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RESUMO

O leite humano possui atividade antioxidante e retinol que podem ser influenciados pela
pasteurizagdo lenta (62,5 °C/30 minutos). A fim de reduzir a degradagdo da alguns
componentes que podem ser ocasionadas pelo tratamento térmico convencional, outras
técnicas de processamento, como a termossonicagao tém sido estudadas para preservar a
qualidade nutricional do alimento processado. No entanto, ainda ndo ha estudos na literatura
que comparam o efeito pasteurizacdo lenta com a termossonicagdo sobre a atividade
antioxidante e os teores de retinol no leite humano. Sobretudo, € necessario avaliar a
aplicacdo da termossonicagdo sobre a inativagdo de micro-organismos patogénicos
comumente presentes no leite humano doado. Diante disto, o objetivo do trabalho foi avaliar
o efeito da termossonicagao sobre os micro-organismos Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Salmonella ssp., e a estabilidade da atividade antioxidante e o teor de retinol do leite
humano. O trabalho foi dividido em duas etapas. A primeira etapa consistiu em analisar o
efeito dos parametros de tempo e temperatura de termossonicagdo sobre os micro-
organismos supracitados seguindo um delineamento composto central rotacional. Também
verificou-se o efeito da termossonicacdo em relagdo ao tratamento térmico sem ultrassom. A
segunda etapa consistiu em verificar o efeito da termossonicagao a 60 °C/4 minutos sobre a
atividade antioxidante in vitro pelos métodos ABTS (2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina) 6-
acido sulfénico) e DPHH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e sobre o teor de retinol. Para essa
avaliacado utilizou-se os leites cru e pasteurizados (62,5 °C/30 minutos) como controles.
Observou-se que tanto com a aplicagao da termossonicagédo como no tratamento térmico, ha
uma tendéncia a estabilidade das contagens de micro-organismos em temperaturas menores,
sendo que as redugdes mais expressivas e continuas da termossonicacao foram a partir dos
pontos de inflexdes das curvas dos modelos ajustados, ou seja, em 53,7 °C, 52,0 °C e 60,9
°C para S. aureus, E. coli e Salmonella, respectivamente. Além disso, observou-se que a
termossonicagdo promoveu maiores redug¢des decimais dos micro-organismos estudados
que o tratamento térmico acima das temperaturas de 60 °C, 48 °C e 65 °C para S. aureus, E.
coli e Salmonella, respectivamente. Em relagcdo a atividade antioxidante, observou-se, em
ambos os métodos, que a pasteurizagdo reduziu esse componente (p<0,05) e a

termossonicagdo a 60 °C/4 minutos provocou seu aumento (p<0,05) em relagdo aos



controles. Ja o teor de retinol permaneceu estavel tanto apdés a pasteurizagdo como apods a
termossonicacgao.
Palavras-chave: Banco de leite humano; Leite materno; atividade antioxidante; Vitamina A;

Qualidade microbioldgica; Ultrassom.



ABSTRACT

Human milk has antioxidant activity and retinol that can be influenced by slow pasteurization
(62.5 °C/30 minutes). In order to reduce the degradation of some components that may be
caused by conventional heat treatment, other processing techniques, such as
thermosonication, have been studied to preserve the nutritional quality of the processed food.
However, there are no studies in the literature comparing the effect of slow pasteurization with
thermosonication on antioxidant activity and retinol levels in human milk. Above all, it is
necessary to evaluate the application of the thermosonication on the inactivation of
pathogenic microorganisms commonly present in donated human milk. In view of this, the
objective of the study was to evaluate the effect of thermosonication against Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Salmonella ssp. and on the stability of the total antioxidant
activity and the retinol content of human milk. The work was divided into two step. The first
step consisted of analyzing the effect of thermosonication time and temperature parameters
on the microorganisms mentioned above following a Central Compostable Rotatable Design.
The effect of thermosonication was compared to that of heat treatment without ultrasound.
The second step was to verify the effect of thermosonication at 60 °C / 4 minutes on the total
antioxidant capacity in vitro by ABTS (2,2"-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline) 6-sulphonic acid)
and DPHH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and the retinol content. For this evaluation, raw
and pasteurized milks (62.5 °C / 30 minutes) were used as controls. It was observed that both
with the application of the thermosonication and in the heat treatment, there is a tendency for
the microorganism counts to be stable at lower temperatures, with the most expressive and
continuous reductions of the thermosonication being from the inflection points of the curves of
the adjusted models, that is, 53.7 °C, 52.0 °C and 60.9 °C for S. aureus, E. coli and
Salmonella, respectively. In addition, it was observed that thermosonication promoted greater
decimal reductions of the studied microorganisms than the heat treatment above the
temperatures of 60 °C, 48 °C and 65 °C for S. aureus, E. coli and Salmonella, respectively.
Regarding total antioxidant capacity, it was observed in both methods that pasteurization
reduced this component (p<0.05) and the thermosonication at 60 °C for 4 minutes caused its
increase (p<0.05) in relation to controls. The retinol content remained stable both after

pasteurization and after thermosonication (p>0.05).



Key words: Human milk bank; Breast milk; Antioxidant activity; Vitamin A; Microbiological

quality; Ultrasound.
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1.  INTRODUGCAO

O leite humano (LH) é considerado um sistema bioldgico funcional e dindamico, sendo o
alimento ideal para satisfazer as necessidades nutricionais de recém-nascidos (RN) a termo
e pré-termo, pois fornece nutrientes como lipideos, proteinas, carboidratos, vitaminas e
minerais, além de compostos bioativos como os antioxidantes e fatores imunolégicos como
imunoglobulinas, lactoferrina e lisozima (SOUZA; DELGADILLO; SARAIVA, 2014). Também
€ reconhecido por ser a forma mais completa de nutricdo para bebés, conferindo beneficios
para sua saude, crescimento, imunidade e desenvolvimento (ILHA et al., 2014).

Dentre os componentes presentes no LH, a vitamina A tem destacada importancia, pois no
momento do nascimento a reserva corporal desse nutriente encontra-se reduzida no RN
devido a transferéncia placentaria limitada que impede o transporte de concentragdes
elevadas desse nutriente da mée para o filho. Portanto, o LH tem papel fundamental no
fornecimento de quantidades adequadas de retinoides para garantir o crescimento e
desenvolvimento normal do lactente (GURGEL et al., 2018). Além disso, essa vitamina
também desempenha um papel no desenvolvimento do sistema imunolégico imaturo de RN e
na visao (JIANG et al., 2016).

Outro aspecto importante do LH é sua capacidade antioxidante total (CAT), que é
constituida por antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos como a catalase, superoxido
dismutase, glutationa peroxidase, vitaminas C e E (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015).
Esses antioxidantes ajudam na eliminagao de espécies reativas de oxigénio (ERO) em RN, ja
que a sua exposigao fora do utero exige uma adaptagao de um ambiente com baixa para alta
concentragdo de oxigénio, levando ao aumento de EROS. Essa elevagdo de ERO tem
impacto negativo em doengas neonatais como displasia brénquio pulmonar, retinopatia de
prematuridade e enterocolite necrotizante (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015; MEHTA;
PETROVA, 2014).

O uso do leite humano doado (LHD) é a melhor opcédo para nutricdo do RN que se
encontra em condi¢cdes especiais (BORGES et al., 2017). De acordo com Brasil (2008) os
critérios de prioridade para receber o LHD s&o: RN prematuro ou de baixo peso que nao
suga, RN que apresente enteroinfecgdes, RN em nutricdo trofica, RN portador de

imunodeficiéncia e RN que apresente alergia a proteinas heterélogas.
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Em se tratando de LHD, seu controle de qualidade microbiologica € de extrema
importancia, a fim de evitar a presenca de micro-organismos capazes de acarretar agravos a
saude da crianga. Segundo as recomendag¢des de Brasil (2006), o LH ordenhado cru que for
aprovado nas etapas de selecao e classificacao, sera pasteurizado a 62,5 °C durante 30
minutos em banho-maria e resfriado em banho contendo agua e gelo. Esse processo garante
a inativacdo dos micro-organismos patogénicos, que podem ter contaminado o leite no
momento da ordenha, além da microbiota saprofita. Dessa forma, a pasteurizagdo vem
sendo um método eficaz para garantir sua qualidade microbiolégica (BRASIL, 2008).

Alguns micro-organismos que podem contaminar o leite devido a procedimentos
inadequados no momento da ordenha sao: Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Salmonella ssp. Em geral, as contaminagbes por E. coli e Salmonella ocorrem como
resultado de saneamento e manuseio inadequados, enquanto S. aureus existem em
condicbes de mastite clinica em mulheres amamentando. Além disso, € uma bactéria
presente na orofaringe dos seres humanos, e sua presenca no LH pode ser devido a uma
contaminagdo secundaria a partir da pele e fossas nasais, ou devido a condi¢des higiénico-
sanitarias insatisfatérias dos utensilios utilizados (MEDIANO et al., 2017; VIAZIS; FARKAS;
JAYKUS, 2008; ALMEIDA, NOVAK, SILVA;1998).

Embora a pasteurizagao lenta seja efetiva na eliminagado de micro-organismos patogénicos,
ela pode ter efeitos prejudiciais no alimento submetido a esse processo (BRASIL, 2008).
Estudos vém mostrando que a pasteurizagao lenta afeta alguns componentes antioxidantes
presentes no LH como a diminui¢do da glutationa peroxidase (SILVESTRE et al., 2008),
capacidade antioxidante total (NOGUEIRA et al.,, 2018; SILVESTRE et al., 2008) e de
vitamina C (MOLTO-PUIGMARTI et al., 2011). E em relagéo a vitamina A, alguns estudos
mostram que o seu teor reduz com a pasteurizagado (OLIVEIRA e MARINHO, 2010; RIBEIRO
et. al., 2005) e, em outros, observaram uma estabilidade dessa vitamina (GOES et al, 2002;
ZOEREN-GROBBEN et al., 1987).

Devido a perda da atividade antioxidante e possivel redu¢do de vitamina A do LH em
decorréncia da pasteurizagao, € imprescindivel investigar métodos de tratamento para avaliar
a inativacdo de micro-organismos patogénicos e, ao mesmo tempo, preservar suas
propriedades benéficas a saude dos bebés. A aplicagao de tecnologia de processamento ndo
convencionais como o ultrassom (US) é de grande interesse na pesquisa e na industria de
alimentos, principalmente como uma alternativa ao tratamento térmico convencional. Trata-
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se de processo baseado em ondas sonoras de frequéncia que excede o limite auditivo do
ouvido humano que é de aproximadamente 20 kHz, desenvolvido para minimizar o tempo de
processamento, melhorar a qualidade nutricional e garantir a qualidade microbiologica final
do produto. Ele pode ser usado sozinho ou combinado com outras tecnologias como
temperatura (termossonicagédo), pressdo (manossonicagdo) e pressdo e calor
(manotermossonicacéo) (AWAD; MOHARRAM, 2012; DEMIRDOVEN; BAYSAL, 2008).

Os mecanismos de inativagdo de micro-organismos pelo US ocorrem devido ao processo
de cavitagao gerado pelas ondas de sonicacado (BUTZ; TAUSCHER, 2002). Esse processo &
responsavel pela geragao de varias bolhas em ciclos continuos de implosdes e explosdes
gerando uma elevacgao local da temperatura e pressédo e, consequentemente, uma ruptura
das membranas celulares de micro-organismos (HALPIN et al., 2014; CHEMAT; HUMA,
KHAN, 2011; JAMBRAK et al., 2009).

Considerando a importancia da AA e vitamina A para a saude dos lactentes, associada a
escassez de informagdes disponiveis quanto ao uso da termossonicagdo (TS) no
processamento do LH, esse estudo vem contribuir com resultados que poderao servir como
subsidios para o uso da TS nesse alimento. Sendo assim, faz-se necessario avaliar o
comportamento da aplicagdo da TS sobre a inativagdo de micro-organismos patogénicos
comumente presentes no LHD e verificar o efeito na estabilidade da AA e teores de retinol

presentes no LH.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 LEITE HUMANO

O LH é um produto proveniente da glandula mamaria e ndo é visto apenas como um
alimento, mas também como um sistema biolégico funcional e dindmico que fornece
nutrientes, compostos bioativos e fatores imunoldgicos, promovendo crescimento e
desenvolvimento adequado de RN (SOUZA; DELGADILLO; SARAIVA, 2014).

