolénico (C18:3 w3).

FIGURA 8: Cromatograma referente ao perfil de acidos graxos de uma das amostras

de leite humano
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*Acido caprilico (C8:0), acido céaprico (C10:0), acido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido
pentadecanoico (C15:0), acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1), acido estearico (C18:0),
acido oleico (C18:1 w9), acido linoleico (C18:2 w6) e acido linolénico (C18:3 w3)

O principal acido graxo encontrado na amostra de LH cru foi o &cido oleico
(w9; 30,46%), seguido do acido palmitico (C16:0; 26,50%) e acido linoleico (w6;
16,66%) (Tabela 3). J4 os acidos graxos com menores percentuais encontrados
foram o acido caprilico (C8:0; 0,33%), linolénico (w3; 0,66%) e pentadecanoico

(C15:0; 0,73%). Também no estudo de Freitas et al. (2019) foi encontrado perfil
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semelhante de AG no LH, sendo os dois &cidos graxos em maior concentracao, o
acido palmitico (C16:0; 27,18%) e oleico (w9; 27,04%). Para o acido linoleico (w6) foi
encontrado teor de 13,90% e acido linolénico (w3) 1,04%. Neste estudo, as menores
concentracbes de acidos graxos encontradas também foram para acido caprilico
(C8:0; 0,03%), acido pentadecanoico (C15:0; 0,34%) e 0 w3.
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Tabela 3: Perfil de &cidos graxos nas amostras de leite humano doado apdés cada tratamento e em diferentes tempos de

armazenamento congelado

Acidos Tratamentos (%)

graxos Cru PTO USTO PT15 UST15 PT30 UST30 PT60 uUST6e0
C8:0 0,33+0,02 0,45+0,03 0,27+0,05 0,33+0,03 0,31+0,03 0,41+0,02 0,34+0,04 0,25+0,01 0,22+0,03
C10:0 1,43+£0,04 1,65+0,12 1,46%0,08 1,39+0,10 1,41+0,05 1,57+0,02 1,50+0,05 1,43+0,11 1,48%0,03
C12:0 5,91+0,22 6,51+0,17 5,20+0,89 5,60+0,31 5,90+0,19 6,03+0,12 5,95+0,07 5,84+0,33 6,23+0,02
C14:0 7,40+0,14 7,87+0,03 7,04+0,32 6,71+0,27 7,1940,16 6,93+0,17 6,94+0,03 6,78+0,30 7,40+0,11
C15:0 0,73+0,02 0,34+0,04 0,23+0,00 0,46+0,06 0,54+0,12 0,65+0,12 1,03+0,03 0,50+0,06 0,68+0,19
C16:0 26,50+1,59 25,24+0,32 36,87+2,69 23,25+0,38 23,59+0,09 21,02+1,12 21,58+0,22 21,70+0,34 23,57+0,39
Cl6:1 1,96+0,15 1,90+0,06 1,51+0,01 2,1310,11 2,21+0,02 2,46+0,07 2,38+0,03 2,03+0,02 2,2510,01
C18:0 7,95+0,88 11,18+0,66 6,99+1,17 17,74+1,19 15,29+1,10 19,37+0,31 17,52+1,26 16,01+1,83 8,68+0,45
ci18:1 30,46+0,01 27,53+0,96 23,12+1,53 24,78+2,31 25,76+1,26 23,29+0,04 24,63+0,81 28,28+0,43 31,49+0,33
C18:2 16,66+0,15 16,67+0,26 16,00+1,05 16,14+0,24 16,30+0,24 16,68+0,25 16,58+0,50 15,85+1,01 16,59+0,03
C18:3 0,66+0,01 0,67+0,01 1,30+0,05 1,47+0,01 1,48+0,03 1,59+0,03 1,56+0,00 1,35+0,09 1,42+0,01

MédiatDesvio Padrdo; PTO = Amostra pasteurizada no tempo zero; USTO = Amostra termossonicada no tempo zero; PT15 = Amostra pasteurizada
armazenada por 15 dias; UST15 = Amostra termossonicada armazenada por 15 dias; PT30 = Amostra pasteurizada armazenada por 30 dias; UST30 =
Amostra termossonicada armazenada por 30 dias; PT60 = Amostra pasteurizada armazenada por 60 dias; UST60 = Amostra termossonicada armazenada

por 60 dias.

Acido caprilico (C8:0), acido caprico (C10:0), acido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido pentadecanoico (C15:0), acido palmitico (C16:0), acido

palmitoleico (C16:1), acido esteérico (C18:0), &cido oleico (C18:1 w9), acido linoleico (C18:2 w6) e &cido linolénico (C18:3 w3).
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Quanto aos acidos graxos saturados, o alto teor de acido palmitico (C16:0) no
leite humano garante ao recém-nascido maior facilidade da digestdo e,
consequentemente, seu uso como fonte energética, ou ainda este pode gerar outros
acidos graxos ou ser armazenado. Por outro lado, o acido estearico (C18:0) é
encontrado em menor concentracdo, sendo que, nos tecidos humanos, €
rapidamente convertido em &cido oleico (w9) (COSTA; SABARENSE, 2010).

