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RESUMO

A amamentacgdo e o leite humano tém papel fundamental no desenvolvimento de
lactentes, especialmente daqueles entre zero e seis meses de idade. Do ponto de
vista nutricional, o leite humano fornece os nutrientes necessérios, em quantidade e
qualidade, adequadas aos lactentes e, dentre eles, os lipidios tém papel
fundamental no desenvolvimento do sistema nervoso e na maturidade da acuidade
visual, além de componentes energéticos e transportadores de vitaminas
lipossoluveis. Nos bancos de leite humano, é pratica corrente a pasteurizagcéo lenta
do leite (63°C — 65°C/30minutos) com a finalidade de eliminar micro-organismos
indesejaveis e posterior congelamento a —18°C por até seis meses. I1sso possibilita
manter disponiveis estoques do produto que serdo usados para a alimentacéo,
preferencialmente, de recém-nascidos pré-termo. O objetivo dessa pesquisa foi
analisar, mensalmente, os efeitos da pasteurizagdo e do armazenamento sob
congelacéo a —18°C por até oito meses sobre a fracdo lipidica do leite humano. Para
isso, amostras de leite de doadora Unica foram retiradas na seguinte ordem: leite
cru, leite apos a pasteurizacao e leite apés congelamento a —18°C por 30, 60, 90,
120, 150, 180, 210 e 240 dias, e passaram a ser identificadas na seguinte ordem:
LC, TO, T30, T60, T90, T120, T150, T180, 210 e T240. Apls extracao da gordura e
esterificacdo, as amostras dos acidos graxos metilados foram analisadas em
cromatografo a gas com detector DIC e injetor split/splitless. Para a separacdo dos
acidos graxos, usou-se a coluna capilar de silica fundida SP™-2380 (30m x 0,25mm
x 0,2um), marca Supelco. Os resultados mostraram grande variacdo nha
concentracdo de acidos graxos para mais e para menos, de um més para 0 outro,
demonstrando que a falta de homogeneizagcdo (agitacdo) durante o processo de
pasteurizacdo e apds o descongelamento contribuiu para a ascensdo das moléculas
de gordura e/ou sua retencdo nas paredes do recipiente de vidro. Do mesmo modo,
acidos graxos livres, possivelmente liberados por lipases microbianas, podem ter-se
incorporados a gordura sobrenadante. A falta de homogeneidade do leite pode ser
considerada um problema relevante quando da sua distribuicdo a recém-nascidos
pré-termo, haja vista que nem todos receberiam lipidios na quantidade suficiente
para suprir suas necessidades nutricionais, podendo acarretar moléstias carenciais.

Palavras chave: Leite humano; lipidios; pasteurizacdo; &4cidos graxos; congelamento.
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ABSTRACT

Breastfeeding and human milk play vital roles in the development of infants,
especially those between zero and six months of age. From a nutritional
standpoint, human milk provides the nutrients needed in quantity and quality, suitable
for  infants. Lipids play a fundamentalrole in  nervous  system
development and maturity of visual acuity, as well as serve as energy
components and transport fat-soluble vitamins. In human milk banks, the
pasteurization of milk (63°C-65°C/30min) is normal practice to eliminate undesirable
micro-organisms and subsequent freezing at - 18°C for up to six months. This
facilitates the maintenance and control of available inventory of the product that will
be used preferably as food for newborn preterm infants. The objective of this
research was to analyze monthly the effects of pasteurization and storage under
freezing at - 18° C for up to eight months on the lipid fraction of human milk. For this,
samples of milk from a single donor were collected: raw milk, after pasteurization and
milk after freezing at -18°C for 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 and 240 days, identified
as: LC, TO, T30, T60, T90, T120, T150, T180, T210 and T240 respectively. After
extraction and esterification of fat, the samples of fatty acid methyl esters were
analyzed using a gas chromatograph with FID detector and split / splitless injector.
For the separation of fatty acids, the fused silica capillary column SPTM-2380 (30m x
0.25 mm x 0.2 mm), Supelco brand was used. The results showed a wide variation in
the concentration of fatty acids from one month to another, demonstrating that the
lack of homogenization (shaking) during the pasteurization process and after thawing
contributed to the rise of the fat molecules and / or their retention on the walls of the
glass container. Similarly, free fatty acids, probably released by microbial lipases,
may have been incorporated into the supernatant fat. The lack of homogeneity of the
milk can be considered a significant problem when it was distributed to newborn
preterm babies, given that not all receive lipids in sufficient quantity to meet their
nutritional needs, which may cause deficiency diseases.

Key words: Human milk, lipids, pasteurization, fatty acids, freezing.



1. INTRODUCAO

Véarios estudos demonstram as vantagens da amamentacdo e do leite
humano para a sautde de lactentes®, principalmente daqueles entre zero e seis
meses de idade (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Outros estudos destacam os beneficios
oriundos da presenca de anticorpos (imunoglobulinas: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE),
proteinas e células imunolégicas que ajudam a prevenir a entrada de micro-
organismos nos tecidos do corpo e outros constituintes que inibem, direta ou
indiretamente, a atividade microbiana (1, 10). Algumas pesquisas epidemioldgicas
mostram também que a amamentacdo diminui a incidéncia ou a gravidade de
doencas como diarreia, bacteremia, meningite bacteriana, infeccbes respiratorias,
otite média, botulismo, infeccdo urindria, enterocolite necrotizante e, ainda, que o
leite humano tem acéo contra a sindrome da morte subita, diabetes mellitus insulino
dependente, linfoma, retocolite ulcerativa, doencas alérgicas (3, 11).

Destaca-se também a importdncia da amamentacdo sob o0 aspecto
nutricional, uma vez que o leite humano tem em sua composi¢cdo 0s nutrientes
necessarios em quantidade e qualidade adequadas ao lactente. Entre os nutrientes,
os lipidios, e especialmente os acidos graxos essenciais, se sobressaem pelo papel
fisiolégico que exercem no desenvolvimento do sistema nervoso e na maturidade da
acuidade visual, além de fornecerem energia e transportarem as vitaminas
lipossoluveis (12, 13).

Regularmente, os bancos de leite humano (BLH) submetem o leite materno,
proveniente de doadoras, a pasteurizacdo seguida de armazenamento sob
congelamento a —18°C por até seis meses para, desse modo, manter disponiveis os
estoques desse produto nos hospitais materno-infantis. No entanto, o processo
térmico provoca, em maior ou menor grau, alteracdes nos alimentos de acordo com
a intensidade do bindmio tempo/temperatura e da sua sensibilidade ao calor. Assim,
moléculas de proteinas podem ser desnaturadas, enzimas inativadas, lipidios
oxidados, vitaminas e pigmentos modificados. Dentre os macronutrientes presentes

no leite, os lipidios sédo os que sofrem maior alteracdo durante o beneficiamento.

! Lactentes — criancas de zero a um ano de idade (14).



Lipidios sdo compostos organicos constituidos por &cidos graxos,
saturados ou ndo, suscetiveis a varios tipos de reagBes quimicas de natureza
enzimatica ou ndo. A oxidacdo € uma das principais reacdes e pode ocorrer na
presenca ou ndo de oxigénio e ser catalisada pela luz, calor, metais pesados,
radicais livres, irradiacdo, podendo levar a formacao de compostos téxicos como 0s
peroxidos. Em fungdo dos processos térmicos, essas moléculas podem sofrer
isomeria estrutural gerando &cidos graxos trans, que sdo solidos a temperatura
ambiente.

A Portaria n.° 322, de 26 de maio de 1988, do Ministério de Estado da Saude,
define BLH como “centro especializado obrigatoriamente vinculado a um hospital
materno e/ou infantil, responsavel pela promocdo do incentivo ao aleitamento
materno e execucdo das atividades de coleta, processamento e controle de
qualidade de colostro, leite de transicdo e leite humano maduro, para posterior
distribuicdo, sob prescricdo do médico ou de nutricionista”. Entre outras atribuicdes,
de acordo com esse documento, o BLH é responséavel pela qualidade do leite que
sera fornecido aos lactentes (15).

Considerando que o processamento de qualquer alimento provoca perdas
nutricionais e que no caso do leite pasteurizado e congelado essas perdas podem
ocorrer em especial na fracdo lipidica, torna-se necessario investigar com maior
profundidade os efeitos desses processos sobre tais constituintes com o objetivo de

guantificar e interpretar as possiveis alteracdes decorrentes de sua manipulagéo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS QUIMICOS E NUTRICIONAIS DOS LIPIDIOS DO LEITE HUMANO

Quimicamente, os lipidios alimentares sdo essencialmente ésteres de acidos
graxos com glicerol, podendo conter pequenas quantidades de outras fracoes
lipidicas como fosfolipidios, colesterol, esqualeno, lanosterol, acidos graxos livres e,
ainda, outros compostos ligados, como aldeidos, éteres de glicerol e compostos
cetonicos (16).

Os acidos graxos séao, todos, monocarboxilicos, alifaticos (cadeia aberta),
saturados ou insaturados. Neste Ultimo caso, podem apresentar uma ou varias
insaturacbes e isomeria geométrica cis, como em todas as gorduras dietéticas, ou
trans, comum no leite e carne de ruminantes e em gorduras parcialmente
hidrogenadas. S&o sollveis em solventes organicos ndo polares, caracteristica
resultante da sua fracéo apolar (cadeia hidrocarbonada).

A denominacdo dos acidos graxos segue, normalmente, a nomenclatura
classica da quimica orgéanica; o carbono 1 € aquele que faz parte do grupo funcional
(grupamento carboxila). Para o acido palmitico, a nomenclatura é 16:0; para o oleico,
18:1 e para o linoleico, 18:2. Nessa nomenclatura, 16 e 18 se referem ao nimero de
atomos de carbono na cadeia; 0, 1 e 2 indicam, respectivamente, o numero de
ligacdes duplas em cada caso. Assim, a posicdo da ligacdo dupla é dada pelo
ndmero indicado entre parénteses, a partir da fungéo organica: 18:1(9), 18:2(9,12).

Na década de 80, do século passado, observaram-se novas inter-relacdes
entre as estruturas e os efeitos bioldégicos dos acidos graxos de modo que, do ponto
de vista bioquimico, era mais importante notar o0 que ocorria proximamente ao grupo
final da cadeia carbonica (grupamento metila) do que no grupo inicial (carboxila).
Assim, surgiu a proposta de numeracdo dos carbonos da cadeia a partir do
grupamento metila terminal, ou carbono 6mega (®), que representa a ultima letra do
alfabeto grego. Portanto, se a primeira ligagdo dupla ocorresse entre os carbonos 3
e 4 (a partir de 6mega) o composto seria um -3; se ocorresse entre os carbonos 6

e 7, um ®-6; se entre os carbonos 9 e 10, um ®-9 (17). Segundo Jensen et al., (18),



a letra n é preferivel & 6mega, que prevalece na literatura mais antiga. Desse modo,
18:2(9,12) torna-se 18:2 n-6.

Os lipidios séo, entre os macronutrientes, os maiores fornecedores de energia
na dieta, contribuindo também como reserva energética e para o fornecimento do
acido graxo linoleico (AL) e de vitaminas lipossoliveis. O AL é essencial e, no
organismo, € transformado em &cido araquidbnico (AAr), precursor de
prostaglandinas (19). Do mesmo modo, o acido graxo a-linolénico (AAL) também é
considerado essencial para os humanos, que o usam para a sintese de outros
acidos graxos da familia 6mega-3 (n-3), incluindo os acidos eicosapentenoico (EPA)
e docosahexenoico (DHA).

No entanto, AL e AAL competem pelas mesmas enzimas (alongase e
dessaturase) para a sintese de AAr, EPA e DHA. Uma vez que EPA e DHA séao
abundantes em certas espécies de peixes, sdo identificados como acidos graxos
Omega-3 derivados de produtos marinhos. Por outro lado, AAL é considerado um
acido graxo 6mega-3-derivado de vegetais (20). A Tabela 1 mostra as principais
fontes de AAL, EPA e DHA.

O leite humano, assim como o de outros mamiferos, € um fluido muito
complexo no qual as moléculas de carboidratos e de alguns sais minerais estdo em
solucdo verdadeira; a caseina se encontra em uma fase dispersa, coloidal;, as
moléculas de lipidios, dos quais 98% séo triacilglicerdis, em glébulos emulsificados
na fase aquosa.

A manutencédo dessa emulsdo se deve a formacdo de camadas bipolares de
fosfolipidios, proteinas, mucopolissacarideos, organizadas de modo a constituirem a
membrana do glébulo de gordura do leite, com area superficial suficientemente
grande (500cm?mL) que permite a adesdo de enzimas lipoliticas e de outros
componentes. Os lipidios restantes sao constituidos por fosfolipidios (0,8%),
colesterol (0,5%), dentre outros (21).



Tabela 1 — Algumas fontes de acido a-linolénico (AAL), &cidos eicosapentenoico (EPA) e
docosahexenoico (DHA) (22)

Alimento Porcdo AAL (9) EPA (9) DHA (g9)

Oleo de linhaca A 8,5 - -

Linhaca @) 2,2 - -

Oleo de noz A 1,4 - -

Oleo de canola @) 1,2 - -

Oleo de mostarda *) 0,8 - -

Oleo de soja A 0,9 - -

Azeite de oliva A 0,1 - -

Brocolis crus, em pedacos @) 0,1 - -
Arenque cozido, Pacifico (3) - 1,06 0,75
Salméo cozido, Chinuque A) - 0,86 0,62
Salméo cozido, Atlantico A) - 0,28 0,95
Ostras cozidas, Pacifico A) - 0,75 0,43
Truta cozida, arco-iris (3) - 0,40 0,44
Atum branco, em agua A) - 0,20 0,54
Caranguejo cozido A) - 0,24 0,10
Camarao cozido A) - 0,15 0,12
Bacalhau cozido, Pacifico ) - 0,09 0,15
Oleo de savelha ) - 0,13 0,09
Oleo de salmao ) - 0,13 0,18

Porcao: (') colher de sopa; (°) xicara; (°) 85g; () 1 grama. Valores Diarios Recomendados: AAL (1,2-
1,6g/dia, homens; 0,9-1,1g/dia, mulheres, ambos adultos); EPA (0,04-0,07g/dia, adultos); DHA (0,05-
0,09g g/dia, adultos).

A fracéo lipidica do leite humano fornece 50% a 60% de calorias (21, 23, 24).
Além de energia, fornece ainda acidos graxos poli-insaturados — incluindo os acidos
linoleico n-6 (18:2n-6) e o a-linolénico n-3 (18:3n-3), ambos essenciais, e seus
derivados 20:4n-6, 20:5n-3, e 22:6n-3, esses Ultimos necessarios a acuidade visual,
ao desenvolvimento do sistema nervoso e ao funcionamento dos processos
cerebrais.

Esses constituintes sdo também fontes de vitaminas lipossoluveis, contribuem
para a formacdo das membranas celulares e s&o precursores de mensageiros

qguimicos, conhecidos como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. Esses



mensageiros controlam varias a¢des bioguimicas importantes como o crescimento e
a divisdo celular, a coagulacdo e a pressdo sanguinea, as reagcfes imunes e
inflamatorias (17, 21, 25, 26, 27).

No leite humano, os trigliceridios respondem por 98% dos lipidios; excecao
se faz as secrecdes pré-parto, que sdo constituidas principalmente por componentes
das membranas, fosfolipidios, colesterol e colesteril éster, cujas concentracdes
diminuem poés-parto (9).

Apesar da capacidade que o corpo humano tem de regular o metabolismo
lipidico, segundo Burr e Burr (28, 29), a exclusdo de lipidios da dieta provoca
moléstia carencial, o que caracteriza a essencialidade de alguns &cidos graxos que
desempenham papel insubstituivel no organismo.

A sintese de &cidos graxos insaturados ocorre a partir dos saturados por um
processo enzimatico catalisado por dessaturases, no figado. No caso dos animais,
que possuem apenas a dessaturase delta-9, somente séo sintetizados o acido oleico
e sua familia n-9. Desse modo, os acidos graxos linoleico (18:2 n-6) e a-linolénico
(18:3 n-3), que representam, respectivamente, as familias n-6 e n-3, sao
considerados essenciais. A partir do n-3, por alongacéo e dessaturagéo (Figura 1),
sdo sintetizados os acidos eicosapentenoico (EPA, 20:5 n-3) e docosahexenoico
(DHA, 22:6 n-3), necessarios para a higidez das membranas bioldgicas, para a
retina, cértex cerebral, tecido nervoso, testiculos e plaguetas sanguineas.

O acido araquidbnico € o metabdlito mais importante do acido linoleico nos
tecidos animais, tanto do ponto de vista quantitativo quanto biolégico. Geralmente,
ele é o acido graxo poli-insaturado mais abundante na fracdo de fosfolipidios e
precursor de varias familias de eicosanoides, como as prostaglandinas da série 2
(PG,), tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas (mediadores anti-inflamatorios) (30,
31).
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Figura 1 — As familias dos acidos graxos poli-insaturados (32)

O EPA ¢ um dos mais importantes &cidos na familia n-3. E um constituinte
dos fosfolipidios nos tecidos animais, especialmente do cérebro, e é precursor da
série PG3. De acordo com Christie (31), ha grande interesse sobre o papel desse
acido nos distarbios neurolégicos, como a esquizofrenia.

O DHA é o produto final do metabolismo do AAL nos tecidos animais.
Também ¢é um constituinte dos fosfolipidios animais; neurbnios e retina,
particularmente, possuem alta concentracdo desse acido. Sua concentragcdo nos
tecidos tem sido correlacionada com varias doencas; € essencial para muitas
funcbes neurologicas e, juntamente com o colesterol, pode atuar como modulador
da estrutura e fungdo das membranas (31).

Segundo Belda e Pourchet-Campos (17), ha evidéncias de que DHA e AAL
incorporam-se ao tecido adiposo, sendo eliminados pela glandula mamaria.
Providencialmente, o leite humano é fonte de &cidos graxos n-3 e n-6; no entanto,
sua concentracdo depende da quantidade ingerida pela mée. Neste sentido, Jensen
et al.,(33) afirmam que maes lactantes que recebem suplementacdo com DHA

apresentam maiores concentracdes desse &cido graxo tanto no leite quanto no



plasma; no entanto, ainda ndo esta comprovado se esta suplementacao traz algum
beneficio funcional para os lactentes alimentados ao seio.

No leite humano os lipidios se encontram numa estrutura globular e séo
sintetizados pelas células alveolares mamarias, estimuladas pelo esvaziamento do
seio durante a amamentacdo e a secre¢do de prolactina no I6bulo anterior da
pituitaria (26).

Segundo Garton (16), Uauy (34) e Sarkar (35), a concentracdo de lipidios no
leite humano é menor no colostro do que no leite maduro e o contetdo lipidico do
leite normal aumenta progressivamente durante a ordenha. Curiosamente, o colostro
€ mais rico em acidos graxos insaturados que o leite, estando também presentes em
maior concentracdo no colostro e no leite maduro de mées de criangas pré-termo.
No entanto, a concentracdo de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa do
leite humano diminui rapidamente depois de trés meses apos o parto (17).

Neste sentido, Gibson (36), em artigo sobre o papel dos acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (AGPCL) na infancia, afirma que ha poucas pesquisas e
por isso ndo se pode ainda confirmar a relacdo riscos/beneficios para a adicdo de
acido a-linolénico em férmulas infantis. Por outro lado, ha relatos suficientes que
ratificam a seguranca dos AGPCL em recém-nascidos a termo e pré-termo, embora
sua eficacia ndo esteja tdo bem esclarecida. Ja os estudos com DHA indicam
claramente a sua necessidade em recém-nascidos pré-termo para o

desenvolvimento do sistema nervoso e a acuidade da visao.

2.2. ESTABILIDADE DOS ACIDOS GRAXOS (AG) POLI-INSATURADOS

Os métodos de preservacao e conservacdo dos alimentos fundamentam-se
em trés principios: (1) o principio da prevengéo ou retardamento da decomposi¢ao
microbiana, que destaca as tecnologias relacionadas a manutencédo dos alimentos
livres de micro-organismos (assepsia), sua remocao, inibicdo do crescimento e da
atividade e eliminacédo, caso estejam presentes; (2) o principio da prevenc¢do ou
retardamento da autodecomposicdo, que se refere especialmente ao controle da

atividade bioquimica decorrente da presenca de enzimas e/ou a prevencdo ou



retardamento de reacdes quimicas; e (3) a prevencao das alteracdes ocasionadas
por insetos, animais superiores, causas mecanicas (37, 38).