O LH pode ser classificado, de acordo com a fase da lactacdo, em colostro, de transicédo e
maduro. No geral, o colostro pode ser produzido em pequena quantidade do nascimento até
0 sétimo dia pds-parto. O leite de transicao do sétimo ao décimo quarto dia pds-parto e o
leite maduro a partir do décimo quarto dia pés-parto (BRASIL, 2008). O colostro € um leite
rico em componentes imunolégicos como as imunoglobulinas secretoras, lactoferrina e
leucdcitos e fatores de desenvolvimento como o fator de crescimento epidérmico. Em relagéo
a alguns micronutrientes, o sodio, cloreto e magnésio apresentam-se em niveis elevados. Os
minerais potassio e calcio estao presentes em menores quantidades no colostro do que no
leite maduro (BALLARD; MORROW, 2013). Além disso, o colostro contém baixas
concentragdes de lactose e lipideos e alta concentragao de proteina quando comparado ao
leite maduro, mostrando que suas fungdes primarias sdo imunoldgicas e tréficas em vez de
apenas nutricionais. A concentracdo de vitaminas hidrossolluveis no colostro é baixa, mas
com o decorrer da lactacdo a concentragdo aumenta. No entanto, as concentracbes de
vitaminas lipossoluveis no colostro sdo maiores e sofrem redu¢ao com o decorrer da lactagao
(CALIL; FALCAO, 2003).

Em relacdo aos macronutrientes presentes no LH, as proteinas desempenham funcbes
nutritivas e ndo nutritivas como anti-infecciosas, anti-inflamatdérias, imunomoduladoras,
enzimas, hormdnios, fatores de crescimento, além de poderem estimular a absor¢do de
nutrientes (CALIL; FALCAO, 2003). Existem trés grupos de proteinas presentes no leite, que
sao as do soro, as proteinas da mucina e as caseinas. As do soro estdo presentes em
solucdo, as mucinas se encontram nas membranas dos glébulos de gordura do leite e as
caseinas em micelas suspensas em solucdo. Essas ultimas apresentam-se como q, 3 e k-
caseina, sendo que k-caseina estabiliza as a e B-caseinas insoluveis, formando uma
suspensao coloidal. Em se tratando das proteinas do soro, esse grupo € composto por a-
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lactalbumina, lactoferrina, IgS, albumina sérica e lisozima, e estao presentes em quantidades
significativas (ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015).

O principal carboidrato presente no leite é a lactose, um dissacarideo composto por
glicose e galactose, cuja concentragédo vai aumentando de acordo com o estagio da lactagao
que a nutriz se encontra (CALIL; FALCAO, 2003). Os oligossacarideos também constituem
uma fracdo importante na composi¢cao dos carboidratos no LH e, como n&o sao digeriveis
pelo trato gastrointestinal do lactente, sua fun¢do € de nutrir a sua microbiota intestinal, ou
seja, funcionam como prebioticos incentivando o crescimento de bactérias benéficas, como
Bifidobacterium infantis. Dessa forma, os oligossacarideos desempenham um papel
fundamental na reducado do risco de infec¢gdes neonatais, diarreias e doencas do aparelho
respiratério (ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015).

Os lipidios presentes no LH tém recebido uma maior atencao devido a importancia para a
saude dos recém-nascidos, pois tém func¢des estruturais, energéticas e bioativas com o
fornecimento de acidos graxos poli-insaturados, vitaminas lipossoluveis e compostos
bioativos (MOSCA; GIANNI, 2017). Os principais &acidos graxos do LH que tém recebido
maior atencdo sao acido docosaexaenoico e acido araquiddnico, acidos graxos poli-
insaturados e comumente associados a melhora do desenvolvimento infantil, especialmente
em criancas prematuras (HADLEY et al., 2016). Esses acidos graxos concentram-se no
cérebro e na retina, especialmente durante o ultimo trimestre de gestagdo e nos primeiros
meses de vida. O acido linoleico conjugado pode ter propriedades imunomoduladoras e anti-
inflamatérias (NOVAK; INNIS, 2011).

No que diz respeito aos micronutrientes, as principais vitaminas do LH s&o as vitaminas do
complexo B e as vitaminas A, C, D e K. Entre os minerais, os mais importantes sao fésforo,
cloro (exceto no leite maduro), magnésio, cobre, ferro, zinco (exceto no colostro) e selénio
(ANDREAS; KAMPMANN; LE-DOARE, 2015). A maioria dos minerais apresenta uma melhor
biodisponibilidade do que no leite de vaca ou férmula infantil, sendo sua utilizagdo mais
eficiente pelo organismo dos bebés (SOUZA; DELGADILLO; SARAIVA, 2014). Alguns
micronutrientes como vitaminas A, B1, B2, B6, B12, D e o mineral iodo tem maior variacdo no
LH, dependendo da dieta e das reservas corporais da nutriz (ANDREAS; KAMPMANN; LE-
DOARE, 2015; SOUZA; DELGADILLO; SARAIVA, 2014).

Por fim, o LH contém numerosos fatores de crescimento que tém amplos efeitos no trato
intestinal e sistemas vascular, nervoso e enddcrino. Também contém uma diversidade de
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células, incluindo macréfagos, células T, células-tronco e linfécitos que protegem o RN contra
infecgcdes e inflamagdes. Além disso, o colostro € enriquecido com fatores imunes que
ajudam a garantir a sobrevivéncia infantil (BALLARD; MORROW, 2013).

2.2 VITAMINA A NO LEITE HUMANO

A vitamina A é um micronutriente lipossoluvel que esta presente na forma pré-formada em
alimentos de origem animal e é absorvida como retinol, sua forma ativa e que possui
atividade metabdlica. No corpo, o retinol pode ser convertido em retinal e acido retindico,
outras formas ativas dessa vitamina (CAMPOS; ROSADO, 2005). Ja em alimentos de origem
vegetal, como frutas e hortalicas de coloragdo amarelo alaranjada, sdo encontrados as
provitaminas A como a e o B - caroteno e a B - criptoxantina, que podem ser biologicamente
convertidas em vitamina A no organismo (DEMINICE et al., 2018; CAMPOS; ROSADO,
2005). No LH, a vitamina A é encontrada na fracao lipidica do leite, como ésteres de retinil,
principalmente palmitato de retinil (DROR; ALLEN, 2018). Sua importancia esta relacionada a
capacidade de promover o crescimento e a diferenciagdo de tecidos epiteliais, incluindo os
da pele, intestinos e pulmdes. Além disso, essa vitamina também desempenha importante
papel no sistema imunolégico e na visao (LIMA et al., 2017).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (2009), a deficiéncia de vitamina A é um
problema nutricional de saude publica, principalmente em paises em desenvolvimento. Essa
deficiéncia atinge especialmente mulheres gravidas e criangas, sendo grupos de individuos
que apresentam requerimentos desse nutriente. Segundo Gurgel et al. (2018) a baixa renda
e a falta de acesso a fontes alimentares de vitamina A sao determinantes para o risco dessa
deficiéncia, que em criancas brasileiras menores de 5 anos, em 2015, era de 17,4% em
média, sendo de 21,6% na regido Sudeste, 19% na regidao Nordeste, 11,8% na regiao
Centro-Oeste 11,8%, de 10,7% na regiao Norte e de 9,9% na regido Sul (BRASIL, 2015).

E importante ressaltar que as concentracdes de retindides circulantes estéo relacionadas
com a ingestdo materna e uma inadequagao dessa vitamina ira afetar a quantidade que sera
transportada da placenta para atingir o feto (COMPTOUR et al., 2016; SPIEGLER et al.,
2012). O feto comega a acumular vitamina A a partir do terceiro trimestre de gestacao, porém
a transferéncia placentaria é limitada devido ao controle homeostatico materno que impede o
transporte de concentracbes elevadas desse nutriente da mae para o filho. Portanto, o
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recém-nascido apresenta uma limitada reserva hepatica de vitamina A (DEMINICE et al.,
2018; SILVA et al., 2010). Diante disso, bebés prematuros irdo apresentar niveis plasmaticos
menores desse nutriente em comparagao a bebés a termo devido a interrupg¢ao precoce da
transferéncia placentaria (SOUZA et al., 2012). Devido a reserva corporal limitada ao nascer,
o leite materno tem o papel de fornecer as quantidades adequadas de retinoides, caso a
nutriz tenha uma ingestao dietética ou reserva hepatica adequada de vitamina A, bem como
producao de leite em volume adequado (GURGEL et al., 2018; SOUZA et al., 2012).

A vitamina A possibilita o crescimento rapido e desempenha papel no sistema imunolégico
do lactente (GURGEL et al., 2018). A deficiéncia subclinica dessa vitamina pode propiciar
doengas infecciosas levando a quadros de imunodeficiéncia de origem nutricional como
displasia broncopulmonar, dificuldades respiratdrias, retinopatia da prematuridade e doencas
infecciosas comumente observadas em RN prematuros, bem como a piora de casos
diarreicos (LIMA et al., 2017; MELO; RIBEIRO; DIMENSTEIN, 2004).

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO LEITE HUMANO

Além do valor nutricional e contribuigdo para o sistema imunolégico do recém-nascido, o
LH também possui uma importante atividade antioxidante que é constituida por antioxidantes
enzimaticos como a catalase, superdxido dismutase, glutationa peroxidase e nao enzimaticos
como vitaminas C e E. Esses antioxidantes auxiliam na eliminacdo de ERO em lactentes. O
estresse oxidativo € consequéncia do desequilibrio entre a oxidagao induzida por ERO,
espécies de nitrogénio reativo (ENR) e o sistema de defesa antioxidante que é formado por
moléculas endogenas e exdgenas (obtidas a partir da dieta) (MATOS; RIBEIRO; GUERRA,
2015; AYCICEK et al., 2006).

Antioxidantes podem ser definidos como moléculas que evitam a oxidacdo de um sistema
biolégico ou quimico. Podem possuir uma estrutura quimica que possibilita uma reacéo de
eliminagdo de EROS e/ou a quelacdo de metais redox ativos (FRAGA et al., 2014). De
acordo com Mutinati et al. (2014) e Matos, Ribeiro e Guerra (2015), EROS sdo moléculas
altamente reativas contendo um ou mais elétrons n&o pareados que doam ou ganham
elétrons de outras moléculas para conseguir o emparelhamento deles e gerar uma

substancia mais estavel. Quando produzidas em quantidades fisiolégicas, as ERO se
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comportam como mediadores fundamentais de algumas fung¢des celulares, porém, quando
produzidos em excesso, induzem o estresse oxidativo, levando a les&o celular e tecidual.

A maior parte dos antioxidantes atua parando ou desacelerando o processo oxidativo
quando iniciado. Eles reagem com um radical antes que as biomoléculas vitais se danifiquem,
denominados antioxidantes sacrificiais, ou podem ser oxidados para produtos com
reatividade insuficiente para propagar a reagao em cadeia com o radical, denominados como
antioxidantes doadores (FRAGA et al., 2014; POWER; JAKEMAN; FITZGERALD, 2013).

A exposicao do RN fora do utero requer uma adaptacdo de um ambiente que apresenta-se
com baixa concentragdo de oxigénio (O2) para um com alta. Essa condigdo aumenta as vias
metabdlicas aerdbicas e provoca efeitos toxicos nos tecidos, mudancgas celulares e aumento
de EROS (SANDAL et al.,, 2013). Em neonatos e criangas, 0 estresse oxidativo tem sido
relacionado a problemas de saude como displasia brénquio pulmonar, retinopatia de
prematuridade e enterocolite necrotizante. Para que isso ndo ocorra € necessario um
equilibrio entre a producao de ERO e a atividade antioxidante, visto que o estresse oxidativo
aparece se a producado de EROS nao for equilibrada por um sistema anti oxidativo adequado
(MUTINATI et al., 2014).

A determinagcdo da AA no LH pode ser pelo métodos de ABTS (2,2'-azino-bis 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), DPPH (2,2difenil-1-picril-hidrazil) e ORAC (Oxygen
radical absorbance capacity) (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015; SAENZ et al., 2009). Em
um estudo realizado por Martysiak-Zurowska e Wenta (2012) compararam-se os métodos de
ABTS e DPPH para determinar a atividade antioxidante do LH e observou-se que os
resultados utilizando o radical ABTS foram significativamente maiores que os encontrados no
ensaio com DPPH. A explicacado para esse fato € que o método por DPPH é menos sensivel,
apresenta uma reacao mais lenta com a maioria dos antioxidantes e o DPPH dissolve-se
apenas em matrizes polares, sendo que o LH contém componentes cujos espectros se
sobrepdem com DPPH, o que pode distorcer significativamente a medicdo
espectrofotométrica. De acordo Cano et al. (2000), o ABTS é soluvel em solventes aquosos
e organicos, e reage de forma rapida com antioxidantes, permitindo sua aplicagdo em uma
ampla faixa de pH. Essas caracteristicas conferem a esse método maior eficiéncia para a
determinacdo da atividade antioxidante em matrizes alimentares lipofilicas e hidrofilicas.

