
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO 
ESCOLA DE NUTRIÇÃO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM SAÚDE E NUTRIÇÃO 

  
 
 
 
 
 
 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

 

 

 

EFEITO DA TERMOSSONICAÇÃO SOBRE MICRO-ORGANISMOS, ATIVIDADE 
ANTIOXIDANTE E TEOR DE RETINOL NO LEITE HUMANO 

 

 

Paola Machado Parreiras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ouro Preto - MG 

2019



Paola Machado Parreiras 

 
 
 
 
 
 

  
 
 

EFEITO DA TERMOSSONICAÇÃO SOBRE MICRO-ORGANISMOS, ATIVIDADE 
ANTIOXIDANTE E TEOR DE RETINOL NO LEITE HUMANO 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Ouro Preto - MG 

2019 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-

Graduação em Saúde e Nutrição, área de 

concentração Bioquímica e Fisiopatologia da 

Nutrição, como pré-requisito para a obtenção do 

título de Mestre em Saúde e Nutrição. 

Orientadora: Profa. Dra. Camila Carvalho Menezes 

Coorientadoras: Profa. Dra. Luciana Rodrigues da 

Cunha e Profa. Dra. Maria Cristina Passos 

  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  

Dedico esse trabalho a minha mãe por todo seu afeto, incentivo e apoio.   
 



 
 AGRADECIMENTOS 
 
 
Ao Senhor Deus, que me ajudou em todos os momentos que eu mais precisei, me deu força 

e coragem para lutar. Guiou meus passos e sempre esteve ao meu lado. Graças a Ele 

concluo mais uma etapa da minha vida.  

Aos meus pais Sebastião e Edna pelo apoio durante essa caminhada, principalmente minha 

mãe Edna. Obrigada por todo o amor e cuidado!!!! 

As minhas irmãs Vanessa e Carla, pela parceria de sempre, cuidado, amizade e 

companheirismo. 

Aos meus queridos e amados avós José, Francisca (in memoriam), Sebastião e Maria pelo 

exemplo de vida, orações, torcidas e apoio em todos os momentos. 

Agradeço a TODOS os familiares pelo carinho e apoio! 

À minha orientadora, Prof. Dra. Camila Carvalho Menezes pelo voto de confiança, orientação, 

paciência, apoio e pelas contribuições no trabalho. Às Profs. Dra. Luciana Rodrigues e Maria 

Cristina pelo apoio, disponibilidade na co-orientação e pelas contribuições no trabalho.  

Ao Prof. Eduardo por todo auxilio na análise estatítisca.  

Ao Hospital Santa Casa de Misericórdia de Ouro Preto, em especial, ao Banco de Leite 

Humano e a todos os funcionários, pela receptividade e permissão em recrutar as doadoras 

para o desenvolvimento desse estudo. 

A todas as doadoras, que com muita boa vontade se dispuseram a doar o leite. 

A mestre Jaísa, a mestranda Janaina e às alunas de Iniciação Científica, Angélica, Nayara e 

Thaís Falco, Thaís Oliveira e Tarumim. Obrigada pela parceria, dedicação e risadas. 

Aos Laboratórios de Tecnologia de Alimentos, Bromatologia, Nutrição Experimental, 

Microbiologia e Multiusuário da Pós-Graduação, pela concessão de espaço físico e 

equipamentos e a todos os seus técnicos, Bhering, Lourival, Rafael, Bruno, Miliane, Michele, 

Andreia, Gustavo, Reginaldo e Marcilio por toda ajuda e risadas. 

À técnica Ananda do Laboratório de Caracterização Molecular e Espectrometria de Massa 

por toda a ajuda e disponibilidade. 

Ao Laboratório de Imunopatologia do Núcleo de Pesquisas em Ciências Biológicas e a todos 

os seus técnicos, pós-graduandos, graduandos, em especial, a técnica Luciana e a 

Professora Claúdia por toda a disponibilidade. 



Às professoras Marília A. de Oliveira Sírio e Eleonice Moreira Santos pelas contribuições na 

banca de qualificação. E as professoras Ana Íris Mendes Coelho e Fernanda Guimarães 

Drummond e Silva pelas considerações na banca de defesa. 

Aos professores do Programa de Pós-Graduação em Saúde e Nutrição pelos conhecimentos 

transmitidos. 

Ao Programa de Pós-Graduação em Saúde e Nutrição pela oportunidade de crescimento e 

realização profissional. 

À Escola de Nutrição ± ENUT pela concessão de espaço físico, laboratórios e equipamentos. 

À turma do mestrado 2017, onde construí grandes amizades, obrigada por todos os 

momentos felizes. 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior - CAPES pela concessão 

da bolsa de estudos de mestrado. 

A TODOS os amigos, que mesmo com a distância torceram por mim!!! 

À Ouro Preto que me acolheu maravilhosamente. Muito obrigada! 
Termino com a seguinte mensagem: ´Todo caminho possui seus obstáculos e desafios. O 

importante é não se esquecer de fazer escolhas baseadas no amor que sentimos, não no 

medo. E lembremos-nos sempre de que o caminho vai sendo construído conforme 

caminhamos´. 

 



RESUMO 
 
 

O leite humano possui atividade antioxidante e retinol que podem ser influenciados pela 

pasteurização lenta (62,5 °C/30 minutos). A fim de reduzir a degradação da alguns 

componentes que podem ser ocasionadas pelo tratamento térmico convencional, outras 

técnicas de processamento, como a termossonicação têm sido estudadas para preservar a 

qualidade nutricional do alimento processado. No entanto, ainda não há estudos na literatura 

que comparam o efeito pasteurização lenta com a termossonicação sobre a atividade 

antioxidante e os teores de retinol no leite humano. Sobretudo, é necessário avaliar a 

aplicação da termossonicação sobre a inativação de micro-organismos patogênicos 

comumente presentes no leite humano doado. Diante disto, o objetivo do trabalho foi avaliar 

o efeito da termossonicação 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 parâmetros de tempo e temperatura de termossonicação sobre os micro-

organismos supracitados seguindo um delineamento composto central rotacional. Também 

verificou-se o efeito da termossonicação em relação ao tratamento térmico sem ultrassom. A 

segunda etapa consistiu em verificar o efeito da termossonicação a 60 oC/4 minutos sobre a 

atividade antioxidante in vitro pelos métodos ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina) 6-

ácido sulfônico) e DPHH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e sobre o teor de retinol. Para essa 

avaliação utilizou-se os leites cru e pasteurizados (62,5 oC/30 minutos) como controles. 

Observou-se que tanto com a aplicação da termossonicação como no tratamento térmico, há 

uma tendência a estabilidade das contagens de micro-organismos em temperaturas menores, 

sendo que as reduções mais expressivas e contínuas da termossonicação foram a partir dos 

pontos de inflexões das curvas dos modelos ajustados, ou seja, em 53,7 oC, 52,0 oC e 60,9 
oC para S. aureus, E. coli e Salmonella, respectivamente. Além disso, observou-se que a 

termossonicação promoveu maiores reduções decimais dos micro-organismos estudados 

que o tratamento térmico acima das temperaturas de 60 oC, 48 oC e 65 oC para S. aureus, E. 

coli e Salmonella, respectivamente. Em relação a atividade antioxidante, observou-se, em 

ambos os métodos, que a pasteurização reduziu esse componente (p<0,05) e a 

termossonicação a 60 ºC/4 minutos provocou seu aumento (p<0,05) em relação aos 



controles. Já o teor de retinol permaneceu estável tanto após a pasteurização como após a 

termossonicação. 

Palavras-chave: Banco de leite humano; Leite materno; atividade antioxidante; Vitamina A; 

Qualidade microbiológica; 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 oC / 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 oC / 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 oC, 52.0 oC and 60.9 oC 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 oC, 48 oC and 65 oC 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 ºC 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. INTRODUÇÃO 
 

O leite humano (LH) é considerado um sistema biológico funcional e dinâmico, sendo o 

alimento ideal para satisfazer as necessidades nutricionais de recém-nascidos (RN) a termo 

e pré-termo, pois fornece nutrientes como lipídeos, proteínas, carboidratos, vitaminas e 

minerais, além de compostos bioativos como os antioxidantes e fatores imunológicos como 

imunoglobulinas, lactoferrina e lisozima (SOUZA; DELGADILLO; SARAIVA, 2014). Também 

é reconhecido por ser a forma mais completa de nutrição para bebês, conferindo benefícios 

para sua saúde, crescimento, imunidade e desenvolvimento (ILHA et al., 2014).  

Dentre os componentes presentes no LH, a vitamina A tem destacada importância, pois no 

momento do nascimento a reserva corporal desse nutriente encontra-se reduzida no RN 

devido à transferência placentária limitada que impede o transporte de concentrações 

elevadas desse nutriente da mãe 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 imunológico imaturo de RN e 

na visão (JIANG et al., 2016).  

Outro aspecto importante do LH é sua capacidade antioxidante total (CAT), que é 

constituída por antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos como a catalase, superóxido 

dismutase, glutationa peroxidase, vitaminas C e E (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015). 

Esses antioxidantes ajudam na eliminação de espécies reativas de oxigênio (ERO) em RN, já 

que a sua exposição fora do útero exige uma adaptação de um ambiente com baixa para alta 

concentração de oxigênio, levando ao aumento de EROS. Essa elevação de ERO tem 

impacto negativo em doenças neonatais como displasia brônquio pulmonar, retinopatia de 

prematuridade e enterocolite necrotizante (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015; MEHTA; 

PETROVA, 2014). 

O uso do leite humano doado (LHD) é a melhor opção para nutrição do RN que se 

encontra em condições especiais (BORGES et al., 2017). De acordo com Brasil (2008) os 

critérios de prioridade para receber o LHD são: RN prematuro ou de baixo peso que não 

suga, RN que apresente enteroinfecções, RN em nutrição trófica, RN portador de 

imunodeficiência e RN que apresente alergia a proteínas heterólogas. 
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Em se tratando de LHD, seu controle de qualidade microbiológica é de extrema 

importância, a fim de evitar à presença de micro-organismos capazes de acarretar agravos à 

saúde da criança. Segundo as recomendações de Brasil (2006), o LH ordenhado cru que for 

aprovado nas etapas de seleção e classificação, será pasteurizado a 62,5 °C durante 30 

minutos em banho-maria e resfriado em banho contendo água e gelo. Esse processo garante 

a inativação dos micro-organismos patogênicos, que podem ter contaminado o leite no 

momento da ordenha, além da microbiota saprófita. Dessa forma, a pasteurização vem 

sendo um método eficaz para garantir sua qualidade microbiológica (BRASIL, 2008).  