O calor € uma manifestacdo de energia de uso intenso na tecnologia de
alimentos e pode ser o responsavel por reacfes desejaveis ou indesejaveis, pelo
surgimento de caracteristicas sensoriais improprias, e possibilita o aparecimento de
componentes toxicos provenientes do processamento. E, também, objeto de muitos
estudos que avaliam e validam os processamentos térmicos, principalmente em
componentes alimentares dotados de estrutura quimica suscetivel a alteracdes
térmicas, como os lipidios. Assim, o calor também é usado como processo de
conservacgao de alimentos com o objetivo de aumentar sua vida de prateleira; nesse
aspecto, sua principal funcéo € eliminar micro-organismos patogénicos, deteriorantes
e enzimas endbégenas e microbianas. Ao contrario, a refrigeracdo e o congelamento,
que também sado processos de conservacdo, ndo tém a finalidade de inativar tais
fatores de deterioragdo e sim inibir o crescimento de micro-organismos e a
velocidade das reacfes quimica e enzimaticas.

No caso de lipidios, um dos principais fenébmenos € a rancidez hidrolitica, que
ocorre durante o processamento e 0 armazenamento de produtos gordurosos e pode
ser de natureza quimica, autolitica ou microbiana (39).

A hidrélise quimica é catalisada pela luz e por tragcos de metais pesados e
ocorre quando a gordura é rica em acidos graxos com menos de 14 atomos de
carbono.

A hidrolise enzimatica (lipdlise) é causada pela lipase e por outras enzimas
lipoliticas. A lipolise também pode ocorrer pela presenca de micro-organismos
produtores de lipases, sobretudo fungos do género Aspergillus, como o Aspergillus
niger, e por bactérias. As alteracdes devido a hidrélise enzimética podem ser
acompanhadas pela medida da acidez titulavel, uma vez que durante a lipdlise
ocorre a liberacdo de acidos graxos que elevam a acidez do produto. Alguns acidos
graxos liberados possuem odor e sabor desagradaveis, o que caracteriza sua
degradacdo. Por exemplo, as gorduras lacteas, por hidrélise, produzem o acido

butirico, um dos responsaveis pelo odor caracteristico de sua degradacéo.
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A ocorréncia da rancidez hidrolitica leva a um aumento da rancidez oxidativa,
uma vez que os 4cidos graxos livres sdo mais suscetiveis a oxidacdo do que quando
estao esterificados ao glicerol.

A rancidez — reacao de deterioracao de lipidios oxigénio-dependentes — ja era
mencionada na antiguidade como o maior problema para o armazenamento de 6leos
(principalmente de oliva) e tintas (sicativos), conforme LERAY (40).

Os primeiros estudos sobre oxidacao lipidica datam de 1800, quando Nicolas-
Theodore de Saussure, cientista suico, observou, usando um mandmetro de
mercurio, que uma fina camada de 6leo de noz exposta ao ar era capaz de absorver
cerca de 150 vezes o seu préprio volume em oxigénio, no intervalo de um ano.
Paralelamente, o 6leo tornava-se viscoso e com odor desagradavel. Em 1928,
Stephens (41) relatou o isolamento de perdxido a partir do mecanismo de auto-
oxidagao em ciclohexeno, um hidrocarboneto insaturado (42).

Oleos e gorduras s&o suscetiveis, em graus variados, a reacbes de
degradacdo. Assim, quanto maior seu grau de insaturagcdo maior a suscetibilidade a
tais reacfes. Entre elas, a mais importante € a rancificacdo, que pode ter natureza
hidrolitica ou oxidativa.

A rancidez oxidativa — mais importante a temperatura ambiente que a
hidrolitica — pode ocorrer pelos processos auto-oxidativo (Figura 2), fotoxidativo
(Figura 3) e enzimético (Figura 4). Esses mecanismos levam a formacédo de
compostos que podem ser desejaveis (cor, odor, sabor) ou indesejaveis (compostos
toxicos, polimeros, compostos ciclicos), motivo pelo qual tém sido extensivamente

estudados.

2.2.1. Auto-oxidacao de lipidios

A auto-oxidacéao de lipidios insaturados é autocatalitica, ou seja, a velocidade
da reacdo aumenta devido a formagdo de compostos que catalisam a propria
reacdo. Requer a presenca de oxigénio, envolve a formacdo de radicais livres e
forma, como produto primario, hidroperoxidos, a partir dos quais sao formados os

produtos secundarios (alcoois, aldeidos, cetonas) e os terciarios (acidos derivados
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dos aldeidos). O processo € considerado indesejavel, tanto do ponto de vista
sensorial quanto de seguranca do consumidor, uma vez que ha formacdo de
produtos altamente oxidados com possibilidade de produzir efeitos toxicos. Ocorre,
também, a perda de algumas vitaminas lipossolUveis e de caroteno. O mecanismo é

inibido pelo uso de antioxidantes e por sequestradores de metais (19, 43, 44).

As fases desse mecanismo sdo mostradas abaixo:

Iniciacdo: fase na qual ocorre a formacdo de radicais graxos livres pela

retirada de um hidrogénio do carbono alilico (o)) por acéo da luz, calor, metais ou de

outros radicais livres:

H H H
| o | | iniciador
C-C=C- -
|
H (sitio de
oxidacao)
H H H

|
-C-C=C- + O ——»

Rad. graxo livre

H H H HH H
dsb 4 bbb
; 0.

Ac. graxo Radical pero-
insaturado -xido livre

HH H
Ec=C- o+ H
I-?adical graxo Atomo de H
livre

HH H

C-t=c-

ou

Radical peréxido livre

HH H H HH
bt s Cbet

| ot
Radical gra- Hidroperoxido
-xo livre
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Propagacéo: a formacdo de radicais peroxidos livres e de novos radicais
graxos livres pode ser repetida em cadeia varias vezes, caracterizando a etapa de

propagacao.

R. + 0O, — RO.,.
|_‘R02. + R-H —— RO;H + R.

Reacdo em cadeia

Os hidroperoxidos (RO,H) formados na fase de propagacdo sdo os produtos

primarios da oxidacao.

Terminacdo: ocorre quando os radicais livres reagem entre si, produzindo
compostos inativos, ndo permitindo a continuidade da reacdo em cadeia (etapa da

propagacao).

R. + R. — R>

R. + H — RH

R. + RO;,. — RO, R

RO, + ROz, — ROOR + O

Figura 2 — Etapas do mecanismo de auto-oxidacgao de lipidios (19, 39, 43, 44)

Os hidroperoéxidos séo instaveis e se decompdem formando aldeidos,
cetonas e alcoois, que sao alguns agentes de sabor e odor desagradaveis,
principalmente os aldeidos. Estes compostos sdo chamados de produtos
secundarios da oxidacdo. Os aldeidos podem ser oxidados a acidos, 0s quais sao

chamados de produtos terciarios da oxidacdo. O processo é também catalisado por

tracos de metais, principalmente Cutt e Fe*++,
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2.2.2. Oxidacao fotossensibilizada

A fotoxidacdo — ou oxidacdo fotossensibilizada - ocorre quando ha luz,
oxigénio, lipidios e substancias naturais conhecidas como fotossensibilizadores ou
cromoforos. Estas substancias tém capacidade de capturar e concentrar energia
luminosa, passando para o estado excitado. Posteriormente, a energia é transferida
para o0 oxigénio que a absorve passando para o estado singleto (45). Riboflavina,
clorofila, mioglobina, hemoglobina sdo exemplos de compostos com grupos
cromoforos. Por esse mecanismo, ha mudanca da configuracdo do acido graxo de
cis para trans, como no caso da auto-oxidacao; ndo ha formacéo de radicais livres e
0 processo nao € inibido por antioxidantes, mas sim por substancias aniquiladoras
de oxigénio singleto, como tocoferdis, B-caroteno, butil-hidroxianisol (BHA), butil-
hidroxitolueno (BHT).

Na presenca de um sensibilizador adequado, como clorofila ou flavina, a
oxidagao ocorre via reagao ene:

Cis
R
RS Sy
T
/1

HOO

Figura 3 — Mecanismo da oxidacédo fotossensibilizada (19, 39, 43)

2.2.3. Oxidacao enzimética

A oxidacdo enzimatica é causada pelas lipoxidases e desidrogenases e
ocorre em plantas, sementes oleaginosas e cereais, onde os acidos graxos liberados
por lipases sdo degradados. Os produtos finais da oxidacdo (metil-cetonas) sao
responsaveis pelo odor de gordura de coco, dentre outras. O processo € também

chamado de ranco perfumado.
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-H,
R-CH>-CH, - COOH —_— R-CH=CH-COOH
+ H20
-H,
R-CO - CH,- COOH -— R - CHOH- CH, - COCH
Ceto-acido Hidroxiacido

-CO,

R -CO -CH; (metil-cetona)

Figura 4 — Mecanismo da oxidag&o enzimatica (19, 39, 43)

2.3 ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS (AGE): CONCEITO, IMPORTANCIA, FONTES,
LEITE HUMANO

A histéria cronolégica da ciéncia dos lipidios conta que Tachenius Otto
sugeriu, pela primeira vez, em 1693, que compostos acidos estavam “escondidos”
nas gorduras. Em 1813, Michel Engéne Chevreul publicou seu primeiro trabalho
sobre a composi¢ao da gordura animal e descreveu o conceito de acidos graxos e,
em 1823, publicou Recherches chimiques sur les corps gras d’origine animale, onde
descreveu, pela primeira vez, varios acidos graxos (margarico, ou heptadecanoico,
oleico, butirico e caproico, ou hexanoico). Em 1827, o médico inglés W. Prout
reconheceu as gorduras como importantes nutrientes na dieta, juntamente com
proteinas e carboidratos e, em 1913, E. V. McCollum mostrou que certos lipidios
devem estar presentes na dieta. Ja a essencialidade dos &cidos graxos poli-
insaturados (AGPI) foi descoberta em 1930 por Go Burr (42).

Os acidos graxos sao constituidos por uma cadeia carbdnica alifatica de
comprimento variavel, saturada ou insaturada, com um grupo carboxilico em uma
das extremidades e um grupo metila na extremidade oposta.

Geralmente, apenas dois acidos graxos especificos sdo considerados como

essenciais; isto €, nao sdo sintetizados pelos mamiferos em quantidades
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proporcionais as suas necessidades. Ambos sé@o poli-insaturados de cadeia longa
(18 atomos de carbono): o 4cido a-linolénico (AAL), precursor da familia dos AGPI n-
3, e 0 acido linoleico (AL), precursor dos AGPI n-6.

A essencialidade desses acidos graxos deve-se ao fato de os mamiferos néo
terem as enzimas necessdrias para inserir a dupla ligacdo nas posi¢ées n-3 e n-6 —
respectivamente, A-15 e A-12 dessaturases, contadas a partir do carbono terminal
(metilico), na cadeia de acidos graxos (46, 47, 48). Por outro lado, a familia n-9 pode
ser sintetizada a partir de outros AGPI; portanto, o acido oleico, um n-9, ndo é
essencial.

As trés familias de AGPI citadas sdo metabolizadas de modo semelhante via

uma série de dessaturacdes e alongacdes, como mostrado na Figura 2.

18:1n-9 18:2n-6 18:3n-3
Acido oleico  Acido linoleico AAL
i i i Dessaturase delta 6
18:2n-9 18:3n-6 18:4n-3
i i i Alongase
20:2n-9 20:3n-6 20:4n-3
l *" |* Dessaturase delta 5
20:3n-9 20:4n-6 20:5n-3
Ac. eicosa- Ac. araquidonico EPA
-trienoico ’( l
22:5n-6 22:5n-3 (DHA)
Varios tromboxanos
e leucotrienos

Figura 5 — Vias paralelas do metabolismo de AGPI (48)

Os compostos derivados de n-3 e n-6 sdo precursores de eicosanoides e,
teoricamente, ndo sdo essenciais na dieta. Entretanto, trabalhos recentes usando
tecnologia de marcadores mostraram que a conversdao de AAL a EPA e DPA
(docosapentenoico), e a posterior conversdo de DPA a DHA, é muito limitada nos
humanos. Isso ocorre porgue a concentragcdo de AAL nas membranas celulares e
nos lipidios sanguineos €, geralmente, menor que 0,5% do total de &cidos graxos, o

que sugere uma limitada influéncia quantitativa nas fungfes biologicas (49, 50).
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Outro fato é a dificil conversdo de EPA a DHA devido a falta da dessaturase A-4. Por
outro lado, DHA é retroconvertido a EPA via B-oxidacdo peroxissomal, o que, até
agora, ndo tem demonstrado relevante importancia biologica (51). Além disso, DHA
reduz a presséao arterial, melhora a funcdo endotelial, aumenta a fracao de lipidios
de alta densidade (HDL) e reduz a de lipidios de baixa densidade (LDL) (52, 53).

DHA e EPA estdo presentes em grandes quantidades nas membranas
celulares e no sangue. O DHA, particularmente, é responsavel por 20% a 50% dos
acidos graxos do cérebro e da retina (54). Portanto, talvez seja apropriado
considerar EPA e DHA como essenciais (27, 55).

Entre os AGPI, os n-3 sdo 0s que possuem capacidade imunomoduladora
mais potente e, entre os n-3, os EPA e DHA encontrados em 6leos de peixes sao
biologicamente mais potentes que seu precursor — 0 AAL. Também foi demonstrado
que alguns AG n-3 possuem potente atividade anti-inflamatéria e podem ser Uteis no
controle de doencas inflamatdrias e auto-imunes.

Minda et al.,(56) demonstraram que a composicdo do leite humano sofre
alteracdo durante a lactacéo, especialmente a de alguns acidos graxos, como o AG
essencial AAL, cuja concentracdo aumentou significativamente durante as duas
primeiras semanas de lactacéo, enquanto a concentracdo do AG essencial n-6 (AL)
ndo variou durante o primeiro més de lactacdo. No caso dos metabdlitos do n-6
(acidos eicosadienoico, dihomo-y-linolénico e araquiddnico) e do n-3 (&cidos
eicosatrienoico e eicosapentenoico), 0os autores observaram aumento significante
durante todo o periodo investigado (até 28 dias de lactagdo). O principal metabdlito
do AGPI n-3, o DHA, teve significante aumento entre 0 3° e 0 14° dia, mas também
significante decréscimo entre o 14° e o 28° dia. Estatisticamente, houve correlacéo
significativamente positiva entre os acidos araquidénico e docosahexenoico nos 1°,
5° e 6° dias de lactacdo; no entanto, tal correlacdo ndo existiu entre acidos graxos
essenciais e seus metabolitos de cadeia longa, sugerindo que a disponibilidade de
acidos graxos essenciais ndo € o unico fator que influencia a composigéo do colostro
humanao.

Essa variagcdo na composicao do leite humano foi também estudada por Hall

(57). A autora, no trabalho Uniformity of Human Milk, concluiu que durante a
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amamentacdo o teor de lipidios totais triplicou (na média, de 2,4g/100mL a
7,59/100mL), o de proteina aumentou 1,3 vezes e 0 extrato seco 1,5 vezes. Nao
houve aumento no teor de lactose e, embora o teor de lipidios tenha variado, nédo
houve diferenca na composicdo de acidos graxos constituintes, que néo € aleatoria
(é uniforme) e pode ser prevista pela dieta da mée.

Do mesmo modo, com 0 avanco da lactacdo o teor de lipidios aumentou 2%
trés dias apOs o parto, na seguinte ordem: colostro, leite de transicao, leite maduro.
Apoés 3 meses, 0 aumento foi maior que 4% (58).

Segundo Read, Lutz e Tashjian (59), o padrdo de &cidos graxos do leite
humano so teria grandes variacbes no caso de subnutricdo da lactante ou grande
alteracdo na dieta, como no caso de alta ingestdo de carboidratos (amido) ou de
lipidios (azeite de oliva). No primeiro caso, o leite € rico em acidos graxos de cadeia
curta e pobre em acido linoleico (1%); no segundo, o leite é rico em acidos palmitico,
estedrico e oleico e diminuem com a lipemia.

No leite humano, a origem dos AGPI de cadeia longa pode ser proveniente da
dieta materna, dos estoques maternos e da sintese enddgena a partir dos
precursores com 18 &tomos de carbono, o que ocorre no figado, glandula maméria e
outros tecidos (23). Portanto, a dieta materna influencia o conteido de EPA, DHA e
AAR no leite, sendo peixe, leite, carne e ovos boas fontes desses compostos (23,
60). Embora haja tal influéncia, Koletzko et al. (23), Demmelmair et al. (61) e
Sauerwald et al. (47), em estudos com isGtopos estaveis, demonstraram que a dieta

materna ndo é a principal origem da proporcédo de AGPI no leite.

2.4 ASPECTOS QUIMICOS E NUTRICINAIS DA FRACAO LIPIDICO EM LEITE
HUMANO

O leite humano apresenta a mesma composi¢cao de macronutrientes do leite
de outros mamiferos, variando, porém, sua concentragdo e constituicdo (Tabela 2).
Essa variacdo, acredita-se, é apropriada para cada mamifero e o seu leite, com
alguma excecao, contém o0s nutrientes necessarios para o desenvolvimento da cria.

Se esse desenvolvimento é rapido, entdo o leite sera denso em nutrientes (18). Para
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isto, o perfil proteico, a digestibilidade da fragc&o lipidica, a presenca de lactose, de

minerais, de vitaminas e de outros componentes tém papel importante.

Tabela 2 — Composicao aproximada (% peso) dos leites bovino, humano, de cabra e de ovelha (18)

Componentes Bovino Humano Cabra Ovelha
Proteina 34 1,0 29 55
Caseina 2.8 04 25 4.6
Gordura 3,7 3,8 45 74
Lactose 46 7,0 41 48
Cinzas 0,6 0,2 0,8 1,0

Esses nutrientes estdo assim organizados: os lipidios estdo emulsificados em
globulos de 2um a 4pm de didametro, revestidos por uma membrana derivada de
células secretoras; as proteinas estdo dispersas em micelas coloidais e a maioria
dos minerais e a fragédo de lactose estdo em solucdo verdadeira (21, 62, 63).

Os lipidios do leite humano contém mais de 200 acidos graxos e os do leite
bovino apresentam mais de 400 tipos de tais substancias. No entanto, enquanto o
leite bovino contém uma quantidade substancial de acidos graxos de cadeia curta
(C4:0 a C10:0) provenientes da atividade ruminal, o leite humano contém menor
concentragcdo de acidos graxos saturados, maior teor dos acidos oleico e linoleico,
pequena quantidade de outros poli-insaturados e menor atividade
hipercolesterolémica, como mostra a Tabela 3 (21, 62, 64).

Um dado a ser considerado no metabolismo dos trigliceridios (TG) € o fato de
os acidos graxos no leite humano estarem (98% deles) ligados ao glicerol. Isto
porque a estrutura posicional dos acidos graxos controla a liquidez dos glébulos de
gordura e a identidade dos produtos formados pela lipélise sequencial dos TG no
estbmago e intestino delgado; assim, os AGL e os monoglicerideos séo absorvidos.
A estrutura pode ser definida como uma identidade do AG em cada uma das

posicdes sn-1, sn-2, sn-3 e seu arranjo no TG em questao (21).
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Tabela 3 — Composi¢do em acidos graxos dos leites bovino e humano em g/100g de gordura (62)

Acido Graxo Bovino Humano
Butirico (C4:0) 3,3 _

Caproico (C6:0) 1.6 Tracos

Caprilico (C8:0) 13 Tracos
Céaprico (C10:0) 3,0 13
Laurico (C12:0) 3,1 3,1
Miristico (C14:0) 14,2 5,1

Pentadecanoico (C15:0) 13 Tracos até 0,4

Palmitico (C16:0) 42,7 20,2
Palmitoleico (C16:1; 9¢) 3,7 5,7
Estearico (C18:0) 57 6,0
Oleico (C18:1; 9¢) 16,7 46,4
Linoleico (C18:2; 9,12cc) 1,6 13,0
Linolénico (C18:3; 9,12,15ccc) 1,8 1,4
Total de saturados 76,2 36,1
Hipercolesterolémicos® 61,3 28,8

Total de acidos graxos hipercolesterolémicos (12:0 + 14:0 + 15:0 + 16:0)

No leite humano (LH), o acido palmitico (AP) (C16:0) esta predominantemente
esterificado na posicdo sn-2 (ou B) do TG, enquanto nos dOleos vegetais esta nas
posicoes sn-1 (ou a) e sn-3 (ou a’). Esse tipo de disposigédo é fundamental, haja vista
gue as lipases pancreaticas hidrolisam seletivamente os acidos graxos nas posicées
sn-1 e sn-3 produzindo sn-2 monoacilglicerois e acidos graxos livres (AGL) que séo
absorvidos, reesterificados e secretados no plasma. O acido palmitico livre liga-se ao
calcio e torna-se insolavel no intestino e, portanto, ndo é bem absorvido, sendo
eliminado nas fezes. Assim, o posicionamento dos &acidos graxos saturados,
particularmente do AP na posicao sn-2, torna tanto os acidos graxos na forma de sn-
2 monoacilglicerdis e o célcio do leite completamente absorvidos. Por outro lado, se
um trigliceridio ndo fosse hidrolisado, ndo apenas sua absorgdo seria prejudicada,
mas também a de nutrientes lipossolliveis como o tocoferol e a vitamina A (9, 65,
66).
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Nesse aspecto, Carnielli et al. (67) estudaram, em férmulas infantis, o efeito
posicional do AP sobre a gordura, AG e o balanco mineral. Segundo os
pesquisadores, a maior concentracao de AP na posi¢ao sn-2 aumentou a absorcao
intestinal de gordura e de calcio, quando comparado com férmulas infantis com AP
em concentragdes menores na mesma posicao.