Como o ABTS e DPPH, o ORAC pode ser utilizado para medir a AA de amostras
biolégicas, suplementos e alimentos. O componente iniciador radical deste ensaio € o
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dicloridrato de 2,20-azobis (2 amidinopropano) (AAPH), um iniciador de ERO que é soluvel
em agua e que se decompde espontaneamente a 37 °C para gerar dois radicais centrados
no carbono que reagem com o oxigénio para formar o peroxido de hidrogénio, comumente
presente na biologia humana (SAENZ et al., 2009). O ensaio ORAC limita-se a medir a
atividade de componentes no leite que atuam como antioxidantes pela eliminagcao de radicais
peroxido de hidrogénio (ELISIA; KITTS, 2011).

2.4 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE HUMANO

O LH é um meio ideal para o crescimento de micro-organismos devido a sua elevada
disponibilidade de nutrientes (NOVAK et al., 2008). Em decorréncia de procedimentos
inadequados no momento da extracdo e armazenamento, alguns micro-organismos podem
contaminar o LH como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella (MEDIANO et
al., 2017; VIAZIS; FARKAS; JAYKUS, 2008).

O S. aureus é uma bactéria patogénica gram-positiva e possui mecanismo eficaz na
formagao de biofiimes que permite a sobrevivéncia em condi¢cdes adversas e que em
elevadas concentracdes, pode formar a enterotoxina, que é resistente a pasteurizacédo. A
intoxicacao alimentar por S. aureus resulta da ingestdao dessas enterotoxinas pré-formadas
em alimentos (SANTOS et al., 2007). Esse patogeno esta presente na orofaringe de seres
humanos e também pode ser encontrado em casos de mastite em mulheres que
amamentam. Sendo assim, sua presenga em LH pode ser devido a uma contaminacao
secundaria a partir da pele e fossas nasais (MEDIANO et al., 2017; ALMEIDA, NOVAK,
SILVA;1998)

A E. coli também é uma bactéria gram-negativa pertencente ao género Escherichia. Os
virotipos patogénicos estdo envolvido com doengas como gastroenterite, meningite, infecgéo
das vias urinarias e sepse. Suas estirpes enteropatogénicas sdo as principais causas de
diarreia aguda (FERNANDES; FRANCA-BOTELHO, 2015). Além disso, a E. coli compde o
grupo dos coliformes que é constituido pelos coliformes totais, incluindo bactérias gram-
negativas ndo esporuladas, fermentadoras de lactose com produgé&o de acido e gas. Seu
subgrupo, coliformes fecais, tem como habitat natural o trato gastrointestinal de animais
homeotérmicos e, quando presentes em alimentos, € indicativo de contaminagédo por falta de
técnicas de higiene adequadas e de saneamento basico. Essa bactéria € encontrada com
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maior frequéncia em alimentos e, dentre os micro-organismos que constituem os coliformes
fecais, € um indicador para a presenga de patégenos entéricos em alimentos, bem como em
LH ordenhado (NOVAK; ALMEIDA, 2001).

A Salmonella é uma bactéria gram-negativa que esta entre os agentes patogénicos mais
frequentemente encontrados em surtos de toxinfecgado de origem alimentar, tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. A forma de disseminacdo da infeccao é
interpessoal e por meio de alimentos contaminados. Logo, a sua presenga em LH pode ser
devido a técnicas inadequadas de higiene pela doadora. As diarreias agudas causadas por
agua ou alimentos contaminados com esse patdégeno constituem as principais sindromes das
salmoneloses, que sao responsaveis por elevada taxa de mortalidade e morbidade infantil
(AVILA; GALLO, 1996).

Diante da importancia de ofertar um leite isento de patégenos para recém-nascidos, os
BLH realizam a pasteurizagdo desse alimento com a finalidade de eliminar micro-organismos
que possam ter contaminado o leite devido a técnicas inadequadas de coleta, extragao e
armazenamento (BRASIL, 2008).

2.5 BANCO DE LEITE HUMANO

O primeiro BLH foi implantado em 1943 no Instituto Nacional de Puericultura, e que
atualmente é conhecido como Instituto Fernandes Figueira. Nesse periodo, o objetivo do
BLH era apenas realizar a coleta e distribuicdo do LH para atender casos especiais como a
prematuridade e problemas nutricionais. Entre as décadas de 40 e 80, os BLH expandiram
muito pouco com a implantagdo de mais 5 unidades apenas. Com o desenvolvimento do
Programa Nacional de Incentivo ao Aleitamento Materno, a partir de 1985, os BLH
comegaram a desempenhar agbes de promocdo, protecdo e apoio a amamentacao,
expandindo-se por todo o pais (MAIA et al., 2006).

Os BLH sao servigos especializados responsaveis tanto por acdes de promogéo, protecao
e apoio ao aleitamento materno, quanto pela execugido das atividades de coleta,
processamento, controle de qualidade e distribuicdo de maneira que garanta a sua
seguranga microbiolégica e a sua melhor qualidade nutricional para o bebé (BRASIL, 2008).
Juntamente com os BLH, os Postos de Coleta do Leite Humano (PCLH) desempenham
acoes de promocgéao, protecdo, apoio ao aleitamento materno, realizagdo de atividades de
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coleta de LH e sua estocagem, porém nao executam as atividades de processamento do
LHD, pois é uma fungao exclusiva dos BLH. Os PCLH estédo vinculados a um servigo de
saude ou ao proprio BLH (BRASIL, 2001). Atualmente, no Brasil, existem 225 BLH e 212
Posto de Coleta do Leite Humano (PCLH), totalizando 437 unidades (REDE BRASILEIRA DE
BANCO DE LEITE HUMANO, 2019).

Algumas situagbes como a prematuridade e internagdes do RN em unidades neonatais,
podem levar a dificuldades na manuteng¢ao do aleitamento materno. Desta forma, o uso do
LHD é a melhor opgédo para nutricdo do RN que se encontra em condigcdes especiais
(BORGES et al., 2017; SOUZA; DELGADILLO; SARAIVA, 2014). De acordo com Brasil
(2008), a doacao de LH para os BLH pode ser realizada por nutrizes saudaveis que
apresentam excesso na producao lactea e que se dispde a doar o excedente. Além disso,
nutrizes que extraem o LH para a estimulacédo da producéo lactea e consumo de seus filhos
também podem ser consideradas doadoras.

O Manual “Banco de Leite Humano: Funcionamento, Prevencdo e Controle de Riscos”
publicado em 2008 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) baseado na
resolugao RDC n° 171 da ANVISA (2006) foi desenvolvido para ser um material de apoio aos
profissionais na realizagdo dos procedimentos realizados no BLH. Segundo esse documento,
o leite humano cru (LHC) coletado no domicilio das doadoras ou BLH, deve ser congelado no
maximo por 15 dias a uma temperatura maxima de -3 °C. Quando a extracdo do LH ocorrer
no domicilio, o LHD deve ser transportado sob cadeia de frio sem ultrapassar 6 horas. O
descongelamento do LH deve ser realizado em banho-maria a uma temperatura de 40 °C e
em seguida, o leite deve ser selecionado e classificado. A selegédo consiste na verificagao da
presenga de sujidades, avaliacdo das condigbes da embalagem, da cor e off-flavor e a
classificagdo compreende averiguar o periodo de lactacdo, a acidez e o conteudo energeético.
Apés essas duas etapas, a pasteurizagdo é realizada a 62,5 °C por 30 minutos, apos o
tempo de pré-aquecimento. Em seguida, o leite humano pasteurizado (LHP) é resfriado, em
banho contendo agua e gelo, até alcangar uma temperatura igual ou inferior a 5 °C. O LHP
pode ficar armazenado por até 6 meses a uma temperatura de no maximo -3 °C ou mantido
sob refrigeragdo por um periodo maximo de 24 horas, a temperatura limitrofe de 5 °C
(BRASIL, 2008).
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2.6 PASTEURIZAGAO EM BANCO DE LEITE HUMANO

A pasteurizagdo representa uma alternativa eficaz para garantir a seguranga
microbioldgica do LH. Adota-se como referéncia a inativagéo térmica do micro-organismo
mais termoresistente, a Coxiella burnetii, uma vez que foi observado que o bindmio
temperatura de inativagao x tempo de exposi¢ao capaz de inativar esse microrganismo pode
garantir que os demais patdégenos também estardo termicamente inativados. O leite
ordenhado cru e aprovado pelo controle de qualidade deve ser pasteurizado a 62,5 °C por 30
minutos (pasteurizagdo lenta) apos o tempo de pré-aquecimento. Esse tratamento térmico
nao visa a esterilizagao do leite, mas uma letalidade que assegure a inativagédo de 100% dos
micro-organismos patogénicos passiveis de estarem presentes devido a contaminagao
primaria ou secundaria e também 99,99% da microbiota saproéfita ou normal (BRASIL, 2008).

Nas Redes de Banco de Leite Humano o controle de qualidade microbioldgica segue o
que é preconizado para alimentos que institui a utilizacdo de micro-organismos indicadores
de qualidade sanitaria. Diante disso, os grupos dos coliformes tém sido usados por serem de
cultivo simples, economicamente viavel e seguro, 0 que minimiza a possibilidade de
resultados falso-negativos (BRASIL, 2008). No entanto, apesar da pasteurizacdo ser
fundamental para inativar micro-organismos patogénicos, esse tratamento pode interferir na
qualidade nutricional e reduzir alguns compostos bioativos presentes no LH como proteinas,
oligossacarideos, acidos graxos e fatores de crescimento ( MOLTO-PUIGMARTI et al., 2011;
DONAVAN, 2006).

2.6.1. Efeito da pasteurizagao sobre a atividade antioxidante e os teores de retinol

O processo de pasteurizagdo do leite assegura a distribuicdo de um alimento livre de
micro-organismos patogénicos para os RN (BRASIL, 2008). Porém, alguns estudos mostram
que esse tratamento pode reduzir alguns componentes presentes no LH, como a AA e o
retinol (NOGUEIRA et al., 2018; OLIVEIRA; MARINHO et al., 2010; SILVESTRE et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2005). Silvestre et al. (2008) estudaram o efeito da pasteurizacao lenta (63

°C/30 minutos) em marcadores de estresse oxidativo como a glutationa, atividade da
glutationa peroxidase, malondialdeido e AA em LH, comparando com com o LHC. A

concentracdo de malondialdeido era a mesma em ambas as amostras, enquanto houve uma
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diminuicdo na concentragdo de glutationa e capacidade antioxidante total em amostras de
leite sujeitas a processamento térmico versus amostras de LHC.

Em outro estudo realizado por Nogueira et al. (2018), no qual avaliou-se o efeito da
pasteurizagao lenta sobre a AA do LH, foi observado que pelo método do radical livre DPPH
0 a pasteurizacdo nao interferiu na AA. Por outro lado, pelo método de ABTS a AA foi
reduzida apds esse processamento. Romeu-Nadal et al. (2008) observaram que a
pasteurizacado lenta acarretou em uma reducdo da vitamina C e tocoferol, indicando que o
LHP tem menos atividade antioxidante que o leite recebido diretamente da mae.

Em se tratando do retinol os estudos ainda s&o muito controversos sobre o real efeito da
pasteurizacao lenta nessa vitamina. Oliveira e Marinho (2010) encontraram uma reducgao de
retinol no leite LHP. Ribeiro et al. (2005) também verificaram que a concentragao de retinol
no leite apds a pasteurizacao foi reduzida. Inicialmente, apresentava 55,4+34,0 ug/100 mL,
enquanto que a presencga no leite processado foi de 36,6+26,1 ug/100 mL, correspondendo a

uma reducédo equivalente a 34%. Porém, Goes et al. (2002) e Zoeren-Grobben et al. (1987)

observaram uma estabilidade do retinol apds o processamento de 63 °C por 30 minutos.

A pasteurizacao lenta pode provocar alteragbes nos alimentos de acordo com a
sensibilidade de cada componente ao calor e com a intensidade do bindbmio tempo x
temperatura, podendo levar a desnaturagao de proteinas, inativacdo de enzimas, oxidacao
de lipidios e alteragdo na composicdo de vitaminas (BORGO et al. 2015). Visto isso, é
importante estudar outras técnicas de tratamento que seja possivel preservar os

componentes que sao perdidos durante a pasteurizacao lenta.