AplOs a pasteurizacdo e termossonicacdo do LH, foi possivel identificar
algumas modificacdes no perfil dos &cidos graxos, sendo 0 comportamento para
alguns compostos diferentes entre estes dois tipos de processamentos (Figura 9).
Com a pasteurizacdo, observamos diminuicdo dos acidos graxos pentadecanoico
(C15:0) e 0 AG mais predominante no LH cru, o acido oleico (w9), sendo esta
reducdo de 53,42% e 9,62% respectivamente. Em se tratando de concentracao
relativa, a diminuicdo de um ou mais acidos graxos reflete no aumento de outro e,
neste caso, foram os acidos graxos de cadeia média, acido caprilico (C8:0), caprico
(C10:0), e acidos miristico (C14:0), além do &cido estearico (C18:0) que
aumentaram. Os demais acidos graxos nao sofreram alteracdo apdés a
pasteurizacado, incluindo os &cidos graxos essenciais w6 e w3.

Corroborando os resultados do nosso estudo, Ewaschuk et al. (2011), ao
analisarem o perfil de AG ap0s a pasteurizacdo lenta, encontraram pequenas
mudancas também na composicdo percentual relativa, sendo, aumento nas
gorduras saturadas de cadeia média (C12:0 e C14:0) e, consequentemente, uma
tendéncia a diminuicdo na proporcdo de acido oleico (w9). Para os autores, 0s
efeitos fisiol6gicos dessas alteracdes sdo dificeis de prever, mas descreveram que a
manutencdo dos acidos graxos de cadeia longa com a pasteurizacdo € um resultado
favoravel, assim como foi observado no presente estudo em relacdo aos acidos
graxos essenciais w6 e 3. Delgado et al. (2014) n&o encontraram alteragcdes no perfil
de acidos graxos no LH com a pasteurizacdo lenta. Peila et al. (2016) também
concluiram em sua revisdo que a pasteurizacdo nao altera o perfil lipidico do LH,
sendo encontrado pelos autores poucos estudos que relataram pequenas alteracdes

nas concentracdes relativas dos acidos graxos de cadeia média e do w3.
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Figura 9: Efeito dos processamentos de pasteurizagdo e termossonicacao no perfil

de acidos graxos do leite humano
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Acido caprilico (C8:0), acido céaprico (C10:0), acido laurico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido
pentadecanoico (C15:0), &cido palmitico (C16:0), a&cido palmitoleico (C16:1), 4cido esteérico (C18:0),
acido oleico (C18:1 w9), acido linoleico (C18:2 w6) e acido linolénico (C18:3 w3).

*Tratamentos (barras) seguidos de letras diferentes indica diferenca significativa ao nivel de 5% pelo
teste de Scott-knot.

Diferentemente do efeito da pasteurizacdo, de acordo com a concentracao
relativa entre os 11 acidos graxos avaliados, a termossonicacdo do LH levou a
reducdo dos &cidos caprilico (C8:0; 18,18%), miristico (C14:0; 4,86%), &cido
pentadecanoico (C15:0; 68,49%), palmitoleico (C16:1; 22,96%) e &cido oleico (w9;
24,10%). Os acidos graxos que aumentaram relativamente nestas amostras foram o
w3 e o0 acido palmitico (C16:0). Pingret, Fabiano-Tixier e Chemat (2013) em um
estudo de revisao evidenciaram que os mecanismos da degradacéo lipidica induzida
pelo US ainda ndo estdo bem elucidados. Bermudez-Aguirre et al. (2009) relataram
gue a implosdo das bolhas de cavitacdo provocada pelo US pode promover a
guebra dos glébulos de gordura e liberar os triacilgliceréis e isto pode deixar os AG
mais susceptiveis a oxidacdo, sendo uma possivel explicacdo. Ainda, a entrada de
energia (luz e calor), presenca de oxigénio, composicdo do alimento processado
(AG, antioxidantes, metais, entre outros) também sdo possiveis fatores que podem
estar envolvidos e contribuirem para a oxidacdo lipidica (PINGRET; FABIANO-
TIXIER; CHEMAT, 2013).

Quanto ao efeito da presenca de metais na amostra, estes podem aumentar a

taxa de oxidacao da gordura devido a varios fatores, como a diminuicdo da energia
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de ativacéo da etapa de iniciagdo, a producdo de radicais alquilicos lipidicos e ERO
pela reacdo direta com os lipidios e ainda pela aceleracdo da decomposicdo dos
hidroperéxidos ou compostos fendlicos (PINGRET; FABIANO-TIXIER; CHEMAT,
2013). Desta forma, uma outra possivel explicacdo para a degradacao lipidica que
ocorreu no LH com a termossonicagao e pasteurizacdo lenta no presente estudo,
pode ser a alteracdo na enzima lactoferrina que levou a liberacdo do ferro e este
pode ter sido um agente oxidante, pois € um catalisador ativo.

Czank et al. (2010) observaram diminuicdo da lactoferrina em amostras de LH
tratadas tanto com técnica de US isolada quanto termossonicacdo a 45 e 50 °C,
sendo a perda de 53,7%, 39,7% e 31,2%, respectivamente. Furtado et al. (2017)
observaram mudancas na conformacédo da lactoferrina com a sonicacdo deixando-a
mais aberta, com aumento do seu diametro e diminuicdo das folhas B. Em
pasteurizacdo lenta do LH também ja foi observado diminui¢cdo desta enzima sendo
explicada pelo calor aplicado neste processo (GIRIBALDI et al., 2011).

