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RESUMO

O leite humano é considerado o alimento ideal para crian¢a nos seus primeiros anos
de vida. Nos casos em que a mae de um recém-nascido prematuro e/ou com baixo
peso ao nascer, que se encontra na UTI neonatal, ndo consegue suprir a demanda do
bebé, o recomendado é que este receba o LH doado dos Bancos de Leite Humano.
Nesses locais, o leite é submetido a um tratamento térmico denominado pasteurizacéo
lenta (62,5 °C por 30 minutos), a fim de garantir a sua qualidade microbiolégica. No
entanto, esse processamento pode impactar na sua qualidade nutricional,
ocasionando perdas importantes de nutrientes e compostos bioativos, tais como 0s
lipidios e os antioxidantes. O leite humano pasteurizado também pode ser
armazenado a uma temperatura maxima de -3 °C até ser oferecido aos bebés, o que
também pode interferir na sua composi¢cao. Logo, o objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos do armazenamento congelado a —18 °C (+ 2) por 120 dias na
estabilidade lipidica e na atividade antioxidante do LH apds a termossonicacao. Para
isso, utilizamos amostras de leite humano pasteurizadas como controle. As
concentracdes de a, Y e 3 tocoferois foram determinadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (high performance liquid cromatography - HPLC). Avaliou-se a atividade
antioxidante total do leite humano por meio dos métodos de sequestro do radical livre
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e reducéo do ion ferro (FRAP). As concentracdes
de hexanal, um composto secundario da degradacéao lipidica, foram determinadas por
cromatografia gasosa. O uso da termossonicacédo no presente estudo, decorridos os
120 dias de armazenamento congelado, demonstrou ser uma possivel alternativa a
pasteurizacdo. As reducbes de Y, B e a tocoferdis foram semelhantes as do leite
pasteurizado e as perdas na atividade antioxidante total, avaliadas pelos métodos
FRAP e DPPH, foram significativamente menores no leite termossonicado. Por outro
lado, foram observadas maiores concentracées de hexanal no leite termossonicado.
Portanto, a realizacdo de novos estudos que avaliem os efeitos da termossonicagao
na composicao do leite humano apés o armazenamento congelado sera importante
para definir realmente os beneficios desse método ndo convencional de processar 0

leite humano.

Palavras-chave: banco de leite humano, ultrassom, congelamento, tocoferdis e

hexanal.



ABSTRACT

Human Milk’s considered ideal for feeding babies in the first years of life. When
mothers of preterm infants or low in weight can’t supply the demand of your newborns,
the donor human milk from Human Milk Banks is the best recommendation. In the
Human Milk Banks, the donor human milk undergoes heat treatment process, such as
pasteurization. This treatment has the purpose of the inactivation of pathogenic
microorganisms. However, the slow pasteurization affects some of nutrients and
bioactives compounds present in human milk, such as lipids and antioxidant
components. The pasteurized donor human milk can be storage at maximum
temperature of -3 °C for six months or until offered to babies, this practice can also
affect the composition of donor human milk. This study evaluated the effects of frozen
storage at + 18 °C for 120 days in the lipids stability and in antioxidant capacity after
the termossonication. For this, we used human milk pasteurized samples for the
control. Were analyzed the levels of tocopherol isoforms (a, Y and B) by high
performance liquid chromatography (HPLC). The antioxidant capacity was evaluated
by the 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging, and the Ferric
Reducing Ability of Plasma (FRAP). The levels of hexanal, a secondary compound of
lipid oxidation, was analyzed by gas chromatography. The use of termossonication in
this study, after 120 days of frozen storage, demonstrated to be a possible alternative
to slow pasteurization. The reductions in the levels of a, Y and B tocopherols was
similar to the human milk pasteurized and losses in total antioxidant capacity,
evaluated by DPPH and FRAP methods, were significantly lower in human milk after
the termossonication. On the other hand, higher concentrations of hexanal was
observed in the human milk termossonication. Therefore, further studies need to be
conducted to assess the effect of termossonication in the nutritional composition and

bioactives compounds of human milk after frozen storage.

Keywords: human milk bank, ultrasound, freezing, tocopherols, hexanal.



Lista de Figuras

Figura 1 - Fluxo de trabalho preconizado nos Bancos de Leite Humano do Brasil. .22
Figura 2 - Desenho experimental do €StUdO. ............uuuuuiimiimiiiiii e 31
Figura 3 — Cromatograma evidenciando os picos das isoformas a, Y e 3 tocoferol em
uma amostra de leite NUMANO0. .........oooiiiiiii e 34
Figura 4 — Presencga de Y e B tocoferdis nas amostras de leite humano apos os
processamentos (pasteurizacao e termossonicacao) e armazenamento congelado (-
18 OC) POF 120 TIBS. .. s 37
Figura 5 — Presenca de a-tocoferol nas amostras de leite humano apds os
processamentos (pasteurizacao e termossonicacao) e armazenamento congelado (-
18OC) PO 120 GIBS. ... s 38
Figura 6 — Atividade antioxidante nas amostras de leite humano apds os
processamentos (pasteurizacao e termossonicacao) e armazenamento congelado (-
18°C) por 120 dias pelo MEtOdO FRAP. ... 40
Figura 7 — Atividade antioxidante nas amostras de leite humano apds o0s
processamentos (pasteurizacao e termossonicacao) e armazenamento congelado (-
18°C) por 120 dias pelo MEtodo DPPH. ........coiiiiiiiiieeie e 40
Figura 8 — Presenca de hexanal nas amostras de leite humano apds os
processamentos (pasteurizacao e termossonicacao) e armazenamento congelado (-
RS O I o To |t 2 o | - T3PSO 42



Lista de Abreviaturas e Siglas

AG — Acidos Graxos

AGI — Acidos Graxos Insaturados

AGL — Acidos Graxos Livres

AGPI — Acidos Graxos Poliinsaturados

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ARA — Acido Araquiddnico

BHT — Butil-hidroxitolueno

BLH — Banco de Leite Humano

DHA — Acido decosahexanoico

DPPH — 2,2-difenil-1- picrilhidrazila

ERO - Espécie Reativa de Oxigénio

FRAP — Reduc&o do lon Ferro

HCL — Acido Cloridrico

KOH — Hidréxido de Potassio

LH — Leite Humano

OMS - Organizacao Mundial de Saude

PCLHs — Postos de Coleta de Leite Humano

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TPTZ — 2,4,6-tri(2- piridil)-s-triazina



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ea e st es e st ene e nans 13
2. REFERENCIAL TEORICO ..ottt ettt eae e 15
2.1 Leite HUMANO ... 15
2.1.1 Antioxidantes no leite hUMAaN0 ... 16
2.1.2 Composicao Lipidica do leite humano...........ccuuueeeiiiiiiiiiiee e 18
2.2 Banco de Leite HUMANO .......coooiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 20
2.3 Pasteurizacao e efeitos nas propriedades nutricionais do leite humano ............. 22
2.4 Efeitos do armazenamento na qualidade nutricional do leite humano ................ 25
2.5 Ultrassom No leite NUMAaNO0 ..........oooiiiiiii 25
3. OBUIETIVOS .. e et e e e et e e e e et e e e et e aaae 29
3.1 ODJELIVO GEIAI ...ccoeiiiiiiiiiiiiieiieee ettt 29
T2 @ | o] 1= 1AV o TN == o= Tox o o 29
4. METODOLOGIA . ...t e e e e e e e e e e enanas 30
4.1 Obtencao do leite NUMANO .........uuiiiiii e e e e e eaaenes 30
4.2 Delineamento EXperimental .........ccoooieiiiiiiiiiiiii e 31
4.3 Processamento do leite NUMANO ..........oociiiiiiiiiece e 32
4.3.1 Pasteurizagao LeNtaA...........couuuuiiiiie e e e e e e e aaaan 32
4.3.2 TEIMOSSONICAGAD ... eeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeeeattt s s e e eeeeeeeesasa s eeeeaeeesssssanaaaaaeaeeennnnns 32
4.4 ANALISES QUIMICAS ... .ccieviiiieeiiiiii ettt e et e e et e e e e e e b e e e e e e bt e e e s saba e e eseera e eseeranns 33
4.4, 1 TOCOTEIOIS. ...ttt ettt e e e et e e e e e e e e e e e bbb r e e e e e aeeeaans 33
4.4.2 Analises da atividade antioXidante ...............ceeeeeririiiiiiiiiiiiieee e 34
4.4.2.1 DPPH (2,2-difenil-1-picrilnidrazila)................ccoovviiiiiiiiiii e 34
4.4.2.2 FRAP (RedUGAOD O 10N FEITO) .....eeiviieeeei ettt 35
4.4 3 HEXANA! ... e e e e e 35
4.5 ANALISES ESTALISHICAS ... eeeiii ittt a e e 36

5. RESULTADOS E DISCUSSAO ........cuiiieiiieieeeteeeeeee e, 37



B. CONCLUSAOD ..o ettt 44
REFERENCIAS ..o ettt 45
ANEXO 1 - Carta e ANUBNCIA ... e e et 50

APENDICE 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE ...........c........ 51



13

1. INTRODUCAO

A diminuicdo do impacto dos processamentos nas caracteristicas nutricionais
dos alimentos vem sendo alvo de diversos estudos e, nesse contexto, o ultrassom tem
se mostrado uma tecnologia alternativa segura e eficiente. Esse processamento
consiste em ondas sonoras com frequéncias que superam a audicdo humana, e tem
por objetivo reduzir o tratamento e manter a qualidade nutricional dos alimentos
(AWAD et al., 2012; SORIA; VILLAMIEL, 2010). Segundo Piyasena, Mohareb e
McKellar (2003), o ultrassom, quando combinado a pressdao e/ou calor, tem
demonstrado melhores resultados na conservacdo das caracteristicas sensoriais e
nutricionais dos alimentos que sdo normalmente submetidos aos tratamentos térmicos
mais comuns, como a pasteurizacéo e a esterilizacdo. Nesse contexto, alguns estudos
vém sendo realizados a fim de verificar os efeitos da termossonicacdo, que € o
ultrassom aliado ao calor, no leite humano (LH) (PARREIRAS et al., 2020; CZANK;
SIMMER; HARTMANN, 2010).