2.7 ULTRASSOM

2.7.1 Definigao

O US é definido como ondas sonoras que ultrapassam a audigdo humana e é considerado
uma tecnologia emergente desenvolvida para melhorar a qualidade do alimento submetido a
outros tipos processamentos, além de garantir a sua seguranga. A aplicacdo do US para
processamento de alimentos, analise e controle de qualidade pode ser dividida em baixa e
alta energia (AWAD et al., 2012).
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O US em baixa energia utiliza frequéncia maior que 100 kHz com poténcia inferior a 1
W:-cm? e é utilizado como técnica analitica para fornecimento de informacées relacionadas as
propriedades fisico-quimicas dos alimentos, por exemplo: amadurecimento, teores de
agucares e acidez. Essas analises sao aplicadas para monitoramento de produtos
alimentares durante o processamento e armazenamento para garantir a sua qualidade e
seguranca. Essa tecnologia € usada em alguns produtos alimenticios para controle de
qualidade de vegetais e frutas frescas em pré e pds-colheita, queijo durante o
processamento, o6leos de cozinha comercial, produtos de panificagcdo e cereais, géis
alimenticios, e alimentos gaseificados e congelados. Além disso, o US em baixa energia
pode ser utilizado para detecgao de adulteragdo de mel e avaliacdo do estado de agregacao,

tamanho e tipo de proteina (AWAD et al., 2012). J& o US de alta energia utiliza frequéncia
-2
entre 20 e 100 kHz com poténcia superior a 1 W-cm , normalmente numa faixa entre 10 e

1000 W.cm 2, na qual é utilizada para induzir alteragdes nas propriedades fisicas, quimicas e
bioquimicas dos alimentos. Essa tecnologia tem sido usada como alternativa aos
processamentos convencionais de alimentos para controle na microestrutura e mudancgas
nas caracteristicas de textura de produtos gordurosos, emulsificagdo, modificagbes das
propriedades funcionais de proteinas alimentares, inativagdo da atividade enzimatica e de
micro-organismos patogénicos, congelamento, descongelamento, liofilizagdo, secagem e
facilitando a extracado de diversos alimentos e componentes bioativos (ARVANITOYANNIS;
KOTSANOPOULOQOS; SAVVA, 2015; AWAD et al., 2012; SORIA; VILLAMIEL, 2010).

O US é caracterizado pela produgao de ciclos repetidos de compressao e descompressao,
denominados de cavitacido acustica, que € o processo de formacgao de bolhas, crescimento e
seu colapso em liquidos expostos a ondas ultrassdnicas em baixa frequéncia (20-100 kHz) e
alta poténcia (10-1000 W/cm). O colapso das bolhas geram elevagdes da temperatura local e
pressdes acarretando em uma alta taxa de cisalhamento e em micro-correntes que podem
contribuir para inativagdo enzimatica e microbiana. A cavitagdo pode ser dividida em dois
tipos, transitéria e estavel. A primeira esta relacionada as bolhas de cavitagdo, que contém
gas ou vapor, sofrem oscilagdes irregulares e impelem produzindo assim altas pressdes que
podem desintegrar as células biolégicas e desnaturar enzimas. Essas bolhas também
produzem forgas de cisalhamento e jatos liquidos no solvente usado, podendo gerar energia

para danificar fisicamente a parede ou a membrana celular. J& o segundo tipo de cavitagéo
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se refere as bolhas que oscilam de forma regular para muitos ciclos acusticos. Essas bolhas
conduzem a uma micro-corrente no liquido ao redor, que também podem levar ao estresse
nas espécies microbianas (CHEMAT; HUMA; KHAN, 2011).

De acordo com Demirdoven e Baysal (2008), o US pode ser utilizado sozinho ou
combinado com outras tecnologias como calor (termossonicagdo), pressao
(manossonicacado) e pressdao com calor (manotermossonicagao). TS é considerada para
reduzir temperatura e tempo de processamento em processos de pasteurizacdo ou
esterilizagdo. A redugdo do tempo e/ou temperatura de processamento pode resultar na

melhoria da qualidade do alimento e na preservagao de alguns componentes.

2.7.2 Efeito do ultrassom na inativagao de micro-organismos patogénicos

Pasteurizagdo € um tratamento térmico usado para inativar micro-organismos em produtos
alimentares. Existem dois tipos classicos de pasteurizagdo: lenta (Low Temperature Long
Time - LTLT), 63°C/30 minutos e pasteurizacéo rapida (High Temperature and Short Time -
HTST, 75-120°C/15 segundos) (RODAS et al., 2014). Para que a pasteurizagao lenta seja
um meétodo eficaz é necessario expor o alimento ao aquecimento por um longo tempo, o que
leva a perda das suas propriedades funcionais, valor nutricional e caracteristicas sensoriais.
Métodos de conservagdo de alimentos como a alta presséo, radiagdo ionizante, campo
elétrico pulsado, microfiltragcdo, radiagdo ultravioleta e US em alta energia combinados ou
nao com o tratamento térmico, podem inativar micro-organismos patogénicos e, quando
associados ao tratamento térmico, podem reduzir o tempo que o alimento € submetido a
esse tratamento e, consequentemente, a perda de componentes presentes nos alimentos
(AWAD et al., 2012).

Cameron et al. (2009) avaliaram o uso do US como uma alternativa para a pasteurizagao
em leite de vaca com 3,4% de gordura na eliminagdo de micro-organismos patogénicos.
Nesse estudo, os autores avaliaram a estabilidade de E. coli, Listeria monocytogenes e
Pseudomonas fluorescens quando processado por sonicagao na frequéncia de 20 kHz e
poténcia de 750 W. Essas amostras foram tratadas usando cinco tempos diferentes: 2,5, 5,0,

6,0, 7,5 e 10,0 minutos a 100% de amplitude. Os autores observaram que com 10 minutos de
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sonicagao houve uma eliminagao de 100% de E. coli e 99% de L. monocytogenes. E, para P.
Fluorescens, apdés 5 minutos de tratamento, foi observado a eliminagao de 100% desse
patdgeno. Esses autores concluiram que o tratamento do leite com US é capaz de eliminar
totalmente esses patdégenos em leite vaca.

Marchesini et al. (2015) avaliaram diferentes combinacdes de amplitude (70 a 100%) e
duracao (50, 100, 200 e 300 segundos) de US para a capacidade letal contra E. coli, P.
Fluorescens, S. aureus e Debaryomyces hansenii em amostras de leite vaca. Essas
amostras foram tratadas com US em frequéncia de 24 kHz e poténcia de 400 W. Todos os
micro-organismos testados obtiveram um aumento na redugdo logaritmica (log) com o
aumento do valor D (tempo de exposi¢ao). O tratamento com 100% de amplitude e 300
segundos de exposigado acarretou em uma redugado da populagdo microbiana de 4,61, 2,75,
2,09 e 0,55 log para D. hansenii, P. fluorescens, E. coli e S. aureus, respectivamente. No
entanto, causou uma deterioracdo sensorial no leite. Eles observaram que o aumento da
amplitude melhorou a capacidade de letalidade do US no D. hansenii e S. aureus e o efeito
no valor D era significante. Além disso, P. fluorescens e E. coli apresentaram uma maior
redugao decimal no tempo de sonicagao mais longo.

Em estudo que usou a TS para a inativagdo de patégenos no leite de vaca, Bermudez-
Aguirre et al. (2009) constataram que a TS a frequéncia de 24 kHz, poténcia de 400 W, 120
pm de amplitude, a 63 °C e analisadas nos tempos de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos foi
eficaz para a inativacao da Listeria innocua em leites com diferentes teores de gordura
(desnatado, 1%, 2% e integral). O leite integral (3,47% de gordura) apresentou um grau de
inativagcdo alcangando de 2,5 log de redugdo e, quando o teor de gordura diminuia, a
inativagao era maior, como o que foi constatado no leite desnatado e com teor de gordura de
1% e 2%, na qual foi encontrada 4,9, 4,5 e 3,2 log de redugédo da populagdo microbiana,
respectivamente.

Em outro estudo realizado por Czank, Simmer e Hartmann (2010) com LH foi avaliado o
efeito do tratamento com US a 20 kHz e 500 W e da TS a 20 kHz e 500 W nas temperaturas
de 45 e 50 °C sobre os seguintes micro-organismos: E. coli e Staphylococcus epidermidis. O
tratamento por 10 minutos de sonicagao (4 °C) reduziu os niveis de E. coli e S. epidermidis
em 96% e 72%, respectivamente. E o tratamento com TS (45 e 50 °C,) reduziu 99,99% em
ambos os patégenos. Esses autores concluiram que, apesar do US ter sido eficaz na
reducao da E. coli e do S. epidermidis no LH, o S. epidermidis apresentou mais resisténcia
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ao tratamento com US, no entanto, quando foi aplicado a TS, o S. epidermidis apresentou

uma maior redugao quando comparada ao US.

2.7.3 Efeito do ultrassom sobre a atividade antioxidante e os teores de retinol

A pasteurizacédo lenta € capaz de garantir a seguranga do alimento, porém, em altas
temperaturas, pode ter um efeito negativo nas propriedades fisico-quimicas e em nutrientes
termossensiveis, como as vitaminas e os compostos que apresentam atividade antioxidante
(SULAIMAN; FARID; SILVA, 2016). O tratamento por US pode ser uma técnica promissora
para o processamento de alimentos quando comparada com o processo de pasteurizagao
(VILLAMIEL; JONG, 2000; CAMERON et al., 2009). Em se tratando da atividade antioxidante,
estudos que avaliaram o efeito do US sobre essa propriedade no leite sdo escassos. Devido
a isso, esse item dara um destaque a estudos feitos com outros alimentos, especialmente,
sucos de frutas.

Ordonez-Santos et al. (2017) observaram em suco de groselha um aumento de compostos
fendlicos a medida que aumentava o tempo de sonicagéo (10 minutos = 4,30%, 20 minutos =
8,87% e 40 minutos = 14,60%) quando aplicado US a frequéncia de 42 kHz e poténcia de
240 W. Ja a vitamina C apresentou um comportamento contrario, pois quanto maior o tempo
de sonicagdo, maior era sua redugdo. A degradacdo do acido ascérbico pode estar
relacionada aos processos de oxidagcado gerados durante os tratamentos ultrassonicos.

Em relagcdo a estudos usando a TS, em um trabalho realizado por Sulaiman, Farid e Silva
(2016) em suco de macga, foi observado que a atividade antioxidante total avaliada pelo
método do radical livre DPPH aumentou de 86% (suco nao processado) para 103% (suco
termosonicado) ao ser aplicado processo de TS a 58 °C por 10 minutos em uma frequéncia
de 24 kHz. Esse resultado também foi encontrado por Saikia et al. (2015), onde verificaram
um aumento da atividade antioxidante total avaliada pelo mesmo método utilizando 50 °C por
30 minutos em uma frequéncia de 30 KHz em suco de abacaxi. Zafra-Rojas et al. (2013)
também encontram um aumento da AA pelo método ABTS em suco de péra cacto roxo apds
o processo de US, utilizando uma amplitude de 80%, 1500 W e frequéncia de 20 kHz

Uma explicagdo para o aumento da atividade antioxidante avaliada in vitro nos alimentos
submetidos a aplicacdo de US é que esse processo leva ao fendbmeno de cavitagédo, que
ocasiona a liberacdo desses componentes da parede celular, por meio do colapso em torno
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de particulas, levando a sua ruptura e deixando esses componentes mais expostos aos
radicais livres sintéticos (NADEEM et al., 2018).

No que diz respeito ao tempo de sonicacgao utilizado para o processo de TS, Keenan et al.
(2012) e Rawson et al. (2011) constataram que em tempos longos de sonicagao ocorria uma
maior degradagao de componentes nos alimentos avaliados. Em suco de melancia a 10
minutos de TS o teor de fendlicos totais, acido ascérbico e licopeno foram reduzidos quando
comparados ao suco nao processado. Ja no tempo de 6 minutos ndao apresentou esse efeito
negativo para esses componentes (RAWSON et al., 2011). E em relagao a AA, pelo método
de DPPH, Keenan et al. (2012) encontraram uma redugéo no tempo de 10 minutos quando
comparada ao tempo de 3 minutos de sonicacdo em smoothies de frutas. A temperatura é
outro fator que pode interferir negativamente sobre os componentes de alimentos submetidos
a TS. De acordo com Zhu et al. (2017), o aumento da temperatura favoreceu a degradacgao
de antocianinas em suco de mirtilo. Ainda ndo existem na literatura estudos avaliando efeito

do US ou da TS sobre o retinol.

36



3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da termossonicacdo na inativagcao do S. aureus, E. coli e Salmonella, e

sobre a atividade antioxidante in vitro e o teor de retinol do leite humano.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o efeito da aplicagdo dos tratamentos térmicos na inativagdo dos micro-
organismos supracitados.

o Comparar o efeito dos processamentos térmicos e de termossonicagdo sobre os
micro-organismos estudados.

o Verificar o efeito da pasteurizagdo lenta (62,5 °C/ 30 minutos) sob a atividade
antioxidante e teor de retinol do LH.

o Verificar o efeito da termossonicacdo sob atividade antioxidante e o teor de retinol do
LH.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE DOS RESULTADOS

O experimento foi conduzido em duas etapas como demonstrado na Figura 1.