Raghuveer et al. (2002) em estudo com suplementacdo de ferro em LH e
formulas infantis observaram que os produtos de oxidacdo, MDA e TBARS,
aumentaram significativamente apos a adicdo de ferro, no entanto, notaram que o
LH produziu menor quantidade destes compostos comparado as férmulas, sendo
explicado pelos autores devido a presenca da lactoferrina. Isto corrobora a nossa
hipotese que a oxidacéo lipidica encontrada no nosso estudo pode ser explicada
também pela acao pro-oxidante do ferro ndo-ligado, visto que podemos ter efeito dos
dois processamentos na desestruturacdo da lactoferrina, liberando esse ion para o
meio.

Quanto ao armazenamento congelado das amostras de LH pasteurizadas e
termossonicadas a -18 °C por 60 dias, foi possivel observar oscilacbes nas
concentragdes dos AG, assim como observado no estudo de Borgo et al. (2015) com
amostras de LH pasteurizada e congelada a -18 °C por até 240 dias. No entanto, no
presente estudo nado foi possivel ajustar bons modelos de regressdo para a
avaliacdo do comportamento das amostras de LH ao longo do tempo e as médias
encontradas ja foram apresentadas na Tabela 3.

O método para expressar o0s resultados de AG correspondente a
normalizacdo da é&rea, determinada pela porcentagem da area relativa é bastante
utilizado, inclusive em amostras de LH (BORGO et al., 2015; DELGADO et al., 2014;
EWASCHUK et al., 2011). No entanto, segundo Aued-Pimentel e Zenebon (2009)
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este método envolve a interdependéncia de todos os dados, o que pode levar a
propagacao de erros e, na ocorréncia da omissao ou estimativa de um componente,
a area dos outros € afetada. Gao et al. (2019) em sua revisdo nao encontraram
alteracdes importantes na composicao de acidos graxos do LH armazenado em
diferentes temperaturas de refrigeragao e congelamento, independente do tempo de

armazenamento com ou sem pasteurizagéo.

5.3 Hexanal

O composto de degradacdo lipidica hexanal foi identificado nos
cromatogramas de todas as amostras de LH do presente estudo (Figura 10). Spitzer,
Klos e Buettner (2013) em seu estudo encontraram 13 compostos de oxidagao
lipidica no LH, dentre eles, aldeidos e cetonas, e apenas o hexanal estava em maior
concentracdo no LH fresco. Elisia e Kitts (2011) identificaram o hexanal como o

principal aldeido volatil formado a partir da oxidacéo lipidica no LH.

Figura 10: Cromatograma referente a identificagdo do hexanal de uma das amostras

de leite humano
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Com os processamentos empregados, nos identificamos reducdo média de

70% do hexanal ap0s a pasteurizacdo e a termossonicacao do LH, ndo havendo
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diferenca significativa entre os dois tratamentos (Figura 11). Ao contrario do nosso
achado, Elisia e Kitts (2011) e Contador et al. (2015) ndo encontraram alteracdes
significativas do hexanal apds a pasteurizacédo lenta do LH. Esta divergéncia pode
ser explicada pelo fato dos processamentos do presente estudo terem sido
realizados com os frascos semifechados (folga de % de volta) como orientagao
presente no manual do BLH (BRASIL, 2008) e, assim, o hexanal, por ser um aldeido
volatil (ELISIA; KITTS, 2011; OETTERER; D'ARCE; SPOTO, 2006). Provavelmente,
foi evaporado e liberado para o ambiente.

Figura 11: Concentragbes de hexanal em amostras de leite humano processadas
por pasteurizacdo lenta e termossonicacao (a) e, em seguida, armazenadas a -18 °C
por 60 dias (b)
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*Tratamentos seguidos de letras diferentes indica diferenca significativa ao nivel de 5% pelo teste de
Scott-knot.

Em relacdo ao armazenamento congelado, ndo houve interferéncia em
relacdo ao tipo de processamento do LH, pasteurizado ou termossonicado. No
entanto, percebe-se efeito do armazenamento congelado, sendo observado
aumento médio de 0,87 pL de hexanal por mL de LH (475,6%) até 30 dias, seguido
de declinio com 60 dias. Este ultimo achado pode ser justificado por fatores

condicionantes do dia da analise, visto que este composto é muito volatil.
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Confirmando os resultados do nosso estudo, Spitzer e Buettner (2013)
observaram aumento do hexanal em LH armazenado congelado a -19 °C por 2
meses. Em contrapartida, para armazenamento refrigerado do LH a +4 °C por até 3
dias, Spitzer, Klos e Buettner (2013) ndo observaram alteracOs siginificativas na
maioria dos compostos de degradacao avaliados, inclusive o hexanal. O efeito do
congelamento pode ser associado ao dano que ocorre nas micelas de gordura com
este tipo de armazenamento, deixando os triacilglicer6is mais susceptiveis ao
ataque das lipases, resultando assim em maior oxidacgao lipidica (SPITZER; KLOS;
BUETTNER, 2013). A auto-oxidacdo lipidica é uma das reacdes quimicas mais
importantes em produtos congelados e pode ocorrer mesmo a uma temperatura de -
18 °C, porém de forma mais lenta. Isso porque a esta temperatura os solutos
presentes na fase aquosa estdo concentrados, podendo ainda ocorrer algumas
reacdes quimicas (ORDONEZ et al., 2005). Sendo assim, tais fatores justificam a
degradacdo lipidica verificada com o congelamento no presente estudo.