No entanto, segundo Pafumi et al. (68), a lipase gastrica humana so hidrolisa
10% a 30% dos triacilgliceréis ingeridos em funcdo de um processo de inibicdo
induzido pelos acidos graxos de cadeia longa gerados, que estdo protonados pelo
pH acido. Para Carriere et al. (69), a lipase gastrica humana e a lipase pancreatica
apresentam baixa atividade especifica, mas suficiente para hidrolisar completamente
os triacilglicerideos em funcdo das quantidades dessas enzimas secretadas durante
a refeicao.

O estado de liquidez é importante para a formacdo de microgoticulas nas
células secretoras e sua posterior fusdo em gotas maiores que sdo entédo secretadas
como glébulos. Estes permanecem liquidos até ser hidrolisados pelas lipases no
estbmago e intestino delgado dos lactentes, o que é facilitado por sua grande area
superficial exposta a acdo enzimética (21).

Alguns &cidos graxos podem ser sintetizados pelo organismo, outros ndo. No
primeiro grupo incluem-se os &cidos graxos de cadeias curta, média e longa,
saturados e monoinsaturados. No segundo estdo os chamados acidos graxos
essenciais, que devem ser obtidos via dieta. Alimentos como peixe, leite, carne e
ovos aumentam a concentracdo de AGPI de cadeia longa no leite humano, como
também dos acidos eicosapentenoico (EPA, 20:5n-3), dosocahexenoico (DHA,
22:6n-3) e araquidodnico (AAR, 20:4n-6). DHA e AAR sado importantes componentes
estruturais do sistema nervoso central, transferidos através da placenta e
acumulados no cérebro e outros 6rgdos durante o desenvolvimento fetal. Apos o
nascimento, a transferéncia é via leite materno, se a amamentagéo for exclusiva. A
reducdo de DHA pode causar diminui¢cdo da acuidade visual — o que indica um papel
critico do DHA no metabolismo neurotransmissor — e dificuldade de aprendizagem.
O desenvolvimento cognitivo é dependente de dopamina que, por sua vez, tem seu

metabolismo afetado pela deficiéncia de acidos graxos n-3, o que explica, em parte,
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a deficiéncia de aprendizagem pela falta do dopaminérgico modulador de atencgéo e
motivacéo (47, 70, 71, 72, 73).

O DHA pode ser formado no figado a partir do AAL, mas nédo esta claro se
essa sintese, em humanos, € suficiente para permitir um o6timo desenvolvimento
cerebral e da retina (60, 74). No entanto, segundo Tinoco et al. (11), os lactentes
recebem, via aleitamento materno, 200mg de AAR e concentracbes menores que
100mg de DHA/dia, suficientes para as necessidades do crescimento e do
desenvolvimento e que varia conforme a dieta materna e o estagio de lactacao.

Outros autores sugerem que a ingestdo de acidos graxos essenciais nao €
tdo importante quanto os estoques corporais maternos para a sintese de AGPICL
(61); ou seja, esses sdo mais utilizados na sintese de AGPICL que aqueles.

A variacdo do volume e da composicéo do leite humano pode ser minimizada
pela mistura dos leites de varias doadoras. No caso do leite bovino, a composi¢ao
em acidos graxos e, portanto, a estrutura do triacilglicerol, ndo é afetada por
mudancas na dieta em funcdo da biohidrogenacdo e da producdo de acidos graxos
de cadeia curta no ramen. Como a composicdo em acidos graxos do leite humano
sofre o efeito da dieta, espera-se que a estrutura do triacilglicerol também mude (75).
Estudos de Jensen et al. (62) demonstraram que, quando a dieta era rica em poli-
insaturados, o0 18:2 deslocava o 16:0 da posi¢éao sn-2.

Outra caracteristica importante do leite humano é a presenca da lipase
estimulada por sais biliares, que €é muito ativa no intestino de lactentes
amamentados. Por lipolise, essa enzima produz Aacidos graxos livres e
monoacilglicerdis que apresentam atividade contra alguns parasitas intestinais, como
a giardia, e virus encapsulados. Esse efeito microbicida é um potente mecanismo de
defesa dos recém-nascidos, principalmente nos paises do terceiro mundo; no
entanto, o leite deve ser cru, 0 que ndo acontece com os leites bovino, nos laticinios,
e 0 humano, nos bancos de leite, uma vez que sao pasteurizados (62, 63).

Sabe-se, também, que lactentes amamentados ganham peso mais
facilmente. Isto é atribuido a melhor digestibilidade da proteina do leite humano e
melhor absorcao dos lipidios. A auséncia da fracdo aS-1 da caseina e a presenca de

altas concentragfes de &cidos graxos insaturados no leite humano o tornam mais
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digerivel que o leite bovino, que forma um coagulo denso no estbmago do recém-
nascido. Desta forma, a atuacdo da pepsina e da tripsina é retardada pela
neutralizacdo do acido cloridrico do suco gastrico pelos sais do leite - efeito salino
tampao (76).

Ha muito tempo estuda-se a importancia entre a relacdo do aleitamento
materno e o desenvolvimento do recém-nascido, como também entre o aleitamento
e o estimulo a habilidade cognitiva. Horwood e Ferguson (77), em seus estudos,
observaram que a maior duracdo do aleitamento materno esta associada ao
aumento do coeficiente de inteligéncia (QI) e do rendimento escolar nas idades
avaliadas (de 8 a 18 anos).

Em um trabalho anterior, Temboury et al. (78) observaram que lactentes
alimentados com mamadeira apresentavam desenvolvimentos mental e motor
inferiores aqueles amamentados ao seio. Semelhantemente, Lanting et al. (79)
realizaram avaliacdo neurolégica em criancas aos 9 anos de idade, dentre as quais
135 foram amamentadas e 391 foram alimentadas exclusivamente com formulas, ou
receberam suplementacdo com leite artificial nas primeiras trés semanas de vida, e
notaram que as Ultimas apresentaram o dobro do risco de disfuncdo neurolégica em
relagdo as que haviam sido exclusivamente amamentadas por, pelo menos, 21 dias.

Por sua vez, Lucas et al. (80) avaliaram o quociente de inteligéncia (Ql) de
criancas, aos 8 anos de idade, que foram lactentes prematuros alimentados com
férmulas e compararam os resultados com criancas da mesma idade que receberam
leite materno apdés o nascimento, todas por sonda nasogastrica, para eliminar a
interacdo entre mae e lactente. Os pesquisadores notaram que as criangas que
foram amamentadas tinham QI significativamente maior aos 7,5-8,0 anos de idade
do que as outras, com até 8,3 pontos de diferenca. Concluiram que o leite materno
possui varios fatores que conferem vantagens para o desenvolvimento cognitivo,
entre 0s quais os acidos graxos de cadeia longa, especialmente o DHA, presente em
alta concentracdo no leite de maes de prematuros, e que estdo ausentes nas
férmulas infantis.

Innis; Gilley; Werker, (81) estudaram a relagdo entre os acidos graxos de

cadeia longa do leite humano e o desenvolvimento visual e neural de criancas
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nascidas a termo e alimentadas ao seio; concluiram que ha relagdo significativa
entre o DHA e a acuidade visual, 0 DHA e a percepc¢éo da fala — inclusive habilidade
para reconhecer termos em lingua nao-nativa. Com relacdo ao desenvolvimento
neural, os autores concluiram que, se houver falta de DHA pré-formado, o contetudo
de acido linolénico no leite de muitas mées pode ndo ser suficiente para fornecer o
DHA necessario para tal. Por outro lado, encontraram uma associa¢ao contraria a de
outros autores entre DHA e peso aos 6 meses de idade: a possibilidade de os acidos
graxos n-3 influenciarem a adipogenia, uma vez que eles sdo importantes
reguladores dos genes envolvidos no metabolismo dos &cidos graxos, questdo que
ainda deve ser mais estudada.

Jorgensen et al. (82), em trabalho semelhante, também concluiram que ha
associacao significativa entre a acuidade visual em recém-nascidos a termo e o DHA
do leite materno, assim como a frequéncia da ingestdo de peixes (magros ou
gordos) estava fortemente associada com os niveis de DHA no leite. No entanto, os
acidos araquidoénicos, EPA, linoleico e a-linolénico ndo estdo correlacionados com a
acuidade visual.

Em um trabalho mais recente, Singhal et al. (83) sugerem gue a nutricdo
infantil afeta permanentemente o perfil lipoproteico durante a vida e que a
amamentacao tem efeito benéfico sobre a saude cardiovascular. Neste aspecto, 0s
autores concluem que adolescentes nascidos pré-termo amamentados ao seio,
assim como 0s que receberam leite de outras maes, tém perfil lipoproteico
aterogénico menor do que os alimentados com férmulas infantis, apresentando

concentragdes mais baixas de colesterol e menor relagdo LDL/HDL.

2.5. ACIDOS GRAXOS TRANS (AGT)

Gorduras trans (ou acidos graxos trans) sdo acidos graxos insaturados com,
no minimo, uma ligacdo dupla na configuragcdo trans, ou seja, os atomos de
hidrogénio estdo em lados opostos na ligagdo dupla permitindo que a molécula
tenha uma orientacdo semelhante ao que ocorre com os acidos graxos saturados.

Ao contrario, na configuragdo cis a molécula é curvada; isso explica o aumento do
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ponto de fusdo nas gorduras trans quando comparado com o seu isémero cis (Figura
6).

Acido oleico
Acido elaidico

O Carbono
Dupla ligacdo cis — Dupla ligagdo trans — © Hidrogénio
© Oxzxigénio

Figura 6 — Estruturas dos acidos graxos oleico (C18:1, 9c; PF 13°C-14°C) e elaidico (C18:1, 9t; PF
44°C) (84)

A configuracao cis também é chamada de forma Z (do alem&o, zusammen —
juntos); a trans, de forma E (do aleméao, entgegen — opostos) (85).

De modo geral, gorduras trans sdo metabolizadas de modo semelhante aos
isbmeros cis (86, 87, 88); no entanto, ha alteracdo das propriedades fisiologicas e
dos efeitos do acido graxo que sofreu a mudanca de configuracédo (84). Seu acumulo
nos tecidos reflete o consumo por longo tempo (89) e sédo oxidadas para fornecer
energia. Também ndo sdo sintetizadas no organismo humano, mas ocorrem,
naturalmente, em pequena quantidade nos alimentos produzidos a partir de
ruminantes (leite, carne bovina) (90). Entretanto, Adlof, Duval;, Emken (91) e
Turpeinem et al. (92) consideram que ha indica¢gbes de que a bioconversao de acido
vacénico (C18:1,11t) — obtido da dieta — a acido ruménico (C18:2, 9c,11t) também
ocorre em humanos via dessaturase A9. Contudo, a maioria dos acidos graxos trans
da dieta sdo provenientes da hidrogenacéo catalitica de Oleos vegetais usados na
producdo de margarinas, cremes vegetais, Oleos refinados, paes, biscoitos,
alimentos fritos, sorvetes, bolos, pastéis.

O consumo de grandes quantidades de AGT teve inicio por volta de 1912,
quando as industrias desenvolveram meétodos para a hidrogenacao catalitica de

lipidios insaturados (93). No Brasil, esse processo teve inicio por volta de 1960 com



25

a hidrogenacgéo catalitica de Oleos vegetais para as industrias de alimento (94).
Nesse caso, o principal AGT é o elaidico (18:1, 9t); em ruminantes é o vacénico
(18:1, 11t) (85, 95).

O processo de hidrogenacao é controlado selecionando-se a temperatura, a
pressédo, a duracdo, o catalisador, assim como a(s) gordura(s), para se obter um
produto com composicdo e propriedade funcional apropriadas. A hidrogenacao
parcial de O6leos e gorduras resulta em uma mistura de acidos graxos: poli-
insaturados (incluindo is6bmeros trans), monoinsaturados (também incluindo
isdmeros trans) e saturados. Prosseguindo a hidrogenacéo, a proporcdo de poli-
insaturados diminui, a de monoinsaturados e acidos graxos trans aumenta e a de
saturados diminui, levemente. As gorduras vegetais hidrogenadas sdo os maiores
contribuintes, atingindo 80% a 90% da ingestédo diaria de AGT (84, 94, 96, 97, 98,
99).

A hidrogenacéo parcial de 6leos vegetais leva a formacéo de véarios isbmeros,
onde a dupla ligacéo trans pode ocorrer em qualquer local entre o quarto e o décimo
carbonos; podem também ser formados isdbmeros com duas duplas ligagbes (trans-
cis; cis-trans) (84).

A hidrogenacdo com formacéo de ligacdes cis-trans esta exemplificada na
figura 4, onde (a) representa a formacdo do complexo organometdlico intermediério
(carbono-metal) em qualquer extremidade da ligacdo olefinica; (b) ou (c) representa
a adsorcdo de hidrogénio no catalisador, que pode ser Ni, Pd ou Pt, formando
compostos instaveis; (d) indica que o composto instavel pode reagir com outro
atomo de hidrogénio e sofrer dessorcdo do catalisador formando um composto
saturado, ou ceder um atomo de hidrogénio ao catalisador formando uma dupla
ligacbes que pode estar na mesma configuracdo original ou ser um isémero

posicional ou geométrico da dupla ligag&o original (e, f).
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Figura 7 — Hidrogenacéo catalitica com formacgéo de duplas ligacdes cis/trans. O asterisco representa
a ligacdo com o catalisador (19)

Atualmente, para evitar a formacédo de AGT via hidrogenacado catalitica, as
industrias fazem a interesterificacdo de 6leos vegetais. Esse processo consiste no
intercAmbio de radicais acila entre um éster e um acido (acidolise), um éster e um
alcool (alcoodlise), ou entre ésteres (transesterificacdo). Este Ultimo, o mais
importante na indastria de alimentos, implica no intercambio dentro de uma mesma
molécula de trialcilglicerol (intraesterificacdo) e entre moléculas diferentes
(FENNEMA, 1993).

Esse tipo de rearranjado na molécula de glicerol permite a reducdo do
conteudo de AGT no produto final, mas aumenta o de &cidos graxos saturados com
as consequéncias ja conhecidas, como o aumento do colesterol sanguineo e o
aumento do risco de doencas cardiovasculares (99, 100). A gordura trans tem
grande interesse aplicativo na industria de alimentos, pois apresenta maior vida de
prateleira, é mais estavel durante os processos de fritura, além de melhorar a
palatabilidade dos alimentos que as contém (84, 101).

Em hortalicas, embora seja rara a presenca de AGT, 70% dos acidos graxos

da semente de roma sdo constituidos por acidos graxos insaturados, sendo o
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punicico [18:3 (9c,11t,13c)], um 6mega-5 isbmero do acido linolénico conjugado,
presente em maior quantidade (58,14%) (102).

As implicagbes nutricionais dos &cidos graxos trans sobre a saude humana
sao estudadas ha varias décadas. No inicio dos anos 60 ja se estudavam os efeitos
da ingestdo de gorduras hidrogenadas nos niveis de colesterol (103). Em 1990 foi
demonstrado que os acidos graxos trans aumentam os niveis de LDL e diminuem os
de HDL de modo similar aos acidos graxos saturados (84, 94, 100, 104, 105), além
de aumentar a relacdo colesterol total/colesterol LDL — um forte indicador de risco
cardiovascular — aumentar os niveis de trigliceridios no sangue, os niveis de
lipoproteina A (outro possivel fator de risco coronario) e reduzir o tamanho das
particulas de LDL-colesterol (84, 106 107; 108).

Ha evidéncias de que o0s &acidos graxos trans promovem processos
inflamatdrios que podem levar a aterosclerose, morte subita por causas cardiacas
(21, 109, 110, 111). Jensen (21), em revisdo sobre lipidios em leite humano, relatou
que o acido linoleico conjugado (CLA) [C18:2 (9c, 11t)], ou acido ruménico,
proveniente de derivados lacteos, pode exercer atividade anticarcinogénica,
antiaterosclerotica e outras. Nessa mesma linha, foram identificadas atividades
bioldgicas antimutagénicas e anticancer do cis/trans CLA (112, 113, 114, 115, 116,
117, 118, 119, 120, 121), antiaterogénica (122), regulador de gordura (123) e imune
modulador (124, 125).

Em funcdo dessas implicagbes nutricionais, a Food and Drug Administration
(FDA) sugeriu, em 1999, a inclusédo do teor de AGT nos roétulos dos produtos (FDA,
in 11). No Brasil, em 2006, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
determinou que a rotulagem informe, obrigatoriamente, a quantidade desses acidos
graxos (126).

Considerando os possiveis problemas que podem advir da ingestdo de AGT,
0 uso de biomarcadores torna-se uma medida eficaz para sua mensuracéo. Aceita-
se, geralmente, que os padrdes de acidos graxos no plasma refletem sua ingestéo
recente (dias) e, nos tecidos adiposos, de meses ou anos. Varios estudos realizados
e comparados indicam que o conteudo de AGT no tecido adiposo humano

correlaciona-se com sua ingestdo de fontes vegetais, mas nao animal (89), e a
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distribuicdo da dupla ligacdo dos isdbmeros trans do C18:1 no tecido adiposo
assemelha-se ao de 6leo de soja parcialmente hidrogenado (127). Assim, Baylin et
al. (128) concluiram que o acido oleico do tecido adiposo é o melhor indicador da
ingestdo de gordura saturada e, no tecido adiposo, o C18:2 (9c, 11t) e o C18:2 (9t,
12c); em segundo lugar, o C18:1(t) e o C16:1(t). Segundo os autores, quase todos
0os acidos graxos C18:2(t) do tecido adiposo eram derivados de Oleos vegetais
hidrogenados, enquanto o C18:1(t) refletia uma mistura de 6leos vegetais e gorduras
animais.

A transferéncia de acidos graxos trans (AGT) para os fetos tem sido objeto de
estudos. Em uma revis@o sobre o assunto, Larqué; Zamora e Gil (129) consideram
gue a transferéncia através da placenta é controversa, requer mais estudos, e que 0
leite materno reflete a ingestéo diaria de &cidos graxos trans, de 2% a 5% dos &cidos
graxos totais do leite humano. Tal controvérsia origina-se do fato de os niveis de
AGT fetais serem menores que 0S encontrados no sangue materno, o que pode,
também, refletir certo grau de discriminacdo contra esses isbmeros na placenta.
Interessante também notar que o cérebro incorpora pouco AGT, o0 que corrobora
com a discriminacao placentéria (120).

Alimentos como margarinas, gordura vegetal hidrogenada, biscoitos e varios
outros produtos industrializados sdo alguns dos responsaveis pelo aumento da
concentracdo de AGTs no leite humano, uma vez que humanos ndo os sintetizam
(131). O contetdo de AGTs no leite materno também varia de acordo com o periodo
de lactacdo — exceto apds o estabelecimento da producado de leite maduro (132); o
principal AGTs é o acido vacénico (trans A-11), isbmero posicional do trans 18:1
encontrado no leite de vaca e oriundo da biohidrogenacéo bacteriana que ocorre no
rimen (133).