Alguns micro-organismos que podem contaminar o leite devido a procedimentos 

inadequados no momento da ordenha são: Escherichia coli, Staphylococcus aureus e 

Salmonella ssp.  Em geral, as contaminações por E. coli e Salmonella ocorrem como 

resultado de saneamento e manuseio inadequados, enquanto S. aureus existem em 

condições de mastite clínica em mulheres amamentando. Além disso, é uma bactéria 

presente na orofaringe dos seres humanos, e sua presença no LH pode ser devido a uma 

contaminação secundária a partir da pele e fossas nasais, ou devido a condições higiênico-

sanitárias insatisfatórias dos utensílios utilizados (MEDIANO et al., 2017; VIAZIS; FARKAS; 

JAYKUS, 2008; ALMEIDA, NOVAK, SILVA;1998).  

Embora a pasteurização lenta seja efetiva na eliminação de micro-organismos patogênicos, 

ela pode ter efeitos prejudiciais no alimento submetido a esse processo (BRASIL, 2008). 

Estudos vêm mostrando que a pasteurização lenta afeta alguns componentes antioxidantes 

presentes no LH como a diminuição da glutationa peroxidase (SILVESTRE et al., 2008), 

capacidade antioxidante total (NOGUEIRA et al., 2018; SILVESTRE et al., 2008) e de 

vitamina C (MOLTÏ-PUIGMARTË et al., 2011). E em relação a vitamina A, alguns estudos 

mostram que o seu teor reduz com a pasteurização (OLIVEIRA e MARINHO, 2010; RIBEIRO 

et. al., 2005) e, em outros, observaram uma estabilidade dessa vitamina (GÓES et al, 2002; 

ZOEREN-GROBBEN et al., 1987). 

Devido à perda da atividade antioxidante e possível redução de vitamina A do LH em 

decorrência da pasteurização, é imprescindível investigar métodos de tratamento para avaliar 

a inativação de micro-organismos patogênicos e, ao mesmo tempo, preservar suas 

propriedades benéficas à saúde dos bebês. A aplicação de tecnologia de processamento não 

convencionais como o ultrassom (US) é de grande interesse na pesquisa e na indústria de 

alimentos, principalmente como uma alternativa ao tratamento térmico convencional. Trata-
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se de processo baseado em ondas sonoras de frequência 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 microbiológica final 

do produto. Ele pode ser usado sozinho ou combinado com outras tecnologias como 

temperatura (termossonicação), pressão (manossonicação) e pressão e calor 

(manotermossonicação) (AWAD; MOHARRAM, 2012; DEMIRDÖVEN; BAYSAL, 2008).  

Os mecanismos de inativação de micro-organismos pelo US ocorrem devido ao processo 

de cavitação gerado pelas ondas de sonicação (BUTZ; TAUSCHER, 2002). Esse processo é 

responsável pela geração de várias bolhas em ciclos contínuos de implosões e explosões 

gerando uma elevação local da temperatura e pressão e, consequentemente, uma ruptura 

das membranas celulares de micro-organismos (HALPIN et al., 2014; CHEMAT; HUMA, 

KHAN, 2011; JAMBRAK et al., 2009). 

Considerando a importância da AA e vitamina A para a saúde dos lactentes, associada à 

escassez de informações disponíveis quanto ao uso da termossonicação (TS) no 

processamento do LH, esse estudo vem contribuir com resultados que poderão servir como 

subsídios para o uso da TS nesse alimento. Sendo assim, faz-se necessário avaliar o 

comportamento da aplicação da TS sobre a inativação de micro-organismos patogênicos 

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 TEÓRICO 
 

2.1 LEITE HUMANO 

 

O LH é um produto proveniente da glândula mamária e não é visto apenas como um 

alimento, mas também como um sistema biológico funcional e dinâmico que fornece 

nutrientes, compostos bioativos e fatores imunológicos, promovendo crescimento e 

desenvolvimento adequado de RN (SOUZA; DELGADILLO; SARAIVA, 2014).  

O LH pode ser classificado, de acordo com a fase da lactação, em colostro, de transição e 

maduro. No geral, o colostro pode ser produzido em pequena quantidade do nascimento até 

o sétimo dia pós-parto. O leite de transição do sétimo ao décimo quarto dia pós-parto e o 

leite maduro a partir do décimo quarto dia pós-parto (BRASIL, 2008). O colostro é um leite 

rico em componentes imunológicos como as imunoglobulinas secretoras, lactoferrina e 

leucócitos e fatores de desenvolvimento como o fator de crescimento epidérmico. Em relação 

a alguns micronutrientes, o sódio, cloreto e magnésio apresentam-se em níveis elevados. Os 

minerais potássio e cálcio estão presentes em menores quantidades no colostro do que no 

leite maduro (BALLARD; MORROW, 2013). Além disso, o colostro contém baixas 

concentrações de lactose e lipídeos e alta concentração de proteína quando comparado ao 

leite maduro, mostrando que suas funções primárias são imunológicas e tróficas em vez de 

apenas nutricionais. A concentração de vitaminas hidrossolúveis no colostro é baixa, mas 

com o decorrer da lactação a concentração aumenta. No entanto, as concentrações de 

vitaminas lipossolúveis no colostro são maiores e sofrem redução com o decorrer da lactação 

(CALIL; FALCÃO, 2003). 

Em relação aos macronutrientes presentes no LH, as proteínas desempenham funções 

nutritivas e não nutritivas como anti-infecciosas, anti-inflamatórias, imunomoduladoras, 

enzimas, hormônios, fatores de crescimento, além de poderem estimular a absorção de 

nutrientes (CALIL; FALCÃO, 2003). Existem três grupos de proteínas presentes no leite, que 

são as do soro, as proteínas da mucina e as caseínas. As do soro estão presentes em 

solução, as mucinas se encontram nas membranas dos glóbulos de gordura do leite e as 

caseínas em micelas suspensas em solução. Essas últimas apresentam-se como  Į, ȕ e ț-

casetna, sendo que ț-caseína estabiliza as Į e ȕ-caseínas insolúveis, formando uma 

suspensão coloidal. Em se tratando das proteínas do soro, esse grupo é composto por Į-
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lactalbumina, lactoferrina, IgS, albumina sérica e lisozima, e estão presentes em quantidades 

significativas (ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015). 

O principal carboidrato presente no leite é a lactose, um dissacarídeo composto por 

glicose e galactose, cuja concentração vai aumentando de acordo com o estágio da lactação 

que a nutriz se encontra (CALIL; FALCÃO, 2003). Os oligossacarídeos também constituem 

uma fração importante na composição dos carboidratos no LH e, como não são digeríveis 

pelo trato gastrointestinal do lactente, sua função é de nutrir a sua microbiota intestinal, ou 

seja, funcionam como prebióticos incentivando o crescimento de bactérias benéficas, como 

Bifidobacterium infantis. Dessa forma, os oligossacarídeos desempenham um papel 

fundamental na redução do risco de infecções neonatais, diarreias e doenças do aparelho 

respiratório (ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015).  

Os lipídios presentes no LH têm recebido uma maior atenção devido a importância para a 

saúde dos recém-nascidos, pois têm funções estruturais, energéticas e bioativas com o 

fornecimento de ácidos graxos  poli-insaturados, vitaminas lipossolúveis e compostos 

bioativos (MOSCA; GIANNÌ, 2017). Os principais ácidos graxos do LH que têm recebido 

maior atenção são ácido docosaexaenoico e ácido araquidônico, ácidos graxos poli-

insaturados e comumente associados à melhora do desenvolvimento infantil, especialmente 

em crianças prematuras (HADLEY et al., 2016). Esses ácidos graxos concentram-se no 

cérebro e na retina, especialmente durante o último trimestre de gestação e nos primeiros 

meses de vida. O ácido linoleico conjugado pode ter propriedades imunomoduladoras e anti-

inflamatórias (NOVAK; INNIS, 2011).  

No que diz respeito aos micronutrientes, as principais vitaminas do LH são as vitaminas do 

complexo B e as vitaminas A, C, D e K. Entre os minerais, os mais importantes são fósforo, 

cloro (exceto no leite maduro), magnésio, cobre, ferro, zinco (exceto no colostro) e selênio 

(ANDREAS; KAMPMANN; LE-DOARE, 2015). A maioria dos minerais apresenta uma melhor 

biodisponibilidade do que no leite de vaca ou fórmula infantil, sendo sua utilização mais 

eficiente pelo organismo dos bebês (SOUZA; DELGADILLO; SARAIVA, 2014). Alguns 

micronutrientes como vitaminas A, B1, B2, B6, B12, D e o mineral iodo tem maior variação 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 têm amplos efeitos no trato 

intestinal e sistemas vascular, nervoso e endócrino. Também contém uma diversidade de 
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células, incluindo macrófagos, células T, células-tronco e linfócitos que protegem o RN contra 

infecções e inflamações. Além disso, o colostro é enriquecido com fatores imunes que 

ajudam a garantir a sobrevivência infantil (BALLARD; MORROW, 2013). 

 

2.2 VITAMINA A NO LEITE HUMANO  

 

A vitamina A é um micronutriente lipossolúvel que está presente na forma pré-formada em 

alimentos de origem animal e é absorvida como retinol, sua forma ativa e que possui 

atividade metabólica. No corpo, o retinol pode ser convertido em retinal e ácido retinóico, 

outras formas ativas dessa vitamina (CAMPOS; ROSADO, 2005). Já em alimentos de origem 

vegetal, como frutas e hortaliças de coloração amarelo alaranjada, são encontrados as 

proYitaminas A como Į e o ȕ - caroteno e a ȕ - 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 fração lipídica do leite, como ésteres de retinil, 

principalmente palmitato de retinil (DROR; ALLEN, 2018). Sua importância está relacionada à 

capacidade de promover o crescimento e a diferenciação de tecidos epiteliais, incluindo os 

da pele, intestinos e pulmões. Além disso, essa vitamina também desempenha importante 

papel no sistema imunológico e na visão (LIMA et al., 2017).  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (2009), a deficiência de vitamina A é um 

problema nutricional de saúde pública, principalmente em países em desenvolvimento. Essa 

deficiência atinge especialmente mulheres grávidas e crianças, sendo grupos de indivíduos 

que apresentam requerimentos desse nutriente. Segundo Gurgel et al. (2018) a baixa renda 

e a falta de acesso a fontes alimentares de vitamina A são determinantes para o risco dessa 

deficiência, que em crianças brasileiras menores de 5 anos, em 2015, era de 17,4% em 

média, sendo  de 21,6% na região Sudeste, 19% na região Nordeste, 11,8% na região 

Centro-Oeste 11,8%, de 10,7% na região Norte e de 9,9% na região Sul (BRASIL, 2015). 