As correlagcdes do hexanal com os isdmeros de tocoferol e atividade
antioxidante foram significativas (p<0,005) e inversamente proporcionais (Tabela 4).
Tal comportamento provavelmente se deve ao fato dos antioxidantes poderem atuar
em diferentes etapas da oxidacdo lipidica, seja na iniciacdo, propagagdo ou
terminacao, inibindo-a ou retardando seu inicio (PISOSCHI; POP, 2015).

Tabela 4: Coeficientes de correlacbes de Pearson entre os teores de hexanal,
tocoferdis e atividade antioxidante avaliada pelos métodos DPPH e FRAP durante o

armazenamento do leite humano a -18 °C por 60 dias.

Hexanal a-tocoferol v e B-tocoferéis FRAP DPPH
Hexanal - - 0,6241* -0,5773* - 0,7688* - 0,5514*
a-tocoferol - 0,6241* - 0,9788* 0,6847* 0,8421*
y e B-tocoferéis - 0,5773* 0,9788* - 0,6489* 0,8374*
FRAP - 0,7688* 0,6847* 0,6489* - 0,7485*
DPPH - 0,5514* 0,8421* 0,8374* 0,7485* -

*Valores significativos (p < 0,05)
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5.4 Tocoferdis e Atividade Antioxidante

O tocoferol € um dos principais compostos com atividade antioxidante no LH
(CALIL; FALCAO, 2003). No presente estudo foi possivel a identificacdo de trés
isoformas de tocoferdis nas amostras, sendo a, y e B-tocoferdis. A isoforma a teve
maior concentragdo. As concentragdes relativas das isoformas y e B-tocoferoéis foram
expressas juntas visto que os picos coeluiram, sendo observado um unico tempo de
retencdo (Figura 12). O a-tocoferol é a forma mais ativa da vitamina E e, no LH,
representa 83% da concentragéo total de tocoferdis. Quanto as outras isoformas, é
possivel identificar em menor quantidade os isémeros y e B, ja o isbmero delta () é
encontrado em concentracbes minimas ou nula (YANG; MCCLEMENTS, 2013;
INSTITUTE OF MEDICINE, 1996).

Figura 12: Cromatograma referente a identificacdo das isoformas a-tocoferol e y e

B-tocoferbis de uma amostra de leite humano
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A atividade antioxidante do LH foi mensurada pelos métodos de reducéo do
ion férrico (FRAP) e sequestro do radical livre sintético DPPH. De acordo com Fraga,
Oteiza e Galleano (2014) nem todos os compostos antioxidantes sdo reativos com a

mesma eficiéncia em todos os ensaios de atividade antioxidante. Por exemplo, o
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radical livre sintético DPPH, por ser apolar, apresenta afinidade com antioxidantes
desta mesma natureza lipofilica, como os tocoferdis. J4 o FRAP, por mensurar a
capacidade de reducéo do ion férrico, os antioxidantes que atuam por tranferéncia
de hidrogénio, como os tidis e carotenoides, ndo sdo contabilizados (MAGALHAES
et al., 2008). No entanto, mesmo diante das particularidades de cada método, a
vantagem deles € a mensuracao das acdes antioxidantes individuais de diferentes
compostos e suas interacdes aditivas, sinérgicas ou antagbnicas (FRAGA; OTEIZA,
GALLEANO, 2014).

Apés a pasteurizacdo do LH (Figura 13), observamos a diminuicao do a-
tocoferol (12,8%) e da atividade antioxidante mensurada pelo método DPPH (9%),
sendo que este Ultimo ndo se diferenciou estatisticamente em relacdo ao LH
processado por termossonicacdo. Nogueira et al. (2018) e Parreiras et al. (2020)
também encontraram diminuicdo da atividade antioxidante pelo método DPPH em
amostras de LH pasteurizadas. Delgado et al. (2014) também encontraram reducao
do a-tocoferol em LH com a pasteurizacdo lenta (25%), além de terem encontrado
reducdo ainda de 47% para y-tocoferol e de 33% para 6-tocoferol com este
processamento. Ja no estudo de Molto-Puigmarti (2011), apesar de relatarem teores
um pouco mais baixos de a,y e B-tocoferdis, ndo verificaram interferéncias
significativas da pasteurizagdo nas suas concentragoes. Estes efeitos divergentes
encontrados nos estudos podem ser explicados pelas diferencas na composicao de
LH utilizada, quanto aos teores de antioxidantes, presenca de lipases e o perfil de
acidos graxos.

A termossonicacdo do LH nas condi¢cdes avaliadas nesse estudo ocasionou
reducdo da atividade antioxidante pelo método DPPH ja mencionada (9%) e das
isoformas de tocoferdis, sendo esta de 21,5% para a-tocoferol e 18,9% para y e 3-
tocoferdis (Figura 13). A diferenca em relacdo ao encontrado nas amostras
pasteurizadas foi de 8,7% para a-tocoferol e 18,9% para y e B-tocoferol, pois este

ultimo néao havia sido alterado com a pasteurizacéo lenta.
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Figura 13: Concentracbes das isoformas de tocoferol e atividade antioxidante in
vitro das amostras de leite humano ap0s os tratamentos de pasteurizacdo e
termossonicacéo: a-tocoferol (a), y e B-tocoferdis (c), DPPH (e) e FRAP (g); e, em
seguida, armazenadas congeladas a -18 °C por 60 dias: a-tocoferol (b),y e (-
tocoferol (d), DPPH (f) e FRAP (h)

