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RESUMO

O leite humano tem grande importancia na alimentagdo do lactente, isso se deve ao fato dele
ser, indiscutivelmente, o alimento mais completo e seguro que os bebés podem receber. Apesar
de ser rico em nutrientes, a sua composi¢ao nutricional sofre variacdes que depende de
varios fatores, como: estagio de lactagdo, parto prematuro, tempo de gestacdo, esvaziamento da
mama, hora e intervalo entre as mamadas, grau de pressdo utilizado para extrair o leite, método
e horario de coleta das amostras, intervalo entre gestagdes e a ingestao de alcool ou drogas. Este
estudo foca em analisar a influéncia da pasteurizagdo na composi¢ao do leite humano do Banco
de leite localizado na cidade de Juiz de Fora (MG) com a técnica de Espectroscopia no
Infravermelho Médio com Transformada de Fourier (FT-MIR). Para tal foram consideradas
amostras de leite humano, 129 amostras de leite cru e 129 amostras de leite
processado/pasteurizado, onde 6 amostras as mulheres estavam na fase colostro, 16 amostras
encontravam na transi¢cao e 107 amostras no estdgio final maduro. A ferramenta estatistica
usada para discriminar as amostras foi a Analise de Componentes Principais (PCA) e também
ao método dos minimos quadrados parciais (PLS), para avaliacdes quantitativas. Com os
resultados nao foi constatado que a pasteurizacao estaria alterando os componentes do leite,
ontudo, a espectroscopia no Infravermelho provou ser rapida e sensivel, dessa forma
bastante util para analisar as amostras de leite humano bem como caracterizar as propriedades
do leite em acidez e Kcal. Tendo sensibilidade para diferenciar as fases do leite humano.

Palavras-chaves: Infravermelho; Leite humano; Componentes nutricionais; Acidez.



ABSTRACT

Human milk is of great importance in infant nutrition, this is due to the fact that it is, indisputably, the
most complete and safest food that babies can receive. Despite being rich in nutrients, its nutritional
composition varies depending on several factors, such as: lactation stage, premature birth, gestation
time, breast emptying, time and interval between feedings, degree of pressure used to extract the
milk, sample collection method and time, interval between pregnancies and alcohol or drug intake.
This study focuses on analyzing the influence of pasteurization on the composition of breast milk from
the milk bank located in the city of Juiz de Fora (MG) using the Fourier Transform Mid-Infrared
Spectroscopy (FT-MIR) technique. For this purpose, samples of human milk were considered, 129
samples of raw milk and 129 samples of processed/pasteurized milk, where 6 samples were in the
colostrum phase, 16 samples were in the transition and 107 samples were in the final mature stage.
The statistical tool used to discriminate the samples was Principal Component Analysis (PCA) and also
the partial least squares (PLS) method for quantitative evaluations. With the results, it was not found
that pasteurization would be altering the components of the milk. However, Infrared spectroscopy has
proven to be fast and sensitive, therefore very useful for analyzing human milk samples as well as
characterizing the properties of milk in terms of acidity and Kcal. Having sensitivity to differentiate the
phases of breast milk.

Keywords: Infrared; Human milk; Nutritional components; Acidity.
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1. INTRODUCAO

O leite humano (LH), popularmente conhecido como leite humano, ¢ produzido
naturalmente pelo corpo da mulher e liberado pelo organismo, logo apods o parto. Possui grande
importancia na alimenta¢ao do lactente, isso se deve ao fato dele ser, indiscutivelmente, o
alimento mais completo e seguro que os bebés podem receber, contendo a fungdo de protecao,
atendendo nos aspectos nutricionais, fornecendo nutrientes, vitaminas e minerais de que eles
precisam para o crescimento. E o Unico que contém anticorpos e outras substincias que
protegem as criancas de infecgdes comuns durante a fase de amamentagdo (LORENCONI, . et
al.,2021; ANVISA, 2006). De acordo com os autores Ferreira et al., (2017) varios motivos o
tornam adequado para alimentacdo das criancas, como o favorecimento do ganho de peso,
diminui¢do do risco de doencas, protegao imunoldgica, como consequéncia possibilitando a
reducao de mortalidade dessa faixa etaria.