A influéncia da dieta na composicao de acidos graxos do leite humano foi
investigada por Insull et al.(134). Esses autores relatam que mulheres submetidas a
dieta deficiente em calorias produziram leite com perfil de &cidos graxos
semelhantes ao do tecido adiposo, 0 que sugere um processo de transferéncia. Por
outro lado, quando a dieta foi excessivamente caldrica, mas sem gordura, 0s autores

esperavam que os carboidratos fossem convertidos em &acidos oleico, palmitico e
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estearico nos varios sitios de sintese, incluindo os seios, uma vez que animais
alimentados com esse tipo de dieta apresentam gordura com 75%,
aproximadamente, desses trés acidos graxos. Entretanto, nessa condicdo dietética,
60% dos acidos graxos do leite humano foram constituidos pelo laurico, miristico e
palmitico, com decréscimo de estearico, oleico e linoleico. Uma vez que nenhum
grupamento éster do soro mostrou altas concentracfes dos &cidos laurico e
miristico, ndo houve qualquer evidéncia de que esses acidos, se sintetizados em
sitio extramamario, foram transportados para o leite via sangue. Portanto, segundo
0s autores, a sintese de acidos graxos pela glandula mamaria parece ser promovida
quando a dieta € rica em calorias e o acumulo dos &cidos laurico (C12:0) e miristico
(C14:0) no leite sugere que a sintese difere em aspectos importantes com relacao
aguela que ocorre extramamaria.

Tinoco et al. (11), em artigo sobre a presenca de AGT no leite de mées de
recém-nascidos prematuros, afirmam que a dieta da lactante pode ter impacto na
qualidade e na disponibilidade de acidos graxos importantes no leite produzido
durante o periodo de amamentac&o. E o caso da ingestdo materna de AGTs durante
a amamentacédo exclusiva, que resulta na incorporacéo desses acidos pela glandula
mamaria e, por consequéncia, no leite, em parte mediado pela alta atividade da
enzima LPL (lipase lipoproteica) nos tecidos mamarios. Além de decréscimo da
sintese de novo de acidos graxos na glandula mamaria, podem ocorrer efeitos
nutricionais no desenvolvimento infantil por afetar o metabolismo de acidos graxos
essenciais e a biossintese de AGPI de cadeia longa, tais como o AA e DHA.

A incorporacdo de AGT nos tecidos aumenta os niveis de &cido linoleico e
diminui os de AA e DHA, sugerindo um efeito inibitorio dos trans sobre a atividade da
enzima A-6 dessaturase e, portanto, no sistema de dessaturacdo dos acidos graxos
essenciais (135).

De fato, Aitchison et al. (132) sugerem que outros fatores, além da dieta,
influenciam a concentracdo de AGT no leite humano; € o caso, por exemplo, do
armazenamento de AGT no tecido adiposo que pode contribuir significantemente
para a presenca de C18:1t observada no leite. Tal influéncia foi notada por Field;

Angel; Clandinin (136), ao verificarem que a relacdo entre a composi¢ao de acidos
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graxos da dieta e do tecido adiposo sugere que qualquer efeito desse tecido no perfil
de AG pode ser obscurecido pela influéncia da dieta materna.

2.6 BANCOS DE LEITE HUMANO (BLH’s)

A histéria do aleitamento materno no Brasil remonta a época do
descobrimento, quando a pratica adotada era a amamentacao por amas de leite, as
vezes alugadas ou compradas como escravas para amamentar os filhos de seus
“donos”. Mesmo apos a abolicdo da escravatura ainda era comum tal pratica (137).

No século XVIII foram iniciadas as campanhas para esclarecer a populacao
sobre a necessidade da amamentacdo em um contexto diferente daquele adotado
ao final do século XIX, que propunha a modificacdo de comportamentos culturais, e
inicio do século XX, em que a tecnologia do beneficiamento tornava o leite de vaca
pasteurizado ou desidratado disponivel como substituto do leite humano. Esse
altimo fato foi o responsavel pelo aumento nas taxas de mortalidade infantil em
decorréncia de diarreias e desnutricdo (138) porque, naquela época, pouco se
conhecia sobre o papel protetor do leite humano e de seus constituintes
imunolégicos (137).

Sabe-se que o leite apresenta atividade antimicrobiana devido a presenca de
xantina-oxidase, que gera, na presenca de nitrito, compostos como 6xido nitrico (em
condicdo anaerobia) e peroxinitrito (em condicdo aerdbia), responsaveis por tal
atividade (35, 76, 139, 140). Isto explicaria, segundo Stevens et al. (139), o aumento
da incidéncia de gastrenterite infecciosa em lactentes alimentados com formulas
infantis, uma vez que estas ndo séo adicionadas de xantina-oxidase.

Em 1943 foi implantado o primeiro Banco de Leite Humano (BLH) no Brasil,
no entdo Instituto Nacional de Puericultura, atual Instituto Fernandes Figueira (IFF),
da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), com os objetivos de coletar e distribuir leite
humano para atender o0s casos especiais como prematuridade, distlrbios
nutricionais e casos de alergias a proteinas heterdlogas. Posteriormente, novas
unidades foram implantadas e, hoje, o Brasil conta com a maior rede de BLH do

mundo, que totaliza 193 unidades (141), ndo permitindo que milhdes de litros de leite
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humano sejam perdidos e reduzindo a mortalidade infantil pelo incentivo ao
aleitamento materno (142). Segundo Salviano (143), até o final deste ano, mais 15
unidades de BLH ser&o inauguradas no pais. No ano de 2003 foram coletados 70,5
mil litros de leite humano beneficiando, aproximadamente, 101 mil receptores (144).

Na década de 70 comecaram a surgir recomendac¢des mundiais enfatizando a
importancia da retomada da amamentacdo exclusiva até os seis meses de idade
(145). No Brasil, esse movimento foi consolidado em 1974 com o Programa Materno
Infantil e, em 1981, com o Programa Nacional de Incentivo ao Aleitamento Materno
(138). Nao obstante os esforcos dos programas nacionais e internacionais, sabe-se
que, ainda hoje, o desmame precoce € bastante acentuado, constituindo-se em
grave problema de saude publica (146, 147).

Ha varias justificativas para a interrupcdo da pratica do aleitamento materno:
os altos indices de desemprego, que obrigam as mulheres de baixa renda a
participarem do orgamento familiar; o retorno da mulher ao trabalho fora do lar; a
falta de informacdes sobre a importancia do aleitamento materno, que conduz a
guestdes como ‘o leite é fraco e ndo sustenta’, a ‘crianga chora muito’; a introdugao
precoce de agua e chas; a falta de preparacao das maes durante o pré-natal; a falta
de informacao e de apoio dos profissionais da area de saude apdés o parto (138, 148,
149, 150, 151, 152).

De todas essas justificativas, as mais comuns sédo “o bebé chora muito” e “o
leite é fraco”, levando as maes a associarem um fator ao outro: “o bebé chora muito
porque o leite é fraco” (153). Em trabalho mais recente, Moura (154) demonstrou que
o periodo de aleitamento exclusivo tem aumentado e que o desmame total no
primeiro semestre de vida de seus filhos tem como justificativas “a crianga nao quis
mais” e “o0 seio secou”.

Evidentemente, a amamentacdo deve ser seguida de praticas que
mantenham a inocuidade e as qualidades nutricional e imunoldgica do leite, o que
pode ser feito com procedimentos técnicos e higiénico-sanitarios adequados desde a
coleta até a distribuicdo. Um alto grau de contaminag&o no leite cru pode levar a
reducdo do seu valor imunoldgico e a consequente reducao na protecéo do lactente
(155), haja vista que o leite ordenhado de doadoras saudaveis é
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microbiologicamente in6cuo. Portanto, a deteccdo de micro-organismos patogénicos

indica contaminacgdo externa e condi¢des higiénico-sanitarias inadequadas (156).

2.6.1 Beneficiamento e controle de qualidade em bancos de leite humano

Para garantir a inocuidade, sdo praticas obrigatorias nos BLHs brasileiros a
pasteurizacdo lenta do leite humano ordenhado e as analises microbioldgicas
indicativas da presenca de coliformes totais. Com o processo térmico, ha eliminagéo
de possiveis patogénicos e de 100% do virus HIV (157). Por outro lado, fatores de
protecdo — como as imunoglobulinas IgA, 1gG e IgM, lisozimas e lactoferrina
(importantes protetores antivirais e antibacterianos), fator bifido, macréfagos,
linfécitos, granuldcitos, neutrofilos, partes da flora microbiana normal e dos acidos
linoleico e linolénico também s&o destruidos em maior ou menor grau, dependendo
da suas termorresisténcias (155, 158).

No caso de fatores proteicos, embora o valor nutricional ndo seja muito
afetado, suas funcdes bioativas especificas o sdo; esse ndo € o caso da proteina
total e da IgA do leite de maes pré-termo, que tém boa retencdo apds o processo
térmico em funcdo da sua maior concentracdo no colostro e reduzido decréscimo
durante a lactagcédo (159). No entanto, lisozima e lactoferrina sofrem perda de 75% e
60%, respectivamente (6).

Por outro lado, lipidios bioativos (triacilglicerdis, diacilglicerdis, AG, AGPI e
fosfolipidios) com atividades anticancer, antimicrobiana, anti-inflamatoéria e
imunossupressora (9, 159), incluindo lipases enddgenas, sdo inativadas pela
pasteurizacdo. Isso significa que os lipidios ndo podem ser vistos apenas como
fornecedores de energia na dieta; devem também ser consideradas suas estruturas
e composicdo, porque podem influenciar ndo apenas na absor¢cdo dos proprios
lipidios e das vitaminas lipossoluveis, mas também na absorcdo, metabolismo e
acao de componentes nao essenciais bioativos (9). De qualquer modo, o processo
térmico assegura a inocuidade do leite, cuja contaminagdo ocorre, geralmente,

durante a coleta e a ordenha (6).
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Convém ressaltar que 65% das proteinas do colostro sao representadas pela
IgA e pela lactoferrina, enquanto o leite maduro contém menos de 20% da proteina,
como fator antimicrobiano, sete semanas ap0s o parto (76). Juntas, IgA, IgM e IgG
representam cerca de 88% a 94% das imunoglobulinas presentes no leite, sendo a
concentracdo de IgA muito maior no colostro (12mg/mL) do que no leite maduro
(Img/mL), segundo Van de Perre (160). Interessante acrescentar que, segundo
Sarkar (76), o efeito protetor do leite € perdido durante sua armazenagem
refrigerada e a fervura reduz o efeito da IgA e, portanto, o leite deve ser fornecido a
crianca logo apés a ordenha.

Ainda assim, deve-se considerar que a pasteurizagcdo nao elimina todos os
micro-organismos, mas permite, parcialmente, a manutencdo das propriedades
bacteriostaticas do leite. Por isso, as operacdes de aquecimento e posterior
resfriamento e/ou congelamento devem ser rigorosamente sequenciadas para evitar
que 0S micro-organismos sobreviventes desenvolvam-se no leite a custa de seus
nutrientes (156, 161, 162).

Além do aspecto microbiolégico, ha que se cuidar da saude da lactante, da
assepsia durante todo o periodo de lactacdo, do atendimento as Normas Técnicas
estabelecidas pela Rede Nacional de Bancos de Leite Humano/FIOCRUZ para que 0
produto atenda as necessidades da criangca sem qualquer tipo de risco (50).

A pasteurizacdo provoca, além das perdas acima relatadas, reducdo nas
guantidades médias de lipidios. Estudo realizado no BLH do Hospital Universitario
da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) mostrou que o leite cru
apresentou média de 3,26% de lipidios, enquanto o leite pasteurizado apresentou
média de 2,41% no momento da oferta; portanto, uma perda de 26,07%.
Evidentemente, houve, também, reducéo no valor calorico: de 647,80kcal/l (leite cru)
para 562,91kcal/l apés a pasteurizacdo, conforme trabalho de KAMIYA e RAMOS
(155).

Todas essas perdas ja eram conhecidas em 1980. Naquele ano, Bjorkstén et
al.(162) publicaram o artigo Collecting and banking human milk: To heat or not to
heat? onde sugerem, categoricamente, que o0 leite humano ndo deve ser

pasteurizado. Afirmam, também, que a simples refrigeracdo a 4°C — 6°C por 72



34

7

horas é suficiente para manter o leite isento de desenvolvimento microbiano e,
consequentemente, sem as perdas ocasionadas pelo processo térmico.

Hamosh et al. (163) avaliaram o efeito do binbmio tempo-temperatura na
protedlise, lipdlise e desenvolvimento bacteriano no leite cru armazenado por curto
periodo de tempo a 15°C, 25°C e 38°C. Os autores concluiram que enquanto a
méxima protedlise (40%) ocorreu a 38°C ap6s 24h de armazenamento, a
concentracdo de acidos graxos aumentou de 440% a 710%, comparado com o leite
fresco. Ja a multiplicacdo bacteriana restringiu-se a ndo patdgenos e foi minima a
15°C durante 24h de armazenamento; baixa a 25°C durante as primeiras 4h a 8h e
consideravelmente alta a 38°C durante 4h.

Lepri et al. (164) avaliaram o efeito da pasteurizacdo lenta e do
armazenamento a 20°C negativos sobre alguns componentes do leite humano. No
que se refere a atividade lipolitica, os autores notaram que houve um aumento com
0 processo térmico dobrando a concentracao de acidos graxos livres e que a baixa
temperatura diminuiu a velocidade da lipdlise, embora tenha aumentado com o
tempo de armazenamento sob congelamento. A concluséo sobre esse fato é que a
pasteurizacdo lenta desnatura parcialmente a lipase e o frio s6 a desnatura quando
a temperatura € menor que 70°C negativos (21).

Outro procedimento que leva a perdas nutricionais € o praticado por algumas
unidades de BLH, quando o leite apresenta segunda analise positiva para coliformes
totais. Nesse caso, que coincide com o periodo de escassez do leite humano, ele é
repasteurizado e fornecido a ndo recém-nascidos. Vale ressaltar que esta pratica
ndo € preconizada pela FIOCRUZ (165). Assim, para garantir a qualidade do
processamento do leite coletado e distribuido pelos BLHs, o Governo Federal criou,
em 2003, o Programa Nacional de Controle de Qualidade em Banco de Leite
Humano (PNQBLH), ocasidao em que os responsaveis pelos bancos de leite tiveram
treinamento obrigatério para reciclagem e atualizacdo de seus conhecimentos na
area. O programa de reciclagem incluiu o manejo clinico da lactacdo, processamento
e o controle da qualidade do leite humano ordenhado, a assisténcia em aleitamento
materno, a gestado da qualidade em BLH, o processo de informacdo e comunicagao
e a alimentagéo de recém-nascidos prematuros e de baixo peso (143).
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3. HIPOTESE

O leite humano é frequentemente tratado termicamente (pasteurizacdo) nos
Bancos de Leite Humano (BLH) para reduzir a contaminacdo bacteriana,
especialmente de patégenos como Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Streptococcus hemoliticos do grupo B. No entanto, o calor
também pode causar mudancas quimicas e bioldgicas indesejaveis no leite humano,
como a reducdo de vitaminas hidrossoluveis (folacina, C, Bg), reducdo das
propriedades imunoldgicas, inativacdo de enzimas, alteracéo na fragéo lipidica (166).
Nesse Ultimo caso, ndo ha consenso. Alguns autores concluem que a pasteurizacao
e 0 congelamento afetam o conteudo lipidico e seu perfil de acidos graxos, enquanto

outros concluem gue isto ndo acontece ou que a alteracdo € minima (164, 166).

4. BJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do calor e do congelamento sobre a fracéo lipidica do leite
humano pasteurizado, durante oito meses sob congelamento a -18°C.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1. Identificar e quantificar, por cromatografia gasosa, acidos graxos nas
amostras de leite humano obtidas apds ordenha, pasteurizacdo e congelamento,
referentes aos tratamentos estabelecidos para o estudo.

4.2.2. Caracterizar, por espectroscopia infravermelha, grupos funcionais dos
acidos graxos nas amostras de leite humano obtidas apds ordenha, pasteurizacdo e
congelamento, referentes aos tratamentos estabelecidos para o estudo.

4.2.3. Caracterizar, por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, a

estrutura e a presenca de acidos graxos nas amostras de leite humano obtidas apés
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pasteurizacdo e congelamento, referentes aos tratamentos estabelecidos para o
estudo.

5. METODOLOGIA

5.1. PESQUISA

A pesquisa foi de natureza quantitativa porque foi caracterizada pelo uso da
quantificacdo na coleta e no tratamento das informacdes por meio de técnicas
estatisticas, e exploratoria por proprocionar maior familiaridade com o problema com

vistas a torna-lo mais explicito (167, 168).

5.2. AMOSTRAGEM

Por conveniéncia, foi selecionado o Banco de Leite Humano (BLH) do
Hospital Universitario de Brasilia (HUB) devido ao fato das unidades académicas
envolvidas nessa pesquisa pertencerem a Fundacao Universidade de Brasilia.

A amostra de LH foi doada ao projeto de forma individualizada (doadora
Unica), sem qualquer tipo de identificagdo, em data posterior a aprovacdo do projeto
de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia (CEP-FM 072/2005, de 20/12/2005).

A amostra doada ao BLH do HUB, e posteriormente a este projeto, foi
descongelada e pasteurizada. Dessa amostra foram retiradas duas fracdes: uma de
leite cru e outra de leite recém-pasteurizado. O restante foi fracionado, colocado em
oito frascos de vidro ambar e congelado para posterior analise. Todo o processo foi
realizado no proprio BLH de acordo com as Normas Técnicas para Bancos de Leite
Humano (169).

As andlises ocorreram no periodo entre margo de 2007 a janeiro de 2009 e,
para a composi¢cdo das amostras, foram utilizadas 10 referéncias para identificar o
tipo de tratamento a que o LH foi submetido: LC — amostra de leite cru; TO, amostra
de leite ap0s a pasteurizacdo; T30, amostra de leite apOs pasteurizacdo e
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congelamento por 30 dias; T60, amostra de leite apoOs pasteurizacdo
congelamento por 60 dias; T90, amostra de leite apoOs pasteurizacdo
congelamento por 90 dias; T120, amostra de leite apOs pasteurizacao
congelamento por 120 dias; T150, amostra de leite apOs pasteurizacéo
congelamento por 150 dias; T180, amostra de leite apds pasteurizacdo
congelamento por 180 dias; T210, amostra de leite apds pasteurizacdo

® ® d® @d d Dd OD

congelamento por 210 dias e T240, amostra de leite apOs pasteurizacéo
congelamento por 240 dias; com 3 repeticdes para cada referéncia, totalizando 30
fracbes de amostras de LH. O volume total das amostras foi de 240 mL. A

temperatura durante o armazenamento sob congelamento foi de 18°C negativos.

5.3. DETERMINACOES ANALITICAS

As etapas de preparo das amostras foram realizadas no Laboratério de
Andlise de Alimentos da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAV) da
Universidade de Brasilia (UnB), enquanto as analises por cromatografia gasosa, por
espectroscopia no infravermelho e por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
foram realizadas no Laboratério de Quimica Organica do Instituto de Quimica (IQ-
UnB).

5.3.1 Extracdo de lipidios totais e esterificacdo (metilacdo) dos acidos graxos

A extracdo de lipidios totais foi feita no Laboratorio de Analise de Alimentos
da FAV-UnB pelo método butirométrico de Gerber — Van Gulik, conforme BRASIL
(170).

O método consiste em separar a gordura do leite existente na forma de
glébulos emulsionados por membrana composta por fosfolipidios, proteinas e agua
de hidratacdo, que evitam sua coalescéncia. Para a determinacdo completa do teor
de gordura, essa camada deve ser destruida, o que se consegue pela acdo do acido
sulfrico que oxida e hidrolisa seus componentes orgéanicos. A gordura liberada é

separada por centrifugacdo, facilitada pela adicdo de alcool amilico que evita a
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carbonizac@o dos acucares pelo calor e acido sulfurico, dificultando a leitura do teor
de gordura. O resultado € uma linha diviséria entre a gordura e a solugéo &cida, cujo
teor € lido na haste do butirdmetro diretamente em porcentagem (171).

A metilacdo, feita segundo Christie (30), tem a funcdo de transformar os
acidos graxos livres em metil-ésteres, o que facilita sua volatilizagdo na coluna do
cromatdgrafo. Todas as analises cromatograficas foram realizadas em triplicata,

apos a extracao dos lipidios totais.

Materiais usados:

Balanga analitica eletrénica AEL-200 CG Libror, Marca Instrumentos Cientificos CG
Ltda, capacidade 200g (Precisédo 0,1mg)

Banho-maria marca Tecnal, modelo TE-057

Agitador mecanico vortex

Tubos de ensaio com tampa rosqueével

Centrifuga marca ITR, modelo SBT, n.°177

Pipetas graduadas de 1mL, 2mL, 5mL, 10mL e 11mL.

Butirometro de Gerber

Pipetas de Pasteur

Tubo de vidro com capacidade volumétrica de 2mL, com tampa rosqueavel.
Microsseringa Hamilton com capacidade para 10uL.