S e
&
[ ]
12 o
s o
1,0 K
§ 84
0.8 P
3

a-Tocoferol
o
()]
04

o
~

5 Y Past =0,802 -0,0064 x
R?=0,785 L "
&
Y US=0,757 - 0,0075 x A
R*=0,913
A Termossonicado m Pasteurizado ® LH Cru

o~
o
0,2
o
0.0 < T T T T T T T
Pasteurizado Termossonicado
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (dias)
b
@ (b)
.
w
- dm
o
0,18

0.10

Y e B-Tocoferol

0.05
|
b

0,16 ' N

0,14 - ~
o) ;
= 0,12 ~~
2 - n
80,10 Y Past = 0,138 - 0,0011x R
o] 0.08 R?=0,789 i)
@ )
o 0,06 Y US =0,131-0,0014x
= 0.04 R*=0,94

0,02 A Termossonicado m Pasteurizado ® LH Cru

0,00 -

Pasteurizado Termossonicado T I T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

0.00

Tempo (dias)

(c) (d)
o |®
5
o
A
90,0 -
80,0 ©
70,0 g
T
e & Q Y Past = 71,401 - 0,5791x
£ 500 a R®= 0,887
& 400
Y US = 70,388 - 0,5303x
30,0 S R*=0,935
20,0
10,0 4 Termossonicado m Pasteurizado ® LH Cru
0,0 —
Pasteurizado Termossonicado ; | | | | | |
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (dias)
(e) (f)

Continua



60

Concluséao

1500
1
.

1600 a a a
1400

1000
1

1200

——

w —a

FRAP
@
3

YUS=911,5+271,7 / (x +0,5)
R*=0,92

FRAP (pmol TE/mL LH)
500
1

400 Y Past =705,1 +380,7 / (x + 0,5)
R?=0,999

Termossonicado m Pasteurizado ® LH Cru

Cru Pasteurizado Termossonicado

T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (dias)

(9) (h)

*Tratamentos seguidos de letras diferentes indica diferenca significativa ao nivel de 5% pelo teste de
Scott-knot.

Para as isoformas de tocoferol ainda n&o foi relatado na literatura o efeito da
termossonicacdo em amostras de LH. Fernandes et al. (2016) observaram em
amostras de abacate tratadas com sonda ultrassonica, degradacdo de 79% de
tocoferol nas fases iniciais do processamento (entre 5 a 15 minutos), sendo a perda
maior com o aumento da poténcia ultrassonica. Isto foi justificado pelos autores
devido a acéo antioxidante do tocoferol, que pode ter reagido diretamente com o
peroxido de hidrogénio, oxigénio singlete e outros agentes oxidantes na amostra. No
entanto, neste mesmo estudo, ao aumentarem o tempo de sonicacéo, apos 10 e 15
minutos, observaram incremento do teor de tocoferol nas amostras sonicadas,
explicada pela regeneragéo deste composto pela vitamina C. Em contrapartida, a
diminuicao inicial do tocoferol relatada nao foi observada ao utilizarem ultrassom de
banho (150 e 170 W, 25 e 40 kHz em condi¢cdes ambientais) (FERNANDES et al.,
2016). No presente estudo as condi¢gdes do banho ultrassonico utilizada foram
diferentes (110 W, 40 kHz a 60 °C) o que pode justiificar os resultados divergentes.
Outros estudos também demonstraram aumento de compostos com acgao
antioxidante ou de atividade antioxidante total em amostras de suco sonicadas e
associaram positivamente com o tempo de sonicagdo (ZOU; HOL, 2017; ZOU;
JIANG, 2016). No presente estudo, o tempo de sonicagéo do LH utilizado foi menor
(4 minutos), sendo que neste curto periodo de tempo pode estar ocorrendo maior
degradacdo dos compostos com atividade antioxidante, incluindo as isoformas de
tocoferdis, do que a exposicdo destes compostos pela cavitagcdo. Isto porque a

sonicacgdo leva também a formagé&o de radicais livres altamente reativos, que podem
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reagir e modificar estas moléculas (SORIA; VILAMIEL, 2010). Wan et al. (2005)
também relataram que a formacao de radicais com a sonicacao € considerada uma
desvantagem na preservacado de compostos bioativos nos alimentos.

Em relacdo ao armazenamento das amostras de LH processadas, n&o foi
observada interacdo significativa entre os métodos de processamento e o tempo de
armazenamento congelado para as isoformas de tocoferdis e atividade antioxidante
avaliada pelo método DPPH (Figura 13). Para essas variaveis, podemos observar
declinio de suas concentra¢fes tanto nas amostras de LH pasteurizadas, como nas
termossonicadas ao longo de todo periodo de armazenamento. No entanto, o
processamento por termossonicacdo provocou maior reducdo nas concentracdes
das isoformas de tocoferdis do LH ao longo do tempo do que a pasteurizacdo. Com
relacdo a atividade antioxidante do LH avaliada pelo método DPPH, independente
do método de processamento, houve uma reducdo média de 48% apds 60 dias de
de armazenamento a -18 °C.

Para a atividade antioxidante determinada pela reducéo do ion férrico (FRAP)
houve interacdo significativa entre os fatores de estudo (p=0,042), no entanto, ao
plotarmos os modelos de regressdo para o desdobramento dos dois tipos de
processamento durante o tempo, verificamos que ambas amostras de LH tiveram o
mesmo comportamento durante o armazenamento congelado, ou seja, uma
degradacdo expressiva até 15 dias (49,12% e 33,66% para pasteurizacdo e
termossonicacéo, respectivamente) seguida de tendéncia a estabilizacdo (Figura
13).