Sabe-se que o LH é considerado o alimento ideal para o recém-nascido nos
seus primeiros anos de vida, pois possui uma composi¢cdo nutricional variada e
fornece todos o0s nutrientes e compostos bioativos necessarios para o
desenvolvimento e crescimento saudavel (BRASIL, 2019). Bebés prematuros e/ou
doentes, internados em UTIs neonatais, dos quais as maes ndo conseguem suprir sua
necessidade de LH, podem se beneficiar do recebimento do leite das doadoras dos
Bancos de Leite Humano (BLHs). Para que possa ser ofertado de forma segura a
esses recém-nascidos, o LH doado € submetido a um processamento chamado
pasteurizacao lenta (62,5 °C por 30 minutos, apd0s o pré-aquecimento) depois de ser
aprovado pelos testes de controle de qualidade. Esse tratamento visa a eliminagéo do
microrganismo mais termorresistente ndo esporulado que, no LH, é a Coxiella burnet.
Dessa forma, assegura-se a eliminagdo dos demais microrganismos néo esporulados
e a qualidade sanitaria do leite (BRASIL, 2008; BRASIL, 2006). Apds esse tratamento
térmico, o LH doado pode ser armazenado congelado a uma temperatura maxima de
-3 °C por até seis meses (BRASIL, 2006).

Apesar de serem eficientes na inativagdo de microrganismos, alguns nutrientes
e substancias bioativas sdo perdidos com a pasteurizacao e posterior armazenamento
do LH (GAO et al., 2019; GILA-DIAZ et al., 2019). Estudos tem demonstrado os efeitos

significativos da pasteurizagdo na reducdo de compostos antioxidantes como a
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vitamina E, cuja acdo é, principalmente, direcionada a protecdo dos lipidios das
membranas celulares (GILA-DIAZ et al., 2019). Também foram observadas perdas
nas concentracdes de lipidios e formacdo de aldeidos, como o hexanal, que, entre
outros compostos, é um indicador de perda da estabilidade lipidica (GARCIA-LARA et
al., 2013; ELISIA; KITTIS, 2011; VIEIRA et al., 2011). Quanto ao armazenamento
congelado apés o tratamento térmico, também foram observadas reducbes nas
concentracbes de lipidios e compostos antioxidantes (GILA-DIAZ et al.,, 2019;
NESSEL; KHASHU; DYALL, 2019; GARCIA-LARA et al., 2013).

Em relacdo aos efeitos da termossonicacdo nas caracteristicas nutricionais e
microbioldgicas do LH, Czank, Simmer e Hartmann (2010) destacam a sua maior
eficiéncia quando comparada ao ultrassom isoladamente, pois requer um menor
tempo de exposicdo do leite ao tratamento para a inativacdo dos microorganismos
analisados (Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis). Parreiras et al. (2020),
além de observarem efeitos positivos do uso da termossonicacao na inativacdo dos
microrganismos Staphylococcus aureus, E. coli e Salmonella, verificaram que as
concentracfes de retinol no LH n&o sofreram alteragdes e a atividade antioxidante
apresentou um aumento significativo. Nao ha na literatura estudos que avaliaram os
efeitos do armazenamento congelado no LH termossonicado, porém, diante do
exposto, percebe-se a importancia de buscar processamentos alternativos que
conservem a composicao nutricional do LH doado e que garantam a sua qualidade
microbiolégica. E no caso deste estudo, especialmente a composicado em lipidios, pois
contribuem com cerca de 50 a 60% do valor energético total do leite, fornecem acidos
graxos poliinsaturados (AGPI) e vitaminas lipossoluveis, além de compostos
antioxidantes como a vitamina E, que exerce o papel de proteger esses AGPI da
oxidacdo lipidica (GILA-DIAZ et al.,, 2019; EUCLYDES, 2014). Estudar essas
alteracdes apos o armazenamento congelado também é de extrema relevancia, uma
vez que esta € uma pratica comum nos BLHs e que também podem afetar a qualidade

nutricional do LH doado.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leite Humano

O LH é de suma importancia para a saude da crianca e se adapta as suas
necessidades nos primeiros anos de vida (BRASIL, 2019; MIMOUNI et al., 2017;
BALLARD; MORROW, 2013). Com uma composic¢ao nutricional balanceada, oferece
todos os nutrientes essenciais, suprindo assim as necessidades nutricionais da
crianca até os seis meses, além de ofertar componentes bioativos ndo nutritivos. A
presenca dessas substancias bioativas confere ao LH a caracteristica de ser um
alimento funcional, isto é, ele ndo é apenas uma fonte de nutrientes e sim um alimento
gue gera efeitos fisiologicos benéficos, exercendo outras funcdes além de nutrir
(EUCLYDES, 2014). Dentre esses compostos, destacam-se 0s agentes anti-
infecciosos e anti-inflamatorios que contribuem para a protecdo imunolégica, os
fatores de crescimento, os diferentes tipos de horménios e as enzimas digestivas
(KOLETZKO, 2016; BALLARD; MORROW, 2013; CALIL; FALCAO, 2003). Uma vez
gue os habitos alimentares desenvolvidos nos primeiros dois anos da crianca
influenciam em toda sua vida, recomenda-se a amamentacdo exclusiva desde a
primeira hora de vida até os seis meses e, apds esse periodo, até os dois anos ou
mais, aliada a uma alimentacdo complementar saudavel (BRASIL, 2019).

Muitos sdo os beneficios provenientes da amamentacao, tanto para o bebég,
como para a mulher. Para o bebé, o aleitamento o protege de infec¢cées como otite,
diarreia e pneumonia, e promove um menor risco de obesidade, asma e diabetes.
Para a mulher, os beneficios incluem a reducao da incidéncia de cancer de mama, de
ovario e de utero, e também diminui o risco de diabetes tipo 2. Esses beneficios sdo
maiores conforme o tempo de amamentacao se estende, ou seja, quanto maior for o
tempo de aleitamento, maiores serdo os beneficios para a saude da crianca e da
mulher (BRASIL, 2019; GEORGE et al., 2018).

Algumas modificacBes ocorrem na composic¢do do LH durante os estagios de
lactacdo. Cerca de 3 a 5 dias ap0s o parto é produzido o colostro, o qual contém
maiores quantidades de proteina, vitaminas A e E, e minerais como sadio, cloreto e
magnésio. A maior parte da fracdo proteica do colostro € composta por
imunoglobulinas, especialmente a IgA, o que indica que sua principal funcdo é

fornecer protecdo imunoldgica. O colostro também possui uma menor quantidade de
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lactose em relacdo aos demais estdgios. Apdés o quinto dia, o LH sofre uma
modificacdo gradual em sua composicao, caracterizada pelo aumento da producgéo e
da concentracao de lipidios. Nesse periodo, o LH é denominado leite de transicdo e
ainda contém caracteristicas semelhantes ao colostro. Essas modificagfes ocorrem
para possibilitar a producdo do leite maduro, o Uultimo estdgio de lactacdo
(BZIKOWSKA et al., 2018; EUCLYDES, 2014; BALLARD; MORROW, 2013).

O leite maduro é produzido cerca de quinze dias ap0s o parto e € caracterizado
por uma menor concentracdo de proteinas quando comparado ao colostro. Em
contrapartida, a lactose tem sua concentragdo aumentada, estima-se que seja em 70-
74g/L de LH. Os lipidios também estdo presentes em maiores concentragfes e sao
responsaveis por cerca de 50 a 60% do valor calérico (EUCLYDES, 2014).

Em relacédo a duracdo da mamada e as variacdes na composicao do LH, sabe-
se que, no inicio, o leite contém maior quantidade de agua e eletrdlitos, a fim de
possibilitar a hidratacéo do lactente, e contém também alguns anticorpos importantes
para a prote¢do imune. Ao final da mamada, o leite contém uma maior concentragéo

de gorduras, o que confere uma coloracdo mais amarelada (BRASIL, 2019).

2.1.1 Antioxidantes no leite humano

Atualmente, o LH é reconhecido por oferecer ao bebé, além dos macros e
micronutrientes necessarios, compostos bioativos que contribuem para o seu
crescimento e desenvolvimento. Os agentes anti-inflamatérios sdo um desses
compostos e nestes estdo incluidos os antioxidantes (EUCLYDES, 2014). Pode-se
atribuir aos antioxidantes a atividade de inibir experimentalmente a oxidacdo ou, a
depender de sua estrutura quimica, eliminar radicais livres. Os radicais livres séo
moléculas que contém um ou mais elétrons livres, 0 que as torna altamente reativas.
Um exemplo de radicais livres sdo as espécies reativas de oxigénio (ERO) e seus
efeitos sdo neutralizados pelos antioxidantes (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015),
0s quais podem ser classificados como primarios ou sinérgicos. Os primarios, como
os tocoferdis, sdo aqueles que exercem a funcéo de doar hidrogénio aos radicais
livres, inativando-os nas fases de iniciacdo e propagacao da autoxidacdo, um dos
mecanismos de oxidacgéo lipidica, impedindo a reacdo em cadeia. Os sinérgicos séo

0s que atuam removendo o oxigénio do meio, estabilizando-os e inibindo a
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autoxidacao, ou atuam se complexando a substancias como o ferro e o cobre, que
catalisam a reacdo de oxidacdo. Estes podem atuar também na regeneracdo de
antioxidantes primarios, podendo inclusive aumentar a atividade antioxidante destes
e, como exemplo, tem-se a vitamina C (RAMALHO; JORGE, 2006).