Cromatografo gasoso Varian Star 3400cx com detector DIC.

Reagentes:

Alcool amilico PA — Vetec

Acido sulfarico PA - Vetec

Hidroxido de potassio (KOH) PA - Vetec

Trifluoreto de boro (BF3),14% em metanol (Sigma)

Cloreto de sodio (NaCl) PA — (Vetec)

Hexano PA — (Vetec)

Metanol PA — (Vetec)

Gas nitrogénio (White Martins, Brasil)

Padréo de 4cidos graxos Supelco 37 component FAME mix (Supelco®, USA): ésteres

metilicos dos &cidos graxos: butirico (4%wt), caproico (4%wt), caprilico (4%wt),
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caprico (4%wt), undecanoico (2%wt), laurico (4%wt), tridecanoico (2%wt), miristico
(4%wt), miristoleico (2%wt), pentadecanoico (2%wt), pentadecenoico-10cis (2%wt),
palmitico (6%wt), palmitoleico (2%wt), heptadecanoico (2%wt), heptadecenoico-10cis
(2%wt), estearico (4%wt), oleico (4%wt), elaidico (2%wt), linoleico (2%wt),
linolelaidico (2%wt), y-linolénico (2%wt), a-linolénico (2%wt), araquidico (4%wt),
eicosanoico-11cis  (2%wt), eicosadienoico-11,14cis  (2%wt), eicosatrienoico-
8,11,14cis (2%wt), eicosatrienoico-11,14,17cis (2%wt), araquidbnico (2%wt),
eicosapentenoico-5,8,11,14,17cis (2%wt), heneicosanoico (2%wt), behémico (4%wt),
erdcico (2%wt), docosadienoico-13,15cis (2%wt), docosahexadienoico-
4,7,10,13,16,19cis (2%wt), tricosanoico (2%wt), lignocérico (4%wt), nervbnico
(2%wrt).

Procedimentos

Em butirbmetros de Gerber, foram adicionados 10mL de &acido sulfurico PA
(D=1,82 g/mL), 11mL de leite e 1mL de &lcool amilico PA. Apds agitacdo até
completa dissolucdo do coagulo formado, os butirbmetros foram centrifugados a
1.100 rpm, durante 5 minutos, e lidos os teores de gordura.

Em seguida, aliquotas de 20mg de lipidios foram transferidas para um tubo de
ensaio com tampa rosqueavel, para a esterificacdo dos acidos graxos. Esse
processo transforma os acidos graxos livres em metil-ésteres, facilitando a sua
volatilizacdo na coluna do cromatografo. Ao tubo de ensaio, foi adicionado 1,5mL de
uma solucao de hidroxido de potassio 0,5N em metanol para a saponificacdo dos
acidos graxos, agitado em agitador vortex por 1 minuto e, em seguida, a mistura
resultante foi colocada em banho-maria a 70°C por 5 minutos e resfriada

imediatamente em agua corrente.

Apos o resfriamento, foram adicionados 2mL de solugéo de trifluoreto de boro
(BF3, PA), 14% em metanol, seguido de nova agitagdo mecanica em vortex por 1
minuto, aquecimento em banho-maria a 70°C por 5 minutos e resfriamento imediato
em agua corrente. O BF3 catalisa a metilacdo ao transferir o grupo metil do metanol

para o acido graxo formando um éster metilico de acido graxo.
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Na sequéncia, a mistura foram adicionados 2,5mL de solucdo de cloreto de
sédio saturado e 1mL de hexano (PA), seguida de centrifugacdo por 10 minutos a
1200rpm. A solucdo de cloreto de sédio saturada facilita a separacdo dos lipidios
devido a diferenca de densidade das fases liquidas; jA 0 hexano extrai os acidos

graxos da fase metandlica, formando o sobrenadante.

O sobrenadante foi recolhido com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e
transferido para outro tubo de vidro com capacidade volumétrica de 2mL, com tampa
rosqueavel, septo de aluminio e atmosfera saturada de nitrogénio. As amostras
foram armazenadas sob congelamento a 18°C negativos até o momento das
andlises por cromatografia gasosa, por espectroscopia no infravermelho e por

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio.

5.3.2 Analise Cromatogréfica

O termo “cromatografia” foi utilizado, pela primeira vez, em 1906 pelo botanico
russo Mikhail Semenovich Tswett, que desenvolveu uma técnica de adsorcao para
separar pigmentos de folhas, em 1903. Nos anos seguintes ele aperfeicoou a
técnica que passou a ser chamada de cromatografia (chrom = cor e graphie =
escrita) (172). A cromatografia foi praticamente ignorada até a década de 30,
qguando foi redescoberta. A partir dai, diversos trabalhos na area possibilitaram seu
aperfeicoamento e, em conjunto com 0s avang¢os tecnoldgicos, levaram-na a um
elevado grau de sofisticagdo que resultou no seu grande potencial de aplicacdo em
muitas &reas. Assim, surgiram varias técnicas cromatogréficas baseadas na
classificacdo da fase movel (173).

A Cromatografia Gasosa (CG), na qual a fase mével € um gas, é uma técnica
que permite a separacdo e analise de misturas de substancias volateis. Apos ser
vaporizada, a amostra é arrastada por um fluxo de gas adequado denominado de
fase mével (FM) ou gas de arraste. Esse fluxo gasoso contendo a amostra
vaporizada passa por um tubo (coluna cromatografica) que contém a fase
estacionaria (FE), onde é feita a separacdo da mistura. A FE pode ser um solido
adsorvente (Cromatografia Géas-Solido), um filme de um liquido pouco volatil



41

suportado sobre um sélido inerte (Cromatografia Gé&s-Liquido com Coluna
Empacotada ou Recheada) ou sobre a propria parede do tubo (Cromatografia
Gasosa de Alta Resolucao). As substancias separadas saem da coluna dissolvidas
no gas de arraste e passam por um detector de ionizacdo de chama (DIC), onde sao
queimadas formando ions que séo coletados por eletrodos, gerando uma corrente
elétrica que é convertida em voltagem proporcional a quantidade de material eluido.
O sinal elétrico € amplificado e seu registro, em funcéo do tempo, é o cromatograma,
e as substancias se expressam como picos com area proporcional a sua massa, o
que possibilita a analise quantitativa (174, 175,176). A Figura 8 mostra um esquema
de cromatdgrafo a gas com seus componentes basicos.

A determinacéo dos acidos graxos metilados foi feita em cromatégrafo a gas,
modelo Varian Star 3400cx, com detector DIC e injetor split/splitless. Para a
separacéo dos &cidos graxos usou-se a coluna capilar de silica fundida SP™-2380
(30m x 0,25mm x 0,2um) de baixa polaridade, marca Supelco, conforme Christie
(30).

j @@ .
33

3

Figura 8 — Componentes basicos de um cromatégrafo gasoso: (1) cilindro de gas de arraste e
controles de vazao/pressao; (2) injetor; (3) coluna cromatografica e forno da coluna; (4) detector; (5)
de Tratamento (Amplificacdo) de Sinal (6) registrador de sinal (173, 176)

As condi¢des cromatograficas foram: temperatura do injetor e do DIC igual a
260°C; temperatura inicial da coluna igual a 140°C, programada para aumentar em
5°C a cada minuto até atingir a temperatura de 240°C apés 30 minutos de corrida
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cromatografica, considerando 10 minutos adicionais de limpeza da coluna com
hexano (5 minutos antes da injecdo da amostra e 5 ap0s a corrida cromatogréfica).
Como géas de arraste foi utilizado o nitrogénio, com vazdo de 20mL/minuto, e o
volume de amostra injetado foi de 1,0uL usando uma seringa Hamilton de 10uL. Os
gases de combustédo foram hidrogénio e oxigénio medicinal. O tempo total da anélise
foi de 30 minutos e os resultados foram expressos em percentual em relacéo a area

dos acidos graxos totais.

A identificacdo dos &cidos graxos foi feita por comparagdo com o tempo de
retencdo do padréo de &cidos graxos Supelco 37 component FAME mix (Supelco®,
USA).

5.3.3 Analise por espectroscopia no infravermelho (IV)

A espectroscopia no infravermelho € uma técnica muita utilizada pela quimica
organica para a identificacdo de grupos funcionais da amostra em analise, uma vez
que tais grupos absorvem frequéncias caracteristicas da radiacao IV.

As posicbes de absorcao no IV sao, geralmente, mostradas como numero de
ondas (v) ou comprimentos de onda (). O niumero de ondas define o nimero de
ondas por unidade de comprimento; portanto, € diretamente proporcional a
frequéncia, assim como & energia absorvida no IV. Sua unidade é o cm™. A
frequéncia é, assim, o numero de ciclos de ondas que passam por um ponto em um
segundo; sua medida é em Hertz, onde 1Hz = 1ciclo/seg.

Ao contrario, os comprimentos de ondas sao inversamente proporcionais as
frequéncias e suas energias associadas; ou seja, sdo 0s comprimentos de ciclos de
ondas completos, medidos em centimetro (177).

A radiacdo IV compreende parte do espectro eletromagnético de radiacdes
(Figura 9) com namero de ondas entre 13.000cm e 10cm™, ou comprimentos de
onda de 0,78um a 1000um, e esta limitada pelo final vermelho da regiéo visivel de
altas frequéncias e a regido das micro-ondas, de baixas frequéncias (177). No

entanto, a por¢cdo do IV mais util para a analise de compostos organicos esta
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compreendida entre 4000cm™ e 400cm™ (2,5 um e 25 um) e frequéncia variando de

1,9x10" a 1,2x10*Hz, correspondendo ao IV médio ou regi&o fundamental.

Visivel

Infravermelho

Ultravioleta - s

Figura 9 — Parte do espectro eletromagnético de radiacdes (177)

Os fotons de energia nessa parte do IV (1lkcal/mol a 15kcal/mol) ndo séo
capazes de excitar elétrons, mas induzem excitacdo vibracional dos atomos e
grupamentos ligados covalentemente.

As ligacbes covalentes nas moléculas ndo sao rigidas; ao contrario, podem
ser esticadas ou dobradas, além da possibilidade de rotagdo dos grupos em torno de
ligagbes simples. Consequentemente, todas as moléculas organicas experimentam
uma grande variedade de movimentos vibracionais caracteristicos dos atomos que
as compdem; a energia para esses movimentos € a correspondente a absorvida da
radiagdo infravermelha incidente na amostra em andlise e convertida em energia
vibracional. Nesse processo, sdo absorvidas as frequéncias do IV compativeis com a
frequéncia vibracional natural da molécula em questdo e a energia absorvida serve
para aumentar a amplitude dos movimentos vibracionais das ligaces moleculares.
No entanto, somente as ligagdes que apresentam momento dipolar que mudam em
funcdo do tempo sdo capazes de absorver radiacdo IV, isto é, a ligacdo deve
apresentar dipolo que muda na mesma frequéncia da radiacao incidente para que a
energia possa ser transferida. Assim, as ligacées simétricas, como do H; ou Cl, e as
gue possuam ligagGes simétricas com grupamentos idénticos — ou quase — em cada
terminacdo ndo absorverdo radiacao IV. Desse modo, a técnica permite a obtencéo
de espectros de absorcdo de compostos que refletem a sua estrutura molecular
Gnica (178).

A radiacdo € produzida por um filamento aquecido, usualmente um filamento
de Nernst, que emite radiacdo na regido do IV quando aquecido a altas

temperaturas, alcancando entre 1.000°C e 1.800°C. O filamento de Nernst é
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constituido de oxidos de zirconio, torio e cério, e fornece energia maxima de
radiacdo a aproximadamente 1,4mm e reduz-se de um fator de aproximadamente
1.000 nas regides de baixa frequéncia.

O feixe de radiacdo produzido € dividido por dois espelhos e cada um dos
feixes é focalizado em compartimentos contendo a amostra e a referéncia. A fracéo
de radiacdo transmitida é comparada no fotdmetro, responsavel por indicar a
diferenca de energia entre amostra e referéncia. O fotbmetro também equaliza as
energias dos dois feixes através da cunha otica. Quando os dois feixes sdo de

mesma intensidade, o instrumento esta no zero 6tico (Figura 10).

referéncia

espelho,/ , Ng

A

fotomuttiplicadora processadar

<@Iho ESD}D‘ > =

forte de infravermelho detectar

espelho

amostra

coleta dos dados

Figura 10 — Esquema de um equipamento de espectroscopia IV.
http://pt.wikipedia.org/wiki/Imagem: Aparato_de_espectroscopia_IV.png
Data de acesso: 2008 jul 9

Héa dois tipos de vibracdes moleculares: estiramento e deformacédo, podendo
ser simétricas e assimétricas; essas Ultimas também podem ser classificadas como
no plano ou fora do plano (179). A Figura 11 mostra os tipos de vibracbes
moleculares. O sitio a seguir mostra os dois modelos vibracionais de modo nao
estatico:

http://pt.wikipedia.org/wiki/Espectroscopia_de_infravermelho.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Imagem:%20Aparato_de_espectroscopia_IV.png
http://pt.wikipedia.org/wiki/Espectroscopia_de_infravermelho
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Estiramento simétrico (a) Estiramento assimétrico (b)

+ —
Q o} Q s o)
\\—/ \\/
o < L

Tesoura (no plano) Wag (no plano) Twist (fora do plano) Rocking (no plano)
d

(c) (e)

Figura 11 — Tipos de vibra¢cdes moleculares. Modificado de (179). (a) e (b) s&o estiramentos; (c) a (f)
séo deformacdes

A andlise por espectroscopia no infravermelho foi feita no equipamento
Hartmann & Braun, modelo Bomem (Série MB). As amostras foram as mesmas
utilizadas na cromatografia gasosa, ap6s evaporacao do solvente e colocados como

filme em pastilha de cloreto de sodio.
5.3.4 Analise por ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica
extremamente importante para a analise estrutural e a quantificacdo de &cidos
graxos e seus derivados. O fendmeno da RMN foi observado pela primeira vez no
final de 1945/inicio de 1946 por Edward M. Purcell, da Universidade de Harvard, e
por Felix Block, da Universidade de Stanford. Por suas descobertas, receberam o
prémio Nobel de Fisica em 1952 e, em 1959, Hopkins e Bernstein publicaram o
primeiro trabalho usando a técnica para a identificacdo de acidos graxos, acidos
graxos esterificados e acidos graxos (trigliceridios) em 6leos naturais (180, 181).

A matéria é feita de atomos, e estes de elétrons e ndcleos. Os nucleos tém
quatro propriedades fisicas importantes: massa, carga elétrica, magnetismo e spin
(ou momento angular). A massa do nacleo é a principal responsavel pela massa da

matéria; a carga nuclear é responsavel pelas interacfes eletrostaticas que mantém
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atomos e moléculas ligados. O magnetismo do nucleo — fraco e de pouca
significancia para a estrutura molecular — significa que ele interage com campos
magnéticos, como uma pequena barra magnética; o spin indica que o nucleo
atbmico se comporta como se estivesse girando no espaco, como um minusculo
planeta (182).

O ndcleo magnético interage com campos magnéticos. Estes podem ter
origem no ambiente molecular (por exemplo, os elétrons circundantes), outros spins
nucleares da mesma molécula, ou de fontes externas, como o0s gerados por
espectrometros.

A RMN envolve manipulacdes nos spins nucleares. Objetos em movimento
possuem uma propriedade chamada momento angular, que pode ser visualizado
como um vetor apontando no sentido do eixo em volta do qual o objeto gira. De
acordo com a mecanica quantica, o0 momento angular é quantizado e o momento
angular total de uma molécula determina quéo rapido ela esta girando, mas nao
informa sobre o eixo de rotacao.

O spin também é uma forma de momento angular. Entretanto, ndo é
produzido pela rotacdo da particula; € uma propriedade intrinseca da particula.

Todos os nucleos carregam uma carga e, em alguns, a carga gira em torno do
eixo nuclear gerando um dipolo magnético ao longo do eixo e uma Orbita de
precessdo, quando submetido a um campo magnético (B,), em analogia com um
pido sob a influéncia do campo gravitacional (Figura 12 a,b). O momento magnético
do spin (1) pode ser descrito em termos de nimero de spins (I): 0, %, 1, %, e assim
por diante. | = 0 significa nenhum spin, ou seja, 0s humeros de protons e néutrons
sdo ambos pares; é o caso do **C, '°0, *?S, que nado tém propriedades magnéticas.
Se o0s numeros de prétons mais o de néutrons forem impares, o nucleo tera nimeros
de spins fracionarios, como no caso do *H (I='/,); se os nimeros de prétons e
néutrons forem ambos impares, os nimeros de spin serdo inteiros, como no N
(I=1). Nesses dois ultimos casos 0s campos magnéticos gerados podem ser
detectados por RNM (179, 183).
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Figura 12 — Geracao de dipolo magnético por uma carga nuclear (a) e analogia com um pido sob
influéncia de um campo gravitacional (b) (181, 184, 185)

Considerando o espectro eletromagnético, a RMN esta na regido das ondas
de rédio (radiofrequéncia-RF) e, quando aplicado um campo magnético sob
determinadas condi¢cdes, uma amostra pode absorver radiacdo eletromagnética na
regido da RF. Um campo magnético alto e homogéneo faz com que o0s spins

nucleares assumam determinadas orientacdes, assim calculadas:

Numero de orientacdes possiveis = 21 + 1,
sendo | = numero de spins (183).

Assim, no caso do 'H (I=%) ha duas orientacbes possiveis: uma parcialmente

na mesma direcdo do campo magnético e outra parcialmente contra (Figura 13).

'y EU
o) Ha (Eq)
o Mg (Ep)

Figura 13 — Direc8es dos spins submetidos a um campo magnético 3o (Adaptado de 183)

Uma vez que a RMN é proveniente da interacdo da radiacdo eletromagnética
com a matéria (amostra), para que ela seja observada deve-se aplicar outro campo

magneético (B;) perpendicularmente ao primeiro (Bo) na regido da radiofrequéncia.
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Isso é necessario para que ocorram as transicdes entre 0s niveis de menor energia
e 0 de maior energia, e a consequente absor¢cdo de energia perturbando e retirando
o sistema do estado de equilibrio (186).

O campo B; é aplicado na forma de um pulso de RF e permanece ligado
durante microssegundos (us) a milissegundos (ms); assim, alguns nudcleos que
estavam em equilibrio absorvem a energia do pulso gerando a perturbacdo. Quando
0 pulso é desligado, o sistema tende a voltar ao estado de equilibrio original, ou
processo de relaxagdo, e, para isso, 0s nucleos perdem o excesso de energia
gerando os sinais de RMN (sinais de Free Induction Decay — FID) que séo entéo
detectados. Considerando que ha varios nucleos em uma amostra, sdo gerados
varios sinais de FID que se superpdem. Para torna-los acessiveis, 0s sinais sao
convertidos matematicamente (transformada de Fourier), do dominio do tempo para
o dominio das frequéncias caracteristicas de cada nucleo, originando um espectro
de RMN em diferentes frequéncias que podem ser representadas por meio dos
deslocamentos quimicos (6), que sao determinados por meio da razdo dessas
frequéncias observadas pela frequéncia do equipamento, expressos em ppm (parte
por milhdo) (187).

Diferentemente da RMN, que requer maior tempo (103s) e provoca a
mudanca de orientacdo do spin, a espectroscopia do IV é praticamente instantanea
(103s) e causa alteracéo no estado vibracional da molécula em analise (187).

A ressonancia nuclear magnética de hidrogénio (RMN 'H) foi realizada em
espectrometro Varian Mercury plus (300MHz, 7,05T). As amostras foram as mesmas
utilizadas na cromatografia gasosa, apenas substituindo-se o solvente (hexano) por
cloroférmio deuterado 99,8% (CDCls), Sigma-Aldrich®.

5.3.5. Anélise estatistica

O tratamento estatistico dos dados obtidos considerou o método de anélise e
0 tempo em que a amostra foi retirada do banco de leite. Foram trés repeticdes em
um delineamento inteiramente casualizado. A analise de variancia para a quantidade

de cada acido graxo foi feita usando medidas repetidas no tempo e, quando houve
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efeito significativo (P<0,05) sobre o fator tempo, foi realizada analise de regresséo
linear. Também foi feita andlise de componentes principais.

As andlises estatisticas foram feitas no programa SAS® V. 9.1.3 (SAS, Cary
Indiana, 2003).