Apesar de ser rico em nutrientes, a sua composi¢ao nutricional sofre variagcdes que
dependem de varios fatores, como: estagio de lactagdo, parto prematuro, tempo de gestacao,
esvaziamento da mama, hora e intervalo entre as mamadas, grau de pressdo utilizado para
extrair o leite, método e horario de coleta das amostras, intervalo entre gestacdes e a ingestao
de élcool ou drogas (ANVISA, 2008; LORENCONIL. ef al., 2021). A Organizagdo Mundial da
Satude (OMS), o Fundo das Nagdes Unidas para a InfAncia (UNICEF) e o Ministério da Satde
(MS) sugerem que o aleitamento humano deva ser exclusivo, até os seis meses de idade e,
depois dessa idade, que os lactentes recebam alimentos complementares, mas que permanecam
com o leite humano até os dois anos ou mais. Contudo, em certas situacdes, algumas maes
apresentam dificuldades para amamentar o filho, devido a infeccdo por virus de
imunodeficiéncia humana (HIV) ou por virus linfotrépico T humano (HTLV), uso de
medicamentos, insuficiéncia na produgdo, ou pelo fato do bebé nascer prematuro — com menos
de 34 semanas de gestagdo — ndo conseguindo coordenar a “suc¢do-degluticdo-respiragdo”,
portanto, apresenta risco de aspiracao. Além disso, ao realizar o movimento de sugar pode levar
a um gasto excessivo de energia, fazendo com que a crianga perca peso. Em lactentes
prematuros a necessidade de nutrientes ¢ ainda maior, isso se deve fato, do prematuro comegar
a vida, em um estado nutricional comprometido, com alto risco nutricional em decorréncia de
reservas precarias de nutrientes, imaturidade fisiologica, enfermidades e por muita demanda de
nutrientes para o crescimento. A amamenta¢do continua a ser o primeiro caminho de
alimentacdo desses pacientes (KRAUSE, 2005; OMS, 2019). Sao poucas as op¢des para atender

as necessidades nutricionais quando nao se pode contar com a amamenta¢do, LH doado e as
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formulas infantis sdo as mais usadas para suprir a alimenta¢do dos bebés. Segundo a OMS
(2019), o leite humano doado, em comparagdo as formulas infantis, estd associado a menor
incidéncia de disturbio intestinal grave, enterocolite necrosante e outras infec¢des durante a
internagdo hospitalar inicial ap6s o nascimento.

Nesses casos o leite coletado e processado em Bancos de Leite Humano (BLH) ¢
utilizado com alternativa de alimentacao segura, garantindo o desenvolvimento da crianga. Para
isso, inevitavelmente esse leite deve estar adequado aos quesitos de inocuidade e valor nutritivo
(FAVARETTO, et al., 2016). De acordo com a ANVISA (2006), o BLH deve ser um local
especializado, responsavel por agdes de promocgao, protecao e apoio ao aleitamento humano e
desempenho de atividades de coleta da producdo latica da nutriz, do seu processamento,
controle de qualidade e distribuicdo. Todo Leite Humano (LH) recebido pelo BLH sao
submetidos a selecdo e classificagdo, onde € verificado as condigdes da embalagem, a presenca
de sujidades, a cor, o off-flavor, a acidez Dornic e o conteudo energético pela analise em
crematocrito. Apds essas etapas, realizam a pasteurizagdo e analises microbiologicas
indicativas de presenca de coliformes totais. Esses processos sdo procedimentos obrigatorios
pelos BLHs brasileiros, em virtude de identificar possiveis problemas no leite (FIOCRUZ,
2003; ANVISA, 2006). No caso de ndo preencherem as especificacdes determinadas devem ser
descartados (ALMEIDA, J. A.G, 2008).

Dessa forma, antes de sua distribui¢do aos interessados, os BLHs aplicam tecnologias
de conservagdo, como a pasteurizagdo lenta, que consiste no tratamento térmico e resfriamento
rapido do leite humano, com o proposito de diminuir a carga microbiana e eliminando possiveis
microrganismos nocivos a saude e a destrui¢do do virus HIV. Por outro lado, pode ocasionar
alteragdes quimicas e bioldgicas indesejaveis como reducdo de vitaminas hidrossoluveis,
redugdo das propriedades imunoldgicas e a inativacdo de enzimas, sendo destruidos fatores
essenciais do leite em maior ou menor grau, dependendo do seu termo resisténcias
(LORENCONI, M. F. et al., 2021; SOUSA & SILVA, 2010; BORGO, 2011; FAVARETTO,
M. et al., 2016).

Neste estudo pretende-se analisar a influéncia da pasteurizacdo nos componentes de
leite humano do Banco de leite localizado na cidade de Juiz de Fora (MG), sendo ele o primeiro
do Brasil fora de um hospital maternidade, tornando-se referéncia na Zona da Mata e Vertentes.
O local atua na coleta, pasteurizagdo, analise e distribui¢ao do leite, assim incentiva e apoia o
aleitamento humano em todo municipio e regido, tendo o foco de oferecer a captagdo e a doagao
do leite humano para o atendimento a recém-nascidos (RN) prematuros com baixo peso. Conta

com uma equipe de profissionais que realizam campanhas de doacdo e criam postos de coleta
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que contribuem para o aumento do nimero de doadoras (PREFEITURA DE JUIZ DE FORA,
2021).

Visto que o leite humano ¢ indispensavel na vida dos lactentes, viu-se a necessidade
da avaliagdo da composicao nutricional do LH ofertado pelo BLH de Juiz de Fora, para essa
averiguacao se optou por uma técnica simples e rapida — a espectroscopia na regiao do
infravermelho médio. Este método nao apresenta geragao de residuos, sendo capaz de promover

a identificagado, qualifica¢do e quantificacdo de compostos organicos nos alimentos, a partir de

um unico espectro (CAMPESTRINI, 2005).