Em recém-nascidos a mudanca do ambiente intrauterino para o extrauterino
resulta em um aumento das ERO e, consequentemente, h4 um aumento da demanda
de substancias antioxidantes. O estresse oxidativo nessa fase dos bebés aumenta o
risco de infeccbes e pode resultar em dificuldade respiratéria, displasia
broncopulmonar, enterocolite necrosante, entre outros. Devido a composi¢do do LH,
principalmente em relagéo a sua atividade antioxidante, nota-se a importancia do
aleitamento nos primeiros dias de vida do bebé (GILA-DIAZ et al., 2019; HANSON et
al., 2016; MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015).

A funcdo antioxidante do LH se da devido a combinagdo de moléculas
endogenas (catalase, glutationa, glutationa peroxidase, melatonina, superoxido
desmutase) e exdégenas (licopeno, retinol, a-caroteno, B-caroteno, a-tocoferol e y-
tocoferol) (GILA-DIAZ et al., 2019). Desses ultimos, destacam-se os carotenoides a-
e B-caroteno, que possuem estrutura molecular semelhante a vitamina A, e os a- e y-
tocoferol, que sdo isoformas da vitamina E (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015).

A acdo antioxidante da vitamina A é responsavel por suprir uma forma mais
reativa do oxigénio, denominada singlete; e também por neutralizar radicais livres,
como os radicais tiol e peroxil (RUTKOWSKI; GRZEGORCZYK, 2012). Segundo
Rutkowski e Grzegorczyk (2012), essas acOes ocorrem porque essas moléculas
possuem uma ligacdo dupla entre dois carbonos na cadeia lateral hidrofobica. Essas
ligacBes competem com os radicais livres protegendo as células dos danos que seriam
causados pela oxidacao.

A vitamina E, tendo o a-tocoferol como constituinte de 90% de suas isoformas,
apresenta a funcao de neutralizar as ERO e radicais hidroxil. A acdo antioxidante da
vitamina E €é direcionada, principalmente, a protecdo dos lipidios das membranas
celulares, como os AGPI, de reacdes mediadas pelas ERO. Essas funcdes da
vitamina E sdo muito eficientes para conter o estresse oxidativo, 0 que a torna o
principal antioxidante lipossoluvel (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015; RUTKOW SKI;
GRZEGORCZYK, 2012).

A transferéncia placentaria das vitaminas A e E durante a gestacéo é limitada

e ndo supre a necessidade do recém-nascido, sendo o LH a principal fonte desses
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nutrientes. Logo, tém-se mais uma caracteristica de grande relevancia do LH para o
lactente (MATOS; RIBEIRO; GUERRA, 2015).

2.1.2 Composicao Lipidica do leite humano

Entre os macronutrientes que compdem o LH, os lipidios sédo os mais variaveis.
Sua concentragao no leite ao final da mamada pode ser de duas a trés vezes maior
gue noinicio. Esses componentes sao responsaveis pela saciedade e contribuem com
guase metade da energia fornecida pelo leite. Portanto, € importante que a crianca
esgote uma mama antes de receber a outra, de forma que receba todos os nutrientes
gue estdo contidos no LH, incluindo a por¢cao mais rica em gordura (BRASIL, 2019).
Além de contribuir com o suprimento da demanda energética, a fracao lipidica do leite
também fornece acidos graxos (AG) importantes e vitaminas lipossoluveis (BRASIL,
2019; BALLARD; MORROW, 2013; CALIL; FALCAO, 2003).

Da composicao lipidica do LH, 98% € constituida pelos triglicerideos e as
propriedades destes sao influenciadas pela composicdo de AG que possuem
(KOLETZKO, 2016). Segundo Euclydes (2014), entre os principais AG presentes no
LH, destacam-se os acidos palmitico, o principal AG saturado, e os acidos linoleico e
linolénico, precursores dos AGPI de cadeia longa acido araquidénico (ARA) e acido
decosahexaendico (DHA), que exercem importante funcdo no desenvolvimento
neurolégico, visual e imunoldgico. A importancia de DHA e ARA para o
desenvolvimento imunoldgico se deve ao fato de que estes sdo precursores de
prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas e leucotrienos (KOLETZKO, 2016;
CALIL; FALCAO, 2003).

Quanto ao desenvolvimento neuroldgico e visual, Silva, Junior e Soares (2007),
em um artigo de revisdo, destacaram estudos que apontam a relacdo benéfica da
ingestdo de AG essenciais por meio da amamentacdo exclusiva, pois criancas
amamentadas demonstram maior capacidade de aprendizado e concentracéo, melhor
acuidade visual e se adaptam melhor a luz. Além dos AG de cadeia longa, séo
encontrados em menores guantidades os de cadeia curta, uma importante fonte
energética e auxiliares na maturacao do trato gastrointestinal do lactente (ANDREAS;
KAMPMANN; LE-DOARE, 2015).
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Os AG estéo susceptiveis a alteragdes quimicas durante o processamento e o
armazenamento do LH. Dentre essas alteracfes, a mais frequente é a oxidacao
lipidica, que resulta na perda do valor nutricional e em alteragfes sensoriais. Essas
reacdes de oxidacdo envolvem o oxigénio e os &cidos graxos insaturados (AGlI),
podendo ocorrer por diferentes mecanismos, sendo eles: fotoxidacdo, oxidagéo
enzimatica ou autoxidacdo. A fotoxidagdo € um mecanismo que ndo envolve a
formacao de radicais livres e ocorre devido a exposi¢ao do alimento a luz, quando ha
em sua composi¢do moléculas como a mioglobina, a clorofila, riboflavina, entre outras.
A oxidacdo enzimética consiste na degradacdo dos AGI pela acdo da enzima
lipoxigenase. A autoxidacdo é um mecanismo que envolve a formacdo de radicais
livres e pode inviabilizar o consumo do alimento devido a uma alteragdo nas
caracteristicas sensoriais, conhecida como ranco (ARAUJO, 2015).

As reacdes que envolvem os radicais livres, tais como a autoxidacao,
acontecem em cadeia, pois essas moléculas sdo muito energéticas e instaveis. A
autoxidacdo acontece em trés etapas: iniciagcdo, propagacado e terminacdo. Na
iniciacdo, o hidrogénio de um acido graxo insaturado, que possui uma ligacao
covalente carbono-hidrogénio mais fraca devido a instauracéo, é abstraido e se forma
um radical livre que sera estabilizado pelo deslocamento da ligagc&do dupla, ocorrendo,
nos AGPI, a formacdo de ligacdes duplas conjugadas. Esse deslocamento pode
formar ligacGes cis ou trans. Na etapa de propagacéo, o radical livre reage com o
oxigénio atmosférico formando um radical peroxil. O radical peroxil, sendo muito
energeético, provoca a abstracao de um hidrogénio de um outro acido graxo insaturado,
formando um hidroperdxido e novos radicais livres nesse outro acido graxo. Dessa
forma, a reacdo se propaga de um acido graxo para o outro, caracterizando uma
reacdo em cadeia. A fase de terminacdo ocorre quando hd um aumento nas
concentracfes desses produtos da oxidacdo e estes reagem entre si, formando
produtos estaveis ou nao reativos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os hidroperoxidos formados pela oxidacdo de AGI, na etapa da propagacéo,
podem se segregar e formar radicais acoolxil e esta formagcédo é normalmente seguida
pelas reacdes de B-clivagem, que resultam em produtos de degradacdo secundaria
gue podem ser volateis ou nao, tais como os aldeidos. Entre os aldeidos volateis,
destaca-se o0 hexanal como sendo o de maior concentracdo e um bom indicador da
deterioracdo lipidica dos alimentos, em especial do LH, uma vez que os produtos

primarios da oxidagéo dos lipidios s&o muito instaveis e suas concentra¢des diminuem
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consideravelmente nas etapas mais avancadas da oxidacao (ELISIA; KITTS, 2011,
DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). As consequéncias da ingestao desses
produtos da oxidagao lipidica vém sendo estudadas em modelo animal e tém sido
observadas alterag6es como irritagao intestinal, que podem resultar em uma menor
absorcao de nutrientes e levar a consequéncias mais graves (NESSEL; KHASHU;
DYALL, 2019).

2.2 Banco de Leite Humano

A importancia do aleitamento materno na diminuicdo da mortalidade infantil é
bem conhecida atualmente, porém, diversos fatores podem impossibilitar uma mulher
de amamentar o seu filho. Ha situacfes em que as maes de bebés prematuros e/ou
de baixo peso internados em UTIs neonatais tem uma producédo de LH insuficiente
para a demanda de seus filhos. Nesses casos, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) recomenda a oferta do LH doado, tendo em vista que a auséncia da
amamentacao pode afetar o crescimento e desenvolvimento saudavel do bebé (OMS,
2011). Por isso, os BLHs sao importantes para que a crianca o receba em situacdes
gue a mée nao puder amamentar, principalmente em casos de prematuridade.

Os BLHs sao unidades que promovem acdes de incentivo ao aleitamento
materno e sao responsaveis por coletar, tratar e distribuir o LH doado para que possa
ser ofertado principalmente aos recém-nascidos com baixo peso ao nhascer e
prematuros internados em UTIs (OMS, 2011; MAIA et al., 2006).

No ano de 1943 foi implantado o primeiro BLH no Brasil, no Instituto Nacional
de Puericultura que, atualmente, recebe o nome de Instituto Fernandes Figueira (IFF).
Com a finalidade de cuidar de casos como a prematuridade e perturbacdes
nutricionais, o banco coletava e distribuia o0 LH. Nessa época, o0 aumento do consumo
de produtos industrializados entre lactentes recém desmamados foi responsavel por
85% das mortes por desnutricdo nessa fase da vida. Com isso, notou-se a
necessidade da implantacdo de um BLH para tentar contornar a situacao e atender a
essa demanda. Dessa época até o inicio da década de oitenta, cinco novos bancos
foram implantados no Brasil (MAIA et al., 2006).