6. MATERIAIS E METODOS

6.1 ANALISES CROMATOGRAFICAS

Inicialmente, em triplicata, injetou-se 1 pL da solugcéo dos padrdes individuais
dos ésteres dos &cidos graxos caprico, laurico, miristico, palmitico, palmitoleico,
estedrico, oleico, ZZ-linoleico, ZE-linoleico, linolénico e araquidico para identificar os
seus respectivos tempos de retencdo. A escolha desses &cidos graxos foi em
funcdo das areas cromatogréficas: picos com areas menores que 1000 nédo
apresentaram boa resolucdo para identificar esses componentes organicos. Assim,
selecionaram-se os 11 &cidos graxos descritos acima que apresentaram areas
maiores que 1000, por estarem presentes em maior concentragao.

Em seguida foi preparada uma solucdo de 500mg/L contendo 0s mesmos
acidos graxos (solucdo mae) e posteriores diluicdes para concentracdes de 10mg/L,
25mg/L, 50mg/L, 100mg/L, 225mg/L e 500mg/L. A partir dessas diluicdes, foi
injetado, em triplicada, 1uL de cada diluicdo para tracar a curva de calibragdo e a
equacao de regressao para cada acido graxo (Apéndice A, pg. 45).

Realizada essa etapa, 1uL, em ftriplicata, das amostras de leite humano,
obtidas conforme a metodologia descrita no item 5.2, foi injetado no cromatografo.

A partir dos dados de tempos de retencdo e equacfes de regressao foram
calculadas as concentracfes dos acidos graxos nas amostras.

Considerando o acido araquidico (CzoH4002) como exemplo, os calculos, para

a amostra de leite humano cru (LC), foram assim efetuados:

Peso de gordura = 20mg; diluicdo para 1,5mL (considerou-se que 1,5mL = 1,5mg).

Portanto, em 1L (volume injetado):
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20mg

1,5mL
10°mL

x = 0,013mg de gordura em 1L (massa de gordura injetada)

Média das éareas para LC = 0,5198 (representada por y na equacao de reta)
Usando a equacao de regressao:

y = 162,4948x — 0,4889

0,5198 = 162,4948x — 0,4889
X = 6,2076 x 10° mg/L

Em 1uL:
6,2076mg x 10° ———  1000mL solvente
X - 1uL

X = 6,2076 x 10°® mg/uL

Convertendo em porcentagem:

6,2076 x 10° mg
y

0,013mg (= massa de gordura injetada)
100mg

y = 0,0478mg%

Todas as concentracfes dos acidos graxos nas amostras analisadas de leite
humano foram assim calculadas usando-se as respectivas areas e equacdes de
regressao, para cada tratamento (LC até T240), com a utilizacdo de planilha do
Excel.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em virtude dos valores referentes aos tratamentos T30 e T60 nédo terem sido
coerentes, outra esterificacdo foi realizada obtendo-se os mesmos resultados. Isso,
provavelmente, pode ser explicado por uma incompleta reagdo de esterificacéo e,
por isso, os resultados obtidos foram desprezados.

7.1 CROMATOGRAFIA GASOSA

7.1.1 Acidos Graxos Saturados

Os dados obtidos para a concentracdo dos acidos graxos saturados nas
amostras analisadas indicam que houve variacbes, maiores ou menores, para as
concentracbes de todos os ésteres de &cidos graxos analisados nos respectivos

tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4 — Concentracdo de &cidos graxos saturados nas amostras de leite humano, para os
tratamentos LC, TO, T90, T120, T150, T180, T210, T240 (mg%+DP%).

Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Tratamentos . . L . . .
caprico laurico miristico palmitico esteérico araquidico

LC 0,1740+0,0653 0,2413+0,0381 0,5007+0,0800 2,6926+0,3440 0,7799+0,0948 0,0466+0,0028
TO 0,1605+0,0275 0,3373+0,0247 0,7416+0,0475 4,5001+0,2754 1,2898+0,0818 0,1008+0,0052
90 0,0313+0,0183 0,3069+0,0521 0,5805+0,0809 2,3471+0,4180 0,5679+0,1601 0,0334+0,0063
T120 0,1818+0,0811 0,4990+0,0428 0,8496+0,0631 3,561310,2304 0,3901+0,0255 0,0475+0,0020
T150 0,1354+0,0247 0,4859+0,0543 0,8777+0,0805 3,6718+0,3178 0,9401+0,0906 0,0517+0,0029
T180 0,1149+0,0280 0,4340+0,0679 0,7171+0,1055 2,9540+0,4210 0,7741+0,1113 0,0369+0,0039
T210 0,0873+0,0325 0,4788+0,0603 0,7928+0,0655 3,2575+0,2121 0,8479+0,0567 0,0424+0,0012
T240 0,0873+0,0107 0,4113+0,0271 0,7809+0,0358 3,5979+0,2392 0,9795+0,0610 0,0469+0,0028

DP = desvio padrdo (P<0,05).

Os ésteres dos acidos graxos caprico e laurico apresentaram regressfes
guadraticas, enquanto o araquidico, o estearico e o miristico regressées lineares
(Figuras 14 e 15), ambas significativas. Os acidos estearico e palmitico nao

mostraram regressoes significativas (Figuras 15 e 16).
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Figura 14 — Regressdes dos acidos caprico (Cap) e araquidico (Araq)
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Figura 15 — Regressdes dos acidos estearico (Est), miristico (Mir) e laurico (Lau)
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Figura 16 — Regressao do acido palmitico (Pal)

A concentracdo de 4cido caprico praticamente se manteve constante entre 0s
tratamentos LC e TO; no entanto, em relagcdo ao tratamento T90 os dados obtidos
indicam uma reducgéo de 0,1740+0,0653(LC) para 0,0313+0,0183(T90). A Figura 14

mostra que o coeficiente de determinacéo foi baixo (r* = 0,16); assim, o coeficiente
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de correlacgédo foi r = 0,4 e, portanto, 40 % da variagdo na concentracdo desse acido
estédo relacionadas com o tempo. Pelo coeficiente de determinagcédo observa-se que
a variacdo na concentracdo desse acido graxo (16%) pode ser explicada pelo
modelo estatistico aplicado; portanto, 84% variam em funcao de outros fatores nao
explicados pelo modelo.

Para a fracdo do acido laurico, houve aumento de sua concentracdo apos a
pasteurizacdo; 0 mesmo ocorreu durante os demais tratamentos. No entanto, a
regressao quadratica (Figura 15) mostra que a concentracdo tende a manter-se
constante com o tempo. Com relacdo ao &cido miristico, observa-se que houve
tendéncia de aumento da concentracdo com o tempo, sendo essa relacéo de 47%.
Para o acido estearico houve pequena tendéncia de reducdo na sua concentracao
com relacdo ao tempo (14%) (Figura 15). O mesmo ocorreu para o acido araquidico,
com tendéncia de reducéo e 51% de relagdo com o tempo (Figura 14).

Pesquisas sobre leite humano demonstraram que, no caso do leite cru, ha
hidrolise de lipidios catalisada por lipase dependente de sais biliares e que ela é
inativada pela pasteurizacdo (158, 166, 188). No entanto, deve-se considerar a
possivel hidrélise de lipidios por enzimas microbianas (mais resistentes ao processo
térmico) e a posterior oxidagdo de acidos graxos por enzimas microbianas ou por
processo quimico (catalisado pela luz). A pasteurizacao lenta, segundo Goldblum et
al. (188), inativa parte da lipase mas ainda permite hidrolise parcial de lipidios e

liberacdo de acidos graxos.

7.1.2 Acidos Graxos Insaturados

As concentracfes dos acidos graxos insaturados estdo mostradas na Tabela
5. Verifica-se, como para os acidos graxos saturados, que houve alteracbes nos
perfis de acidos graxos insaturados, porém com tendéncia de aumento nas suas

concentracdes, exceto para o acido linolénico que sofreu reducéo.



Tabela 5 — Concentragdo de acidos graxos insaturados nas amostras de leite humano, para os

tratamentos LC, TO, T90, T120, T150, T180, T210, T240 (mg% + DP%)

Tratamentos Acido Acido oleico Acido linoleico  Acido linoleico Acido
palmitoleico (Z2) (ZE) linolénico

LC 0,2757+0,0338 3,5132+0,4176 1,1375+0,1384 0,0471+0,0063 0,0593+0,0071
T0 0,3763+0,0219 5,9298+0,3727 4,2389+0,2516 0,0810+0,0079 0,0429+0,0019
T90 0,2758+0,0444 2,9796+0,5987 0,820640,2022 0,0513+0,0206 Nd

T120 0,3901+0,0255 4,3029+0,2592 0,836810,0411 0,0793+0,0029 0,0252+0,0002

T150 0,4469+0,0341 5,1995+0,3874 1,8560+0,1349 0,1089+0,0097 Nd

T180 0,3244+0,0456 3,6860+0,5214 1,242310,1756 0,0880+0,0106 0,0492+0,0083

T210 0,4033+0,0271 4,4580+0,3058 1,5919+0,1082 0,0911+0,0087 0,0619+0,0018

T240 0,3485+0,0158 4,3102+0,3365 1,179310,1494 0,1132+0,0401 0,0271+0,0021

DP = desvio padrdo (P<0,05). Nd = ndo detectado

A anadlise estatistica mostrou que apenas o acido ZZ-linoleico apresentou
regressado linear quadratica significativa (Figura 17). Para o acido ZE-linoleico a
regressdo foi linear significativa (Figura 18). Os acidos palmitoleico, oleico e
linolénico ndo apresentaram regressao significativa (Figuras 17 e 18).
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Figura 17 — Regressao dos acidos oleico (Olei) e ZZ-linoleico (Lin ZZ)
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Figura 18 — Regressao dos acidos palmitoleico (Palmit); ZE-linoleico
(LinZE) e linolénico (Linlen)

Fidler et at. (166) avaliaram os efeitos da pasteurizacdo e da esterilizagao
sobre os teores de lipidios e acidos graxos do leite humano; concluiram que a
pasteurizacdo lenta (63°C/30minutos) nao altera o teor de lipidios disponiveis, nem
sua composicao. Por outro lado, a esterilizacdo a 120°C/30minutos reduz o teor em
aproximadamente 13% e pode provocar pequenas reducdes nas concentracées dos
acidos linoleico e araquiddnico sem, no entanto, considera-las significativas.
Contudo, esses dois processos podem ainda induzir perda de lipidios insaturados
por oxidacdo, tanto na presenca de oxigénio quanto de luz. Em outro trabalho,
Romeu-Nadal, Castellote e LoOpez-Sabater (189) concluiram que tanto a
pasteurizacdo lenta (62,5°C/30min) quanto a rapida (100°C/5min) ndo alteraram a
concentracdo de acidos graxos, inclusive dos insaturados de cadeia longa. Também
foi observado que o armazenamento do leite cru a 4°C até 96h, a —20°C até
12meses e a —80°C até 12 meses néo alteraram significativamente o perfil de acidos
graxos saturados e insaturados.

Henderson, Fay e Hamosh (158) avaliaram somente o efeito da pasteurizacao
e concluiram que os &acidos graxos de cadeia longa ndo foram afetados pelo
processo térmico e isso, provavelmente, se deveu a alta atividade antioxidante do
leite humano. No experimento, foram usadas duas amostras de leite humano: uma,
ja congelada a —70°C, de doadora com um a trés meses de lactacédo e a outra, da
mesma doadora, de leite recém ordenhado e depois congelado a —70°C. Aliquotas

foram retiradas apO6s o0 descongelamento, pasteurizadas a 62,5°C/30min e
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analisadas por cromatografia gasosa com coluna capilar. Por outro lado, Silvestre et
al., (2008) avaliaram que o efeito antioxidante do leite materno € bastante afetado
pelo processo térmico, principalmente o lento, o que vai de encontro ao exposto por
Henderson, Fay e Hamosh (158).

No entanto, Wardell, Hill e D’Souza (191) mostraram que o aquecimento do
leite a 62,5°C provocou hidrélise parcial de trigliceridios e que, apés 30 minutos
(tempo de manutencédo), houve significante reducdo na concentracdo de quatro,
entre o0s sete acidos graxos analisados: miristico (15%), esteéarico(6%),
palmitico(8%), oleico(8%). Também foi demonstrado que a porcentagem de acidos
graxos constituintes dos trigliceridios ndo foi alterada, exceto para o linolenato que
teve uma diminuicdo de 22% na sua concentracao apos o tratamento térmico. Esses
autores também avaliaram a influéncia de trés ciclos sequenciais de congelamento a
—20°C e posterior descongelamento a temperatura ambiente sobre os trigliceridios
do leite cru. Segundo seus resultados, houve as seguintes perdas: 14% apds o 1°
ciclo de congelamento/descongelamento para o acido miristico e mais 18% apos o
segundo. N&o houve alteracdo no terceiro ciclo. Tal comportamento foi diferente
para as concentracdes meédias dos &cidos palmitico, estearico e oleico, que foram
reduzidas em 20%-25% apds o 1° ciclo de congelamento/descongelamento e
permaneceram praticamente constantes ap0s 0s outros dois ciclos. A maior
diferenca ocorreu com a fracdo do acido linoleico, que sofreu reducdo de 65% na
sua concentracdo apdés o segundo ciclo de congelamento/descongelamento. Os
mesmos ciclos foram repetidos com congelamento a —196°C e os resultados foram
semelhantes.

Ressalte-se que os resultados de Wardell, Hill e D’Souza (191) indicam que,
exceto para o acido miristico, o decréscimo na concentracdo de acidos graxos foi
menor no leite submetido a pasteurizacdo do que naquele congelado e
descongelado (ainda cru) uma vez. No que diz respeito aos ciclos de congelamento
e descongelamento, nao foi especificado quanto tempo durou o congelamento, tanto
a —20°C quanto a —196°C. Vale lembrar que no trabalho desses autores foram
utilizadas técnicas de extracdo de gordura e condicbes cromatograficas diferentes
das utilizadas neste trabalho.
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Lepri et al. (164) também avaliaram o efeito da pasteurizacdo e do
armazenamento sobre alguns componentes de uma mistura de leite humano e
chegaram as seguintes conclusdes: (1) o lapso de tempo entre a coleta do leite e
sua pasteurizacao favoreceu a hidrolise de lipidios em até 0,5%; (2) a pasteurizacéo
(62,5°C/30min.) aumentou a atividade lipolitca com aumento de produtos da
hidrélise em até 0,9%; (3) o armazenamento, a —20°C por 90dias, do leite
pasteurizado causou hidrdlise adicional dos lipidios e pequena reducéo do teor de
trigliceridios, com reducdo de 6% no teor de gordura; (4) o procedimento total
(pasteurizacdo e congelamento/descongelamento) ndo alterou, substancialmente, a
composicdo percentual de acidos graxos; (5) os autores sugerem reducdo no lapso
de tempo entre a coleta e a pasteurizacao, e 0 uso do leite pasteurizado e congelado
no intervalo de cinco semanas para leite humano conservado sob congelamento.

Resultados semelhantes foram obtidos por Fidler et al. (192) quando
avaliaram o contetdo de gordura e a composi¢cao em &cidos graxos do leite humano
cru e apdés a pasteurizacdo e a esterilizacdo. Nesse estudo, concluiram que 0s
processos térmicos ndo afetaram o conteldo total de lipidios do leite, mas a
esterilizacdo pode reduzir sua disponibilidade em mais de 10%. A composi¢cao em
acidos graxos nao foi alterada pela pasteurizacdo, mas levemente pela esterilizacéo,
especificamente dos acidos linoleico (—0,7%) e araquidénico (-2,5%). Williamson et
al., (193) avaliaram o efeito do tratamento térmico na absorcdo de lipidios e na
retencdo de calcio, fésforo, sédio e nitrogénio em bebés entre 3 e 6 semanas
alimentados com leite cru, pasteurizado e fervido. Os autores concluiram que a
absorcao de lipidios do leite cru foi reduzida em um terco apds a pasteurizacdo em
funcdo da desnaturacéo de lipases pelo calor; no leite fervido a absorcédo foi ainda
menor. Anderson et al., (194) chegaram a conclusdo semelhante: a absorcdo de
lipidios € menor no leite pasteurizado que no leite cru, assim como o ganho de peso
e 0 crescimento de recém nascidos pré-termo.

A gordura € o componente do leite mais suscetivel a variacbes e sua
concentracéo difere durante a lactagédo, durante o dia, de mée para mée e dentro da
mesma ordenha (195). Este trabalho teve como premissa acompanhar a sequéncia
operacional do leite humano coletado pelos bancos de leite de doadora unica e
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avaliar se o0 processo de pasteurizagdo e de conservacao sob congelamento altera,
em alguma extenséo, o perfil de acidos graxos.

Nos bancos de leite, adota-se 0 processo lento de pasteurizacao; isto €, 0
aguecimento é feito a 63°C-65°C durante 30 minutos. Em um processo térmico lento
pode ocorrer a hidrélise de lipidios liberando acidos graxos e alterando as suas
densidades que, originalmente, sdo menores que a da agua (Tabelas 6 e 7). Isso
permite a ascensao de glébulos de gordura e de acidos graxos livres presentes no
leite. Esses, por sua vez, também podem ser liberados por lipases microbianas que
sao resistentes ao processo de pasteurizagcdo, ao contrario das lipases endogenas,
gue sao desnaturadas.

Tabela 6 — Propriedades fisicas de acidos graxos saturados 0

Acidos graxos/

. Caprico Laurico Miristico Palmitico Estedrico  Araquidico
Propriedades
0,847
Densidade( 0,893 0,880 0,862 0,865 (a 62°C) 0,824
(a 70°C)
PF@ (°C) 31 44-36 58,8 63-64 69,6 75,5
225 250,5 351-352; 215
PE® (°C) 269 383 328
(a100mmHg) (a 100mmHg) (a 15mmHg)
FM(A) C1UHZUOZ C12H2402 C14H2802 CWSH3202 C18H3502 CZUHAUO2
M) 172,26g/mol 200,31776 228,37092 256,42g/mol 28447724  312,5304

Mglem® @ ponto de fus&o; © ponto de ebuligo; ¥ formula molecular; ©® massa molar;

(*) Fonte: www.wilipedia.org

Além disso, nos bancos de leite os pasteurizadores nao sao providos de
agitadores mecanicos; ou seja, 0s recipientes sao aquecidos sem agitacao constante
e, uma vez ou outra, os frascos sdo agitados manualmente. Esse procedimento
possibilita a formacdo de uma camada de gordura (nata) superficial apos o
resfriamento. Como nesta pesquisa pretendeu-se obter amostras que
representassem os procedimentos rotineiros dos bancos de leite, apds a etapa de
pasteurizagdo o leite foi distribuido em oito pequenos vidros. Como isso ocorre sem
uma técnica apropriada de homogeneizacédo do produto, alguns recipientes podem
recebé-lo com maior ou menor teor de gordura. Ademais, € ainda possivel

considerar algum grau de aderéncia, maior ou menor, de glébulos de gordura e de
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acidos graxos livres as paredes internas dos vidros, inclusive apés o
descongelamento sob aquecimento em banho-maria a 40°C ou mesmo durante as
etapas de congelamento/descongelamento. Nesse Ultimo caso, os cristais de gelo
(maiores e pontiagudos) formados durante o congelamento lento perfuram o glébulo

de gordura liberando acidos graxos.

Tabela 7 — Propriedades fisicas de acidos graxos insaturados ©

Acido/Propriedades  Palmitoleico Oleico ZZ-inoleico ZE-linoleico Linolénico
Densidade( 0,894 0,895 g/mL 0,9 g/cm? ?(6) 0,92 g/cm?
PF@ (°C) -0,1 13-14 -5 216 -11
360 (a
PE®) (°C) 229 ?(6) 232
760mmHg)
FM“ Ci6H3002 C1gH3402 C1H3202 C1gH3202 C1H3002
M=) 254,408 282 4614g/mol  280,44548g/mol 280,44548 278,43g/mol

Mglem®; @ ponto de fusdo; @ ponto de ebuligdo; ) férmula molecular; ® massa molar;
®nao disponivel na literatura consultada; (*) Fonte: www wilipedia.org

Observa-se grande variacdo, més a més, nos perfis de &cidos graxos
mostrados nas Tabelas 4 e 5. Deve-se considerar, ainda, que a falta de
homogeneidade dos produtos durante as fases de processamento também pode se
repetir na distribuicdo de leite aos recém-nascidos pré-termo que, na esséncia, sao
0s principais receptores e foco dos bancos de leite humano. Essa observacao é
relevante porque a distribuicdo de leite com teor de gordura desuniforme, além de
reduzir o aporte calérico, diminui também o fornecimento de &cidos graxos
essenciais, precursores hormonais, vitaminas lipossoluveis, acidos graxos de cadeia
longa necessarios a acuidade visual, ao desenvolvimento do sistema nervoso e ao
funcionamento dos processos cerebrais, precursores de mensageiros quimicos,
provocando moléstias carenciais.