É importante ressaltar que as concentrações de retinóides circulantes estão relacionadas 

com a ingestão materna e uma inadequação dessa vitamina irá afetar a quantidade que será 

transportada da placenta para atingir o feto (COMPTOUR et al., 2016; SPIEGLER et al., 

2012). O feto começa a acumular vitamina A a partir do terceiro trimestre de gestação, porém 

a transferência placentária é limitada devido ao controle homeostático materno que impede o 

transporte de concentrações elevadas desse nutriente da mãe para o filho. Portanto, o 
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recém-nascido apresenta uma limitada reserva hepática de vitamina A (DEMINICE et al., 

2018; SILVA et al., 2010). Diante disso, bebês prematuros irão apresentar níveis plasmáticos 

menores desse nutriente em comparação a bebês a termo devido a interrupção precoce da 

transferência placentária (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 ingestão dietética ou reserva hepática adequada de vitamina A, bem como 

produção de leite em volume adequado (GURGEL et al., 2018; SOUZA et al., 2012).  

A vitamina A possibilita o crescimento rápido e desempenha papel no sistema imunológico 

do lactente (GURGEL et al., 2018). A deficiência subclínica dessa vitamina pode propiciar 

doenças infecciosas levando a quadros de imunodeficiência de origem nutricional como 

displasia broncopulmonar, dificuldades respiratórias, retinopatia da prematuridade e doenças  

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 contribuição para o sistema imunológico do recém-nascido, o 

LH também possui uma importante atividade antioxidante que é constituída por antioxidantes 

enzimáticos como a catalase, superóxido dismutase, glutationa peroxidase e não enzimáticos 

como vitaminas C e E. Esses antioxidantes auxiliam na eliminação de ERO em lactentes. O 

estresse oxidativo é consequência do desequilíbrio entre a oxidação induzida por ERO, 

espécies de nitrogênio reativo (ENR) e o sistema de defesa antioxidante que é formado por 

moléculas endógenas e exógenas (obtidas a partir da dieta) (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 

2015; AYCICEK et al., 2006). 

Antioxidantes podem ser definidos como moléculas que evitam a oxidação de um sistema 

biológico ou químico. Podem possuir uma estrutura química que possibilita uma reação de 

eliminação de EROS e/ou a quelação de metais redox ativos (FRAGA et al., 2014). De 

acordo com Mutinati et al. (2014) e Matos, Ribeiro e Guerra (2015), EROS são moléculas 

altamente reativas contendo um ou mais elétrons não pareados que doam ou ganham 

elétrons de outras moléculas para conseguir o emparelhamento deles e gerar uma 

substância mais estável. Quando produzidas em quantidades fisiológicas, as ERO se 
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comportam como mediadores fundamentais de algumas funções celulares, porém, quando 

produzidos em excesso, induzem o estresse oxidativo, levando a lesão 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 reação em cadeia com o radical, denominados como 

antioxidantes doadores (FRAGA et al., 2014; POWER; JAKEMAN; FITZGERALD, 2013). 

A exposição do RN fora do útero requer uma adaptação de um ambiente que apresenta-se 

com baixa concentração de oxigênio (O2) para um com alta. Essa condição aumenta as vias 

metabólicas aeróbicas e provoca efeitos tóxicos nos tecidos, mudanças celulares e aumento 

de EROS (SANDAL et al., 2013). Em neonatos e crianças, o estresse oxidativo tem sido 

relacionado a problemas de saúde como displasia brônquio pulmonar, retinopatia de 

prematuridade e enterocolite necrotizante. Para que isso não ocorra é necessário um 

equilíbrio entre a produção de ERO e a atividade antioxidante, visto que o estresse oxidativo 

aparece se a produção de EROS não for equilibrada por um sistema anti oxidativo adequado 

(MUTINATI et al., 2014). 

A determinação da AA no LH pode ser pelo métodos de ABTS (2,2¶-azino-bis 3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico), DPPH (2,2difenil-1-picril-hidrazil) e ORAC (Oxygen 

radical absorbance capacity) (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015; SÁENZ et al., 2009). Em 

um estudo realizado por Martysiak-ĩuroZska 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 explicação para esse fato é que o método por DPPH é menos sensível, 

apresenta uma reação 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 

sobrepõem com DPPH, o que pode distorcer significativamente a medição 

espectrofotométrica.  De acordo Cano et al. (2000), o ABTS é solúvel em solventes aquosos 

e orgânicos, e reage de forma rápida com antioxidantes, permitindo sua aplicação em uma 

ampla faixa de pH. Essas características conferem a esse método maior eficiência para a 

determinação da atividade antioxidante em matrizes alimentares lipofílicas e hidrofílicas.  

Como o ABTS e DPPH, o ORAC pode ser utilizado para medir a AA de amostras 

biológicas, suplementos e alimentos. O componente iniciador radical deste ensaio é o 
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dicloridrato de 2,20-azobis (2 amidinopropano) (AAPH), um iniciador de ERO que é solúvel 

em água e que se decompõe espontaneamente a 37 qC para gerar dois radicais centrados 

no carbono que reagem com o oxigênio para formar o peróxido de hidrogênio, comumente 

presente na biologia humana (SÁENZ et al., 2009). O ensaio ORAC limita-se a medir a 

atividade de componentes no leite que atuam como antioxidantes pela eliminação de radicais 

peróxido de hidrogênio (ELISIA; KITTS, 2011). 

 

2.4 QUALIDADE MICROBIOLÓGICA 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 decorrência de procedimentos 

inadequados no momento da extração 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 patogênica gram-positiva e possui mecanismo eficaz na 

formação de biofilmes que permite a sobrevivência em condições adversas e que em 

elevadas concentrações, pode formar a enterotoxina, que é resistente à pasteurização. A 

intoxicação alimentar por S. aureus resulta da ingestão dessas enterotoxinas pré-formadas 

em alimentos (SANTOS et al., 2007). Esse patógeno está presente na orofaringe de seres 

humanos e também pode ser encontrado em casos de mastite em mulheres que 

amamentam. Sendo assim, sua presença em LH pode ser devido a uma contaminação 

secundária 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 gênero Escherichia. Os 

virotipos patogênicos estão envolvido com doenças como gastroenterite, meningite, infecção 

das vias urinárias e sepse. Suas estirpes enteropatogênicas são as principais causas de 

diarreia aguda (FERNANDES; FRANÇA-BOTELHO, 2015). Além disso, a E. coli compõe o 

grupo dos coliformes que é constituído pelos coliformes totais, incluindo bactérias gram-

negativas não esporuladas, fermentadoras de lactose com produção de ácido e gás. Seu 

subgrupo, coliformes fecais, tem como habitat natural o trato gastrointestinal de animais 

homeotérmicos e, quando presentes em alimentos, é indicativo de contaminação por falta de 

técnicas de higiene adequadas e de saneamento básico. Essa bactéria é encontrada com 
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maior frequência em alimentos e, dentre os micro-organismos que constituem os coliformes 

fecais, é um indicador para a presença de patógenos entéricos em alimentos, bem como em 

LH ordenhado (NOVAK; ALMEIDA, 2001).  

A Salmonella é uma bactéria gram-negativa que está entre os agentes patogênicos mais 

frequentemente encontrados em surtos de toxinfecção de origem alimentar, tanto em países 

desenvolvidos como em desenvolvimento. A forma de disseminação da infecção é 

interpessoal e por meio de alimentos contaminados. Logo, a sua presença em LH pode ser 

devido a técnicas inadequadas de higiene pela doadora. As diarreias agudas causadas por 

água ou alimentos contaminados com esse patógeno constituem as principais síndromes das 

salmoneloses, que são responsáveis por elevada taxa de mortalidade e morbidade infantil 

(ÁVILA; GALLO, 1996). 

Diante da importância de ofertar um leite isento de patógenos para recém-nascidos, os 

BLH realizam a pasteurização desse alimento com a finalidade de eliminar micro-organismos 

que possam ter contaminado o leite devido a técnicas inadequadas de coleta, extração 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 período, o objetivo do 

BLH era apenas realizar a coleta e distribuição 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 implantação de mais 5 unidades apenas. Com o desenvolvimento do 

Programa Nacional de Incentivo ao Aleitamento Materno, a partir de 1985, os BLH 

começaram a desempenhar ações de promoção, proteção e apoio à amamentação, 

expandindo-se por todo o país (MAIA et al., 2006).  

Os BLH são serviços especializados responsáveis tanto por ações de promoção, proteção 

e apoio ao aleitamento materno, quanto pela execução das atividades de coleta, 

processamento, controle de qualidade e distribuição de maneira que garanta a sua 

segurança microbiológica e a sua melhor qualidade nutricional para o bebê (BRASIL, 2008). 

Juntamente com os BLH, os Postos de Coleta do Leite Humano (PCLH) desempenham 

ações de promoção, proteção, apoio ao aleitamento materno, realização de atividades de 
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coleta de LH e sua estocagem, porém não executam as atividades de processamento do 

LHD, pois é uma função exclusiva dos BLH.  Os PCLH estão vinculados a um serviço de 

saúde ou ao próprio 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 situações como a prematuridade e internações do RN em unidades neonatais, 

podem levar a dificuldades na manutenção do aleitamento materno. Desta forma, o uso do 

LHD é a melhor opção para nutrição do RN que se encontra em condições especiais 

(BORGES et al., 2017; SOUZA; DELGADILLO; SARAIVA, 2014). De acordo com Brasil 

(2008), a doação de LH para os BLH pode ser realizada por nutrizes saudáveis que 

apresentam excesso na produção láctea e que se dispõe a doar o excedente. Além disso, 

nutrizes que extraem o LH para a estimulação da produção láctea e consumo de seus filhos 

também podem ser consideradas doadoras. 

O Manual ³Banco de Leite Humano: Funcionamento, PreYenomo e Controle de Riscos´ 

publicado em 2008 pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) baseado na 

resolução RDC nº 171 da ANVISA (2006) foi desenvolvido para ser um material de apoio aos 

profissionais na realização dos procedimentos realizados no BLH. Segundo esse documento, 

o leite humano cru (LHC) coletado no domicílio das doadoras ou BLH, deve ser congelado no 

máximo por 15 dias a uma temperatura máxima de -3 ºC. Quando a extração do LH ocorrer 

no domicílio, 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 ºC e 

em seguida, o leite deve ser selecionado e classificado. A seleção consiste na verificação da 

presença de sujidades, avaliação das condições da embalagem, da cor e off-flavor e a 

classificação compreende averiguar o período de lactação, a acidez e o conteúdo energético. 