Na fase inicial de implementagdo dos BLHs até os anos oitenta, a finalidade

principal era a coleta do LH. Isso resultou em processos que nao consideravam a
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decisdo da nutriz em doar ou ndo o leite e chegaram até a profissionalizar a doagéo
por meio da oferta de remuneragdes, assisténcia médica diferenciada ou cestas de
alimentos as doadoras que conseguiam extrair maior volume de leite. A condicao
socioecon6mica das doadoras, em sua maioria, era baixa, e isso contribuiu para a
doacéo e até mesmo estimulou a gravidez (BRASIL, 2008; MAIA et al., 2006).

A ascensao dos BLHs foi de suma importancia para a criagdo do Programa
Nacional de Incentivo ao Aleitamento Materno (PNIAM), responsavel pela instituicdo
do Grupo Técnico de BLH em 1984 que, por sua vez, criaram o primeiro documento
gue continha recomendacfes técnicas voltadas para a implantacdo e monitoramento
dos BLHSs, no ano de 1987. Essas recomendacdes foram o arcabouco para a criagcéo
da primeira legislacdo federal (BRASIL, 1988), publicada em 1988 na forma de
portaria, que determinou normas gerias para o funcionamento dos BLHs (BRASIL,
2008; MAIA et al., 2006). Nesse mesmo ano, ocorreu o | Congresso Brasileiro de
Bancos de Leite Humano, onde foi lancada a Rede Nacional de Bancos de Leite
Humano, hoje denominada Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano. Esses
acontecimentos foram de suma importancia para consolidar o modelo de gestao dos
BLHs naquele momento, bem como para o reconhecimento da funcdo da mulher na
amamentacdo, de forma que a doacdo do LH fosse realizada com o livre
consentimento da doadora e sem qualquer viés, como remuneracdes e outros (MAIA
et al., 2006).

Com a expansdo dos BLHs houve a necessidade de publicar uma nova
legislacdo, a RDC/Anvisa n°® 171/2006 (BRASIL, 2006). Esse regulamento aborda
sobre diversos aspectos, visando um funcionamento seguro e eficaz dos BLHs e
Postos de Coleta de Leite Humano (PCLHS), incluindo o processamento do LH até a
sua distribuicdo. A partir dessa legislacdo foi elaborado o manual Banco de Leite
Humano: Funcionamento, Prevencdo e Controle de Riscos (BRASIL, 2008),
juntamente com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). Atualmente, o
tratamento térmico preconizado é a pasteurizacao lenta, que consiste em submeter o
LH a uma temperatura de 62,5 °C por trinta minutos apds o pré-aguecimento,
monitorando a cada cinco minutos. Esse tratamento possibilita a inativacdo dos
microrganismos patogénicos nao esporulados. Apds o tratamento, o leite deve ser
estocado em uma temperatura maxima de — 3 °C e assim pode permanecer por um
tempo maximo de seis meses (BRASIL, 2008). A Figura 1 representa o fluxo de
trabalho nos BLHs.
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Figura 1 - Fluxo de trabalho preconizado nos Bancos de Leite Humano do Brasil.
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Fonte: BRASIL (2008).

Segundo os dados do site da Rede Nacional de Bancos de Leite Humano, o
Brasil conta com 224 BLHs e 217 PCLHs, sendo um modelo para diversos paises
(rBLH, 2020). Na Europa, 28 paises contam com a presenca dos BLHSs, totalizando
240 (EMBA, 2020). Na América do Norte tem apenas 29 e, na Africa do Sul, 27 BLHs
instalados em hospitais, 2 PCLHs e 1 Banco de Reserva (HMBANA, 2020; SABR,
2020). Diante da funcdo dessas unidades, nota-se a importancia de expandir cada

vez mais os BLHs em todo o mundo.

2.3 Pasteurizacéao e efeitos nas propriedades nutricionais do leite humano

Nos BLHs, o LH, apds ser coletado e aprovado pelos testes de controle de

gualidade, é submetido a um tratamento térmico bem reconhecido na area de
tecnologia de alimentos, a pasteurizacdo lenta. Esse tratamento visa a eliminagéo do
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microrganismo ndo esporulado mais termorresistente que, no caso do leite, € a
Coxiella burnetti (BRASIL, 2008). Dessa forma, foi estabelecido que o LH deve ser
pasteurizado a uma temperatura de 62,5 °C por 30 minutos, apds o tempo de pré-
aquecimento (BRASIL 2006).

A pasteurizacdo, apesar de ndo esterilizar o leite, € um processamento viavel
por garantir a redugdo de grande parte dos microrganismos. Porém, alguns estudos
tém demonstrado perdas nutricionais relevantes com esse tratamento e, segundo
Borgo et al. (2015), € necessario melhorar as condicbes de armazenamento e
processamento nos BLHs, especialmente da pasteurizacdo e do descongelamento
para, assim, buscar manter o maximo possivel as caracteristicas nutricionais do LH
cru.

Ballard e Morrow (2013) destacam a diminuig&o significativa na funcionalidade
e concentracao dos fatores bioativos do LH devido a pasteurizacdo do LH. Desses
fatores, destaca-se o a-tocoferol por ser a principal isoforma da vitamina E encontrada
no LH e também por ter a funcéo de proteger os AGPI da oxidacao lipidica. Um estudo
realizado por Hanson et al. (2016) demonstrou que o LH pasteurizado possui uma
concentracgao significativamente menor de tocoferdis quando comparado ao leite cru.
Além disso, os niveis de glutationa também tiveram uma diminui¢éo significativa apos
a pasteurizacao. E valido ressaltar que estas alteracdes determinam uma reduc&o da
atividade antioxidante total do LH doado. Gila-Diaz et al. (2019) também enfatizaram
a perda de antioxidantes no LH ap0s a pasteurizacdo e mencionam a declaracéo da
Associacdo Espanhola de Pediatria sobre a necessidade de novos métodos que
melhorem ou preservem as propriedades antioxidantes do LH.

Quanto aos macronutrientes, Vieira et al. (2011) observaram que os lipidios
sd0 0s que mais sofrem alteracfes em sua concentracao apos a pasteurizacao lenta,
reduzindo cerca de 5,5%. Isso impacta diretamente no valor caldrico, visto que 0s
lipidios sdo a principal fonte de energia do LH. Garcia-Lara et al. (2013) também
observaram uma diminui¢cdo na concentracao dos lipidios e, consequentemente, no
contetdo energético. No entanto, a porcentagem média de reducédo foi um pouco
menor em relacéo ao estudo de Vieira et al. (2011), sendo igual a 3,5%.

Quanto a composicao lipidica, Romeu-Nadal et al. (2008) ndo observaram uma
diferenca significativa entre o LH cru e o pasteurizado (62,5 °C por 30 minutos). Molté-
Puigmarti et al. (2011) encontraram o mesmo resultado, uma vez que as diferencas

nas propor¢cdes dos AG entre o leite cru e o pasteurizado ndo foram estatisticamente
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significativas. Em contrapartida, um estudo realizado por Ewaschuk et al. (2011)
demonstrou algumas modifica¢des significativas na porcentagem relativa dos AG, que
consistiram em um aumento dos &cidos laurico (C12:0) e miristico (C14:0) e
diminuicdo da concentragdo do acido oleico (C18:1, w9). Nao foram observadas
modificac6es na concentracdo dos AGPI de cadeia longa ap6s o tratamento térmico.
Borgo et al. (2015) também observaram aumento significativo na concentragdo dos
acidos laurico e miristico, enquanto que os acidos esteérico e araquidico tenderam a
reduzir. Além destes, o &cido linolénico também apresentou uma concentracdo
significativamente menor no LH pasteurizado.

Uma revisdo sistematica, ao analisar o impacto da pasteurizacao lenta nos
nutrientes e compostos bioativos do LH doado, concluiu que apesar do
processamento nédo ter impactado consideravelmente as concentracdes de AG, levou
a um aumento significativo nas concentragdes de acidos graxos livres (AGL) (PEILA
et al., 2016). Gao et al. (2019), também em uma revisdo, destacaram que pequenas
alteracoes foram observadas nas concentracbes dos AG nos estudos avaliados e
sugerem que estas ocorreram devido a uma ma homogeneiza¢do das amostras ou
outras variacdes na metodologia dos estudos analisados.

Também é possivel observar o efeito do tratamento térmico nos lipidios por
meio de compostos de degradacao lipidica. Destes compostos, o hexanal é o que esta
presente em maior concentracdo entre os aldeidos volateis gerados a partir da
oxidacdo lipidica (ELISIA; KITTS, 2011). A pasteurizacdo lenta nao alterou
significativamente os niveis desses compostos nas amostras analisadas por Elisia e
Kitts (2011), no entanto, houve um aumento na concentracdo do hexanal em duas
amostras. Essas amostras também apresentaram uma concentracdo muito baixa de
vitamina C, que € considerada um importante componente antioxidante. Segundo
eles, apesar de nao ser estatisticamente significativo, isso pode sugerir uma possivel
correlacdo. Em um estudo de revisao, Peila et al. (2016) ressaltam que, geralmente,
as vitaminas hidrossoluveis e a vitamina C sdo afetadas pela pasteurizacao, sofrendo
uma diminuicéo significativa em sua concentracdo. Contudo, é possivel perceber a
necessidade de deferir os dados disponiveis com a realiza¢do de novos estudos, além
de buscar por alternativas tecnolégicas capazes de melhorar a qualidade do LH doado

pasteurizado.
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2.4 Efeitos do armazenamento na qualidade nutricional do leite humano

O LH doado e pasteurizado pode ser armazenado congelado por até seis
meses a uma temperatura maxima de -3 °C (BRASIL, 2006). Nesse sentido, Garcia-
Lara et al. (2013) reproduziram essa pratica habitual dos BLHs e avaliaram o efeito do
congelamento (-20 °C por seis meses) no LH pasteurizado. Foi observado uma
diminuic&o significativa nas concentra¢des dos lipidios e da lactose, bem como uma
diminuicdo do conteudo energético. Nessel, Khashu e Dyall (2019), em um estudo de
revisdo, destacaram que o0 armazenamento aumenta a susceptibilidade dos lipidios a
peroxidacéo e isso impacta na qualidade nutricional do LH doado. Pode-se sugerir
gue essa maior susceptibilidade ocorra devido a diminuicdo das concentragfes de
compostos antioxidantes durante o armazenamento. Outra revisdo sistematica
demonstra que, aparentemente, ha uma diminuicdo na concentracéo dos lipidios e um
aumento de AGL apos o armazenamento (GAO et al., 2019).