Segundo Alves et al. (2010) os resultados divergentes entre os estudos e
metodologias quanto a atividade antioxidante do LH, podem ser explicados pelo fato
desta atividade ndo depender somente da reatividade quimica dos antioxidantes
presentes, mas também de fatores como localizacdo fisica, interagcdo com outros
componentes e condi¢gdes ambientais.

Hanna et al. (2004) observaram diminuicdo de 19% da atividade antioxidante
do LH com o armazenamento a -20 °C por 7 dias, pelo método de sequestro do
radical livre ABTS. Quanto aos tocoferéis, Romeu-Nadal, Castellote, Lopez-Sabater
(2008) avaliaram a concentragéo das isoformas a e y, em LH armazenados a 4 °C
por 96 h e a -20 °C e -80 °C por até 12 meses, sendo encontrado diminuigdo
significativa destes compostos apenas na temperatura de refrigeracao. Os tocoferois

podem se tornar instaveis dependendo das condicdes ambientais, como luz,
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oxigénio, temperatura e oxidaco lipidica (MIQUEL; ALEGRIA; BARBERA; FARRE;
CLEMENTE, 2004). Rastrelli et al. (2002) avaliaram varios compostos em azeite de
oliva armazenados durante 1 ano, dentre eles o a-tocoferol, e observaram que este
composto foi a primeira molécula a ser oxidada. Os autores associaram sua
degradac&o ao maior teor de oxigénio presente na garrafa de vidro pois encontraram
decréscimo maior nas garrafas meio vazias em comparacdo aquelas que estavam
completas, sendo esta diminuicdo de 20% apods 60 dias e 92% com 12 meses.
Zigoneanu et al. (2008) também relataram que a presenca de oxigénio durante o
tratamento pode levar ao aumento na degradagcao do tocoferol. De acordo com o
protocolo dos BLH no Brasil (BRASIL, 2008) ndo € determinado uma padronizacao
do espaco (headspace) que deve-se deixar nos frascos de LH que serao
processados e armazenados. Portanto, a presenca de oxigénio nos frascos
utilizados no nosso estudo pode ter proporcionado a degradacéo das isoformas de
tocoferol apOs os processamentos e durante o armazenamento.

A oxidacéao lipidica também é uma possivel explicacdo para a degradacéo das
isoformas de tocoferol durante o armazenamento. Segundo Valko et al. (2006), este
composto tem como principal funcdo antioxidante a protecdo contra a oxidag&o
lipidica. O mecanismo que pode ser explicado € a doagdo de um &tomo de
hidrogénio da sua molécula ao radical peroxil, formando o hidroperéxido estavel
denominado radical tocoferoxil (Figura 14). Este radical ainda pode ser regenerado
em a-tocoferol pela vitamina C (TUCKER; TOWSEND, 2005; VALKO et al., 2006).



63

Figura 14: Estrutura da molécula de a-tocoferol e reagdo de doacdo de hidrogénio
formando o radical tocoferoxil e regeneracédo do a-tocoferol por reacdo de reducéo
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Fonte: Adaptado de Tucker eTowsend (2005)

N6s observamos correlacdo positiva (p<0,0006) entre as isoformas de
tocoferdis e os métodos avaliados para mensurar a atividade antioxidante do LH e,
correlacdo negativa do composto de degradacéo lipidica hexanal e as isoformas de
tocoferéis durante o armazenamento congelado (Tabela 4). Fortalecendo nosso
achado, Elisia e Kitts (2011) também encontraram correlacao inversa do a-tocoferol
com hexanal, associando este composto e a vitamina C, como antioxidantes que
possuem papeis importantes na protecdo contra a oxidacdo lipidica do LH.
Tijerina-Saenz, Innis e Kitts (2009) também concluiram em seu estudo que o a-
tocoferol € um importante contribuinte para a estabilidade oxidativa do LH.

Sabe-se que o processamento do LH, no que se refere a pasteurizacéo e
armazenamento, pode reduzir os compostos antioxidantes e outros fatores
imunolégicos e nutricionais, no entanto, todo LH doado precisa ser pasteurizado e
congelado, principalmente no contexto de seguranca microbiolégica para os bebés
prematuros (GILA-DIAZ et al.,, 2019). O congelamento é uma técnica segura que
protege o LH contra a proliferagcdo bacteriana (PETERS; MCARTHUR; MUNN,
2016). No entanto, cabe ressaltar que, apesar dos danos citados, o LH doado
comparado as formulas infantis, ainda assim possui melhor atividade de eliminacéo
dos radiciais livres porque nele ha compostos bioativos que ndo estdo contidos nos

produtos comerciais (GILA-DIAZ et al., 2019). Bertino et al. (2018) em sua revisao
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concluiram que, na prética, muitas propriedades benéficas do LH sdo preservadas,
mesmo apdés armazenamento a frio e tratamento térmico. E ainda observaram que
varios estudos evidenciam a persisténcia dos beneficios do LH processado

comparado as formulas infantis industrializadas.
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6. CONCLUSAO

A preservacgdo da estabilidade lipidica e a atividade antioxidante do LH apos
0S processamentos por termossonicacdo e pasteurizagdo lenta foram em sua
maioria semelhantes para os parametros avaliados. Em se tratando dos lipidios, ndo
houve alteracdo nas concentracdes dos AG essenciais (w3 e 6) apOs os dois
processamentos, 0 que é uma vantagem devido a necessidade de ingestdo destes
compostos para a saude dos lactentes. Identificamos variagbes nos percentuais de
alguns AG de cadeia média, sendo estas diferentes entre os dois tratamentos, com
aumento nas amostras pasteurizadas e diminuicdo nas termossonicadas. Outro
achado foi a diminuicdo do &acido oleico (w9) em ambas as amostras tratadas. Nao
houve diferenca entre os dois tratamentos para a atividade antioxidante pelos
métodos avaliados (DPPH e FRAP), sendo encontrado pequena reducdo de ambas
para a metodologia DPPH e preservacdo para a técnica de FRAP. Apenas o0s
tocoferdis obtiveram maior degradacdo com a utilizacdo da termossonicacao.