Após essas duas etapas, a pasteurização é realizada a 62,5 ºC por 30 minutos, após o 

tempo de pré-aquecimento. Em seguida, o leite humano pasteurizado (LHP) é resfriado, em 

banho contendo água e gelo, até alcançar uma temperatura igual ou inferior a 5 ºC. O LHP 

pode ficar armazenado por até 6 meses a uma temperatura de no máximo -3 ºC ou mantido 

sob refrigeração por um período máximo de 24 horas, a temperatura limítrofe de 5 ºC 

(BRASIL, 2008). 
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2.6 PASTEURIZAÇÃO EM BANCO DE LEITE HUMANO 

 

 A pasteurização representa uma alternativa eficaz para garantir a segurança 

microbiológica do LH. Adota-se como referência a inativação térmica do micro-organismo 

mais termoresistente, a Coxiella burnetii, uma vez que foi observado que o binômio 

temperatura de inativação x tempo de exposição capaz de inativar esse microrganismo pode 

garantir que os demais patógenos também estarão termicamente inativados. O leite 

ordenhado cru e aprovado pelo controle de qualidade deve ser pasteurizado a 62,5 oC por 30 

minutos (pasteurização lenta) após o tempo de pré-aquecimento. Esse tratamento térmico 

não visa a esterilização do leite, mas uma letalidade que assegure a inativação de 100% dos 

micro-organismos patogênicos passíveis de estarem presentes devido a contaminação 

primária ou secundária e também 99,99% da microbiota saprófita ou normal (BRASIL, 2008).   

Nas Redes de Banco de Leite Humano o controle de qualidade microbiológica segue o 

que é preconizado para alimentos que institui a utilização de micro-organismos indicadores 

de qualidade sanitária. Diante disso, os grupos dos coliformes têm sido usados por serem de 

cultivo simples, economicamente viável e seguro, o que minimiza a possibilidade de 

resultados falso-negativos (BRASIL, 2008). No entanto, apesar da pasteurização ser 

fundamental para inativar micro-organismos patogênicos, esse tratamento pode interferir na 

qualidade nutricional e reduzir alguns compostos bioativos presentes no LH como proteínas, 

oligossacarídeos, ácidos graxos e fatores de crescimento ( MOLTÓ-PUIGMARTÍ et al., 2011; 

DONAVAN, 2006). 

 

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

O processo de pasteurização do leite assegura a distribuição de um alimento livre de 

micro-organismos patogênicos 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 pasteurização lenta (63 

ƕC/30 minutos) em marcadores de estresse oxidativo como a glutationa, atividade da 

glutationa peroxidase, malondialdeído e AA em LH, comparando com com o LHC. A 

concentração de malondialdeído era a mesma em ambas as amostras, enquanto houve uma 
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diminuição na concentração 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 

pasteurização lenta sobre a AA do LH, foi observado que pelo método do radical livre DPPH 

o a pasteurização não interferiu na AA. Por outro lado, pelo método de ABTS a AA foi 

reduzida após esse processamento. Romeu-Nadal et al. (2008) observaram que a 

pasteurização lenta acarretou em uma redução da vitamina C e tocoferol, indicando que o 

LHP tem menos atividade antioxidante que o leite recebido diretamente da mãe.  

Em se tratando do retinol os estudos ainda são muito controversos sobre o real efeito da 

pasteurização lenta nessa vitamina. Oliveira e Marinho (2010) encontraram uma redução de 

retinol no leite LHP. Ribeiro et al. (2005) também verificaram que a concentração de retinol 

no leite apys a pasteuri]aomo foi redu]ida. Inicialmente, apresentaYa 55,4�34,0 ȝg/100 mL, 

enquanto que a presenoa no leite processado foi de 36,6�26,1 ȝg/100 mL, correspondendo a 

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

observaram uma estabilidade do retinol após o processamento de 63 ƕC por 30 minutos. 

A pasteurização lenta pode provocar alterações nos alimentos de acordo com a 

sensibilidade de cada componente ao calor e com a intensidade do binômio tempo x 

temperatura, podendo levar a desnaturação de proteínas, inativação de enzimas, oxidação 

de lipídios e alteração na composição de vitaminas (BORGO et al. 2015). Visto isso, é 

importante estudar outras técnicas de tratamento que seja possível preservar os 

componentes que são perdidos durante a pasteurização lenta. 

 

2.7 ULTRASSOM 

 

2.7.1 Definição 

 

O US é definido como ondas sonoras que ultrapassam a audição humana e é considerado 

uma tecnologia emergente desenvolvida para melhorar a qualidade do alimento submetido a 

outros tipos processamentos, além de garantir a sua segurança. A aplicação do US para 

processamento de alimentos, análise 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 frequência maior que 100 kHz com potência inferior a 1 

W·cm2 e é utilizado como técnica analítica para fornecimento de informações relacionadas as 

propriedades físico-químicas dos alimentos, por exemplo: amadurecimento, teores de 

açúcares e acidez. Essas análises são aplicadas para monitoramento de produtos 

alimentares durante o processamento e armazenamento para garantir a sua qualidade e 

segurança. Essa tecnologia é usada em alguns produtos alimentícios para controle de 

qualidade de vegetais e frutas frescas em pré e pós-colheita, queijo durante o 

processamento, óleos de cozinha comercial, produtos de panificação e cereais, géis 

alimentícios, e alimentos gaseificados e congelados. Além disso, o US em baixa energia 

pode ser utilizado para detecção de adulteração de mel e avaliação do estado de agregação, 

tamanho e tipo de proteína (AWAD et al., 2012). Já o US de alta energia utiliza frequência 

entre 20 e 100 kHz com potência superior a 1 W·cm
í2

, normalmente numa faixa entre 10 e 

1000 W.cm
í 2

, na qual é utilizada para induzir alterações nas propriedades físicas, químicas e 

bioquímicas dos alimentos. Essa tecnologia tem sido usada como alternativa aos 

processamentos convencionais de alimentos para controle na microestrutura e mudanças 

nas características de textura de produtos gordurosos, emulsificação, modificações das 

propriedades funcionais de proteínas alimentares, inativação da atividade enzimática e de 

micro-organismos patogênicos, congelamento, descongelamento, liofilização, secagem e 

facilitando a extração de diversos alimentos e componentes bioativos (ARVANITOYANNIS; 

KOTSANOPOULOS; SAVVA, 2015; AWAD et al., 2012; SORIA; VILLAMIEL, 2010).  

O US é caracterizado pela produção de ciclos repetidos de compressão e descompressão, 

denominados de cavitação acústica, que é o processo de formação de bolhas, crescimento e 

seu colapso em líquidos expostos a ondas ultrassônicas em baixa frequência (20-100 kHz) e 

alta potência (10-1000 W/cm). O colapso das bolhas geram elevações da temperatura local e 

pressões acarretando em uma alta taxa de cisalhamento e em micro-correntes que podem 

contribuir para inativação enzimática e microbiana. A cavitação pode ser dividida em dois 

tipos, transitória e estável. A primeira está relacionada às bolhas de cavitação, que contém 

gás ou vapor, sofrem oscilações irregulares e impelem produzindo assim altas pressões que 

podem desintegrar as células biológicas e desnaturar enzimas. Essas bolhas também 

produzem forças de cisalhamento e jatos líquidos no solvente usado, podendo gerar energia 

para danificar fisicamente a parede ou a membrana celular. Já o segundo tipo de cavitação 
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se refere às bolhas que oscilam de forma regular para muitos ciclos acústicos. Essas bolhas 

conduzem a uma micro-corrente no líquido ao redor, que também podem levar ao estresse 

nas espécies microbianas (CHEMAT; HUMA; KHAN, 2011). 

De acordo com Demirdöven e Baysal (2008), o US pode ser utilizado sozinho ou 

combinado com outras tecnologias como calor (termossonicação), pressão 

(manossonicação) e pressão com calor (manotermossonicação). TS é considerada para 

reduzir temperatura e tempo de processamento em processos de pasteurização ou 

esterilização. A redução do tempo e/ou temperatura de processamento pode resultar na 

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

 
 
2.7.2 Efeito do ultrassom na inativação de micro-organismos patogênicos  

 

 

Pasteurização é um tratamento térmico usado para inativar micro-organismos em produtos 

alimentares. Existem dois tipos clássicos de pasteurização: lenta (Low Temperature Long 

Time - LTLT), 63oC/30 minutos e pasteurizaçmo ripida (High Temperature and Short Time - 

HTST, 75-120oC/15 segundos) (RODAS et al., 2014). Para que a pasteurização lenta seja 

um método eficaz é necessário expor o alimento ao aquecimento por um longo tempo, o que 

leva à perda das suas propriedades funcionais, valor nutricional e características sensoriais. 

Métodos de conservação de alimentos como a alta pressão, radiação ionizante, campo 

elétrico pulsado, microfiltração, radiação ultravioleta e US em alta energia combinados ou 

não com o tratamento térmico, podem inativar micro-organismos patogênicos e, quando 

associados ao tratamento térmico, podem reduzir o tempo que o alimento é 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 pasteurização 

em leite de vaca com 3,4% de gordura na eliminação de micro-organismos patogênicos. 

Nesse estudo, os autores avaliaram a estabilidade de E. coli, Listeria monocytogenes e 

Pseudomonas fluorescens quando processado por sonicação na frequência de 20 kHz e 

potência 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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sonicação houve uma eliminação de 100% de E. coli e 99% de L. monocytogenes. E, para P. 

Fluorescens, após 5 minutos de tratamento, foi observado a eliminação de 100% desse 

patógeno. Esses autores concluíram que o tratamento do leite com US é capaz de eliminar 

totalmente esses patógenos em leite vaca. 

Marchesini et al. (2015) avaliaram diferentes combinações de amplitude (70 a 100%) e 

duração (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 frequência de 24 kHz e potência de 400 W. Todos os 

micro-organismos testados obtiveram um aumento na redução logarítmica (log) com o 

aumento do valor D (tempo de exposição). O tratamento com 100% de amplitude e 300 

segundos de exposição acarretou em uma redução da população 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 deterioração 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  

redução decimal no tempo de sonicação mais longo. 

Em estudo que usou a TS para a inativação de patógenos no leite de vaca, Berm~dez-

Aguirre et al. (2009) constataram que a TS à frequência de 24 kHz, potência de 400 W, 120 

ȝm de amplitude, a 63 °C e analisadas nos tempos de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos foi 

eficaz para a inativação 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 

inativação alcançando de 2,5 log de redução e, quando o teor de gordura diminuía, a 

inativação 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 redução da população microbiana, 

respectivamente.  

Em outro estudo realizado por Czank, Simmer e Hartmann (2010) com LH foi avaliado o 

efeito do tratamento com US à 20 kHz e 500 W e da TS à 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 sonicação (4 oC) reduziu os níveis 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 patógenos. Esses autores concluíram que, apesar do US ter sido eficaz na 

redução da E. coli e do S. epidermidis no LH, o S. epidermidis apresentou mais resistência 
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ao tratamento com US, no entanto, quando foi aplicado a TS, o S. epidermidis apresentou 

uma maior redução quando comparada ao US.  

  

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

A pasteurização lenta é capaz de garantir a segurança do alimento, porém, em altas 

temperaturas, pode ter um efeito negativo nas propriedades físico-químicas e em nutrientes 

termossensíveis, 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 pasteurização 

(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 são escassos. Devido 

a isso, esse item dará um destaque a estudos feitos com outros alimentos, especialmente, 

sucos de frutas. 