Segundo Weber et al., (196), a falta de homogeneidade do leite antes do
congelamento pode afetar o conteudo de gordura, assim como as diferentes técnicas
de amostragem, uma vez que o leite € primeiramente coletado e congelado, de

modo caseiro, pela doadora.
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Pela analise dos componentes principais (Figura 19), verifica-se que quando
ocorre um aumento na concentracdo de um acido graxo; 0 mesmo se observa para
as concentracfes dos demais componentes, exceto para o acido linolénico que nao
tem efeito no primeiro componente. Isto também pode ter ocorrido pela n&o
homogeneizagcdo do leite e consequente presenca de mais gordura em
determinadas fragBes da amostra aumentando o nivel de alguns &cidos graxos.

06 Componentes Principais
Laurico

*

0.4 4 Miristico

@ LinoleicoZE
4 Palmitoleico

0,2

Linolenico Caprico
* . 'y

Oleico
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4 Palmitico

Autovetor 2

0.2 4 Estearico

0,4 % LinoleicoZZ
% Araquidico
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Autovetor 1

Figura 19 — Primeiros dois componentes principais para acidos graxos em leite humano

No segundo componente (eixo Y) ha um subgrupo de acidos graxos.
Constata-se um aumento nas concentracdes dos acidos laurico, miristico,
palmitoleico e ZE-linoleico e uma reducédo para os acidos ZZ-linoleico e araquidico, e
vice-versa. Laurico e miristico sdo acidos graxos saturados, enquanto ZE-linoleico
(insaturado trans) se comporta como um saturado — por ser sélido a temperatura
ambiente — e palmitoleico tem cadeia menor que ZZ-linoleico e araquidico. Essa
variacdo pode estar relacionada a dieta materna, que determina a composi¢do de
trigliceridios (197) e também dos &cidos graxos do tecido adiposo acumulados
durante a gravidez. Nesse contexto, é validado o estimulo ao consumo de carne de
pescado para aumentar os niveis de acidos graxos poli-insaturados, como o DHA,
com importante consequéncia para a saude do recém-nascido (198). Do mesmo
modo, uma dieta mais rica em carboidratos determinara a sintese ‘de novo’ de

acidos graxos, com maior concentragéo dos saturados de cadeia média (75, 199).
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7.2 DADOS ESPECTROSCOPICOS DE IV

A técnica de IV evidencia as funcdes organicas presentes em derivados

ésteres metilicos dos acidos graxos, conforme demonstrado nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8 — Bandas de absorgdo observadas no IV para acidos graxos saturados e suas atribuicdes
nas amostras de leite humano

Atribuicbes  Céprico Laurico Miristico Palmitico  Estearico Araquidico
aos Grupos  N°onda N° onda N° onda N° onda N° onda N° onda
Funcionais cm’ cm’ cm’ cm’ cm’ cm’
CH3 ot 2950 2925 2924 2953 2925 2950
CHy ot 2855 2854 2854 2850 2849 2887
C=0 . 1743 1742 1744 1742 1742 1743
CH3 ger ass. 1465 1465 1466 1473 1474 -
CHy ger 1436 1436 1436 1464 1463 1463
CH3 ger sim. 1363 - 1362 1383 1384 1384
C-0 ot 1247 1169 1248 1199 1178 1227
CHy gef rock 723 - 722 732 720 720

est = estiramento; def. ass. = deformacdo assimétrica; def. sim. = deformacao siméetrica;
def rock = deformacao em rock.

Tabela 9 — Bandas de absor¢éo observadas no IV para 4cidos graxos insaturados e suas atribuicdes
nas amostras de leite humano

AtribuigGes Palm-9 Oleico ZZ-Linol ZE-Linol Linolénico
aos Grupos N° onda N° onda N° onda N° onda N° onda
Funcionais cm’ cm'’ cm’ cm’” cm’
CH 4 5p? 3004 3004 - 3010 3004
CH3 st 2926 2925 2950 2926 2929
CHy et 2855 2854 2858 2855 2857
C=0 o¢ 1743 1744 1733 1743 1736
CH3 est ass. 1461 1463 1461 1461 1461
CHy ger 1436 1436 1438 1436 1439
CH3 ger sim. 1361 1360 1366 1360 1366
C-0 oo 1197 1197 1201 1197 1198
C=CHsp’E * * * 969 *
CHo ger rock 725 723 728 725 -

(*) As frequéncias vibracionais relativas a dupla ligagdo cis (C=CH sp®Z) ndo foram
assinaladas nos espectros devido a baixa intensidade das respectivas bandas.
As frequéncias vibracionais de estiramentos (2950cm™ e 2850cm™) e
deformacdes (1360cm™ e 1461cm™) foram observadas para CH alifaticos (CHs e
CH,) de derivados ésteres saturados e insaturados. Apenas nos acidos graxos

oleico, ZE-linoleico, linolénico que apresentam as duplas ligagbes, foi possivel
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identificar a banda em 3004cm™; j4 no ZZ-linoleico a auséncia dessa vibracdo deve-
se a sua baixa concentracdo ao obter o espectro. As vibracdes relativas aos grupos
acilas (C=0) de ésteres foram registrados entre 1733cm™ e 1743cm™ e as
frequéncias correspondentes as vibragdes C-O entre 1169cm™ e 1201cm™. A baixa
intensidade do estiramento relativo a C=C (cis ou trans) dos acidos graxos
estudados pode estar relacionada a longa cadeia carb6nica (16 a 18 carbonos) que
desfavorece a vibracdo da dupla ligacdo em 1650cm™, bem como em 600cm™ -
700cm™, onde deveria ocorrer a frequéncia vibracional de C=CH da dupla ligacéo
com a estereoquimica cis. No entanto, para o ZE-linoleico a dupla trans foi mostrada
na banda em 969cm™. Para todos os &cidos graxos, exceto laurico e linolénico, a
presenca da vibracdo entre 720 cm™ e 732cm™, devido & deformagcéo rock (>4CH,),

foi constante nos espectros analisados.

7.3 DADOS ESPECTROSCOPICOS DE RMN *H

Os acidos graxos do presente trabalho, convertidos nos respectivos ésteres
metilicos, foram caracterizados pela técnica de RMN 'H. Pelos dados
espectroscopicos apresentados nas tabelas 10 e 11, observa-se que o0s
deslocamentos quimicos (s em ppm) sao muito proximos e 0s espectros sdo muito
semelhantes, diferenciando-se em relagdo aos numeros de hidrogénios oriundos das
integracdes, obtidas por meio das areas correspondentes a cada pico assinalado,

conforme ilustrado na Figura 20 para o oleato de metila.

Tabela 10 — Deslocamentos quimicos de RMN 'H dos &cidos graxos saturados nas amostras de leite
humano

Natureza dos Caprico Laurico Miristico Palmitico Estearico  Araquidico
hidrogénios 8 (ppm) 6 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm)
caracterizados nos
acidos graxos

CH; 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88 0,88
-(CHy)n- 1,20-1,40 1,20-140 1,20-1,40 1,20-1,40 1,20-1,40 1,20-1,40

-CH,CH,OCOCH- 1,62 1,62 1,62 1,62 1,62 1,62

-CH;CH,COOCH; 2,31 2,31 2,30 2,30 2,30 2,30

-CH,COOCHj5 3,67 3,67 3,67 3,67 3,67 3,67
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Tabela 11 — Deslocamentos quimicos de RMN 'H dos acidos graxos insaturados nas amostras de

leite humano
Natureza dos Palmitoleico Oleico Linoleico Linoleico Linolénico
hidrogénios ® (ppm) 0 (ppm) (Z2) (ZE) 0 (ppm)
caracterizados nos o (ppm) o (ppm)
acidos graxos
CH;3 0,88 0,88 0,88 0,88 0,98
-(CHy),- 1,20-1,40 1,20-1,40 1,20-1,40 1,20-1,40 1,20-1,40
-CH,CH,COOCHj, 1,62 1,60 1,61 1,58-1,64 1,62
-CH,CH=CHCH.- 1,98-2,14 1,98-204 1,92-210 1,97-2,04 2,01-2,17
-CH,CH,COOCH; 2,30 2,30 2,31 2,30 2,31
=CHCH,CH= - - 266-280° 2,66-2,72 281
-CH,COQOCH; 3,67 3,67 3,67 3,67 3,67
-CH=CH- 5,30-5,40 530-540 534-546" 5,37-5,42 5,30-5,45

"Dados citados de acordo com Silverstein, Webster, Kiemle (2005) devido a baixa
concentragcao do acido linoleico na amostra.

2008-34h-01eato-de-metila

Prof Borgo

FAV-UnB

File: home/alunos/vnmrsys/data/gerimario/2009-34h-0leato-de-metila.fid
Pulse Sequence: s2pul

Solvent: cdcl13

Ambient temperature

Operator: alunos

File: 2009-34h-0leato-de-metila

Mercury-3008B8 “"mercury300"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

16 repetitions

OBSERVE H1, 300.0673653 MHZ
DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 2 min, 45 sec

f
J JLJE M L_L

T T T — | ——

4 3 2 1 ppm

—
1.98 4.43 4a.04
3.00 2.88 21.28

Figura 20 — Integracdes das areas correspondentes aos hidrogénios do oleato de metila ilustradas

sob o espectro de RMN 'H

Os sinais referentes as metilas (CHz) terminais das cadeias carbdnicas

saturadas e insaturadas estdo entre 0,88ppm e 0,89ppm, com uma Unica excecao

para o derivado linoneato que apresenta a sua metila em 0,98ppm. E comum aos
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acidos graxos a sobreposicao dos hidrogénios metilénicos (-CH,), que se mostram
com formas diferentes para os picos, dependendo do &cido graxo estudado.

Os sinais dos hidrogénios metilénicos das posicoes p (-CH,CH,COOCH;3) e a
(-CH,CH,COOCHS3) ao grupo acila séao identificados entre 1,58ppm e 1,64ppm e
entre 2,30ppm e 2,31ppm, respectivamente.

Os sinais de ésteres insaturados entre 1,97ppm e 2,17ppm estao
relacionados com os hidrogénios metilénicos ligados as duplas ligacdes,
denominados hidrogénios alilicos. Apenas para o ZE-linoleato e linolenato ha os
metilenos entre 2,66ppm e 2,81ppm, denominada posicao bisalilica. As metoxilas
(CH30) absorvem para todos os acidos graxos em 3,67ppm e o0s hidrogénios
olefinicos (-CH=CH-) somente sdo evidenciados pelos ésteres insaturados entre
5,30ppm e 5,46ppm.

8. CONCLUSOES

Os resultados cromatograficos e a analise de componentes principais
mostraram grande variagdo na concentracdo de acidos graxos da gordura do leite
humano analisado neste estudo. Essas variacfes, que também podem ocorrer no
leite armazenado e distribuido pelos BLH, tém reflexo na composi¢cdo quimica e
nutricional do leite fornecido aos lactentes, o que pode levar a equivocos quanto ao
aporte nutricional, calérico e de componentes fundamentais para o desenvolvimento
fisiolégico dos lactentes, especialmente dos recém-nascidos pré-termo que Sao 0s
principais receptores do leite doado aos bancos de leite.

Tais variagbes podem ter sido causadas por varios fatores, como a falta de
homogeneizacdo do leite nas fases de processamento, hidrélise térmica de
trigliceridios, coalescéncia dos globulos de gordura, adesédo de moléculas de gordura
nas paredes internas dos recipientes utilizados, formagéao de cristais de gelo durante
0 congelamento.

Assim, conclui-se que a absor¢éo de lipidios pelos recém-nascidos pré-termo
pode ser menor do que a necessaria para seu perfeito desenvolvimento podendo

resultar em menores ganho de peso e crescimento.
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Deve-se lembrar que, além dos &cidos graxos, ha outros nutrientes
lipossoluveis que devem ser absorvidos pelo leite humano, como as vitaminas e
elementos tracos quem podem ser destruidos durante o processo térmico e as
etapas de congelamento e descongelamento.

Os dados espectroscépicos de IV e RMN N demonstram que os resultados
obtidos correspondem aos ésteres dos acidos graxos analisados, evidenciando suas
frequéncias vibracionais caracteristicas, funcdes organicas e estruturas unicas,

comprovando suas presencas no de leite humano.

9. CONSIDERACOES FINAIS

E pratica corrente nos bancos de leite humano (BLH) a pasteurizacdo, pelo
processo lento, do leite humano doado e seu posterior armazenamento a —18°C, por
até seis meses, com a finalidade de manter e dispor desse produto nos hospitais
materno-infantis.

Considerando a importancia social incontestavel dos bancos de leite humano
e em funcdo dos resultados encontrados nesta pesquisa, fazem-se as seguintes
recomendacdes para, assim, minimizar os efeitos da pasteurizagdo e do

congelamento sobre a fracao lipidica do leite humano:

(1) reduzir o lapso de tempo entre a coleta e a pasteurizacdo para nao
favorecer a hidrélise de lipidios;

(2) optar pela pasteurizacéo rapida (73°C/15s)para inibir a atividade lipolitica,
0 aumento da concentracdo de acidos graxos livres e reduzir o tempo de
exposicao do leite ao calor;

(3) no caso da pasteurizagdo lenta, usar equipamentos com sistema de
agitacao para evitar a coalescéncia da gordura e, assim, sua perda parcial;

(4) durante e apds o descongelamento do leite em banho-maria, manté- -lo

sob agitacdo até o momento do uso para evitar a aderéncia das moléculas
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de gordura nas paredes do recipiente e sua distribuicdo de modo né&o
homogéneo aos recém-nascidos;

(5) ha ainda que se considerar que, embora as maes sejam instruidas sobre a
coleta caseira do leite, as técnicas de amostragem constituem fator que
implica na variacdo do conteudo lipidico. Diante disso, constata-se a
necessidade de orientacdo e supervisdo continuas as doadoras para se
garantir a homogeneidade do leite antes do beneficiamento (pasteurizacéo
e congelamento), uma vez que o teor de gordura varia segundo uma série
de fatores e, principalmente, aumenta entre o inicio e o final da ordenha;

(6) utilizar recipientes menores para a coleta do leite humano a fim de evitar
seu congelamento prolongado, pelas doadoras, e possiveis reacfes

hidroliticas.
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20,0000

15,0000 )/

10,0000 /

5,0000 /

0.0000
0.0000

02500
Concentragio

0.5000

Curva de Calibragéo

60,0000

55,0000

50,0000

45,0000

40,0000

35.0000

30,0000

25.0000

00>0

Sinal Analitico

20,0000

15,0000 /{ <

10,0000 /

5,0000 /

0,0000
0.0000

02500
Concentragéo

0.5000

Acido miristico: Y=116,7559x+0,2698; r=0,9986

Curva de Calibragéo

60.0000

56.0000

50,0000

45,0000

40,0000

35.0000

30.0000

25.0000

Sinal Analitico

20,0000

15,0000 /

10.0000 /

5.0000 '/

0.0000
0.0000

02500
Concentragio

0.5000

Acido palmitico: Y=119,4827x+0,6378; r=0,9948

Curva de Calibragao

70,0000

65,0000

60,0000

55,0000

50,0000

o 45.0000

= 40,0000

5
5 2000

E w0000

® 25,0000

20,0000 ./

15,0000

10,0000 /

50000 /

0.0000
0.0000

0.2500
Concentragéo

0.5000

Acido estedarico: Y=134,0429x+0,1331; r=0,9982

Acido araquidico: Y=162,4948x-0,4889; r = 0,9970
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Curva de Calibragéo

60,0000

55,0000

50,0000

45,0000

40,0000

= 35,0000

30,0000

Sinal Analitico

25,0000

20,0000

15,0000

10,0000 /

5.0000 /

0.0000
0.0000

02500
Concentragéo

0.5000

Curva de Calibragao

80,0000

75.0000

70,0000

65,0000
60,0000

55,0000

@ 50,0000
]

£ 45,0000

s
5 #0000

= 35,0000
£

@ 30,0000

25,0000

20,0000

15,0000

10,0000 {

50000 (.,

0.0000
0.0000

0.2500
Concentragio

0.5000

Acido palmitoleico: Y=93,7769x+0,0804; r=0,9985

Acido oleico: Y=127,1849x+0,0937; r = 0,9988

Curva de Calibragio

80,0000

75,0000

70,0000

65,0000
60,0000

55,0000
© 50,0000
S

£ 450000

=
£ 40,0000

= 35,0000
=

@ 30,0000

25,0000

15,0000

20,0000 / =

10,0000 ¥
5.0000 *

sooon L7

0.0000

02500
Concentragéo

0.5000

Curva de Calibragéo

20,0000

75.0000

70.0000

65,0000
60,0000

55,0000

50,0000

45.0000

40,0000

35.0000

Sinal Analitico

30,0000

25,0000

20,0000

15,0000

10,0000

o

5.0000
XC’

0.0000
0.0000

0.2500
Concentragéo

05000

Acido linoleico ZZ: Y=162,7283x+0,0127; r=0,9987

Curva de Calibragao

30,0000

25,0000

20,0000

15,0000

Sinal Analitico

10,0000

ad

5,0000 /

0,0000
0.0000

0.2500
Concentragio

05000

Acido linolénico: Y=31,7779x — 0,0185; r = 0,9983

Acido linoleico ZE: Y=77,5848x+0,0076; r = 0,9983
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APENDICE B — PADRAO CROMATOGRAFICO

795-0781

b3

! : o 20N 1| 37
: IR ER | 28 |)j

AR

|
10 20

Time (min)

. Butyric Acid Methyl Ester (C4:0) at 4 wt %

. Caproic Acid Methyl Ester (C6:0) at 4 wt %

. Caprylic Acid Methyl Ester (C8:0) at 4 wt %

. Capric Acid Methyl Ester (C10:0) at 4 wt %

. Undecanoic Acid Methyl Ester (C11:0) at 2 wt %

. Lauric Acid Methyl Ester (C12:0) at 4 wt %

. Tridecanoic Acid Methyl Ester (C13:0) at 2 wt %

. Myristic Acid Methyl Ester (C14:0) at 4 wt %

. Myristoleic Acid Methyl Ester (C14:1) at 2 wt %

. Pentadecanoic Acid Methyl Ester (C15:0) at 2 wt %

. Cis-10-Pentadecenoic Acid Methyl Ester (C15:1) at 2 wt %

. Palmitc Acid Methyl Ester (C16:0) at 6 wt %

. Palmitoleic Acid Methyl Ester (C16:1) at 2 wt %

. Heptadecanoic Acid Methyl Ester (C17:0) at 2 wt %

. Cis-10-Heptadecenoic Acid Methyl Ester (C17:1) at 2 wt %

. Stearic Acid Methyl Ester (C18:0) at 4 wt %

. Oleic Acid Methyl Ester (C18:1n9c) at 4 wt %

. Elaidic Acid Methyl Ester (C18:1n9t) at 2 wt %

. Linoleic Acid Methyl Ester (C18:2n6c) at 2 wt %

. Linolelaidic Acid Methyl Ester (C18:2n6t) at 2 wt %

. y-Linolenic Acid Methyl Ester (C18:3n6) at 2 wt %

. a-Linolenic Acid Methyl Ester (C18:3n3) at 2 wt %

. Arachidic Acid Methyl Ester (C20:0) at 4 wt %

. Cis-11-Eicosenoic Acid Methyl Ester (C20:1n9) at 2 wt %

. Cis-11,14-Eicosadienoic Acid Methyl Ester (C20:2) at 2 wt %

. Cis-8,11,14-Eicosatrienoic Acid Methyl Ester (C20:3n6) at 2 wt %

. Cis-11,14,17-Eicosatrienoic Acid Methyl Ester (C20:3n3) at 2 wt %
. Arachidonic Acid Methyl Ester (C20:4n6) at 2 wt %

. €is-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic Acid Methyl Ester (C20:5n3) at 2 wt %
. Heneicosanoic Acid Methyl Ester (C21:0) at 2 wt %

. Behenic Acid Methyl Ester (C22:0) at 4 wt %

. Erucic Acid Methyl Ester (C22:1n9) at 2 wt %

. €is-13,16-Docosadienoic Acid Methyl Ester (C22:2) at 2 wt %
. Cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoic Acid Methyl Ester (C22:6n3) at 2 wt %
. Tricosanoic Acid Methyl Ester (C23:0) at 2 wt %
. Lignoceric Acid Methyl Ester (C24:0) at 4 wt %

. Nervonic Acid Methyl Ester (C24:1n9) at 2 wt %
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APENDICE C - CROMATOGRAMAS DAS AMOSTRAS
DE LEITE HUMANO, EM TRIPLICATA

a) Leite cru
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c) Leite pasteurizado — 30 dias
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e) Leite pasteurizado — 90 dias
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f) Leite pasteurizado — 120 dias
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g) Leite pasteurizado — 150 dias
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h) Leite pasteurizado — 180 dias
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I) Leite pasteurizado — 210 dias
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j) Leite pasteurizado — 240 dias
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APENDICE D - TEMPOS DE RETENCAO E AREAS DOS ACIDOS
GRAXOS SATURADOS E INSATURADOS.