PRIMEIRA ETAPA

K-

Efeito dos parametros de tempo e temperatura de TS sobre 0s micro-organismos
S. aureus, E. colie Samonella em LH — seguindo um DCCR

K-

Avaliacdo do comportamento de cada micro-organismo submetido a TS

%

Comparagao da TS com os tratamentos térmicos para os 11 ensaios (pontos
experimentais) determinados pelo DCCR - a significancia da diferenga de cada
ponto experimental foi avaliada por meio da relagao dos dos intervalos de
confianga ao nivel de 95% de confianca.

K

SEGUNDA ETAPA

&

Efeito da TS em binémio tempo x temperatura pré-estabelecido sobre a AA e teor
de retinol em LH. Para essa avaliacao utilizou-se os leites cru e pasteurizado (62,5
°C/30 minutos) como controles.

Figura 1. Fluxograma que descreve as duas etapas do experimento

LH = leite humano; TS = Termossonica¢dao; DCCR = Delineamento Composto Central Rotacional; AA= atividade

antioxidante
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4.1.1. Primeira etapa

Nessa etapa foram selecionados os micro-organismos S. aureus (ATCC 6538), E. coli
(ATCC 10536) e Salmonella ssp (ATCC 14028) para serem avaliados no estudo por serem
bactérias que podem contaminar o LH devido a procedimentos inadequados no momento da
extracdo e/ou armazenamento. Avaliou-se o efeito dos parametros tempo e temperatura
(variaveis independentes) no processamento do LH por TS sobre os micro-organismos
citados (variaveis dependentes), utilizando um delineamento composto central rotacional
(DCCR) (BOX; WILSON, 1951; BOX; HUNTER, 1957). Para tanto, realizou-se um
planejamento fatorial 22 completo com 4 pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 11
ensaios (Tabela 1). Os niveis de temperatura foram de 36 °C (-1) e 60 °C (+1) e para o

tempo os niveis foram de 4 min (-1) e 10 min (+1).

Tabela 1. Variaveis codificadas e niveis de tempo e temperatura de acordo com o

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Ensaios Variaveis codificadas Variaveis reais
Tempo (X1) Temperatura (X2) Tempo (x1) Temperatura (xz)

1 -1 -1 4 36
2 +1 -1 10 36
3 -1 +1 4 60
4 +1 +1 10 60
5 0 -1,41 7 31
6 0 +1,41 7 65
7 -1,41 0 3 48
8 +1,41 0 11 48
9(1) 0 0 48
10(2) 0 0 48
11(3) 0 0 7 48

Xi=tempo; Xo= temperatura

Realizou-se um ensaio em condigdes de binbmio tempo (4 minutos) e temperatura (62,5

°C) diferente dos tratamentos determinados pela matriz do DCCR, em cinco repeticdes, para
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a validacdo do modelo matematico obtido. Para isso, avaliou-se a relagao das respostas
experimentais com as repostas preditas, considerando-se satisfatério um erro relativo de até
10%.

Primeiramente, aplicou-se uma analise de variancia (ANOVA) para verificar a significancia
a 5% dos fatores tempo e temperatura. Em seguida, os resultados foram avaliados por meio
de analise do modelo de regressao nao-linear logistico com assintotas em b e b+a, sendo
ajustado com o logaritmo do numero de micro-organismos y em fungao da temperatura x, por

meio da relagao presente na equacao 1 (DRAPER; SMITH, 1998).

a
Tre-(ren (1)

y=d+
Sendo a, b, c e d parametros a serem estimados. A ANOVA foi utilizada para testar a
adequacdo dos modelos e os critérios adotados foram: a significancia da regresséo pelo
teste F (p<0,05), o coeficiente de determinacgéo (R?) e a falta de ajustamento nao significativa
(p>0,05). Além disso, foi avaliado o erro relativo de todos os pontos experimentais, sendo
considerado satisfatério que no maximo 1 fosse maior que 10% (COLLA et al., 2010).
Também foi avaliado o efeito do tratamento térmico nos micro-organismos S. aureus, E.
coli e Salmonella em todos os ensaios propostos pelo DCCR (Tabela 1). Em seguida,
realizou-se uma comparacao dos tratamentos termossonicados em relagdo aos tratamentos
térmicos com o objetivo de verificar se o efeito antimicrobiano sobre os micro-organismos era
oriundo da sonicacdo e nao da temperatura de forma isolada. Para isso, utilizou-se a
comparagdo dos intervalos com 95% de confianga gerados pelos modelos de
termossonicacao e dos tratamentos térmicos. Para a analise dos dados dessa etapa utilizou-

se o software R versao 3.6.0.
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4.1.2 Segunda etapa

Na segunda etapa verificou-se o efeito da termossonicagdo com o binbmio de tempo e
temperatura pré estabelecido na primeira etapa sobre a AA e teor de retinol do LH. O estudo
foi caracterizado por dois tratamentos controles que foram: LHC e LHP por pasteurizacdo
lenta conforme preconizado por Brasil (2008). O estudo foi conduzido em 6 repeticdes em
duplicata.

Primeiramente, aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para testar a normalidade dos
dados. Os resultados foram analisados por meio de analise variancia (ANOVA), seguido do
teste de Tukey (p<0,05). Todas as analises dessa etapa foram realizadas utilizando-se um

nivel de significancia de 5% com o auxilio do software PRISMA vers&o 6.01.

4.2 SELECAO DAS DOADORAS E OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE LEITE HUMANO

O LH analisado nas duas etapas foi o LH maduro. Na primeira etapa foi utilizado o leite de
descarte do BLH. Segundo procedimentos descritos por Brasil (2008) e adotados pelo BLH
da Santa Casa de Misericérdia de Ouro Preto — Ouro Preto, MG, o LH doado pode ser
descartado devido a inadequagbes de embalagem, cor, flavor, acidez, presencga de sujidades
e/ou de coliformes totais. Os LHs de descarte que estavam congelados no BLH em frascos
de vidro transparentes foram transportados em caixa isotérmica com gelo para manter a
temperatura proxima de 0 °C e encaminhados imediatamente para o laboratério de
Microbiologia de Alimentos da Escola de Nutricdo da Universidade Federal de Ouro Preto
(ENUT-UFOP). O degelo foi realizado em banho-maria a 40 °C até o seu completo
descongelamento. Em seguida, realizou-se a homogeneizacao dos leites para formar o pool
e seu pH foi aferido utilizando o pHmetro da marca Bell (modelo W3B), previamente
calibrado com solugbes tampao de pH 4 e 7. Somente foram utilizadas amostras cujo pH
respeitasse os limites entre o intervalo de 6,5 e 6,9 como preconizado pelas Normas
Técnicas Rede BLH (2005), pois sabe-se que a alteragdo de pH pode influenciar na
estabilidade dos micro-organismos (HU et al., 2006).

Para a segunda etapa do experimento foram convidadas a participar todas as nutrizes
doadoras de LH de forma continua (ndo esporadica) ao BLH da Santa Casa da Misericérdia
de Ouro Preto — Ouro Preto, MG no periodo de novembro de 2018 a janeiro de 2019. O

41



recrutamento foi realizado por meio de contato telefénico apds a pesquisa ser aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto, sob o nimero de
CAAE 82411818100005150 (ANEXO 1). Todas as doadoras que participaram do projeto
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE 1). Como critério de
exclusao adotou-se idade minima de 20 anos. Foram obtidos aproximadamente 60 mL de LH
de cada uma das 10 doadoras. A extracao foi realizada por ordenha manual em seus
domicilios e 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 o Laboratério de Nutricido Experimental sem ultrapassar
seis horas, de acordo com BRASIL (2008). Os leites de todas as doadoras foram

homogeneizados para formar o pool de LH utilizado para a condugéo do experimento.

4.3 PROCESSAMENTO DO LEITE HUMANO

4.3.1 Pasteurizacao lenta

As amostras contendo 40 mL de LH foram pasteurizadas em banho-maria marca Kacil
(modelo BM02), a 62,5 °C por 30 minutos com agitagdo manual dos frascos de cinco em
cinco minutos, sem remové-los do banho. O controle da temperatura do LH foi realizado por
meio de termdmetro no ponto frio localizado no centro de um frasco controle. Apds
tratamento térmico, realizou-se o resfriamento dos frascos em banho de gelo até que o leite
atingisse temperatura igual ou inferior a 5 °C. Todos os procedimentos citados foram
realizados conforme protocolo preconizado pelo Manual do Banco de Leite Humano
(BRASIL, 2008).

4.3.2 Termossonicagao

As amostras contendo 40 mL de LH foram tratadas com o equipamento de ultrassom de
banho (marca BRANSONIC, modelo CPX3800H), com frequéncia de 40 Khz e poténcia de
100 W. Os leites foram termossonicados apds atingir a temperatura do tratamento avaliado.
Para o controle da temperatura do LH utilizou-se o termémetro no ponto frio localizado no
centro de um frasco controle (BRASIL, 2008). Apds o tempo de processamento, as amostras
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foram imediatamente resfriadas em banho de gelo até que o leite atingisse temperatura igual

ou inferior a 5 °C.

4.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.4 .1 Preparo dos micro-organismos indicadores e inoculagéo no leite humano

Para a utilizacdo das culturas puras de E. coli (ATCC 10536), S. aureus (ATCC 6538) e
Salmonella (ATCC 14028) foram realizadas, para cada micro-organismos, trés ativagdes em
caldo Brain Heart Infusion (BHI) (VIAZIS; FARKAS; JAYKUS, 2008). Os tubos foram
incubados a 37 °C por 24 horas. As amostras de LH foram descongeladas em banho-maria a
40 °C de acordo com Brasil (2008), esterilizadas a 121 °C/15 minutos e resfriadas em banho
de gelo. Em seguida, cada amostra contendo 40 mL foi colocada no banho de ultrassom ou
banho-maria convencional e, imediatamente apds atingir a temperatura de cada tratamento
em questdo (Tabela 1), inoculou-se 1% das culturas dos micro-organismos testes, que se
encontravam na fase estacionaria. Logo apds a inoculagdo, o processo de ultrassom foi
ativado permanecendo pelos tempos e temperaturas determinados para cada tratamento.
Plaqueamentos foram realizados nos leites inoculados com os diferentes micro-organismos
antes de cada tratamento, de modo a enumerar a contagem inicial de células. As analises

foram realizadas em duplicata.

4.4.2 Contagem de micro-organismos

Os efeitos da TS e do tratamento térmico sobre os micro-organismos testes foram
avaliadas por meio da contagem de células viaveis no LH sem tratamento e apos cada um
dos tratamentos estabelecidos (Tabela 1) para os dois tipos de processamento (TS e
tratamento térmico). As amostras foram submetidas a diluicbes seriadas em agua peptonada
0,1% e a enumeragdo dos micro-organismos realizada por meio de plaqueamento
(superficie) em agar Plate Count Agar (PCA). As placas foram incubadas a 37 °C por 24h
(CZANK; SIMMER; HARTMANN, 2010; VIAZIS; FARKAS; JAYKUS, 2008) e os resultados

expressos em log de Unidades Formadoras de Colénias (log UFC) por mL de LH. O LH sem
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tratamento obteve contagem inicial de 7,0 log UFC/mL para os trés micro-organismos

avaliados nesse estudo

4.4.3 Vitamina A (retinol)

A extragcdo do retinol nas amostras de leite foi realizada de acordo com o método
apresentado por Giuliano et al. (1992) com algumas adaptagdes. Primeiramente, foi
adicionado 750 pL da solugao de etanol HPLC/ButilatoHidroxitolueno (BHT) (0,1%) em uma
aliquota de 700 uL de leite, os quais foram agitados em vortex por 15 segundos.
Posteriormente, 1000 yL de solugao de hidroxido de potassio/agua 50% foi acrescentado e
agitado em vortex por 10 segundos. Apés homogeneizacdo, as amostras foram aquecidas
em banho-maria a 50 °C por 1 hora, sendo entdo agitadas a cada 15 minutos para uma
melhor eficiéncia do processo de saponificacdo. Em seguida, foi colocado 4 mL de
hexano/BHT (0,1%), que tem o papel de solvente para o processo de extracdo. As amostras
foram agitadas por 10 segundos e ficaram em repouso por 5 minutos para a recuperagao do
sobrenadante. Esse procedimento foi realizado por trés vezes consecutivas e totalizou-se a
recuperacdo de 7,5 mL de sobrenadante, que foi evaporado utilizando atmosfera de
nitrogénio a temperatura ambiente. A reconstituicdo foi com 100 uL de etanol HPLC, seguida
da etapa de determinagao.