Ordónez-Santos et al. (2017) observaram em suco de groselha um aumento de compostos 

fenólicos a medida que aumentava o tempo de sonicação (10 minutos = 4,30%, 20 minutos = 

8,87% e 40 minutos = 14,60%) quando aplicado US à frequência de 42 kHz e potência de 

240 W. Já a vitamina C apresentou um comportamento contrário, pois quanto maior o tempo 

de sonicação, maior era sua redução. A degradação do ácido ascórbico pode estar 

relacionada aos processos de oxidação gerados durante os tratamentos ultrassônicos. 

Em relação a estudos usando a TS, em um trabalho realizado por Sulaiman, Farid e Silva 

(2016) em suco de maçã, foi observado que a atividade antioxidante total avaliada pelo 

método do radical livre DPPH aumentou de 86% (suco não processado) para 103% (suco 

termosonicado) ao ser aplicado processo de TS a 58 oC por 10 minutos em uma frequência 

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 oC por 

30 minutos em uma frequência de 30 KHz em suco de abacaxi.  Zafra-Rojas et al. (2013) 

também encontram um aumento da AA pelo método ABTS em suco de pêra cacto roxo após 

o processo de US, utilizando uma amplitude de 80%, 1500 W e frequência de 20 kHz 

Uma explicação para o aumento da atividade antioxidante avaliada in vitro nos alimentos 

submetidos à aplicação de US é que esse processo leva ao fenômeno de cavitação, que 

ocasiona a liberação desses componentes da parede celular, por meio do colapso em torno 
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de partículas, 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 sonicação utilizado para o processo de TS, Keenan et al. 

(2012) e Rawson et al. (2011) constataram que em tempos longos de sonicação ocorria uma 

maior degradação de componentes nos alimentos avaliados. Em suco de melancia a 10 

minutos de TS o teor de fenólicos totais, ácido ascórbico e licopeno foram reduzidos quando 

comparados ao suco não processado. Já no tempo de 6 minutos não apresentou esse efeito 

negativo para esses componentes (RAWSON et al., 2011). E em relação à AA, pelo método 

de DPPH, Keenan et al. (2012) encontraram uma redução no tempo de 10 minutos quando 

comparada ao tempo de 3 minutos de sonicação em smoothies de frutas.  A temperatura é 

outro fator que pode interferir negativamente sobre os componentes de alimentos submetidos 

à TS. De acordo com Zhu et al. (2017), o aumento da temperatura favoreceu a degradação 

de antocianinas em suco de mirtilo. Ainda não existem na literatura estudos avaliando efeito 

do US ou da TS sobre o retinol. 
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3. OBJETIVO 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da termossonicação na inativação 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 ESPECÍFICOS 

 

x Avaliar o efeito da aplicação dos tratamentos térmicos na inativação dos micro-

organismos supracitados. 

x Comparar o efeito dos processamentos térmicos e de termossonicação sobre os 

micro-organismos estudados. 

x Verificar o efeito da pasteurização lenta (62,5 qC/ 30 minutos) sob a atividade 

antioxidante e teor de retinol do LH. 

x Verificar o efeito da termossonicação sob atividade antioxidante e o teor de retinol do 

LH. 
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4. MATERIAS E MÉTODOS 
 
 

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

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

 

 
Figura 1. Fluxograma que descreve as duas etapas do experimento 
LH = leite humano; TS = Termossonicação; DCCR = Delineamento Composto Central Rotacional; AA= atividade 

antioxidante  

Efeito da TS em binômio tempo x temperatura pré-estabelecido sobre a AA e teor 
de retinol em LH. Para essa avaliação utilizou-se os leites cru e pasteurizado (62,5 

oC/30 minutos) como controles.

SEGUNDA  ETAPA

Comparação da TS com os tratamentos térmicos para os 11 ensaios (pontos 
experimentais) determinados pelo DCCR ± a significância da diferença de cada 

ponto experimental foi avaliada por meio da relação dos dos intervalos de 
confiança ao nível de 95% de confiança. 

Avaliação do comportamento de cada micro-organismo submetido a TS

Efeito dos parâmetros de tempo e temperatura de TS sobre os micro-organismos 
S. aureus, E. coli e Samonella em LH ± seguindo um DCCR

PRIMEIRA ETAPA
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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 

extração e/ou armazenamento. Avaliou-se o efeito dos parâmetros tempo e temperatura 

(variáveis independentes) no processamento do LH por TS sobre os micro-organismos 

citados (variáveis 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 ntYeis de temperatura foram de 36 �C (í1) e 60 �C (+1) e para o 

tempo os níveis foram de 4 min (í1) e 10 min (+1). 

 

Tabela 1. Variáveis codificadas e níveis de tempo e temperatura de acordo com o 

Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 

X1=tempo; X2= temperatura 

 

Realizou-se um ensaio em condições de binômio tempo (4 minutos) e temperatura (62,5 
oC) diferente dos tratamentos determinados pela matriz do DCCR, em cinco repetições, para 

Ensaios 
Variáveis codificadas Variáveis reais 

Tempo (X1) Temperatura (X2) Tempo (x1) Temperatura (x2) 

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 7 48 

10(2) 0 0 7 48 

11(3) 0 0 7 48 
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a validação do modelo matemático obtido. Para isso, avaliou-se a relação das respostas 

experimentais com as repostas preditas, considerando-se satisfatório um erro relativo de até 

10%. 

Primeiramente, aplicou-se uma análise de variância (ANOVA) para verificar a significância 

a 5% dos fatores tempo e temperatura. Em seguida, os resultados foram avaliados por meio 

de análise do modelo de regressão não-linear logístico com assíntotas em b e b+a, sendo 

ajustado com o logaritmo do número de micro-organismos y em função da temperatura x, por 

meio da relação presente na equação 1 (DRAPER; SMITH, 1998). 

    

𝑦 = 𝑑 + ௔
ଵ+௘ష(್+೎ೣሻ 

 

Sendo a, b, c e d parâmetros a serem estimados. A  ANOVA foi utilizada para testar a 

adequação dos modelos e os critérios adotados foram: a significância da regressão pelo 

teste F (p�0,05), o coeficiente de determinação (R2) e a falta de ajustamento não significativa 

(p>0,05). Além disso, foi avaliado o erro relativo de todos os pontos experimentais, sendo 

considerado satisfatório que no máximo 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 comparação dos tratamentos termossonicados em relação aos tratamentos 

térmicos com o objetivo de verificar se o efeito antimicrobiano sobre os micro-organismos era 

oriundo da sonicação e não da temperatura de forma isolada. Para isso, utilizou-se a 

comparação dos intervalos com 95% de confiança gerados pelos modelos de 

termossonicação e dos tratamentos térmicos. Para a análise dos dados dessa etapa utilizou-

se o software R versão 3.6.0.  

 

  

(1) 
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4.1.2 Segunda etapa 
 

Na segunda etapa verificou-se o efeito da termossonicação com o binômio 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 pasteurização 

lenta conforme preconizado por Brasil (2008). O estudo foi conduzido em 6 repetições em 

duplicata. 

Primeiramente, aplicou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov para testar a normalidade dos 

dados. Os resultados foram analisados por meio de análise variância (ANOVA), seguido do 

teste de Tuke\ (p�0,05). Todas as análises dessa etapa foram realizadas utilizando-se um 

nível de significância de 5% com o auxílio do software PRISMA versão 6.01. 

 
4.2 SELEÇÃO DAS DOADORAS E OBTENÇÃO 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 Misericórdia de Ouro Preto ± Ouro Preto, MG, o LH doado pode ser 

descartado devido a inadequações de embalagem, cor, flavor, acidez, presença 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 próxima de 0 ºC e encaminhados imediatamente para o laboratório de 

Microbiologia de Alimentos da Escola de Nutrição da Universidade Federal de Ouro Preto 

(ENUT-UFOP). O degelo foi realizado em banho-maria a 40 qC até o seu completo 

descongelamento. Em seguida, realizou-se a homogeneização dos leites para formar o pool 

e seu pH foi aferido utilizando o pHmetro da marca Bell (modelo W3B), previamente 

calibrado com soluções tampão 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 alteração 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 contínua (não esporádica) ao BLH da Santa Casa da Misericórdia 

de Ouro Preto ± Ouro Preto, MG no período de novembro de 2018 a janeiro de 2019. O 
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recrutamento foi realizado por meio de contato telefônico após a pesquisa ser aprovada pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto, sob o número de 

CAAE 82411818100005150 (ANEXO 1). Todas as doadoras que participaram do projeto 

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APÊNDICE 1). Como critério de 

exclusão adotou-se idade mínima de 20 anos. Foram obtidos aproximadamente 60 mL de LH 

de cada uma das 10 doadoras. A extração foi realizada por ordenha manual em seus 

domicílios e os leites foram transportados em frascos de vidro transparentes, colocados em 

caixa isotérmica com gelo reciclável para manter a temperatura próxima de 0 ºC e 

encaminhados imediatamente para o Laboratyrio de Nutrição 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 condução do experimento. 

 

4.3 PROCESSAMENTO DO LEITE HUMANO 

 
4.3.1 Pasteurização lenta 
 

As amostras contendo 40 mL de LH foram pasteurizadas em banho-maria marca Kacil 

(modelo BM02), a 62,5 oC por 30 minutos com agitação manual dos frascos de cinco em 

cinco minutos, sem removê-los do banho. O controle da temperatura do LH foi realizado por 

meio de termômetro no ponto frio localizado no centro de um frasco controle. Após 

tratamento térmico, realizou-se o resfriamento dos frascos em banho de gelo até que o leite 

atingisse temperatura igual ou inferior a 5 oC. Todos os procedimentos citados foram 

realizados conforme protocolo preconizado pelo Manual do Banco de Leite Humano 

(BRASIL, 2008).   

 

4.3.2 Termossonicação 
 

As amostras contendo 40 mL de LH foram tratadas com o equipamento de ultrassom de 

banho (marca BRANSONIC, modelo CPX3800H), com frequência de 40 Khz e potência de 

100 W. Os leites foram termossonicados após atingir a temperatura do tratamento avaliado. 

Para o controle da temperatura do LH utilizou-se o termômetro no ponto frio localizado no 

centro de um frasco controle (BRASIL, 2008). Após 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 oC.  
 