Durante o armazenamento congelado do LH, tanto as amostras pasteurizadas
guanto termossonicadas demonstraram efeito negativo na preservacdo da
estabilidade lipidica, com aumento do composto de degradacéo lipidica hexanal. Em
contrapartida, houve diminuicdo das isoformas de tocoferdis e atividade antioxidante.
Também pode-se observar que 0s compostos a, y e [-tocoferdis, entre outros
fatores, sdo importantes contribuintes na protecéo contra oxidagéo lipidica e geracao
do composto hexanal nestas amostras de LH devido a correlacdo negativa
encontrada.

O processamento do LH doado € de extrema importancia para o seu
oferecimento seguro. No entanto, mais estudos sdo necessarios para adotarmos
procedimentos alternativos que garantam o oferecimento do LH doado de forma
segura do ponto de vista microbiol6gico, e com seus componentes nutricionais e
bioativos preservados, essenciais para a saude dos lactentes. A termossonicacao do
LH pode ser uma tecnologia alternativa a pasteurizacédo lenta, porém, precisa ser

mais estudada quanto aos diferentes parametros de US que podem ser utilizados e
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seus efeitos sobre a qualidade microbiolégica, de compostos bioativos e nutricional,

incluindo sua estabilidade lipidica.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Caracterizacao das doadoras Leite do Banco de Leite Humano da
Santa Casa da Misericordia de Ouro Preto e de seus filhos

Caracterizacio das deadoras de leite do Banco de Leite Humano da Santa
Casa da Aisericordia de Ouro Preto e de sens filhes
Daia dawissia:
1- ldentifcagdo
Mome da doadora: Data de nassimenta: [ !
Endareco:
Feferdnsia: Telefone|s):

2- antscadentes cbstétricos

M de gestaches anteriores: W e nascidos Wlvos:
Local de realizagio do pre-natal: T de consulas:
Intescomencias duranis a gestagdo: | jSm | ) Ndo Se sim, quals;
Local de realizacdo @0 parto
Data do Parto: Idade Gestaclonal____ semanas  TIpo de paro:
Imtercomencias duranis o pos-pano imediabo; | ) Sim ) M3o 52 slm, quas:

3 Dados atuals da doadora
Pes; g Alura; m Problemas de sagdes | ) Sim [ )Mo
Za glm, quals;

4- Dados do bebé

Nome: hehi -y
FaED 30 nascen ¥ Comprimenin 30 NSECEMT &m
Peso atual: Kg Comprimento ahalk: cm

Tipo de aleitamenta:

{ ) Akltamanto malemo excusivo (sOmEnie leRe matemo)

{ )} Aleitamento maiemo predominante {leite matemo, agua & ou cha)
{ )} Alsitameanto matemo misto {lefts matema com outro ipo de kette)

i | Adeltamento arifical leles modificados, fommuias).

Wimeno de mamadasida:

Uso debieo: | ) SIm | ) MED. UsDode mamadelra:{ jSim | ) Nao
Sau bebe tem algum proclema de sa0de: | ) Sim | ) Ko
Sa glm, quals;

5- Dadies soclodemograficos

Escolaridate da mae: | ) Fundamental compito | ) Fundamental Incompieto

() Medio compieto | ) Mado Incom@ledo | ) Supenor compledn | | Supenon Incompisto.
Coupagdodamds: | jLewe | (Moderada [ ) Vigorosa | ) Mulio Vigorosa

E- Habltos da wida
Fumante: { ) Sim | )Mo Cuantos shgancs por da;
Mool | )Sim | JMED Cuantidage (miL) & frequencia;

Viood reallza alguma atividade fisica’?
{ }Sm | jN3o TipoFrequéncliaDiuragdo?

Faz uso de algum medicamento?
[ }Sm [ )Mo Medicamenio: Motivo: Frequénca:;




ANEXO 2 - Carta de Anuéncia

Carta de Anuéncia e Concordancia

(Elaborado de acordo com a Resolugdo 466/2012-CNS/CONEP)