Para as dosagens de retinol foi utilizado o método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (high performance liquid cromatography - HPLC) em detector DAD Shimadzu,
varredura de 190 a 800 nm, coluna SunFire C18 3.5 ym, 4.6 x 75 mm (Waters), com
comprimento de onda para retinol de 325 nm e fluxo 1 mL/min. de metano/agua (95%).
Foram injetados 20 pL do extrato obtido para a determinagéo de retinol. Para obtengéo da
curva padrao dopou-se o LH com o padrao all-trans-retinol sintético diluido em etanol grau
HPLC nas concentragdes de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 15 ug/mL. Essas amostras foram
submetidas ao mesmo procedimento de preparo e analise das amostras. Obteve-se a curva
analitica plotando-se a concentragdo de retinol (umoles de retinol/L) e area sob o pico,
gerando a seguinte equacao: area = 221080 x Conc. + 191124 (R? = 0,9958). Esta curva foi

utilizada para o calculo das concentragdes de retinol dos extratos dos leites.
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4.4.4 Atividade antioxidante

4.4.4.1 Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

A avaliagao da atividade de sequestro do radical livre DPPH foi de acordo com o método
apresentado por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com alteragdes estabelecidas por
Zarban et al. (2009). Inicialmente, foram usadas 50 yL de cada amostra de LH, aos quais foi
adicionado 1 mL de DPPH em solugao de etanol (0,06 mM). A mistura foi homogeneizada
em vortex e deixada em repouso por 30 minutos em banho-maria a 37 °C. Em seguida, 0,5
mL de cloroférmio foi acrescentado, seguido da centrifugacao a 8.000 rpm durante 5 minutos.
A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (marca FEMTO 700 S) utilizando comprimento
de onda de 517 nm. A solugao de DPPH em etanol (0,06 mM) foi utilizada como controle e o

percentual da atividade que elimina o radical DPPH foi calculado segundo equacgao 3:

Atividade sequestradora (%) = [(Absorbancia do controle - absorbancia da amostra)/
Absorbancia do controle] * 100 (2)

4.4.4.2 Método ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina) 6-acido sulfénico)

A atividade antioxidante que equivale ao antioxidante sintético Trolox foi avaliada de
acordo com método apresentado por Turoli et al. (2004), com algumas altera¢des. O radical
ABTS foi preparado utilizando a reagdo de 5 mL de solugédo estoque de ABTS (7 mM) com
88 uL de persulfato de potassio (40 mM). Essa mistura permaneceu a temperatura ambiente
durante 16 horas, em auséncia de luz. Em seguida, a solugdo de ABTS foi diluida em etanol
para obter uma absorbancia de 0,70 £ 0,05 a 734 nm. As amostras de LH foram diluidas com
tampao fosfato pH 7,4 nas concentracdes de 1000 mL/L, 200 mL/L e 100 mL/L. Em 20 uL de
cada diluicao foram acrescentados 2 mL da solucéo de radical ABTS, sendo homogeneizado
e ficando em repouso durante 10 minutos ao abrigo da luz. Em seguida, foram centrifugadas
a 8.000 rpm durante 5 minutos. As leituras das absorbancias foram feitas no
espectrofotometro (FEMTO 700 S) com comprimento de onda de 734 nm. O calculo da
atividade antioxidante foi realizado por meio da curva padrao de Trolox (100, 500, 1000, 1500
e 2000 pM) e suas respectivas porcentagens de inibigao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS

5.1.1 Efeito da termossonicacgao sobre a viabilidade de S. aureus, E. coli e Salmonella

ssp.

Os resultados das contagens de micro-organismos em fungdo das variaveis tempo e
temperatura de TS encontram-se descritos na Tabela 2. A fim de avaliar o efeito das
condicbhes de TS para a inativacdo dos micro-organismos patogénicos estudados,
primeiramente avaliamos a significAncia dos coeficientes das variaveis tempo e temperatura
para cada micro-organismo e observamos que a variavel tempo no intervalo avaliado néo
teve interferéncia significativa em relacdo a redugdao dos micro-organismos apés a TS
(Tabela 3).

Tabela 2. Contagens dos micro-organismos (log UFC/mL) de acordo com os ensaios

propostos pelo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

Variaveis reais Contagens dos micro-organismos
Ensaios (log UFC/mL)
Tempo (x1) Temperatura (x2) S. aureus E. coli Salmonella ssp

1 4 36 6,8 6,4 6,6
2 10 36 6,9 6,2 6,6
3 4 60 1,7 1,8 3,3
4 10 60 1,0 1,3 3,2
5 7 31 7,0 6,8 6,6
6 7 65 1,0 1,0 1,0
7 3 48 6,6 5,1 6,5
8 11 48 6,2 4,6 6,3
9 7 48 6,2 4,7 6,2
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10 7 48 6,4 4,6 6,3
11 7 48 6,4 4,7 6,4

X1 = tempo. xo = temperatura; o leite humano sem tratamento obteve contagem inicial de 7,0 log UFC/mL para os

micro-organismos avaliados nesse estudo. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Tabela 3. Significancia dos coeficientes das variaveis tempo e temperatura de acordo com os
ensaios propostos pelo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) em relagdo aos

micro-organismos estudados para o processamento de termossonigao

Variaveis
S. aureus E. coli Salmonella ssp
p-valor X1 X2 X1 X2 X1 X2
0,49 4,414 0,047"s 3,94e7°** 0,37 8,05 %**

X1 = tempo. xo = temperatura; ns = ndo significativo; ** significativo ao nivel de significancia de 5% pelo tese F

Visto que a temperatura exerceu efeito significativo (Tabela 3), o modelo de regressao
nao-linear logistica foi uma opg¢éo para ajustar os dados obtidos e avaliar o comportamento
dos micro-organismos estudados em relacdo aos tratamentos que foram submetidos. Pode-
se verificar que os valores de significancia dos modelos (p-valor < 0,05), significancia da falta
de ajustamento nao significativa (p-valor = 0,05) e dos coeficientes de determinagao
(R?20,99) sugerem bons ajustes dos modelos (Tabela 4). Além disso, os resultados
experimentais obtidos com os ensaios de validagdo (TS a 62,5 °C/4 minutos) quando
comparados com os resultados preditos pelas equac¢des dos modelos de TS (Figura 2 A, B e
C) apresentaram um erro relativo menor que 6%, sendo: 5,43%, 3,33% e 2,29% para S.

aureus, E. coli e Salmonella, respectivamente.

Tabela 4. Analises de variancia correspondentes aos ajustes dos modelos de regressao nao
linear logistica correspodentes ao processamento de termossonigdo para 0s micro-

organismos estudados

S. aureus
GL Somade Quadrado F p-valor R?
quadrados médio
Modelo 3 62,92 20,97 298,08 5,53e% 0,999

47



Falta de ajustamento 1 0,06 0,006 0,09 7,72

Erro puro 6 0,40 0,06
Total 10 63,33
E.coli
GL Somade Quadrado F p-valor R?
quadrados médio
Modelo 3 4217 14,06 298,08 6,46e% 0,998
Falta de ajustamento 1 0,08 0,08 1,73 2,36e™"
Erro puro 6 0,28 0,05
Total 10 42,54
Salmonella ssp
GL Somade Quadrado F p-valor R?
quadrados médio
Modelo 3 38,3 12,7 794,36 3,46e% 0,999
Falta de ajustamento 1 4,7 9 4,72 0,002 9,58 ¢
Erro puro 6 0,09 0,01
Total 10 38,4

GL = grau de liberdade; R2= coeficiente de determinagao

Para avaliar se o US teve um efeito aditivo sobre o tratamento térmico, avaliou-se a
viabilidade dos micro-organismos estudados em todos os ensaios propostos pelo DCCR
(Tabela 1) e, assim como no tratamento de TS, verificamos efeito ndo significativo do tempo
(Tabela 5). Em seguida, ajustamos os modelos de regressao néo linear logistica para os
tratamentos térmicos (Tabela 6) com o objetivo de gerar os intervalos de confianga ao nivel

de 95% de confianca.

Tabela 5.Significancia dos coeficientes das variaveis tempo e temperatura de acordo com os
ensaios propostos pelo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) em relagé&o aos

micro-organismos estudados para o processamento de tratamento térmico

Variaveis

S. aureus E. coli Salmonella ssp
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p-valor X1

0,43"

X2 X1

3,774 0,47

2,18e>**

X1

X2

0,23" 2,99e>**

X1 = tempo. x2 = temperatura; ns = ndo significativo; ** significativo ao nivel de significancia de 5% pelo tese F

Tabela 6. Analises de variancia correspondentes aos ajustes dos modelos de regresséo nao

linear logistica correspodentes ao processamento de tratamento térmico para os micro-

organismos estudados

S. aureus
GL Somade Quadrado F p-valor R?
quadrados médio
Modelo 3 10,10 3,36 67,12 5,24e% 0,999
Falta de ajustamento 1 0,005 0,005 0,11 7,48 ™
Erro puro 0,30 0,05
Total 10 10,41
E. coli
GL Somade Quadrado F p-valor R?
quadrados médio
Modelo 3 16,64 5,54 224913 1,53 e% 0,999
Falta de ajustamento 1 0,002 0,002 0,96 3,62e™
Erro puro 0,01 0,002
Total 10 16,6
Salmonella ssp
GL Somade Quadrado F p-valor R?
quadrados médio
Modelo 3 23,8 7,93 1099,4 1,30e® 0,999
Falta de ajustamento 1 0,01 0,01 1,39 2,82
Erro puro 6 0,04 0,07
Total 10 23,87

GL= grau de liberdade; R?= coeficiente de determinagao

A Figura 2 (A, B e C) mostra as curvas de regressao para os tratamentos de TS e

tratamento térmico sobrepostas em um mesmo grafico e as Tabelas 7, 8 e 9 trazem a
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significancia da relacao entre os dois processamentos para cada ensaio experimental. Pode-
se observar que, tanto com a aplicacdo do US como sem, ha uma tendéncia a estabilidade
das contagens de micro-organismos em temperaturas menores, sendo que as redug¢des mais
expressivas e continuas da termossonicagdo foram a partir dos pontos de inflexbes das
curvas, ou seja, em 53,7 °C, 52,0 °C e 60,9 °C para S. aureus, E. coli e Salmonella,
respectivamente (Figuras 2 A, B e C). Foi possivel observar que a TS promoveu maiores
reducdes decimais na populagdo dos micro-organismos estudados que o tratamento térmico.
Sendo que o efeito do US foi aditivo ao tratamento térmico apenas acima das temperaturas
de 60 °C, 48 °C e 65 °C para S. aureus, E. coli e Salmonella, respectivamente (Tabelas 7, 8 e
9).
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Figura 2. Efeito da temperatura de processamento por termossonicagdo e tratamento
térmico sobre os micro-organismos S. aureus (A), E. coli (B) e Salmonella (C) de acordo com

0 modelo de regressao nao linear logistica
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Figura 2. Efeito da temperatura de processamento por termossonicacao e tratamento
térmico sobre os micro-organismos S. aureus (A), E. coli (B) e Salmonella (C) de acordo com

0 modelo de regressao nao linear logistica
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Tabela 7. Analise da significancia da relagdo entre as contagens S. aureus entre os tratamentos termossonicados e térmicos
por meio da avaliagdo da interposi¢ao dos intervalos de confiangca ao nivel de 95% de confianca gerados pelos modelos de

regressao nao-linear logistica

Staphylococcus aureus (log UFC/mL)

Ensaios Termossonicagao Tratamento térmico Significancia

(DCCR) Valores Valores Valores Valores

minimos ajustados maximos ajustados minimos ajustados maximos ajustados

31°Ir 6,6 7,2 6,5 7,1 ns
36°/4’ 6,6 7,2 6,6 7.1 ns
36°/10° 6.6 7,2 6,6 7,1 ns
48°13’ 6.1 6,6 6,6 6,8 ns
48°/7° (1) 6,1 6,6 6,3 6,8 ns
48°I7’ (2) 6,1 6,6 6,6 6,8 ns
48°I7° (3) 6,1 6,6 6,3 6,8 ns
48°11° 6.1 6,6 6,3 6,8 ns
60°/4° 0,9 1,7 4,3 5,0 **
60°/10’ 0,9 1.7 4,3 5,0 **
65°/7’ 0,4 1,5 3,7 4,7 **

ns = nao significativo; ** significativo; DCCR = Delineamento Composto Central Rotacional