4.4 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 

 

4.4.1 Preparo dos micro-organismos indicadores e inoculação no leite humano  

 
Para a utilização das culturas puras de E. coli (ATCC 10536), S. aureus (ATCC 6538) e 

Salmonella (ATCC 14028)  foram realizadas, para cada micro-organismos, três ativações em 

caldo Brain Heart Infusion (BHI) (VIAZIS; FARKAS; JAYKUS, 2008). Os tubos foram 

incubados à 37 oC por 24 horas. As amostras de LH foram descongeladas em banho-maria à 

40 oC de acordo com Brasil (2008), esterilizadas a 121 ºC/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 após atingir a temperatura de cada tratamento 

em questão (Tabela 1), inoculou-se 1% das culturas dos micro-organismos testes, que se 

encontravam na fase estacionária. Logo após a inoculação, 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 análises 

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 viáveis no LH sem tratamento e após cada um 

dos tratamentos estabelecidos (Tabela 1) para os dois tipos de processamento (TS e 

tratamento térmico). As amostras foram submetidas a diluições seriadas em água peptonada 

0,1% e a enumeração dos micro-organismos realizada por meio de plaqueamento 

(superfície) em ágar Plate Count Agar (PCA). As placas foram incubadas à 37 oC por 24h 

(CZANK; SIMMER; HARTMANN, 2010; VIAZIS; FARKAS; JAYKUS, 2008) e os resultados 

expressos em log de Unidades Formadoras de Colônias (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 três micro-organismos 

avaliados nesse estudo 

 

4.4.3 Vitamina A (retinol) 
 

A extração do retinol nas amostras de leite foi realizada de acordo com o método 

apresentado por Giuliano et al. (1992) com algumas adaptações. Primeiramente, foi 

adicionado 750 ȝL da soluomo de etanol HPLC/ButilatoHidro[itolueno (BHT) (0,1%) em uma 

alíquota de 700 ȝL de leite, os quais foram agitados em Yyrte[ por 15 segundos. 

Posteriormente, 1000 ȝL de soluomo de hidry[ido de potissio/igua 50% foi acrescentado e 

agitado em vórtex por 10 segundos. Após homogeneização, as amostras foram aquecidas 

em banho-maria a 50 °C por 1 hora, sendo então agitadas a cada 15 minutos para uma 

melhor eficiência do processo de saponificação. Em seguida, foi colocado 4 mL de 

hexano/BHT (0,1%), que tem o papel de solvente para o processo de extração. As amostras 

foram agitadas por 10 segundos e ficaram em repouso por 5 minutos para a recuperação do 

sobrenadante. Esse procedimento foi realizado por três vezes consecutivas e totalizou-se a 

recuperação de 7,5 mL de sobrenadante, que foi evaporado utilizando atmosfera de 

nitrogênio a temperatura ambiente. A reconstituiomo foi com 100 ȝL de etanol HPLC, seguida 

da etapa de determinação.  

Para as dosagens de retinol foi utilizado o método de cromatografia líquida de alta 

eficiência (high performance liquid cromatography - HPLC) em detector DAD Shimadzu, 

Yarredura de 190 a 800 nm, coluna SunFire C18 3.5 ȝm, 4.6 [ 75 mm (Waters), com 

comprimento de onda para retinol de 325 nm e fluxo 1 mL/min. de metano/água (95%). 

Foram injetados 20 ȝL do e[trato obtido para a determinaomo de retinol. Para obtenção da 

curva padrão dopou-se o LH com o padrão all-trans-retinol sintético diluído em etanol grau 

HPLC nas concentrao}es de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 15 ȝg/mL. Essas amostras foram 

submetidas ao mesmo procedimento de preparo e análise das amostras. Obteve-se a curva 

analítica plotando-se a concentraomo de retinol (ȝmoles de retinol/L) e irea sob o pico, 

gerando a seguinte equação: área = 221080 x Conc. + 191124 (R² = 0,9958). Esta curva foi 

utilizada para o cálculo das concentrações 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 avaliação da atividade de sequestro do radical livre DPPH foi de acordo com o método 

apresentado por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com alterações estabelecidas por 

Zarban et al. (2009). Inicialmente, foram usadas 50 ȝL de cada amostra de LH, aos quais foi 

adicionado 1 mL de DPPH em solução de etanol (0,06 mM). A mistura foi homogeneizada 

em vórtex e deixada em repouso por 30 minutos em banho-maria a 37 ºC. Em seguida, 0,5 

mL de clorofórmio foi acrescentado, seguido da centrifugação a 8.000 rpm durante 5 minutos. 

A leitura foi realizada em espectrofotômetro (marca FEMTO 700 S) utilizando comprimento 

de onda de 517 nm. A solução de DPPH em etanol (0,06 mM) foi utilizada como controle e o 

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

 

Atividade sequestradora (%) = [(Absorbância do controle - absorbância da amostra)/ 

Absorbância do controle] * 100   (2) 

 

4.4.4.2 MpWRGR AB7S (2,2¶-azino-bis (3-etilbenzotiazolina) 6-ácido sulfônico) 
 

A atividade antioxidante que equivale ao antioxidante sintético Trolox foi avaliada de 

acordo com método apresentado por Turoli et al. (2004), com algumas alterações. O radical 

ABTS foi preparado utilizando a reação de 5 mL de solução estoque de ABTS (7 mM) com 

88 ȝL de persulfato de potissio (40 mM). Essa mistura permaneceu j temperatura ambiente 

durante 16 horas, em ausência de luz. Em seguida, a solução de ABTS foi diluída em etanol 

para obter uma absorbância de 0,70 ± 0,05 a 734 nm. As amostras de LH foram diluídas com 

tampmo fosfato pH 7,4 nas concentrao}es de 1000 mL/L, 200 mL/L e 100 mL/L. Em 20 ȝL de 

cada diluição foram acrescentados 2 mL da solução 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 absorbâncias foram feitas no 

espectrofotômetro (FEMTO 700 S) com comprimento de onda de 734 nm. O cálculo da 

atividade antioxidante foi realizado por meio da curva padrão de Trolox (100, 500, 1000, 1500 

e 2000 ȝM) e suas respectiYas porcentagens de inibiomo.  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 

 

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

Os resultados das contagens de micro-organismos em função das variáveis tempo e 

temperatura de TS encontram-se descritos na Tabela 2. A fim de avaliar o efeito das 

condições de TS para a inativação dos micro-organismos patogênicos estudados, 

primeiramente avaliamos a significância dos coeficientes das variáveis tempo e temperatura 

para cada micro-organismo e observamos que a variável tempo no intervalo avaliado não 

teve interferência significativa em relação a redução dos micro-organismos após 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) 

 

Ensaios 

Variáveis reais Contagens dos micro-organismos  
(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; x2 = 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. Significância dos coeficientes das variáveis tempo e temperatura de acordo com os 

ensaios propostos pelo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) em relação aos 

micro-organismos estudados para o processamento de termossonição 

 
 

p-valor 

Variáveis 

S. aureus E. coli Salmonella ssp 

x1 x2 x1 x2 x1 x2 

0,49ns 4,41e-4** 0,047ns 3,94e-5** 0,37ns 8,05e-5** 
x1 = tempo; x2 = temperatura; ns = não significativo; ** significativo ao nível de significância de 5% pelo tese F 

 

Visto que a temperatura exerceu efeito significativo (Tabela 3), o modelo de regressão 

não-linear logística foi uma opção para ajustar os dados obtidos e avaliar o comportamento 

dos micro-organismos estudados em relação aos tratamentos que foram submetidos. Pode-

se verificar que os valores de significância dos modelos (p-Yalor � 0,05), significkncia da falta 

de ajustamento não significativa (p-Yalor � 0,05) e dos coeficientes de determinaomo 

(R2�0,99) sugerem bons ajustes dos modelos (Tabela 4). Além disso, os resultados 

experimentais obtidos com os ensaios de validação (TS a 62,5 oC/4 minutos) quando 

comparados com os resultados preditos pelas equações 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.  Análises de variância correspondentes aos ajustes dos modelos de regressão não 

linear logística correspodentes ao processamento de termossonição para os micro-

organismos estudados 

S. aureus 

 GL Soma de 
quadrados 

Quadrado 
 médio 

F p-valor R2 

Modelo 3 62,92 20,97 298,08 5,53e-07 0,999 
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GL = grau de liberdade; R2 = coeficiente de determinação 

 

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 não significativo do tempo 

(Tabela 5). Em seguida, ajustamos os modelos de regressão não linear logística para os 

tratamentos térmicos (Tabela 6) com o objetivo de gerar os intervalos de confiança ao nível 

de 95% de confiança. 

 

Tabela 5.Significância dos coeficientes das variáveis tempo e temperatura de acordo com os 

ensaios propostos pelo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) em relação aos 

micro-organismos estudados para o processamento de tratamento térmico 

 
 

Variáveis 

S. aureus E. coli Salmonella ssp 

Falta de ajustamento 1 0,06 0,006 0,09 7,72e-01 

Erro puro 6 0,40 0,06   

Total 10 63,33    

E.coli 

 GL Soma de 
quadrados 

Quadrado  
médio 

F p-valor R2 

Modelo 3 42,17 14,06 298,08 6,46e-07 0,998 

Falta de ajustamento 1 0,08 0,08 1,73 2,36e-01 

Erro puro 6 0,28 0,05   

Total 10 42,54    

Salmonella ssp 

 GL Soma de 
quadrados 

Quadrado  
médio 

F p-valor R2 

Modelo 3 38,3 12,7 794,36 3,46 e-08 0,999 

Falta de ajustamento 1 4,7 e-05 4,72 0,002 9,58 e-01 

Erro puro 6 0,09 0,01   

Total 10 38,4    
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p-valor x1 x2 x1 x2 x1 x2 

0,43ns 3,77e-4** 0,47ns 2,18e-5** 0,23ns 2,99e-5** 
x1 = tempo; x2 = temperatura; ns = não significativo; ** significativo ao nível de significância de 5% pelo tese F 

 

Tabela 6.  Análises de variância correspondentes aos ajustes dos modelos de regressão não 

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

organismos estudados 

GL= grau de liberdade; R2= coeficiente de determinação 

 

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

tratamento térmico sobrepostas em um mesmo gráfico e as Tabelas 7, 8 e 9 trazem a 

S. aureus 

 GL Soma de 
quadrados 

Quadrado 
médio 

F p-valor R2 

Modelo 3 10,10 3,36 67,12 5,24 e-05 0,999 

Falta de ajustamento 1 0,005 0,005 0,11 7,48 e-01 

Erro puro 6 0,30 0,05   

Total 10 10,41    

E. coli 

 GL Soma de 
quadrados 

Quadrado 
médio 

F p-valor R2 

Modelo 3 16,64 5,54 2249,13 1,53 e-09 0,999 

Falta de ajustamento 1 0,002 0,002 0,96 3,62 e-01 

Erro puro 6 0,01 0,002   

Total 10 16,6    

Salmonella ssp 

 GL Soma de 
quadrados 

Quadrado 
médio 

F p-valor R2 

Modelo 3 23,8 7,93 1099,4 1,30e-08 0,999 

Falta de ajustamento 1 0,01 0,01 1,39 2,82e-01 

Erro puro 6 0,04 0,07   

Total 10 23,87    
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significância da relação entre os dois processamentos para cada ensaio experimental. Pode-

se observar que, tanto com a aplicação do US como sem, há uma tendência a estabilidade 

das contagens de micro-organismos em temperaturas menores, sendo que as reduções mais 

expressivas e contínuas da termossonicação foram a partir dos pontos de inflexões das 

curvas, ou seja, em 53,7 oC, 52,0 oC e 60,9 oC para S. aureus, E. coli e Salmonella, 

respectivamente (Figuras 2 A, B e C). Foi possível observar que a TS promoveu maiores 

reduções decimais na população 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 oC, 48 oC e 65 oC para S. aureus, E. coli e Salmonella, respectivamente (Tabelas 7, 8 e 

9).  