Os antioxidantes, segundo Gila-Diaz et al. (2019) e Nessel, Khashu e Dyall
(2019), sdo sensiveis ao armazenamento e podem sofrer uma reducdo em suas
concentragcbes. Em contrapartida, Marinkovic et al. (2016) observaram que o
armazenamento a -20 °C por 30 dias ndo afetou a atividade antioxidante do LH
pasteurizado, pois a reducao dessa atividade ocorreu devido ao tratamento.

Poucos séao os estudos sobre o impacto do armazenamento na estabilidade
lipidica e nos compostos bioativos do LH doado apds o tratamento. Logo, nota-se a
necessidade de realizar novos estudos com a finalidade de verificar esses efeitos,
tendo em vista que no recém-nascido ha um aumento do estresse oxidativo com a
mudanca do meio intrauterino para o extrauterino e, por isso, apresenta uma demanda
maior dos compostos antioxidantes, cuja principal fonte € o LH (MATOS; RIBEIRO;
GUERRA, 2015; BERTINO et al., 2018).

2.5 Ultrassom no leite humano

Os tratamentos térmicos de pasteurizacdo e esterilizacdo sdo o0s mais
conhecidos e utilizados atualmente. Sao processamentos eficientes para a inativacéo
de microrganismos patogénicos e para aumentar a vida Gtil dos alimentos. No entanto,

sabe-se que esses também levam a algumas alteracbes ndo somente nas
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caracteristicas sensoriais dos alimentos, mas também nas nutricionais. Atualmente,
esta cada vez maior a demanda por alimentos com menores interferéncias do
processamento e que oferecam maiores beneficios a saude. Aliado a isso, tem-se
aumentado a necessidade de desenvolver processos que conservem 0 maximo das
caracteristicas sensoriais e nutricionais, bem como as propriedades bioativas desses
alimentos (KNORR et al., 2011; SORIA; VILLAMIEL, 2010; CAMERON; MCMASTER,;
BRITZ, 2009; DEMIRDOVEN; BAYSAL, 2008).

Por ser considerado seguro, confiavel e eficiente, o ultrassom se caracteriza
como uma tecnologia alternativa para processamentos como a homogeneizacgao, a
dispersao e a emulsificagdo. Devido a isso, vem sendo alvo de pesquisas ha alguns
anos a fim de determinar seus efeitos sobre a qualidade nutricional e microbioldgica
dos alimentos (KNORR et al., 2011: DEMIRDOVEN; BAYSAL, 2008). Segundo Awad
et al. (2012), o ultrassom foi desenvolvido como uma tecnologia emergente que visa
garantir a seguranca dos alimentos, mas de forma que 0 processamento seja
minimizado e a qualidade seja potencializada.

O ultrassom consiste em ondas sonoras que superam a audicdo humana (>16
kHz) (SORIA; VILLAMIEL, 2010; BUTZ; TAUSCHER, 2002). Essa tecnologia pode ser
classificada com base em sua faixa de frequéncia, sendo dividida em baixa
intensidade (frequéncia superior a 100 kHz e intensidade menor que 10 kW/m?) ou
alta intensidade (frequéncia entre 18 kHz e 100 kHz e intensidade maior que 10
kw/m?) (VERRUCK; PRUDENCIO, 2018). O ultrassom de baixa intensidade &
normalmente utilizado para analises dos alimentos durante o processamento e
armazenamento, de forma a garantir a qualidade e seguranca do produto. Ja o de alta
intensidade é utilizado para alterar propriedades fisico-quimicas, com a finalidade de
inativar enzimas, gerar emulsées, homogeneizar, promover rea¢des quimicas, entre
outros (AWAD et al., 2012; DEMIRDOVEN; BAYSAL, 2009).

As frequéncias de ultrassom acima de 20 kHz sdo responsaveis pelas
vibracbes mecanicas que formam ondas ultrassbnicas. Essas ondas, ao se
dispersarem em meios liquidos, geram repetidas compressfes e descompressoes.
Esse ciclo pode sobrepor as forcas atrativas das moléculas liguidas, formando bolhas
gue crescem a cada ciclo e, ao explodirem, armazenam energia em pontos quentes,
resultando em alta temperatura e presséo que, por sua vez, geram uma alta taxa de
cisalhamento e turbuléncias que resultam no rompimento da membrana e morte

celular. Esse fenbmeno é chamado de cavitacdo e a ele € atribuido os efeitos de
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inativacdo de enzimas e microrganismos (CZANK; SIMMER; HARTMANN, 2010;
SORIA; VILLAMIEL, 2010; CAMERON; MCMASTER; BRITZ, 2009; BUTZ
TAUSCHER, 2002).

Demirddven e Baysal (2008) mencionaram que sdo necessarios mais estudos
para poder afirmar que o ultrassom & um método alternativo para a conservagao dos
alimentos, pois este ainda ndo € suficiente para garantir uma boa qualidade
microbioldgica quando aplicado isoladamente em alguns alimentos. Porém, Piyasena,
Mohareb e McKellar (2003), em uma revisao, afirmaram que o ultrassom combinado
a pressado e/ou calor demonstra resultados consideraveis na conservacao das
caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos que s&o normalmente
submetidos aos tratamentos térmicos como a pasteurizacao lenta e a esterilizacao.

O ultrassom utilizado junto ao calor recebe o nome de termossonicagao.
Khandpur e Gogate (2015) observaram vantagens desse processamento no suco de
laranja, pois as caracteristicas nutricionais do suco apos o tratamento estavam muito
semelhantes ao suco fresco. Em outro estudo realizado com suco de pera foi
observado que a termossonicacdo nao provocou mudancas significativas no pH, nos
solidos soluveis e na acidez total titulavel do suco, no entanto, notou-se um aumento
significativo na concentracéo da vitamina C apos o tratamento (SAEEDUDDIN et al.,
2016). Segundo Nadeem et al. (2018), os diversos estudos sobre os efeitos do
ultrassom em sucos de diferentes frutas tém demonstrado que esse tratamento, além
de inativar microrganismos deteriorantes, aumenta a atividade antioxidante. E
provavel que isso ocorra devido ao fendbmeno da cavitagcdo, pois quando as
membranas das células sdo rompidas, 0s compostos bioativos ali contidos, como 0s
antioxidantes, estdo mais expostos e propensos a interagir com compostos do meio
extracelular, como os radicais livres.

Cameron, Mcmaster e Britz (2009) avaliaram o efeito do ultrassom combinado
ao calor no leite de vaca e observaram que, em relacdo a qualidade microbiolégica,
esse tratamento pode ser uma alternativa para a pasteurizacdo, pois foi capaz de
eliminar os microrganismos patogénicos presentes no leite (Escherichia coli, Listeria
monocytogenes e Pseudomonas fluorescens). Além disso, ndo foi observado um
impacto negativo nos teores totais de proteina, lipidios e lactose ao utilizar esse
tratamento, tornando-o um efetivo meio de processar o leite de vaca sem gerar efeitos
indesejaveis, como afetar negativamente a qualidade nutricional. Bermudez-Aguirre

et al. (2009), ao estudarem o modelo de inativacao da Listeria innocua no leite de vaca
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utilizando a termossonicagao, observaram que seu tempo de processamento € menor
e ndo leva a alteracdes no pH e nas concentracfes de &cido latico, o que a torna
aplicavel para pasteurizar e homogeneizar o leite.

Czank, Simmer e Hartmann (2010) analisaram o efeito da termossonicagao no
LH e foi observado um aumento na taxa de inativacdo de E. coli e Staphylococcus
epidermidis (99%), quando comparado ao uso apenas do ultrassom (96% e 72%,
respectivamente). O menor tempo de tratamento ao utilizar a termossonicacéo reduz
a exposi¢cdo do LH ao calor e ao ultrassom, podendo conservar melhor as suas
caracteristicas nutricionais e compostos bioativos. Desses compostos, 0 que recebe
maior destaque no LH sdo os antioxidantes, portanto, reduzir a sua perda durante o
processamento e armazenamento pode contribuir para diminuir a degradacéo lipidica,
preservando as caracteristicas dos AG (GILA-DIAZ et al., 2019). Um estudo realizado
por Parreiras et al. (2020) demonstrou efeitos positivos do uso da termossonicacéo na
inativacdo de microrganismos (Staphylococcus aureus, E. coli e Salmonella) e no
aumento da atividade antioxidante, além de néo ter impactado os niveis de retinol do
LH. Isso evidencia a possibilidade da termossonicacdo contornar alguns dos
problemas relacionados ao LH doado pasteurizado, como a perda desses

componentes que sdo de suma importancia nos primeiros anos de vida da crianca.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antioxidante e a estabilidade lipidica do LH termossonicado
apos o armazenamento congelado por 120 dias.