53



Tabela 8. Analise da significancia da relacao entre as contagens de E. coli entre os tratamentos termossonicados e térmicos

por meio da avaliagdo da interposigao dos intervalos de confianga ao nivel de 95% de confianga gerados pelos modelos de

regressao nao-linear logistica

Escherichia coli (log UFC/mL)

Ensaios Termossonicagao Tratamento térmico Significancia
(DCCR) Valores Valores Valores Valores
minimos ajustados maximos ajustados minimos ajustados maximos ajustados

31°/7 6,2 7,0 6,9 7,0 ns
36°/4° 6,1 6,7 6,9 7,0 ns
36°/10° 6,1 6,7 6,9 7,0 ns
48°/3’ 4,5 5,0 6,8 6,9 b
48°I7’ (1) 4,5 5,0 6,8 6,9 b
48°I7’ (2) 4.5 5,0 6,8 6,9 b
48°/7° (3) 4,5 5,0 6,8 6,9 b
48°/11° 4,5 5,0 6,8 6,9 b
60°/4’ 3,0 3,4 4,1 4,3 i
60°/10° 0,9 1.7 4,1 4,3 i
65°/7’ 0,4 1,5 3,9 4,1 **

ns = nao significativo; ** significativo; DCCR = Delineamento Composto Central Rotacional
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Tabela 9. Analise da significancia da relagao entre as contagens de Salmonella entre os tratamentos termossonicados e
térmicos por meio da avaliacdo da interposicao dos intervalos de confianga ao nivel de 95% de confianga gerados pelos

modelos de regressao nao-linear logistica

Salmonella ssp (log UFC/mL)

Ensaios Termossonicagao Tratamento térmico Significancia

(DCCR) Valores Valores Valores Valores

minimos ajustados maximos ajustados minimos ajustados maximos ajustados

31°Ir 6,5 6,8 6,8 7,0 ns
36°/4’ 6,5 6,8 6,8 7,0 ns
36°/10° 6,5 6,8 6,8 7,0 ns
48°13’ 6,2 6,5 6,5 6,7 ns
48°I7° (1) 6,2 6,5 6,5 6,7 ns
48°I7° (2) 6,2 6,5 6,5 6,7 ns
48°/7° (3) 6,2 6,5 6,5 6,7 ns
48°M11° 6,2 6,5 6,5 6,7 ns
60°/4’ 3,0 3,4 3,4 3,7 ns
60°/10’ 3,0 3,4 3,4 3,7 ns
65°/7 0,7 1,2 3,0 3,5 **

ns = nao significativo; ** significativo; DCCR = Delineamento Composto Central Rotacional
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No presente trabalho, os valores de redug¢des encontrados para o S. aureus (Figura 2 A)
foram de 5,65 ciclos log na temperatura a 60 °C e 6,0 ciclos log a 65 °C de TS. As reducdes
decimais encontradas nesse estudo foram maiores do que as verificadas em outros que
avaliaram o efeito do US sobre esse patégeno em leite de vaca e derivados (JALILZADEH et
al., 2018; MARCHESINI et al., 2015). Marchesini et al. (2015) verificaram reducdo de 0,55
ciclos logaritimicos para S. aureus em leite de vaca tratado com o US em frequéncia de 24
kHz e poténcia de 400 W durante 5 minutos. Em outro estudo realizado por Jalilzadeh et al.
(2018) encontrou-se uma reducado de 1,03 em queijo, no qual o leite utilizado para sua
fabricacéo foi tratado por US na frequéncia de 40 kHz por 20 minutos.

Em relagado a E. coli (Figura 2 B) observou-se uma reducao de cerca de 5,45 ciclos log na
temperatura a 60 °C e 6,0 ciclos log a 65 °C de TS. Jalilzadeh et al. (2018) encontraram
reducao de 4,17 ciclos logaritimicos para esse patdégeno quando aplicou o US na frequéncia
de 40 kHz por 20 minutos, sendo esta menor do que o observado no presente estudo. Em
um trabalho realizado por Kiang et al. (2012) avaliaram o efeito da TS em suco de manga e
verificaram uma redugéo de 5 ciclos log de E. coli quando aplicou-se a TS na frequéncia de
25 kHz e poténcia de 200 W a 60 °C por 3 e 7 minutos, respectivamente.

Em se tratando da Salmonella, observou-se redugdes de 3,75 ciclos log e 6 ciclos na
temperatura a 60 °C e 65°C de TS, respectivamente. Kiang et al. (2012), encontraram
reducédo de 9 ciclos log de Salmonella a 60 °C por 3 e 7 minutos de TS em suco de manga.

As diferencas nas redugdes logaritimicas dos micro-organismos nos trabalhos
supracitados com as encontradas nesse estudo, provavelmente, devem-se a alguns fatores
como a fase de crescimento que 0 micro-organismo se encontrava, pois bactérias na fase
estacionaria tendem a ser mais resistentes a tratamentos quando comparadas com a fase
logaritmica (FERNANDES, 2005). Além disso, essa diferenca também se deve a utilizacéo
do US versus a TS. Czank, Simmer e Hartmann (2010), constataram que para alguns micro-
organismos uma associagdo do US com o aquecimento pode potencializar o processo e,
consequentemente, alcangar maior redugdo da carga microbiana. Kiang et al. (2012)
encontraram que a TS resultou em maior redugéo da E. coli do que o tratamento térmico em
suco de manga. Filipa e Silva (2015) também realizaram essa comparacédo e observaram
que a TS foi mais efetiva na reducao do numero de esporos de Bacillus cereus em leite de

vaca do que o tratamento térmico.
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Outro fator que influéncia na reducdo microbiana é a frequéncia utilizada pelo US. As
ondas sonoras de alta frequéncia tém comprimentos de ondas curtos enquanto as ondas de
baixa frequéncia tém comprimentos de ondas longos. Portanto, quanto menor a frequéncia
ultrassbnica, maiores serao as bolhas de cavitagdo formadas e maior sera o impacto da
atividade ultrassénica sobre o alimento (AWAD et al.,, 2012; GERA; DOORES, 2011). No
presente estudo optamos por utilizar US de banho devido a sua viabilidade em ser usado em
BLH. Essa viabilidade estaria relacionada a alguns fatores como o custo do equipamento e o
seu manuseio que poderia ser dificultado com o US de probe. O US de banho utilizado para
realizar essa pesquisa apresentava uma frequéncia maior podendo acarretar em um menor
impacto na redugao da carga microbiana quando comparado a outros estudos que utilizaram
uma menor frequéncia (JALILZADEH et al., 2018; MARCHESINI et al., 2015). Porém, com a
associagao do aquecimento ao US de banho foi possivel alcancar redugbes expressivas para
0S micro-organismos avaliados.

O calor é um dos métodos mais empregados para eliminagdo de micro-organismos. Acima
da temperatura ideal de crescimento, o calor promove a desnaturacédo de proteinas, levando
a perda da integridade celular e a morte de micro-organismos (FOGOLARI; REIS; PHILIPPI,
2012). E importante destacar que o US é considerado uma tecnologia ndo-térmica, pois o
seu principal efeito na célula esta relacionado a outros fatores de preservacédo e ndo somente
ao calor como no tratamento térmico convencional. O efeito da cavitagdo gerado pelo US
seria o principal motivo para a ocorréncia da ruptura celular da membrana de micro-
organismos (BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2009). Portanto, o uso da TS pode ser um
processo mais eficiente do que o tratamento térmico convencional. Segundo Bermudez-
Aguirre et al. (2009) a combinagdo de US e calor para a inativagdao de micro-organismos
pode reduzir o tempo de tratamento quando comparado ao processo térmico convencional.
Além disso, essa reducado de tempo de processamento pode resultar na melhoria da
qualidade nutricional do alimento (DEMIRDOVEN; BAYSAL, 2008).

Sugere-se que em estudos posteriores seja avaliado o micro-organismo patogénico alvo
da pasteurizagdo em leite (Coxiella burnetti) para poder determinar as condigdes 6timas para
utlizagdo da TS em LH. Além disso, € necessario avaliar se esse micro-organimos seria o

mais resistente ao processo ultrassonico.
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5.2 ANALISES QUIMICAS

5.2.1 Efeito da termossonicagao sobre a atividade antioxidante

Para essa etapa da pesquisa optamos por realizar o processamento por termossonicagao
em temperatura de 60 °C. Como o tempo de exposi¢cdo nas condigbes estudadas para
avaliar a vialidade dos trés micro-organimos (E. coli, S. aureus e Salmonella) nao teve efeito
siginificativo, optou-se por utilizar o tempo de 4 minutos (nivel “-1” do DCCR) visto que
espera-se que quanto menor o tempo de exposicao ao tratamento, menores serdo as
alteragdes funcionais e nutricionais nos alimentos, além da maior viabilidade financeira.

A determinacdo da AA é uma técnica util para a verificagdo do papel antioxidante dos
alimentos avaliados e que em LH reflete a presenca e atividade de componentes
antioxidantes. As técnicas de ABTS e DPPH s&o alguns dos métodos mais utilizados para
avaliacdo da AA no LH (MARTYSIAK-ZUROWSK; WENTA, 2012), sendo que varios estudos
tém utilizado esses métodos para quantificar a AA nesse alimento (NOGUEIRA et al., 2018;
MARTYSIAK-ZUROWSK; WENTA, 2012; MATOS et al., 2008; TUROLI et al., 2004).

Em se tratando do tratamento de pasteurizagdo lenta (62,5 °C/30 minutos), a AA avaliada
tanto pela utilizagdo do radical livre ABTS, como pelo DPPH reduziu significativamente

(p<0,05) (Figuras 4 A e B). Os achados nesse trabalho corroboram com outros estudos como

o de Silvestre et al. (2008) que avaliaram o efeito da pasteurizagdo lenta (63 °C/30 minutos)
sobre a AA em LH e observaram que a AA era menor em amostras de LHP em relagéo ao

LHC. Em outro estudo realizado por Nogueira et al. (2018), no qual também avaliaram o

efeito da pasteurizagdo lenta (62,5 °C/30 minutos) sobre a AA do LH, foi observado que pelo
método do radical livre DPPH esse tratamento n&o interferiu na AA. Por outro lado, pelo
método de ABTS a AA foi reduzida apds o processamento. A diferenca encontrada entre
esses métodos deve-se que o método por DPPH é menos sensivel, apresenta uma reagao
mais lenta com a maioria dos antioxidantes e o DPPH dissolve-se apenas em matrizes
polares, sendo que o LH contém componentes cujos espectros se sobrepdem com DPPH, ja
o0 método de ABTS mais sensivel, pois o radical utilizado é soluvel em solventes aquosos e
organicos, e reage de forma rapida com antioxidantes, permitindo sua aplicagdo em uma
ampla faixa de pH (CANO et al., 2000).
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Figura 3. Atividades sequestradoras dos radicais ABTS (2,2’-azino-bis (3 etilbenzotiazolina)
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pasteurizado (62,5 °C/30 minutos) e termossonicado (60 °C/4 minutos)
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Tratamentos seguidos de letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa ao nivel de 5% pelo teste
de Tukey.

No que diz respeito ao efeito da TS sobre a AA do LH determinada pelos métodos ABTS
(Figura 3A) e DPPH (Figura 3B), observou-se, em ambos, um aumento significativo (p <0,05)
da AA apos a TS a 60 °C por 4 minutos em relagdo ao LHC (Figuras 4 A e B). De acordo com
Chitgar et al. (2016), o mecanismo de cavitagcédo é responsavel pelo aumento da AA avaliada
in vitro nos alimentos quando submetidos a aplicacdo de US. A formacao e o colapso de
bolhas em torno das particulas levam a ruptura da parede celular, liberando os compostos
com atividade antioxidante e deixando-os mais expostos aos radicais livres sintéticos
(NADEEM et al., 2018; SANTHIRASEGARAM et al., 2014). Um outra explicagdo para o
aumento da AA € que a cavitacdo também é responsavel pela quebra dos glébulos de
gordura no leite, 0 que pode liberar vitaminas lipossoluveis e proteinas bioativas que séo
componentes que geralmente estdo ligados a esses glébulos (BERMUDEZ-AGUIRRE;
MAWSON; BARBOSA-CANOVAS, 2008). Isso pode ser observado ao analisarem outros

componentes do LH como descrito por Czank, Simmer, Hartmann (2010), os quais

verificaram que TS na frequéncia de 20 kHz, poténcia 150 W a 50 °C por 2,8 minutos
resultou em uma maior retengao de imunoglobulina secretora A, lisozima, lactoferrina de 91%,
80%, 77% e 45%, respectivamente em LH.