 

 

 

(A) 

Figura 2.  Efeito da temperatura de processamento por termossonicação e tratamento 

térmico sobre os micro-organismos S. aureus (A), E. coli (B) e Salmonella (C) de acordo com 

o modelo de regressão não linear logística 
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...continuação da Figura 2 

 

 

(B) 

 

(C) 
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Figura 2.  Efeito da temperatura de processamento por termossonicação e tratamento 

térmico sobre os micro-organismos S. aureus (A), E. coli (B) e Salmonella (C) de acordo com 

o modelo de regressão não linear logística 
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 Tabela 7. A

nálise da significância da relação entre as contagens S
. aureus entre os tratam

entos term
ossonicados e térm

icos 

por m
eio da avaliação da interposição dos intervalos de confiança ao nível de 95%

 de confiança gerados pelos m
odelos de 

regressão não-linear logística 

 Ensaios  
(D

C
C

R
) 

Staphylococcus aureus (log U
FC

/m
L) 

 

Significância 
Term

ossonicação 
Tratam

ento térm
ico 

Valores 
m

ínim
os ajustados 

Valores 
m

áxim
os ajustados 

Valores 
m

ínim
os  ajustados 

Valores 
m

áxim
os ajustados 

31�/7¶ 
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�/3¶ 
6.1 

6,6 
6,6 

6,8 
ns 

48�/7¶ (1) 
6,1 

6,6 
6,3 

6,8 
ns 

48�/7¶ (2) 
6,1 

6,6 
6,6 

6,8 
ns 

48�/7¶ (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 = não significativo; ** significativo; D
C

C
R

 = D
elineam

ento C
om

posto C
entral R

otacional 
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  Tabela 8. A

nálise da significância da relação entre as contagens de E
. coli entre os tratam

entos term
ossonicados e térm

icos 

por m
eio da avaliação da interposição dos intervalos de confiança ao nível de 95%

 de confiança gerados pelos m
odelos de 

regressão não-linear logística 

 Ensaios  
(D

C
C

R
) 

Escherichia coli (log U
FC

/m
L) 

 
Significância 

Term
ossonicação 

Tratam
ento térm

ico 

Valores 
m

ínim
os ajustados 

Valores 
m

áxim
os ajustados 

Valores 
m

ínim
os  ajustados 

Valores 
m

áxim
os 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 
** 

48�/7¶ (1) 
4,5 

5,0 
6,8 

6,9 
** 

48�/7¶ (2) 
4,5 

5,0 
6,8 

6,9 
** 

48�/7¶ (3) 
4,5 

5,0 
6,8 

6,9 
** 

48�/11¶ 
4,5 

5,0 
6,8 

6,9 
** 

60�/4¶ 
3,0 

3,4 
4,1 

4,3 
** 

60�/10¶ 
0,9 

1.7 
4,1 

4,3 
** 

65�/7¶ 
0,4 

1,5 
3,9 

4,1 
** 

ns = não significativo; ** significativo; D
C

C
R

 = D
elineam

ento C
om

posto C
entral R

otacional 
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  Tabela 9. A

nálise da significância da relação entre as contagens de S
alm

onella entre os tratam
entos term

ossonicados e 

térm
icos por m

eio da avaliação da interposição dos intervalos de confiança ao nível de 95%
 de confiança gerados pelos 

m
odelos de regressão não-linear logística 

 Ensaios  
(D

C
C

R
) 

Salm
onella ssp (log U

FC
/m

L) 
 

Significância 
Term

ossonicação 
Tratam

ento térm
ico 

Valores 
m

ínim
os ajustados 

Valores 
m

áxim
os ajustados 

Valores 
m

ínim
os  ajustados 

Valores 
m

áxim
os ajustados 

31�/7¶ 
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�/3¶ 
6,2 

6,5 
6,5 

6,7 
ns 

48�/7¶ (1) 
6,2 

6,5 
6,5 

6,7 
ns 

48�/7¶ (2) 
6,2 

6,5 
6,5 

6,7 
ns 

48�/7¶ (3) 
6,2 

6,5 
6,5 

6,7 
ns 

48�/11¶ 
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 = não significativo; ** significativo; D
C

C
R

 = D
elineam

ento C
om

posto C
entral R

otacional 
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No presente trabalho, os valores de reduções 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 reduções 

decimais encontradas nesse estudo foram maiores do que as verificadas em outros que 

avaliaram o efeito do US sobre esse patógeno em leite de vaca e derivados (JALILZADEH et 

al., 2018; MARCHESINI et al., 2015). Marchesini et al. (2015) verificaram  redução de 0,55 

ciclos logaritimicos para S. aureus em leite de vaca tratado com o US em frequência de 24 

kHz e potência de 400 W durante 5 minutos. Em outro estudo realizado por Jalilzadeh et al. 

(2018) encontrou-se uma redução de 1,03 em queijo, no qual o leite utilizado para sua 

fabricação foi tratado por US na frequência de 40 kHz por 20 minutos.  

Em relação a E. coli (Figura 2 B) observou-se uma redução 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 

redução de 4,17 ciclos logaritimicos para esse patógeno quando aplicou o US na frequência 

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 redução de 5 ciclos log de E. coli quando aplicou-se a TS na frequência de 

25 kHz e potência de 200 W a 60 °C por 3 e 7 minutos, respectivamente.  

Em se tratando da Salmonella, observou-se reduções de 3,75 ciclos log e 6 ciclos na 

temperatura a 60 °C e 65°C de TS, respectivamente. Kiang et al. (2012), encontraram 

redução de 9 ciclos log de Salmonella a 60 °C por 3 e 7 minutos de TS em suco de manga. 

As diferenças nas reduções logarítimicas dos micro-organismos nos trabalhos 

supracitados com as encontradas nesse estudo, provavelmente, devem-se a alguns fatores 

como a fase de crescimento que o micro-organismo se encontrava, pois bactérias na fase 

estacionária tendem a ser mais resistentes à tratamentos quando comparadas com a  fase 

logarítmica (FERNANDES, 2005). Além disso, essa diferença também se deve a utilização 

do US versus a TS. Czank, Simmer e Hartmann (2010), constataram que para alguns micro-

organismos uma associação do US com o aquecimento pode potencializar o processo e, 

consequentemente, alcançar maior redução da carga microbiana. Kiang et al. (2012) 

encontraram que a TS resultou em maior redução da E. coli do que o tratamento térmico em 

suco de manga. Filipa e Silva (2015) também realizaram essa comparação e observaram 

que a TS foi mais efetiva na redução do número de esporos de Bacillus cereus em leite de 

vaca do que o tratamento térmico.  
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Outro fator que influência na redução microbiana é a frequência utilizada pelo US. As 

ondas sonoras de alta frequência têm comprimentos de ondas curtos enquanto as ondas de 

baixa frequência têm comprimentos de ondas longos. Portanto, quanto menor a frequrncia 

ultrassônica, maiores serão as bolhas de cavitaçmo formadas e maior será o impacto da 

atividade ultrassônica 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 frequência maior podendo acarretar em um menor 

impacto na redução da carga microbiana quando comparado a outros estudos que utilizaram 

uma menor frequência (JALILZADEH et al., 2018; MARCHESINI et al., 2015). Porém, com a 

associação do aquecimento ao US de banho foi possível alcançar reduções expressivas para 

os micro-organismos avaliados. 

O calor é um dos métodos mais empregados para eliminação de micro-organismos. Acima 

da temperatura ideal de crescimento, o calor promove a desnaturação de proteínas, levando 

a perda da integridade celular e a morte de micro-organismos (FOGOLARI; REIS; PHILIPPI, 

2012).  É importante destacar que o US é considerado uma tecnologia não-térmica, pois o 

seu principal efeito na célula está relacionado a outros fatores de preservação e não somente 

ao calor como no tratamento térmico convencional. O efeito da cavitação gerado pelo US 

seria o principal motivo para a ocorrência da ruptura celular da membrana de micro-

organismos (BERMÚDEZ-AGUIRRE et al., 2009). Portanto, o uso da TS pode ser um 

processo mais eficiente do que o tratamento térmico convencional. Segundo Bermúdez-

Aguirre et al. (2009) a combinação de US e calor para a inativação de micro-organismos 

pode reduzir o tempo de tratamento quando comparado ao processo térmico convencional. 

Além disso, essa redução de tempo de processamento pode resultar na melhoria da 

qualidade nutricional do alimento (DEMIRDgVEN; BAYSAL, 2008). 

Sugere-se que em estudos posteriores seja avaliado o micro-organismo patogênico alvo 

da pasteurização em leite (Coxiella burnetti) para poder determinar as condições ótimas para 

utlização da TS em LH. Além disso, é necessário avaliar se esse micro-organimos seria o 

mais resistente ao processo ultrassônico.  
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5.2 ANÁLISES QUÍMICAS 

 
5.2.1 Efeito da termossonicação sobre a atividade antioxidante  
  

Para essa etapa da pesquisa optamos por realizar o processamento por termossonicação 

em temperatura de 60 oC. Como o tempo de exposição nas condições estudadas para 

avaliar a vialidade dos três micro-organimos (E. coli, S. aureus e Salmonella) não teve efeito 

siginificativo, optou-se por utili]ar o tempo de 4 minutos (ntYel ³-1´ do DCCR) Yisto que 

espera-se que quanto menor o tempo de exposição ao tratamento, menores serão as 

alterações funcionais e nutricionais nos alimentos, além da maior viabilidade financeira.   

A determinação da AA é uma técnica útil para a verificação do papel antioxidante dos 

alimentos avaliados e que em LH reflete a presença e atividade de componentes 

antioxidantes. As técnicas de ABTS e DPPH são alguns dos métodos mais utilizados para 

avaliação da AA no LH (MARTYSIAK-ĩUROWSK; WENTA, 2012), sendo que vários estudos 

têm utilizado esses métodos para quantificar a AA nesse alimento (NOGUEIRA et al., 2018; 

MARTYSIAK-ĩUROWSK; WENTA, 2012; MATOS et al., 2008; TUROLI et al., 2004). 