3.2. Objetivo Especifico

e Avaliar a estabilidade das isoformas de tocoferol no LH termossonicado apés o
armazenamento congelado;

e Verificar o impacto do congelamento sobre a atividade antioxidante in vitro do
LH termossonicado;

e Analisar os efeitos do armazenamento congelado do LH termossonicado sobre

as concentracdes de hexanal.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencéao do leite humano

As nutrizes convidadas para participarem do estudo doando o LH foram as
doadoras cadastradas no Projeto de Extensédo Mée de Leite da ENUT-PROEX/UFOP,
desenvolvido no BLH da Santa Casa da Misericérdia de Ouro Preto, durante os
meses de agosto, setembro e outubro de 2019. O contato inicial foi realizado por meio
de ligagéo telefonica e o critério de exclusdo adotado foi a doadora ter idade inferior
a 20 anos. Cada nutriz realizou a propria extracdo do LH em seu domicilio, conforme
os procedimentos adotados pelo BLH (BRASIL, 2008). Com a finalidade de obter um
leite com maior teor de gordura, orientou-se as doadoras a realizarem a extracao
depois da mamada ou apdés a retirada manual do leite de inicio. Os leites extraidos
foram armazenados em frascos de vidro transparentes, imediatamente refrigerados
a temperatura inferior a 10 °C por até 12 horas e, em seguida, transportados dentro
de caixas isotérmicas contendo placas de gelo em gel reutilizaveis para manter a
temperatura em cerca de 0 °C. Atendendo aos critérios estabelecidos por Brasil
(2008), os leites foram encaminhados imediatamente para a Escola de Nutricdo, na
Universidade Federal de Ouro Preto, sem ultrapassar seis horas. Em seguida,
homogeneizou-se as amostras de LH obtidas, formando um pool, que foi utilizado nos
tratamentos e repeticdes estabelecidos no delineamento experimental. O volume total
de LH necessério para a execuc¢ao das analises foi de 480 mL, os quais foram obtidos
conforme a disponibilidade das doadoras.

Mediante a anuéncia da Santa Casa da Misericordia de Ouro Preto,
apresentada no Anexo 1, o projeto de pesquisa teve aprovacéo do Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Ouro Preto, sob o nimero de CAAE
82411818.1.0000.5150. Para comprovar o consentimento em participar da pesquisa,
as doadoras interessadas leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (APENDICE 1).
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4.2 Delineamento Experimental

Para avaliar o efeito do armazenamento congelado na atividade antioxidante e
na estabilidade lipidica do LH termossonicado ap6s 120 dias de armazenado a — 18
°C (£ 2) foi avaliado também o LH pasteurizado imediatamente apds o processamento
e ao final do tempo de armazenamento. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com trés repeticdes. Determinou-se 0s seguintes parametros: teores de
a, Y e B tocoferdis, atividade antioxidante in vitro pelos métodos de sequestro do
radical livre sintético 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e reducéo do ion ferro (FRAP),

e composto de degradacao lipidica hexanal (Figura 2).

Figura 2 - Desenho experimental do estudo.
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4.3 Processamento do leite humano

4.3.1 Pasteurizacao Lenta

O processo de pasteurizagdo lenta foi realizado conforme € preconizado no
Brasil, de acordo com a RDC/Anvisa n° 171/2006 (BRASIL, 2006). Submeteu-se 40
mL de leite ao tratamento térmico em banho-maria (marca Kacil, modelo BM02) a 62,5
°C por 30 minutos. Agitou-se os frascos a cada cinco minutos, mantendo-os no banho.
Para que o ar dissolvido no LH durante esse processo pudesse se desprender,
manteve-se os frascos rosqueados com folga de % de volta. Em seguida, resfriou-se
os frascos contendo o LH, imergindo-os em um banho de gelo até que atingissem
temperatura igual ou abaixo de 5 °C. ApOs 0 armazenamento congelado a + 18 °C por

120 dias, as amostras foram descongeladas em banho-maria a 38°C.

4.3.2 Termossonicacao

As amostras foram tratadas em um equipamento de banho ultrassénico
BRANSONIC, da marca Emerson (modelo CPX 3800H), em uma frequéncia de 40
khz e poténcia de 110 W. Utilizou-se uma energia acustica especifica de 14,69 mwW/mL
de LH e a intensidade do ultrassom foi de 1591 mwW/cm2. O leite (40 mL) foi
termossonicado por 4 minutos apoés atingir a temperatura de 60 °C (PARREIRAS et
al., 2020). Assim como recomendado para o processo de pasteurizacdo (BRASIL,
2006), manteve-se uma folga de 1/4 de volta nas tampas dos frascos para o
desprendimento do ar dissolvido no LH durante o processo. Em seguida, resfriou-se
rapidamente os frascos em um banho de gelo até que alcancasse temperatura igual
ou abaixo de 5 °C. Apd6s o armazenamento congelado a + 18 °C por 120 dias, as

amostras foram descongeladas em banho-maria a 38°C.
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4.4 Andlises Quimicas

4.4.1 Tocoferbis

Para a determinac&o das isoformas de vitamina E (a, Y e B tocoferol) utilizou-
se 0 método de Korchazhkina et al. (2006). As amostras de LH foram aquecidas em
banho-maria até atingir 38 °C e, em seguida, foram pipetados 1,25 mL de leite em
tubos de vidro com tampa de rosca. Também foram adicionados 1,25 mL da solucao
de metanol com butil-hidroxitolueno (BHT) (0,1%) e 1,25 mL da solu¢éo de hidroxido
de potassio (KOH) (10%). Homogeneizou-se as amostras em um vortex por 30
segundos. Apés esse processo, as amostras foram mantidas em banho-maria (70 °C)
por 15 minutos, agitadas no vortex novamente e mantidas em banho-maria por mais
15 minutos. As amostras, apos serem retiradas do banho, foram inseridas em banho
de gelo por 10 minutos e, em seguida, com a adicdo de uma solucdo de éacido
cloridrico (HCL) 6 M, foram acidificadas até um pH proximo a 2,0. Logo depois, foram
acrescentados 5 mL de hexano e, novamente, homogeneizou-se as amostras (trés
vezes por 20 segundos). Apos esse procedimento, as amostras foram centrifugadas
por 10 minutos a 246 xg. Transferiu-se para um tubo de vidro o sobrenadante (2 mL)
pipetado apds a centrifugacdo, os quais foram evaporados em atmosfera de
nitrogénio. Feito isso, os residuos das amostras foram congelados (-80 °C) para
posterior ressuspencao.

Restituiu-se os residuos utilizando 500 pL de solugdo metanol:isopropano (1:1),
agitando-os em um vortex para a dissolucao total das particulas. Em seguida, foi
centrifugado a 1.300 rpm por 5 minutos. Posteriormente, foram injetadas aliquotas de
50 pL para cada uma das amostras. Utilizou-se o High Performance Liquid
Cromatography — HPLC, um método de cromatografia liquida altamente eficiente, para
a dosagem dos isbmeros de tocoferol. O método foi usado em detector DAD
Shimadzu, varredura de 190 a 800 nm, coluna Shim-pack CLC-ODS (C18), 4,6 x 250
mm (Shimadzu), com comprimento de onda de 292 nm e fluxo 1 mL/min de metanol.

Para a realizacdo da curva de calibracéo foi utilizado o padréo de tocoferois
Sigma Tocopherols — mixed. As concentragdes de a, Y e 3 tocoferdis identificadas nas
amostras foram apresentados por meio de porcentagens relativas em comparacao
com as concentragdes do LH cru. As isoformas Y e {3 tocoferdis coeluiram no mesmo

tempo de retencéo e, por isso, foram expressas juntas (Figura 3).



34

Figura 3 — Cromatograma evidenciando os picos das isoformas a, Y e 3 tocoferol em

uma amostra de leite humano.
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4.4.2 Analises da atividade antioxidante

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

Para a determinacéo da atividade de sequestro do radical livre DPPH, utilizou-
se 0 método de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) com as modificacdes
propostas por Zarban et al. (2009). Adicionou-se 1 mL de DPPH em soluc¢éo de etanol
(0,06 mM) em aliquotas contendo 50 pL de cada amostra de LH. Fez-se a
homogeneizacdo das amostras e estas foram mantidas em repouso em banho-maria
por 30 minutos a 37 °C. ApOs essa etapa, foram acrescentados 0,5 mL de cloroférmio
nas amostras, as quais foram centrifugadas por 5 minutos a 8.000 rpm. Fez-se a
leitura em um espectrofotdmetro (FEMTO 700 S) com comprimento de onda de 517
nm. Para o controle foi utilizada a solucdo de DPPH em etanol (0,06 mM). O calculo
do percentual de atividade que elimina o radical DPPH foi calculado por meio da

equacao:

Atividade sequestradora (%) = [(Absorbancia do controle - absorbancia da

amostra)/Absorbancia do controle] x 100
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4.4.2.2 FRAP (Reducéo do ion Ferro)

Para a determinacao da atividade antioxidante equivalente a reducéo do ferro
(FRAP) utilizou-se a metodologia de Oveisi et al. (2010) com algumas modificacdes.
Obteve-se o reagente FRAP por meio da combinacdo de 25 mL de solugéao 2,4,6-
tri(2- piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM, 25 mL de cloreto férrico 20 mM e 125 mL de
tampdo acetato. Utilizou-se agua destilada para a diluicdo das amostras de LH nas
concentragdes de 125 mL/L, 160 mL/L, 250 mL/L, 330 mL/L, 500 mL/L, 660 mL/L e
1000 mL/L. Para cada 25 pL das diluicdes foram adicionadas 0,750 mL de agua
destilada e 0,750 mL de solu¢cdo FRAP. ApOs estes processos, as amostras foram
mantidas em banho-maria a 37 °C por 10 minutos. Em seguida, leu-se as amostras
em espectrofotbmetro (FEMTO 700 S) calibrado com a solucdo FRAP e com
comprimento de onda de 593 nm.