Na literatura poucos estudos abordaram os efeitos da TS em componentes do LH, porém
comportamentos parecidos diante do processamento por termossonicagdo podem ser
observados em outros alimentos e bebidas, como o suco de macga, onde a atividade
antioxidante total avaliada pelo método do radical livre DPPH aumentou de 86% do suco néo
processado para 103% ao ser aplicado processo de TS a 58 °C por 10 minutos em uma
frequéncia de 24 kHz (SULAIMAN; FARID; SILVA, 2016). Esse resultado também foi
encontrado por Saikia et al. (2015), que verificaram um aumento da atividade antioxidante
total avaliada pelo mesmo método utilizando a TS a 50 °C por 30 minutos em uma frequéncia
de 30 KHz em suco de abacaxi. Zafra-Rojas et al. (2013) também encontram um aumento da
AA pelo método ABTS em suco de péra cacto roxo apos o processo de US, utilizando uma
amplitude de 80%, 1500 W e frequéncia de 20 kHz.

5.2.2 Efeito da termossonicacao sobre a estabilidade do teor de retinol
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Com relacado ao efeito da pasteurizagdo sobre a estabilidade de retinol verificou-se que
nao houve diferenga significativa (p>0,05), ou seja, o retinol é estavel ao bindmio de 62,5 °C
por 30 minutos (Figura 4). Esse resultado vai de acordo com Goes et al. (2002) e Zoeren-
Grobben et al. (1987) que observaram uma estabilidade do retinol apés o mesmo tratamento
térmico. De acordo Godes et al. (2002), o LH pode ser uma matriz muito eficiente para a
protecdo da vitamina A durante a pasteurizagdo. Poiffat e Adrian (1991) sugeriram que uma
explicacdo para a estabilidade da vitamina A € que a caseina desempenha um papel
fundamental na estabilizagdo do retinol para que nédo se degrade com o tempo ou durante os
tratamentos térmicos. Devido a um mecanismo de ligagcao do acido graxo insaturado a micela,
substancias lipossoluveis como o retinol também podem se ligar a caseina. In vitro, o retinol,
por meio de interagdes hidrofébicas, € capaz de se ligar aos residuos de aminoacidos da
caseina. Além disso, sabe-se que micelas de caseina sdo estaveis ao processo de
pasteurizacdo (FOX; BRODKORB, 2008). Em se tratando da TS, quando aplicada a 60 °C
por 4 minutos, o teor de retinol do LH também nao apresentou diferenga significativa em
relacdo ao LHC e LHP (Figura 4).
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Figura 4. Teores de retinol do leite humano cru, pasteurizado (62,5 °C/30 minutos) e

termossonicado (60 °C/4 minutos)
Tratamentos seguidos de letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5% pelo teste

de Tukey

Devido a quantidade limitada LH disponivel por questdes éticas e de logistica, esse estudo
utilizou pequenos volumes para o processamento (40 mL) e, portanto, sugere-se que mais
estudos sejam realizados avaliando volumes maiores, bem como a avaliagcdo do
comportamento especifico de componentes antioxidantes presentes no LH (vitaminas,
enzimas e compostos fendlicos) apds o processo de TS. Mediante a escassez atual de
estudos sobre o efeito da TS nos componentes do LH, esse trabalho podera servir de
subsidio para outros pesquisadores ou profissionais ligados ao BLH conhecerem os
possiveis efeitos da TS sobre o LH e estimular a realizacdo de trabalhos de pesquisa

complementares para preencherem lacunas ainda existentes sobre esse processamento.
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6. CONCLUSAO

A TS pode ser um tratamento promissor para reduzir os patégenos S. aureus, E.coli e
Salmonella em LH. Foi possivel constatar que a TS foi mais efetiva na redugéo da carga
microbiana quando comparada com o tratamento térmico sem ultrassom. No entanto, &
necessario mais estudos para chegar a um bindmio de tempo e temperatura de TS capaz de
inativar totalmente esses patdégenos, assim como determinar qual seria o microrganismos
mais resistente a esse tipo de processamento.

Em relagdo as analises quimicas, foi possivel confirmar que a pasteurizacéo lenta afeta
negativamente a AA avaliada in vitro do LH, em contrapartida, a TS apresentou um efeito
positivo na AA em LH. E em relagao aos teores de retinol, a pasteurizacao lenta e a TS, nas

condi¢des avaliadas, nao afetaram em LH.
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Numero do Parecer: 2.501.022

Apresentagao do Projeto:

O presente projeto vem para corroborar com o uso de novas tecnologias de processamento no leite humano
para verificar sua eficacia na

inativagdo de micro-organismos patogénicos e na redugéio da perda da capacidade antioxidante, acidos
graxos e vitamina A desse alimento em

comparagdo com o tratamento térmico convencicnal, uma vez que estes componentes sio de grande
importincia para o recém nascido.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar o tratamento com ultrassom em comparagao & pasteurizagdo do leite humano tanto em relagéo ao
aspecto microbioldgico quanto ao nutricional.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o pesquisador, o risco potencial desta pesquisa € baixo, uma vez que nio implica em
adogéio de um procedimento que ndo seja rotineiro para a

doagdo de leite humano. Porém, ha possibilidade de risco de constrangimento frente & possibilidade da mie
n&o conseguir ordenhar o volume necessario no momento agendado. Para evitar esse possivel desconforto,
a visita serd agendada com antecedéncia para verificar a possibilidade de realizar a coleta, rotina essa ja
adotada pelos profissionais do BLH. As

Endsrego: Morro co Cruzelro-ICER |1, Sala 28 -PROPP/UFOP

Balrro: Campus Universitario CEP: 35.400-000
UF: MG Municiplo: OURO PRETO
Telefone: (31)3539-1363 Fax: (31)3859-1370 E-mall: cap@propp.ufop.br

Pigina 01 de 03

74



UNIVERSIDADE FEDERAL DE

OURO PRETO

Contirusagho do Pareoer. 2.501.022

pesquisadoras deixardo a méie bem & vontade para, se
preferir, realizé-41a em outro dia, caso néio consiga coletar no dia agendado.
Quanto aos beneficios, as doadoras estardo ajudando a melhorar a qualidade do leite humano do Banco de

Leite.

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Do ponto de vista ético o pesquisador corrigiu todas as pendéncias apresentadas anteriormente.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos de apresentagéo obrigatoria estéio preenchidos corretamente e dentro dos padrdes &ticos.

Recomendagoes:

Bran ™

O projeto apés as corregdes da pesquisadora foi adequado do ponto de vista ético e pode ser aprovado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéio
Informagdes Bésicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/02/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1065592.pdf 16:57:24
Qutros CARTA_RESPOSTA_PENDENCIAS_09| 09/02/2018 |Camila Carvalho Aceito

02_2018.pdf 16:56:58 [Menezes
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Projeto Detalhado / |PROJETO_COM_CORRECOES_SOLIC{ 09/02/2018 |Camila Carvalho Aceito

Brochura ITADAS. pdf 16:55:03 |Menezes

{Investigador

TCLE /Termos de [TCLE_apos_solicitacoes.pdf 09/02/2018 | Camila Carvalho Aceito

Assentimento / 16:54:42 |Menezes

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FolhadeRosto_assinada.pdf 23/01/2018 |Camila Carvalho Aceito
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APENDICE 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Vocé esta sendo convidada para participar como voluntaria de uma pesquisa. Apds receber
os esclarecimentos e as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, vocé
devera assinar este documento em duas vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa, vocé nao sera penalizada de forma alguma.

Em caso de duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com as pesquisadoras,
Camila Carvalho Menezes nos telefones (coordenadora) (31) 98887-2233/3559-1819, Maria
Cristina Passos no telefone (31) 99182-4745 e Paola Machado Parreiras (32) 99140-6068,
inclusive a cobrar. O Comité de Etica em Pesquisa/UFOP poderd esclarecer
questionamentos quantos aos aspectos éticos da pesquisa, por meio do telefone (31) 3559-
1368.

INFORMAGOES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA

A  pesquisa intitulada ‘ULTRASSOM COMO ALTERNATIVA PARA
PASTEURIZAGAO DO LEITE HUMANO: ASPECTOS MICROBIOLOGICOS E
NUTRICIONAIS” tem por objetivo avaliar se o leite humano tratado com ultrassom apresenta
uma qualidade nutricional melhor que o leite tratado com a pasteurizagao lenta em banho-
maria, que é realizada em Bancos de Leite Humano, visto que a pasteurizagéo lenta leva a
perdas de alguns nutrientes importantes para a saude do bebé. Outro objetivo é verificar se o
ultrassom € capaz de eliminar bactérias que causam doencgas nos bebés. Portanto, para
observar a diminuigdo ou nao dessas substancias no leite humano apds o ultrassom e a
pasteurizacao, sua participagdo na pesquisa sera a doagao na primeira etapa de 68 mL de
cada doadora e na segunda etapa 28 mL de cada doadora. As pesquisadoras irao pegar o

seu leite doado direto na sua casa ou local de trabalho, ndo necessitando de nenhum
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deslocamento de sua parte. Vocé devera ordenhar o seu leite manualmente diretamente nos
frascos estéreis que serao entregues pelos pesquisadores responsaveis.

Participando desse estudo vocé estara ajudando a melhorar a qualidade do leite
humano do Banco de Leite e, assim, possibilitara o oferecimento aos prematuros e criangas
com algum tipo de vulnerabilidade que ndo podem obter o leite da prépria mae, a receberem
um leite de melhor qualidade para proteger a saude desses bebés e proporcionar o seu
desenvolvimento adequado.

Vocé nao sofrera nenhum tipo de punicao relacionada ao resultado da pesquisa e os dados
oriundos da sua participagao serao utilizados apenas para os fins propostos no estudo.

Esclarecemos que toda pesquisa envolve um risco inerente. Neste caso, o risco
potencial é considerado baixo, uma vez que ndo implica em adogao de um procedimento que
nao seja rotineiro para a doacgao de leite. No entanto, reconhecemos a possibilidade de risco
de constrangimento frente a possibilidade de ndo conseguir ordenhar a quantia necessaria
no momento agendado. Caso isto ocorra, as pesquisadoras deixarao vocé bem a vontade
para agendar uma nova data para coleta. Além disto, como é feito no Banco de Leite
Humano rotineiramente, nds ligaremos para vocé antes de retornar a sua casa, para
sabermos se sera possivel fazer a coleta. Em relacdo ao momento da coleta, ao identificar
qualquer sinal de complicacdo na mama, encaminharemos vocé ao Banco de Leite Humano
para atendimento, como ja é feito rotineiramente durante o processo de doagéao

Nao havera despesas na sua participacdao na pesquisa e também nao havera nenhum
tipo de ressarcimento, pagamento ou gratificagéo financeira. Todos os dados coletados seréo
mantidos em sigilo respeitando a sua privacidade e ficardo arquivados na ENUT/UFOP sob
responsabilidade da pesquisadora responsavel por 5 anos e logo apds serdo picotados e
enviados para a reciclagem. Os dados obtidos serdo de uso especifico para os propésitos da
pesquisa.

E seu direito negar-se a responder qualquer pergunta do questionario e checklist, recusar-se
a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacao
alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.
Os resultados da pesquisa, sendo favoraveis ou nao, serdo apresentados em forma de
dissertacdo de mestrado, e serdo divulgados em eventos cientificos e na forma de
publicacdo de artigo cientifico em periddico indexado na area, sempre preservando a
identidade e a privacidade das participantes.
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CAMILA CARVALHO MENEZES

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO NA PESQUISA

Eu, ;
RG/CPF , abaixo assinado, concordo em participar do
mencionado estudo intitulado “ULTRASSOM COMO ALTERNATIVA PARA
PASTEURIZAGAO DO LEITE HUMANO: ASPECTOS MICROBIOLOGICOS E

NUTRICIONAIS”. Fui devidamente informada e esclarecida pelas pesquisadoras sobre os

procedimentos da pesquisa, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu

acompanhamento/ assisténcia/tratamento, se for o caso).

Local e data:

Nome e Assinatura:
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APENDICE 2

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 pasteurizagiio do leite humano: aspectos microbiolégicos ¢
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 P6s-Graduagdo
em Saude e Nutrigdo da Universidade Federal de Ouro Preto, sob orientacio e
responsabilidade da professora Dra. Camila Carvalho Menezes, RG: 11.186.262 SSP-MG, do
Departamento de Alimentos da UFOP e coorientagdao das professoras Dra. Maria Cristina
Passos, RG: 15.878.728-6 SSP-SP, do Departamento de Nutrig¢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 participagio dessa
pesquisa;
- No caso do nao 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.

G227

Marcelo Ser, ongalves de Oliveira
Jarcslo S. Gongalves de Olveira
Provedor

\rmandade da Santa Casa da
Misericordia de Ouro Preto
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