Eu, Marcelo Sergio Gongalves de Oliveira, provedor da Santa Casa da Misericérdia de
Ouro Preto — MG, ciente dos objetivos e da metodologia da pesquisa intitulada “Ultrassom
como alternativa para pasteurizagio do leite humano: aspectos microbiolégicos e
nutricionais”, ciente, ainda, de que trata-se da Dissertacdo de Mestrado a ser apresentada
pela aluna Paola Machado Parreiras, RG: 14.593.571 SSP-MG ao programa de Pés-Graduagio
em Saude e Nutricdo da Universidade Federal de Ouro Preto, sob orientagio e
responsabilidade da professora Dra. Camila Carvalho Menezes, RG: 11.186.262 SSP-MG, do
Departamento de Alimentos da UFOP e coorientagao das professoras Dra. Maria Cristina
Passos, RG: 15.878.728-6 SSP-SP, do Departamento de Nutri¢do Clinica e Social da UFOP e Dra.
Luciana Rodrigues da Cunha, RG: 11.961.612 SSP-MG do Departamento de Alimentos da UFOP,
concedo a anuéncia para seu desenvolvimento, desde que me sejam assegurados os requisitos
abaixo:
- O cumprimento das determinagGes éticas da Resolugdo n2466/2012 CNS/CONEP;
- A garantia de solicitar e receber esclarecimentos antes, durante e depois do desenvolvimento
da pesquisa;
- Ndo havera nenhuma despesa para esta instituicdo que seja decorrente da participagao dessa
pesquisa;
- No caso do ndo cumprimento dos itens acima, a liberdade de retirar minha anuéncia a

qualquer momento da pesquisa sem penalizagdo alguma.

Ouro Preto, 19 de janeiro de 2018.

227552

Marcelo Ser; ongalves de Oliveira
Jarcalo S. Gongalves de Ofveira
a Provedor

jmandade da Santa Casa da
Miserictrdia de Ouro Preto
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APENDICE 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

o
Termo de Comsentimento LinTe & Esclarecide - TCLE :hﬂ)

Voce esta sendo copvidsda pam particdipar como vobmera de unm pesquisa. Apos receber os
eaﬂmmmaea;t_nfnrma;ma:eglm mo C250 de acestar fazer parte do estudo. med&mmasmur‘ z

Em caso de diivida sofre o pesquisa, vocé poderd entray @m comtaia com at pesquisadoraz, Comi
Carvalho Momeser nos wighnes [roordenadora) (31) BESET-22333550.0519, Moda Cristng Passos no
telgfone (1) 99152-0714 o Jemaima Apavecida Fieine Nogueirg (32) 9912 5-658 24, melurhee a cobrar. O Comind
de Exica em Pesquisa UFOP poderd esclorecer quashionamenios quaias oos @pecios éicas da pesquis, pa
main di seigibe (31) 3559-1368.

mmm-;ms IMPORTANTES SOBEEE A FESQUISA
A pesquisa infindlada “ULTRASS0M COMO ALTEENATIVA FAEA PASTEL'REAG&D [
LEITE HUMANO: ASFECTOS MICROBIOLOGICOS E NUTRICTONAIS™ tem por objetioo avaliar se

nﬁnpniamubmnlﬂtedaprnpmmae a receberen umy leite de melbar qualidads para proteger a saide desses
beh&epmgummn:mdemlrmmmndaqnﬂn
hmemm&ma:&uhmumdepmu;mr&humadamm]ﬁndape:quhnemdndmmmm it
5UR participacie serdo wiilizados apenas para os fins propostos oo estudo. _
Esclarecemos gue foda pesquisa emvolve um risco inerente. Neste caso. o Hsco potendal & considerado
b, mvezquenmmmh:aa:uam;mdzmnpmcedmmaquemsmmnn&mmadm‘;m de lese.
Mo entanto, reconhecemos a possibilidade de risco de constrangimento frente 3 possibilidade de nao conseg
ordenkar a guants necessara no momento azendada. Eaﬂmnmmnumzqmm&ummhm
veomade para agendar uma pova dam para coleta. Alem disto, come @ feito no Banco de Leite Humane
munmmm:e.nn;h;pmmmademmamm para sabammes se ser possivel fazer 2
coleta Emrﬂa;mmmmdnmlm.mniamﬁm:[mlqua :maldecm:ph-:a:_:mmmﬂma

[essarCimeanto, pugmmmmgmuﬁmm firanceira. Todos os dados coletados serdo mamtidos em s
respmmdua;npmmdﬂaeﬁ:mwmﬂusmEmTLTﬂthrﬁpﬁnﬂhmdﬂzdn 3
responsavel por § amos e logo apos serdo moinerados. G-s:lainsnhudm:amdzumespm.ﬁmpnm
proposiios da pesquisa. _
Esmi:atnm.—:eamspmdm’qualqu&rpagmaduquaﬂmmermm 1, TRCUEAC-52 A part
1L Tefirar sen consentimento, em qualquer fise da pesquiza, sem penalizacio alsuma & sem prejzo a0 5
Cumdado.
mmumﬂmmwmmmﬂmmfm&mwm
mesirado, e serdo divulgados em eventos cientificos e na forma de publicacdo de artize cientifice em penadico

indexado na ares, sempre presarvando a ientdsds & a privacidade das participantes.
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En.

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAOQ NA FESQUISA
RGCPE . Abain

dssinade, concordo em partigipar do mendonado estudo indrolade “TULTRASSOM COMO AL TERNATIV!
PARA PASTEUBRIZACACG Dy LEITE HUMAND: ASPECTOS MICROBIOLOGICOS E
NUTBICTOMATLS™. Fai devidaments informads = esclarecida pelas pesquisadoras sobre o= procedimentos da
PESqUIsa, A55im como 05 possiveds riscos e beneficios decorrentes de minha participacao. Foi-me parantido
pivssD TRITAT mMeT COnsSnhmento 3 Qualusr momeni, 58m que isto leve a gualgosr penalidade (on SoeEmapgao
de men acompanhamente’ assisienciaratamento, 2 far o case)

Laocal & data

INome & Assmabara;
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