Tempos de retencao e areas dos acidos graxos saturados nas amostras de leite
humano, para os tratamentos LC, TO, T90, T120, T150, T180, T210, T240.

Acido Caprico Laurico Miristico Palmitico Estedrico Araquidico

graxo

Tempo TR [ Area TR [ Area TR | Area TR | Area TR | Area TR [ Area
LC 3378 3,9035 5657 4,4204 9925 9,3080 14376 43,5201 18210 14,0692 21567 10,5198
T0 3306 4,0417 5553 6,8402 6847 13,5438 14394 83,0678 18237 26,6379 21583 2,0215

T90 3322 2,0777 5585 6,0086 9891 10,2067 14388 41,7471 18245 11,2937 21788 0,3057

T120 3242 4,4819 5595 10,3243 9896 16,1418 14420 68,7143 18268 20,8943 21609 0,7463

T150 3368 3,3944 5649 8,4585 9943 13,9303 14436 59,1139 18273 16,9310 21629 0,6302

T180 3278 3,8063 5524 10,8247 9845 16,4547 14396 68,8570 18248 20,1904 21600 0,6691

T210 3526 2,9988 5902 9,9236 10229 15,0803 14696 62,9072 18516 18,3185 21864 0,6131

T240 3547 2,9988 5804 8,5864 10141 14,8585 14640 69,4148 18464 21,1398 21809 0,7299
TR=Tempo de retencdo

Tempos de retencdo e areas dos acidos graxos insaturados nas amostras de leite
humano, para os tratamentos LC, TO, T90, T120, T150, T180, T210, T240.

Acido Palmitoleico Oleico Linoleico-ZZ Linoleico-ZE Linolénico
graxo
Tempo TR Area TR Area TR Area TR Area TR Area

LC 15423  3,5266 18798 59,6553 20469 24,6873 19931 0,4949 21149 0,2327
TO 15397  5,4898 19146 115,700 20543 105,7586 19993 0,9715 21177 0,1905
TS0 15448  3,8723 19136 55,6487 20512 19,5911 19974 0,5907 20512 0,0000
T120 15441 5,9331 19162 87,6567 20502 21,8015 19966 0,9922 21247 0,0730
T150 15467  5,6667 19182 88,2440 20545 40,2745 19987 1,1340 21497 0,0000
T180 15422  5,9604 19150 90,7139 20509 39,0918 19954 1,3276 21465 0,2838
T210 15724  6,1317 19245 90,8119 20788 41,4617 20228 1,1380 21745 0,2964
T240 15658  5,3098 19366 87,8047 20720 30,7177 19967 1,4124 21692 0,1195
TR=tempo de retencdo




APENDICE E — INFRAVERMELHO DAS AMOSTRAS DE LEITE HUMANO

a) Leite cru

File #1: INES /f,-;b crew

Sample Desoription: Filme 1B

[seans=10

Mede = 2 (Mid-IR) 24/10/08 08:34

80+
80~ f
w ® g | A% 8
P i@ 38
‘ [ £
i |l
_’§ [ i
~ |
b3 18 5
® {3 g
20~ ] 3
B @
It £ L
R &
0- 8
R T S e R e e 1000 -
Transmittance / Wavanumber (cm-1)
b) Leite pasteurizado — tempo zero
lFIlﬂ#!:INE::‘- Lejk 2sd Feo Mode = 2 (Vid-IR) 2440108 0B:09
isample Desgription: Filme 28
Sems=t0 Res=gomi Z2seansmn __Apod = Casine
; - . e puspeseny a8

! i
Yl ¥
2c1 T = Y
IR & [
N . i
Ba @ [
. ; .
| 8 o
\\
- o
\ i
— i : Po—_— o
4030 3000 2000 1000

Transmittance / Wavenumber {cm-1)
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C) Leite pasteurizado — 30 dias

111

File#1:AMOS3 0 dlras
Sample Description: Filme 3

|scans = 10

Mode = 2 (Mid-IR) 08/10/08 08:08

Res =4 cm-1 21 scans/min |

. FAPOd = Cosing |

AN e
60" M N,

i, e

oo,

eevarl.
R
$996L4.
T el
696'12L-—

€T LLLL

Transmittance / Wavenumber (om-1)

d) Leite pasteurizado — 60 dias

o
2000

File#3:AMOSS 60 clias
isample Description: Filme §

Scans = 10

Mode = 2 (Mid-IR) 08/10/08 08:19

o e e e o BRI VSR e e e oo SAPGARCONRL|

PATRAN ™ e
(AL

80+

4000

Transmittance / Wavenumber (om-1)

3000

29VELL

LR

IMLISL——

1000
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e) Leite pasteurizado — 90 dias

File#4:AMOS? G0 Vias Mede = 2 (Mid-IR) 08/10/08 08:15

‘Sampie Description: Filme 7
B0 s oo o Ressdomd BNsGnaMn ___Apod =Cosine
60~ N\ . N | >‘
\ / 3 8k
/ 2 =]
y £
8 i¢ . 3
g R
o4 Nl ®8
5
B33
‘ £ IR
20- § ég = i
5 :
5 3 3
‘ | 8
i 4 3 M
7]
B 3
4965 ;UO o o 72‘000777V o (00077
Transmittance / Wavenumber (cm-1)
f) Leite pasteurizado — 120 dias - Desconsiderado
g) Leite pasteurizado — 150 dias
File # 1 : AMOS11 /50 clras Mode = 2 (Mid-IR) 08/10/08 08:01
Sample Description: Filme 11
Scans =10 o o Res=4cm-1 21 scans/min _ T ___Aped= Cﬂsine_
a0 i o B oo 3 %%
! 2
g 8
404 S & 1
i3 )
8 &
& 3
E
|
3
204 s
>
| 5 B
g 3
o 8
w0 w0 we e o

Transmittance / Wavenumber (cm-1)
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h) Leite pasteurizado — 180 dias

File#1:aMosta /&0 ias Mode = 2 (Mid-IR) 08/10/08 07:58
|
‘Sample Description: Filme 13

Scans=10 B Res=4cm1 20scansimin Apod = Cosine |

A g \ FoN ™ n

{
18
40~ L 3
il I || & L
§ 8 \
g8 | | | | ‘
| ) |
| il Al |
| iz N t
( B8 4 \
8 23 i |
. | £ a0
!l | ® ;
% H
33 < \
o g 2
405( 3000 o 2000 . 1000
Transmittance / Wavenumber (cm-1)
I) Leite pasteurizado — 210 dias
File#1:AMOSt15 Z/O 1o Mode = 2 (Mid-IR) 08/10/08 08:05
‘sample Description: Filme 15
‘Scans-_[o‘ o Res =4 cm-1 21 scans/min o ___Apod = Cosine
L s S F
Y / \
60 |
1A “ “‘ "
B | 2L ik 2
B 32 @ | &
404 | 23 |8 et
Ul | 5 .
\ | 2 \
1] ® | |
1l é a
0 ik . |
g |
| &
o
£
0= p e
wo e ww e

Transmittance / Wavenumber (om-1)



J) Leite pasteurizado — 240 dias

Flle #2:AMOS17  ZHO ciizy Mode = 2 (Mid-IR) 08/10/08 08:24
Sampile Description: Filme 17
Scans =10 o o Res=4em1_21scansimin
e R AR .
o I— . " |
N\,/»M\\» fah ““ |
: \/ | | ) /
3 | W R
R ‘ | B SEe
/ { 1N ]
= N ol
@ ()
40~ ) Ia |
I S
| M L g1 |
I | Al B o
| LA ™ s
2 2
8 |28 |
204 I | )
| “ | |
1 \
| | |
| l: |
/) o
B8 3 \ |
e 8 £ \ng
9
| 8 N
| o S S R S
4000 3000 2000 1000

Transmittance / Wavenumber (cm-1)
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APENDICE F — RMN 'H DAS AMOSTRAS DE LEITE HUMANO

a) Leite cru

/ /
2008-42h-AMOSTRA-18  _ e, -
7 8ot

Automation directory:

Pulse Sequence: szpul

pérator 5
File: 2008-42h-AKOSTRA-18
er 0088 "mercury300"

Relax. delay 1.000 sec

5530
Total time 2 min, 44 sec

Loiide 72
2008-42h-amostra=18 L0/ 474
Prof. Borgo 4/l
FAV-UnB

Automation directory:

Pulse Sequence: s2pul

Ambient temperature
Operator: alunos

File: 200 ~Anos tra-18
Mercury-30088 “mercury3ng"

.3 Hz
16 ref fons
OBSERVE _ H1, 300.0673659 NHz
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 2

min, 44 sec

—T T T T —T T _ T —t—7

0.27 2.32 23.48
3.87
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b) Leite pasteurizado — tempo zero

Lei L ;9\ s/ T=0
2008-42h-Anostra-28 -
Prof. Borgo
FAV-ing
Automation directory:

Pull

Sequence: 52pul

Solvent: cdc
Anbient temy
Operator: a

13
perature
Tunos.

)

h 3539
16 repetition:
BSE H1, 300.0673656 Mz
£ssinG

TA
FT size 65536
Total time 2 min,

5.1 ppm

_ seik 7ast T=o
Fi

2008-42h-Anostra-28
Borgo
Fav-Un

Automation directory:
Pulse Sequence: s2pul

dc13
perature
r: alun

008-42h-fmos tra-28
~30088  “mercury3oo"

File: 2
Hercury

Relax. delay 1
150 45.0_de

Ace .028
Widih 3588.7 Hz
16 repetitions

OBSERVE W1, 300.0673056 WHZ

DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 2 min, 44 sec

— Ty PE—

200 . 2.00 3.09 5.08




C) Leite pasteurizado — 30 dias

08-42h-Amos tra-a8
v

Fav-ing,
Automation directory:

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: cdcl3

ent temperature
operator: alunos
File ~Amostra-48
Mercury-30083 "mercury200"

delay 1.000 sec
degrees

Acg. t: -028 ssc

widih 3599.7 Wz

32 repetitions

OBSERVE _ Hi, 300.0673656 MHz

DATA PROCESSING

FT size 65536

Total time 5 min, 29 sec

Relax.
Pulse

g i e s i b ek a Ui o "

L 0 bl Al g Ak L ¥

T T T T T T ]
5.9 5.8 5.7 5.2 5.1 ppm

e ih Rsh T=60d

2008-42h-Amostra-68 b
Prof. Borgo
FAV-UnB

Automation directory:
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: cdcl3

Ambient temperature
Operator: alunos
Fil 2008-42h-Amostra-68
Mercury-30088 “mercury300"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 9.028 sec
Vidin 3589.7 iz
32 repetitions

RVE 300.0673650 MHZ
DATA PROCESSING

5.
Total time 5 min, 29 sec

— I Nz
———— —— . S —— . — .
7 6 5 3 2 1 ppm
=3 1.77 6.0 61
~0.76 37.83

117



118

d) Leite pasteurizado — 60 dias

2008-42h-Amostra-6B
Borgo

Automatfon directory:
Pulse Sequence: s2pul
Sotvent: cdeld

Ambient temperaturs
Operator: alunos

File: 2008-42n-Amostra-68
Nercury-30088 "mercury300*

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degree:
tine 3.028 sec
Wz

s
LRVE K1, 300.0573650 MHz
DATA PROCESSING

I size 65536

Total time 5 min, 29 sec

s Rst T=60d-

2008-42h-Amostra-68
rgo

Automation directory:

p
File: 2008-42h-Amostra-68
Mercury-300B8  “mercury300"

Relax. delay 1.000 sec
5 rees

536
Total time 5 min, 29 sec

]
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e) Leite pasteurizado — 90 dias

2008-12h-Amostra-88
Prof. Borgo
FAV=0nB.

Automatfon directory:
Pulse Saquenu. s2pul
Solvent:

Anbient t lptrqwrt

operator: alu

Pi767 2008°2n-amostra-88
Mercury-30083 "mercury300*

Relax. delay 1.000 sec
5.0 degrees

Req: tine 3 0% sec

Width 3599.7 Wz

32 repetitions

OBSERVE __H1, 300.0673653 WHZ

DATA PROCESSTNG

FT size 6553

Total time 5 min, 29 sec

™ -, " o i N
U Y 0 g v W
———— T - T —— - — — .
5.9 5.8 5.7 5.5 5.4 5.3 5.2 S ppm

A Lerk st G0
rof . Borgo
A

Automation directory:

Putze Stquencl‘ s2pul

Anb p-mur.
operator: ‘atu

2h-Amostra-s8
§ 50066 “mercurya0o"

. delay 1.000 sec
=d 5.0 de

potitions

M1, S00.0073659 Wz

ROCESSIN |
10 65536

tal [time S min, 29 sec

U | JLuUL L

R
———— T . — — —_—— -
7 6 5 4 3 2 1 ppm
R | ' 18 23
7% 3.1 s.01




f) Leite pasteurizado — 120 dias

2008-42h-Anostra-108
oo

Automation directory:
Pulse Sequence: s2pul

vent: cdcld
Anbient temperature
Operator: alunos

File: 2008-4zh-Amostra-108
Mercury-30088 "mercury3a0"

32 repstitions
OBSERVE W1, 300.0673651 MHZ
NG

LKM\M

A

FT size 65535

Total time 5 min, 23 soc

T - —r— s -
5.9 5.8 5.7 5.6 5.5

Sidiein e Bl 1207
Po ‘et
ERiling
Automation directory:
Pulse Sequence: s2pul
Solven cdeld
Sorent 1Saseratore
Operator: alunos

Te: 2008-12h-Amostra-10B
Mercury-30088 “mercury300

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 9.028 sec

Width 3599.7 Hz

32 repetitions

OBSERVE _ H1, 300.0673651 Wiz
DATA PROCESSING

FT size 6

65531
Total time 5 min, 29 sec

5.4

120



g) Leite pasteurizado — 150 dias

2008-42h-Amos tra-128
Prof . Borgo
FAv-UnB

Automation dirsctory:

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: cdcld

Ambient temperature
operator: al

File: 2008-12h-Amostra-128
Mercury-2008B  “mercurysoo”

Relax. delay 1.000 sec
5

32 repetit

OBSERVE K1, 300.0673634 MHz

oAT! i

FT size 65536

Total tine 5 min, 29 sec

o o e T T = T ———————————
5.9 5.8 5.7 5.6 5.3 5.2 5.1 ppm
, o3 o
sous-tarsmontractsn 214 sl 50,
Hhor‘Soran
P ing
svtonation dirsctorys
Pulse Sequence: s2pu1
Sowvent: cdc1s
Mbiont temperature
Operator: alunos
File: 2008-42h-Amostra-128
Rercuiry-Seass vmercurySact
Retax. delay 1.
Baree 870 Yegr
fain
33 kepet yiont
SEeReE W1 00.0673634 Mz
DaTh pRocesSiuG
T gsass
Total time S min, 29 sec
¥ U'L
— T T —T T y T
7 5 5 2 1 ppm
T IRT) 211

1.53 5.82
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h) Leite pasteurizado — 180 dias

2008-12h-ANOSTRA-148
Prof . Borgo
FAY

Automation director

Pulse Sequence: s2pul
Solvent:

rator:
File: 2008-42h-ANOSTRA-14B
Mercury-30088  “nercury300"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 5.0 degrees
Acq. time 9.028 sec
Widin 3593.7 Hz

32 repetition:

OBSERVE 1,
DATA PROCESSI
FT size 65536
Total time 5 min, 29 sec

s
300.0673657 NNz
HG

2008-42h-ANOSTRA-148  —
Prof. Borgo
Fav

Automation directory:
Pulss Sequence: s2pul
Solvent: cdc13
Ambient temperaturs
Operator: ines

106-42h-ANOSTRA-14B
Mercury-30088 “mercury300"

32 repetitions
OBSERVE K1, 300.0673657 WHZ
DATA PROCESSING

FT sz 65536

Total time 5 min, 29 sec

5.9 5.8 5.7

5.4 5.3 5.2 5.1

ppm

" i
0.28 2.02 20.25
2.01 3.65

3.56
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I) Leite pasteurizado — 210 dias

2008-42h-ANOSTRA-168
Prof. Borgo
FAV

Automation directory:
Pulse Sequence: s2pul
Solvent: cdcl3

Anbient temperature
Operator:
File: 2008-42h-ANDSTRA-168
Mercury-30088  “mercury300*

Pu .0 de
Acq. time 6.7

]
72
Hz

ns
3000673647 WHz
SING

FT size 65536
Total time 4 min, 15 sec

h-ANOSTRA-168  — fd”‘é 2‘>/ 2190
roo

2001
Prof. Bor
Fav

Automation directory:

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: cdcld

Aubient temperature
Operator: ines

File: 2008-42h-AMOSTRA-168
Mercury-3008B  “mercury300"

delay 1.000 sec
Pulse 5.0 degrees
Acg. time 6.772

Width 3598.7 Wz

32 repetitions

OBSERVE W1, 300.0673617 MHz
DATA PROCESSING

FT size 55536

Total time 4 min, 15 sec

-
5.3 5.2 5.1 ppm

— — Sl o . e i
——— T —————— | P r - ;
7 6 S a4 3 2 ppm
1.12 0.19 2.16 21.53
s.00 2.10 3.09 3.27
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J) Leite pasteurizado — 240 dias

2008-42h-AHOSTRA-188
Prof. Borgo
FA

Automation directory:

Pulse Sequence: s2pul
Solvent: cdc13

Ambient temperature
Operator: ines

Fi h-ANOSTRA-188
Mercury-30088  “mercury300"

Pulse

. time

Width 3599.7 Hz

32 repetitions

OBSERVE  H1, 300.0673656 WNZ
NG

FT size 6553
Total time 5 min, 29 sec

5.9 5.8 5.7 5.6 5.2 5.1 ppm

2008-42h-ANOSTRA-188  — ?/«(/,é . /9? .S’[ 240d
e

Automatfon directory:
Pulse Sequence: s2pul

cdc13
Ambient temperature
tor :

File: 2008-42h-ANOSTRA-188
Mercury-30088  “"mercury300"

Hz

32 repetitions

OBSERVE _ H1, 300.0673656 MHz
0CESSING

T size 65536
Total time 5 min, 29 sec

o : - T
7 6 5 a 3 2 L ¢ ppm

N Po— AT
1.08 -0.17 1.55 o 21

3,00 181 a.60
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ANEXO A — APROVACAO DA PESQUISA PELO COMITE DE ETICA

Universidade de Brasilia
Faculdade de Medicina

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
Campus Universitanio, Asa Norte — CEP 70910-9000 — Beasilia, DF - Tel.: (061) 3307.2520 / 32733069

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de projeto:  CEP-FM 072/2005

Titulo:  “Efeito da pasteurizaco e da vida de prateleira sob o congelamento sobre a
fragao lipidica do leite materno ordenhado”

Pesquisador responsavel: Luz Antdnio Borgo

Documentos analisados:  Folha de rosto, carla de encaminhamento, declaragao de

Responsabilidade, protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e esclarecido,

cronograma, bibliografia pertinente e curriculo(s) de pesquisador(es)

Data de entrada:  28/09/2005

Proposicao do(a) relator(a)

( )Aprovagdo

( x ) Aprovagio com recomendacio

() Nao aprovagdo

Data da primeira analise pelo CEP-FM/UnB:  10/11/2005

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UnB:  07/12/2005

PARECER

Com base na Resoluco CNS/MS N° 196/96, que regulamenta a matéria, a Coordenagao
do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia
decidu APROVAR com recomendagdo, em sua 10* Reunido Ordinaria de 2005,
realizada no dia 07/12/2005, de acordo com o parecer do(a) relator(a). o projeto de
pesquisa acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos.

Observagdes:
1 = Modificagdes no protocolo devem ser submetdas ao CEP, assim como a notificagao
imediata de eventos adversos graves,
2 - O(s) pesquisador(es) deve(m) apresentar relatonios penddicos do andamento da
pesquisa ao CEP-FM.

Brasilia, 20 de dezembro de 2005.

Facuidade de Medicing - Und