Para o calculo da atividade antioxidante utilizou-se uma curva padréo de Trolox
(100, 200, 400, 800, 1200, 1600 e 2000 umol) e suas porcentagens de inibicao
correspondentes. Os resultados obtidos foram apresentados em umol de equivalente

Trolox por mililitro (umol TE/mL).

4.4.3 Hexanal

Para a determinacdo do hexanal presente nas amostras de LH, realizou-se
algumas modificac6es no método utilizado por Shahidi e Pegg (1994). Vials de 10 mL
contendo 5 mL de LH foram mantidos em banho-maria de 6leo por 45 minutos a 85
°C. Decorrido esse tempo, utilizou-se uma seringa (Gastight, série 1.000) para extrair
2,5 pL dos volateis contidos no head space do recipiente. O volume extraido foi
injetado em um cromatografo a gas (VARIAN CP-3380) contendo um detector por
ionizacdo em chama e equipado com uma coluna SP-2330 (80% bis (3-cianopropil) e
20% 3-cianopropilfenil polissiloxano) da Supelco Inc., Bellefonte, PA com 30 m x 0,25
mm x 0,2 um de espessura de filme. Manteve-se a coluna a 50 °C por 5 minutos e,
decorrido esse tempo, a temperatura se elevou a uma taxa de 30 °C por minuto até
atingir 220 °C, permanecendo assim por mais 5 minutos. O gas transportador utilizado
foi o hidrogénio. ApGs cada injecédo dos volateis, a seringa foi mantida em uma estufa
por 15 minutos a uma temperatura de 60 °C, a fim de alcancar a total evaporacao dos

volateis que ainda poderiam estar contidos no interior da seringa.
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Para célculo da concentracdo de hexanal nas amostras foi utilizada uma curva
padrao de hexanal (0,0005, 0,001, 0,0015, 0,002 mg/mL de LH), corrigindo as
respectivas areas e tendo em vista a concentracao de hexanal que estava presente
no LH, que foi a matriz alimentar utilizada para a realizagdo da curva. Os resultados

obtidos foram apresentados em ug de hexanal por mL de LH.

4.5 Analises estatisticas

Para testar a normalidade dos dados, aplicou-se os testes de Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk. Devido a distribuicdo normal dos dados, os resultados foram
analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey
utilizando-se um nivel de significancia de 5%. As analises estatisticas foram realizadas
com o auxilio do software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2019).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se o efeito do armazenamento congelado por 120
dias a —18 °C (x 2) em amostras de LH termossonicado e as possiveis alteragfes em
sua atividade antioxidante e estabilidade lipidica, em comparagéo ao LH pasteurizado.
Analisou-se as concentracbes de a, Y e B tocofer6is apés o0 processamento e
armazenamento congelado. As isoformas Y e 3 tocoferdis tiveram uma diminui¢éo de
36,5% com a termossonicacao e de 34,1% com a pasteurizacdo e essa diferenca entre
0s processamentos nao foi significativa (Figura 4).

Figura 4 — Presenga de Y e B tocoferéis nas amostras de leite humano apés os
processamentos (pasteurizacao e termossonicacao) e armazenamento congelado (-
18 °C) por 120 dias

-

*Tratamentos seguidos de letras iguais indicam que n&do houve diferenca significativa ao nivel de 5%
pelo teste de Tukey.

A concentracdo de a-tocoferol, a principal isoforma da Vitamina E, também
sofreu um decréscimo significativo ap6s o armazenamento congelado. O LH
termossonicado apresentou uma reducao significativamente maior nas concentracdes
guando comparado ao LH pasteurizado (Figura 5). No entanto, percebe-se que a
concentragdo de a-tocoferol também foi significativamente menor no LH
termossonicado no tempo 0 (logo ap6s os tratamentos) em relacdo as amostras
pasteurizadas. Apos o armazenamento congelado por 120 dias, as perdas de a-

tocoferol foram de 26,1% e 34,2% para o LH pasteurizado e o LH termossonicado,
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respectivamente. Ao observamos esses valores e 0s resultados no grafico (Figura 5),
podemos sugerir que a principal causa da diferenca entre as concentracbes de a-
tocoferol nas amostras foi em decorréncia das distintas perdas nos processamentos.

Figura 5 — Presenca de a-tocoferol nas amostras de leite humano apds os
processamentos (pasteurizacdo e termossonicacao) e armazenamento congelado (-
18 °C) por 120 dias.
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*Tratamentos seguidos de letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5%
pelo teste de Tukey.

Até o momento, ndo ha disponivel na literatura estudos que avaliaram os efeitos
do armazenamento congelado nas concentracbes de tocoferol no LH apds a
pasteurizacdo e/ou termossonicacdo. Um estudo realizado por Rastrelli et al. (2002)
com amostras de azeite, relatou que o a-tocoferol foi um dos primeiros compostos a
serem oxidados durante o armazenamento. Observaram também que a perda foi
significativamente menor nos teores de tocoferol em amostras cujos frascos estavam
completamente cheios ou quase cheios, enquanto que as amostras armazenadas em
garrafas meio vazias apresentaram maiores perdas, pois estavam expostas a maiores
teores de oxigénio nesse headspace. Nos BLHs os fracos contendo o LH processado
sdo armazenados com o mesmo volume, porém ndo completamente cheios. Esse
mesmo procedimento foi adotado no armazenamento das amostras do presente
estudo e, por isso, € possivel que a presenca desse deste espaco sem vacuo tenha

contribuido com as ocorréncias observadas.
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Alguns estudos avaliaram o efeito do armazenamento congelado em amostras
de LH cru. Lacomba et al. (2012), ao analisarem amostras armazenadas a —20 °C por
30 dias, observaram que a diminuicdo nas concentracdes dos tocoferdis nao foi
significativa. Outro estudo, realizado por Romeu-Nadal et al. (2008), concluiu que as
concentragbes de a e y-tocoferol ndo demonstraram perda significativa com o
armazenamento congelado a —20 °C (+ 2) por 12 meses. Wei et al. (2018) também
avaliaram o impacto do congelamento a —20 °C por 180 dias nas concentracdes de
tocoferdis e ndo observaram perdas significativas. Um estudo de revisao apontou que,
com base nas evidéncias disponiveis, 0 armazenamento do leite cru ndo afeta o teor
de vitamina E (NESSEL; KHASHU; DYALL, 2019). Hanson et al. (2016) realizaram
um estudo a fim de analisar o impacto da pasteurizacdo nas concentragcbes de
tocoferois e observaram uma reducao significativa quando comparado ao leite cru.
Considerando os desfechos dos estudos mencionados, sugere-se que a diminuicéo
significativa nas concentracdes dos tocoferois observadas no presente estudo foi
consideravelmente provocada pelas alteragbes na matriz alimentar devido aos
processamentos de pasteurizacdo e termossonicacdo. Segundo Soria e Vilamiel
(2010), a aplicacao da sonicacao gera radicais livres muito reativos no meio e, com
base nisso, sugere-se que o aumento desses radicais tenha contribuido para a
diminuicdo das concentracbes das isoformas de tocoferdis. Além disso, apesar do
curto tempo de exposicao a sonicagao, pode ter ocorrido uma maior exposi¢cao desse
composto as reacdes devido ao fenbmeno da cavitacdo. Esse fenbmeno consiste na
formacdo de bolhas de gas, que ao sofrerem um colapso, podem desestruturar
membranas celulares e expor esses componentes as reacdes (SORIA; VILLAMIEL,
2010). Tendo em vista que os lipidios estéo dispersos no LH na forma de glébulos,
envoltos por uma membrana composta por fosfolipidios e proteinas (SILVA et al.,
2007), pode ter ocorrido o rompimento desta e consequente exposicao dos tocoferais,
gue sao lipossoluveis.

Além da vitamina E, existem outros compostos que constituem a atividade
antioxidante do LH, sendo eles carotenoides, glutationa, glutationa peroxidase,
lactoferrina, catalase, vitamina A, vitamina C e outros (HANNA et al.,, 2004;
EUCLYDES, 2014; NESSEL; KHASHU; DYALL, 2019). Por esse motivo, avaliou-se
também a atividade antioxidante total do LH termossonicado ap6s o armazenamento
pelos métodos FRAP e DPPH. Os dois métodos apresentaram resultados

semelhantes (Figuras 6 e 7), sendo observada uma reducéo significativa na atividade
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antioxidante do LH processado ap6s o congelamento por 120 dias e as perdas foram
significativamente menores no LH termossonicado em relagéo ao pasteurizado.
Figura 6 — Atividade antioxidante nas amostras de leite humano apdés os

processamentos (pasteurizacao e termossonicacao) e armazenamento congelado (-
18 °C) por 120 dias pelo método FRAP.
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*Tratamentos seguidos de letras iguais indicam que n&o houve diferenca significativa ao nivel de 5%
pelo teste de Tukey.