Em se tratando do tratamento de pasteurização lenta (62,5 oC/30 minutos), a AA avaliada 

tanto pela utilização 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 pasteurização lenta (63 ƕC/30 minutos) 

sobre a AA em LH e observaram que a AA era menor em amostras de LHP em relação ao 

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

efeito da pasteurização lenta (62,5 ƕC/30 minutos) sobre a AA do LH, foi observado que pelo 

método do radical livre DPPH esse tratamento não interferiu na AA. Por outro lado, pelo 

método de ABTS a AA foi reduzida após o processamento. A diferença encontrada entre 

esses métodos deve-se que o método por DPPH é menos sensível, apresenta uma reação 

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 sobrepõem com DPPH, já 

o método de ABTS mais sensível, pois o radical utilizado é solúvel em solventes aquosos e 

orgânicos, e reage de forma rápida com antioxidantes, permitindo sua aplicação em uma 

ampla faixa de pH (CANO et al., 2000). 
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(A) 

 

(B) 

Figura 3. AtiYidades sequestradoras dos radicais ABTS (2,2¶-azino-bis (3 etilbenzotiazolina) 

6- ácido sulfônico) (A) e DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (B) do leite humano cru, 

pasteurizado (62,5 oC/30 minutos) e termossonicado (60 oC/4 minutos) 
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Tratamentos seguidos de letras iguais indicam que não houve diferença significativa ao nível 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 após a TS a 60 ºC por 4 minutos em relação ao LHC (Figuras 4 A e B). De acordo com 

Chitgar et al. (2016), o mecanismo de cavitação é responsável pelo aumento da AA avaliada 

in vitro nos alimentos quando submetidos à aplicação de US. A formação e o colapso de 

bolhas em torno das partículas levam à 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 explicação para o 

aumento da AA  é que a cavitação também é responsável pela quebra dos glóbulos de 

gordura no leite, o que pode liberar vitaminas lipossolúveis e proteínas bioativas que são 

componentes que geralmente estão ligados a esses glóbulos (BERMÚDEZ-AGUIRRE; 

MAWSON; BARBOSA-CÁNOVAS, 2008). Isso pode ser observado ao analisarem outros 

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

verificaram que TS na frequência de 20 kHz, potência 150 W a 50 ƕC por 2,8 minutos 

resultou em uma maior retenção 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 termossonicação podem ser 

observados em outros alimentos e bebidas, como o suco de maçã, onde a atividade 

antioxidante total avaliada pelo método do radical livre DPPH aumentou de 86% do suco não 

processado para 103% ao ser aplicado processo de TS a 58 oC por 10 minutos em uma 

frequência 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 oC por 30 minutos em uma frequência 

de 30 KHz em suco de abacaxi. Zafra-Rojas et al. (2013) também encontram um aumento da 

AA pelo método ABTS em suco de pêra cacto roxo após o processo de US, utilizando uma 

amplitude de 80%, 1500 W e frequência de 20 kHz.  

  

5.2.2 Efeito da termossonicação sobre a estabilidade do teor de retinol 
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Com relação ao efeito da pasteurização sobre a estabilidade de retinol verificou-se que 

não houve diferença significativa (p>0,05), ou seja, o retinol é estável ao binômio de 62,5 ºC 

por 30 minutos (Figura 4). Esse resultado vai de acordo com Góes et al. (2002) e Zoeren-

Grobben et al. (1987) que observaram uma estabilidade do retinol após o mesmo tratamento 

térmico. De acordo Góes et al. (2002), o LH pode ser uma matriz muito eficiente para a 

proteção da vitamina A durante a pasteurização. Poiffat e Adrian (1991) sugeriram que uma 

explicação para a estabilidade da vitamina A é que a caseína desempenha um papel 

fundamental na estabilização do retinol para que não se degrade com o tempo ou durante os 

tratamentos térmicos. Devido a um mecanismo de ligação do ácido graxo insaturado à micela, 

substâncias lipossolúveis como o retinol também podem se ligar a caseína. In vitro, o retinol, 

por meio de interações hidrofóbicas, é capaz de se ligar aos resíduos de aminoácidos da 

caseína. Além disso, sabe-se que micelas de caseína são estáveis ao processo de 

pasteurização (FOX; BRODKORB, 2008). Em se tratando da TS, quando aplicada a 60 oC 

por 4 minutos, o teor de retinol do LH também não apresentou diferença significativa em 

relação ao LHC e LHP (Figura 4).  
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Figura 4. Teores de retinol do leite humano cru, pasteurizado (62,5 oC/30 minutos) e 

termossonicado (60 oC/4 minutos) 
Tratamentos seguidos de letras iguais indicam que não houve diferença significativa ao nível de 5% pelo teste 

de Tukey 
 

Devido à quantidade limitada LH disponível por questões éticas e de logística, 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 avaliação do 

comportamento específico de componentes antioxidantes presentes no LH (vitaminas, 

enzimas e compostos fenólicos) após o processo de TS. Mediante a escassez atual de 

estudos sobre o efeito da TS nos componentes do LH, esse trabalho poderá servir de 

subsídio para outros pesquisadores ou profissionais ligados ao BLH conhecerem os 

possíveis efeitos da TS sobre o LH e estimular a realização de trabalhos de pesquisa 

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

A TS pode ser um tratamento promissor para reduzir os patógenos S. aureus, E.coli e 

Salmonella em LH. Foi possível constatar que a TS foi mais efetiva na redução da carga 

microbiana quando comparada com o tratamento térmico sem ultrassom. No entanto, é 

necessário mais estudos para chegar a um binômio de tempo e temperatura de TS capaz de 

inativar totalmente esses patógenos, assim como determinar qual seria o microrganismos 

mais resistente a esse tipo de processamento. 

Em relação às análises químicas, foi possível confirmar que a pasteurização lenta afeta 

negativamente a AA avaliada in vitro do LH, em contrapartida, a TS apresentou um efeito 

positivo na AA em LH. E em relação aos teores de retinol, a pasteurização lenta e a TS, nas 

condições avaliadas, não afetaram em LH. 
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 APÊNDICE 1  
 
 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ± TCLE 
 

 

Você está sendo convidada para participar como voluntária de uma pesquisa. Após receber 

os esclarecimentos e as informações a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, você 

deverá assinar este documento em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador 

responsável. Em caso de recusa, você não será penalizada de forma alguma. 

Em caso de dúvida sobre a pesquisa, você poderá 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 Comitê de Ética em Pesquisa/UFOP poderá esclarecer 

questionamentos quantos aos aspectos éticos da pesquisa, por meio do telefone (31) 3559-

1368. 

  
INFORMAÇÕES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA  
 
 A pesquisa intitulada ³ULTRASSOM COMO ALTERNATIVA PARA 
PASTEURIZAÇÃO DO LEITE HUMANO: ASPECTOS MICROBIOLÓGICOS E 
1875,C,21A,6´ tem por objetivo avaliar se o leite humano tratado com ultrassom apresenta 

uma qualidade nutricional melhor que o leite tratado com a pasteurização lenta em banho-

maria, que é realizada em Bancos de Leite Humano, visto que a pasteurização lenta leva a 

perdas de alguns nutrientes importantes para a saúde do bebê. Outro objetivo é verificar se o 

ultrassom é capaz de eliminar bactérias que causam doenças nos bebês. Portanto, para 

observar a diminuição ou não dessas substâncias no leite humano após o ultrassom e a 

pasteurização, sua participação na pesquisa será a doação na primeira etapa de 68 mL de 

cada doadora e na segunda etapa 28 mL de cada doadora.  As pesquisadoras irão pegar o 

seu leite doado direto na sua casa ou local de trabalho, não necessitando de nenhum 
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deslocamento de sua parte. Você deverá ordenhar o seu leite manualmente diretamente nos 

frascos estéreis que serão entregues pelos pesquisadores responsáveis. 
 Participando desse estudo você estará ajudando a melhorar a qualidade do leite 

humano do Banco de Leite e, assim, possibilitará o oferecimento aos prematuros e  crianças 

com algum tipo de vulnerabilidade que não podem obter o leite da própria mãe, a receberem 

um leite de melhor qualidade para proteger a saúde desses bebês e proporcionar o seu 

desenvolvimento adequado. 

Você não sofrerá nenhum tipo de punição relacionada ao resultado da pesquisa e os dados 

oriundos da sua participação serão 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 não implica em adoção de um procedimento que 

não seja rotineiro para a doação de leite. No entanto, reconhecemos a possibilidade de risco 

de constrangimento frente à possibilidade de não conseguir ordenhar a quantia necessária 

no momento agendado. Caso isto ocorra, as pesquisadoras deixarão você bem à vontade 

para agendar uma nova data para coleta. Além disto, como é feito no Banco de Leite 

Humano rotineiramente, nós ligaremos para você antes de retornar à sua casa, para 

sabermos se será possível fazer a coleta. Em relação ao momento da coleta, ao identificar 

qualquer sinal de complicação na mama, encaminharemos você ao Banco de Leite Humano 

para atendimento, como já é feito rotineiramente durante o processo de doação  

 Não haverá despesas na sua participação na pesquisa e também não haverá nenhum 

tipo de ressarcimento, pagamento ou gratificação financeira. Todos os dados coletados serão 

mantidos em sigilo respeitando a sua privacidade e ficarão arquivados na ENUT/UFOP sob 

responsabilidade da pesquisadora responsável por 5 anos e logo após serão picotados e 

enviados para a reciclagem. Os dados obtidos serão de uso específico para os propósitos da 

pesquisa.  

É seu direito negar-se a responder qualquer pergunta do questionário e checklist, recusar-se 

a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalização 

alguma e sem prejuízo ao seu cuidado.  

Os resultados da pesquisa, sendo favoráveis ou não, serão apresentados em forma de 

dissertação de mestrado, e serão divulgados em eventos científicos e na forma de 

publicação de artigo científico em periódico indexado na área, sempre preservando a 

identidade e a privacidade das participantes. 
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_______________________________________ 

CAMILA CARVALHO MENEZES 

 

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO NA PESQUISA 
 

Eu, _____________________________________, 

RG/CPF______________________________, abaixo assinado, concordo em participar do 

mencionado estudo intitulado ³ULTRASSOM COMO ALTERNATIVA PARA 
PASTEURIZAÇÃO DO LEITE HUMANO: ASPECTOS MICROBIOLÓGICOS E 
1875,C,21A,6´. Fui devidamente informada e esclarecida pelas pesquisadoras sobre os 

procedimentos da pesquisa, assim como os possíveis riscos e benefícios decorrentes de 

minha participação. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer 

momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupção de meu 

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

 

 

Local e data:________________________________________________ 

 

 

Nome e Assinatura: __________________________________________ 
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APÊNDICE 2 

 
 
 