Figura 7 — Atividade antioxidante nas amostras de leite humano apés os
processamentos (pasteurizacao e termossonicacdo) e armazenamento congelado (-
18 °C) por 120 dias pelo método DPPH.
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pelo teste de Tukey.
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Hanna et al. (2004) e Aksu et al. (2015) avaliaram o efeito do armazenamento
congelado no leite cru e utilizaram o método ABTS para a determinagéo da atividade
antioxidante do LH cru congelado a —20 °C por 7 dias e 14 dias, respectivamente, e
observaram uma reducdo significativa apdés o congelamento. Em contrapartida,
Marinkovic et al. (2016), ao avaliarem a atividade antioxidante ndo enzimatica do
colostro, observaram que esta ndo foi significativamente atingida ap6s o
armazenamento do LH cru a —20 °C por 30 dias. No entanto, este estudo avaliou a
atividade antioxidante pelo método ORAC que, segundo o autor, € um método
sensivel tanto aos antioxidantes de reacao rapida como aos de reacéo lenta, enquanto
gue o ABTS é um método mais sensivel aos antioxidantes de reagéo rapida, como a
vitamina C em sua forma ionizada. A atividade antioxidante no método FRAP é medida
através da capacidade de reducdo férrica da amostra, porém nem todos o0s
antioxidantes possuem essa atividade, como é o caso da glutationa (CAO; PRIOR,
1998). O meétodo DPPH é um dos mais utilizados para andlise da atividade
antioxidante em LH, mas sua rea¢do com os compostos antioxidantes se da de forma
mais lenta. Os estudos mencionados avaliaram amostras de leite cru e por um tempo
de armazenamento muito menor, entdo € possivel que o processamento e o maior
tempo de armazenamento tenham influenciado na atividade antioxidante desses
compostos. Além disso, as diferencas nos metodos utilizados para identificar a
atividade antioxidante no LH ja mencionadas também dificultam a comparacdo dos
resultados.

Com a finalidade de observar os efeitos do armazenamento congelado na
estabilidade lipidica do LH apds o processamento, foram realizadas analises das
concentracfes de hexanal, que € um produto secundario da degradacdo do acido
linoleico (bmega-6) e, segundo Elisia e Kitts (2011), € o aldeido volatil mais abundante
no LH, o que o torna um bom indicador da oxidacéo lipidica. No tempo 0 n&do houve
diferencas significativas nas concentracbes desse composto quanto ao
processamento, sugerindo que os tratamentos se equivalem quanto ao impacto na
estabilidade lipidica quando o LH ndo é submetido ao armazenamento (Figura 8).
Decorridos os 120 dias de armazenamento congelado, foi observado um aumento nas

concentracfes de hexanal, que foi significativamente maior no leite termossonicado.
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Figura 8 — Presenca de hexanal nas amostras de leite humano apo0s os
processamentos (pasteurizacao e termossonicacao) e armazenamento congelado (-
18 °C) por 120 dias.

*Tratamentos seguidos de letras iguais indicam que nado houve diferenca significativa ao nivel de 5%
pelo teste de Tukey.

Até o momento, apenas um estudo avaliou os efeitos do armazenamento
congelado (—18 °C por 3, 4, 5 e 6 meses) na estabilidade lipidica do LH cru com base
nas concentracbes de hexanal e observaram um aumento significativo desse
composto apds os 3 meses de congelamento (VANGNAI et al., 2017). Silvestre et al.
(2010) observaram um aumento nas concentracdes de malondialdeido (MDA), que
também é um produto secundario da oxidacao lipidica e marcador de estresse
oxidativo, apos 60 dias de armazenamento congelado (—20 °C e —80 °C) do LH cru.
Ao realizar um estudo avaliando os efeitos do armazenamento congelado nos
macronutrientes do LH apds a pasteurizacdo, Garcia-Lara et al. (2013) observaram
gue os lipidios foram os que apresentaram maiores perdas em sua concentracao
(2,8%). Como foi observado nos estudos mencionados, podemos sugerir que o
aumento das concentracdes de hexanal com o armazenamento congelado independe
se o LH foi processado ou ndo. A pasteurizacdo, a termossonicacdo e o
armazenamento congelado expdem o LH a fatores que podem contribuir para uma
maior formacao desses compostos de degradacao lipidica, como o calor, a sonicacao,
a presenca de oxigénio e outros.

O LH termossonicado apresentou uma concentracdo significativamente maior

de hexanal. Esse efeito pode ter ocorrido devido ao fendmeno da cavitacdo que, ao
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ocasionar o rompimento dos globulos de gordura, expds os AG as reacdes de
oxidagao lipidica. Além disso, houve um aumento dos radicais livres no meio, gerados
pela sonicagao, que possivelmente resultou na diminuicido do a-tocoferol. Uma vez
que a principal funcao dos tocoferdis é proteger os AGPI da oxidacao lipidica (MATOS;
RIBEIRO; GUERRA, 2015), as perdas nas concentracdes desse composto podem ter
contribuido consideravelmente com o aumento nas concentrages de hexanal. Além
disso, Silvestre et al. (2010) observaram que a atividade antioxidante da enzima
glutationa peroxidase era minima apés o armazenamento congelado (-20 °C) do leite
cru por 60 dias. Pode-se sugerir que o0 armazenamento congelado também tenha
reduzido a atividade antioxidante desta enzima no presente estudo, contribuindo
assim com a maior formacao desses compostos de degradacéao, visto que a glutationa
€ um antioxidante primario responsavel por inibir a autoxidacdo nas etapas de
iniciacdo e propagacao.

O presente estudo fornece dados importantes quanto ao uso da
termossonicacdo como uma alternativa a pasteurizagéo lenta do LH doado nos BLHS,
mas requer a realizacdo de novas investigacfes que avaliem mais profundamente
esses efeitos. Buscar por tecnologias que conservem ao maximo as caracteristicas
nutricionais do LH, garantindo a sua qualidade microbiolégica, ndo é somente
contribuir com a melhoria dos procedimentos nos BLHs, mas promover a nutricdo dos
recém-nascidos prematuros e de baixo peso nas UTIs neonatais. E valido ressaltar
gue mesmo com as perdas de alguns constituintes apds o processamento, o LH doado
contém maiores concentracbes desses e outros compostos quando comparado a
férmula infantil, sendo ainda o mais recomendado quando ha uma impossibilidade da
mulher amamentar (HANSON et al., 2016).
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6. CONCLUSAO

A aplicacdo da termossonicacdo no LH no presente estudo evidenciou que,
apos o armazenamento congelado por 120 dias, as concentracbes de Y, B e a
tocoferdis apresentaram reducdes semelhantes em relacao ao LH pasteurizado apés
0 congelamento. J4, a atividade antioxidante avaliada pelos métodos FRAP e DPPH
teve menor reducdo no LH termossonicado apds o congelamento. Em contrapartida,
verificamos maior formacéo de hexanal nas amostras de LH termossonicadas apés o
congelamento. Tais efeitos podem estar relacionados a diferentes alteracdes na
matriz alimentar em decorréncia dos dois tipos de processamento distintos. A maior
atividade antioxidante total do LH termossonicado ap6s os 120 dias de congelamento
€ um incentivo a realizacdo de novos estudos que avaliem esses efeitos, incluindo
outros metodos. A termossonicacao ja demonstrou ser uma tecnologia alternativa
promissora na inativagcao de microrganismos e, com este estudo, evidenciou que pode
ser uma alternativa & pasteurizacéo lenta nas condi¢des avaliadas. E indispensavel a
efetivacdo de novas investigacdes que avaliem os efeitos da termossonicacéo nestes

e em outros constituintes do LH.
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responsabilidade da professora Dra, Camila Carvalho Menezes, RG: 11.186.262 SSP-MG, do
Departamento de Alimentos da UFOP e coorientagdo das professoras Dra. Maria Cristing
Passos, RG: 15.878.728-6 SSP-SP, do Departamento de Nutrigio Clinica e Social da UFOP e Dra.
Luciana Rodrigues da Cunha, RG: 11.961.612 SSP-MG do Departamento de Alimentos da UFoP,
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n30 podem obter o leste da propnia mie. a receberem um leite de melhor qualidade para proseger a saude d
bes @ Propororar o seu desenvolvimento adaquado.
Vaemwﬂu:nnhnupodemmr&m&»mmdamoosmm
53 particIpagdo serdo utilizados apenas para o3 fins propostos ro estudo.
Esclarecemos que toda pesquisa envolve wn nsco merente hmcm.onxopotmnec
mmqmmmphucnm&mm“msqamomadqm&m
mm&map@ﬂ;&&&mo&mﬁmamﬂﬂ&&wc
0 T 3 QUANGA Decessaia NO momento agendado. Casomoocmaspesqmahadmnowcebun
m&mmdxmmdm;mcohnﬁmdmo.memmwodema
metramerte. £03 hzaremos pan \uom&mammmmummﬂfax
mmmnmo&c*nnxuﬁmmm&cmbm
man&Lme&mpm:ndmacm;aeﬁnomm
ssode

\aohnmdsp&sumw psqmembnmhmmhmnpo
(el mpanﬁcxnﬁmm‘l‘odosos&doscohodosmommdosm‘

ammﬂ&e&mm&u&sﬁt’?opwbmm& gasador)
paSmehpwsmm&xOsd&aMmdemmcﬁopn

0s da

pesqusa.
Emm»w&anmmmbmechxﬂm recusar-s 3 parncipas
mmwnmw&mmmmemmn U

mm&mammmmmMmm&w
escaodmﬂpdosanmmﬁcosemﬁm&pubhopodemomﬁ:on odice

0 13 area, sempre presarvando a idenndade ¢ a privacidade das parnapantes
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO NA PESQUISA

En . RECEF . abaix
dssinade, concordo em partigipar do mendonado estudo mdrolade “ULTRASSOA COMO ALTERNATIV!
PARA PASTEURIZACAD DD LEITE HUMANG: ASFECTOS AMICROBIOLOGICOS E
NUTEICTONATS™. Foi devidaments informada & esclarecida pelas pesquisadoras sobre of procedimentos da
pesquisy, as5im Como 05 possivels Hscos & beneficios decorrentes de pinha participacie. Foi-me pamntidoe
[pi550 TEiTar mMen COnsenimeants 3 qualoer msmenio, s=m que isto leve a qualgoer penalidade (ou mbempcan
de men acompanhamentoe’ assistencia‘tratamento, se for o caso)

Local e data

Mome & Assmatara:
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