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho consiste em estudar os macronutrientes (proteina,
carboidrato e lipideo) no leite humano cru e processado/pasteurizado do banco de leite

localizado na cidade de Juiz de Fora, MG, através da espectroscopia no infravermelho médio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Analisar e caracterizar os espectros obtidos de leite cru e pasteurizado.
2.2.2. Diferenciar os trés estagios de lactagdo: colostro, transi¢ao ¢ maduro.
2.2.3. Quantificar as propriedades no valor calérico e na acidez nos trés estagios de

lactagdo: colostro, transicao e maduro.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 IMPORTANCIA DO ALEITAMENTO HUMANO

O aleitamento humano traz beneficios de ser baixo custo e gerar o fortalecimento de
lacos afetivos, ¢ uma pratica fundamental para a promog¢ao de saude das criancas e a longa
duragdo do aleitamento também contribui para a satide € o bem-estar das maes, confere uma
reducdo de problemas na saude, como diminui¢do de chances de desenvolver cancer de mama
e ovario, osteoporose ¢ depressdo pos-parto (MINISTERIO DA SAUDE, 2002). J4 para os

recém-nascidos a amamentacdo ajuda na redug¢do da mortalidade desta faixa etdria, uma vez
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que o leite atua como fonte de nutricdo, com a sua composi¢do Unica garante agua,
macronutrientes € micronutrientes para o crescimento e desenvolvimento dos lactentes, além
de atuar como prote¢do a patégenos (NUNES, 2015).

A mortalidade infantil ¢ um dos principais indicadores que subsidiam a qualidade da
saude para gestantes e recém-nascidos menores de um ano, sendo que podemos associar o
aleitamento humano com impacto na redu¢ao da mortalidade infantil, devido a diminuigdo de
doengas, principalmente, de diarreias, infecgdes respiratdrias, deficiéncia imunitaria, alergias,
problemas digestivos e demais enfermidades infectocontagiosas. Além de imunizacao,
promocao da alimentacao sauddvel, desenvolvimento maxilar e dentério, controle do indice de
massa corporal (IMC) em lactentes e suplementacio de vitaminas (NUNES, 2015;
FUNDACAO ABRINQ, 2021).

Segundo dados do Cenario da Infancia e Adolescéncia da Fundagao Abring (2021), a
taxa de mortalidade infantil de menores de um ano ¢ de 12,4 para cada 1.000 nascidos vivos, as
causas sdo descritas como: causas reduziveis por imunizagao e causas reduziveis relacionadas
a atencao basica do recém-nascido. Os resultados geram motivo de preocupagdo, uma vez que
65,8% dos oObitos de criangas menores de um ano poderiam ser evitados, sendo 54,6% por
melhorias na assisténcia a mulher durante a gravidez, parto ou recém-nascido, 6,4% por meio
de acdes de tratamento e diagnostico adequados e 4,8% por agdes de promogdo a Saude.

Os indicadores mostram que o Brasil precisa enfrentar as mortes evitaveis de recém-
nascidos, com o intuido de reduzir a taxa da mortalidade infantil, oferecendo mais assisténcias
as gestantes e aos bebés. Quando se analisa por regido, o cenario fica ainda mais alarmante: as

regides Norte e Nordeste superam a taxa nacional, conforme mostra a Figura 1.

Figura 1: Taxa de mortalidade infantil (menores de um ano de idade). Brasil e Grandes Regides, 2019.
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Ao adentrarmos na prematuridade, dados do Ministério da satde (2021) demostram
que o problema da prematuridade atinge 15 milhdes de criancas todos os anos ao redor do
mundo: 1 em cada 10 bebés nasce prematuro. Estima-se que no Brasil, 340 mil bebés nascem
prematuros todo ano, o equivalente a 931 por dia ou a 6 prematuros a cada 10 minutos.
Alguns sobrevivem gracgas ao avanco da neonatologia e criagdo das Unidades de Tratamento
Intensivo Neonatal aliado a uma alimentacao adequada, o que ressalta a importancia do papel
do BLH.

Segundo a UNICEEF, o aleitamento humano, se realizado até seis meses, pode evitar,
por ano, a morte de 1,3 milhdo de criangas menores de 5 anos. Quanto maior o tempo de
exposicao do lactente a amamentacao, maiores serdao os beneficios nutricionais € imunologicos,
em virtude da sua composi¢ao nutricional rica influenciar positivamente no crescimento € o

desenvolvimento saudavel dessa faixa etaria.

3.2 COMPOSICAO DO LEITE HUMANO

Com sua composicao quimica balanceada, o leite humano pode ser considerado um
alimento que supre todas as necessidades nutricionais do recém-nascido, contendo nutrientes
essenciais, antimicrobianos, agentes anti-inflamatorios, enzimas digestivas, diversos tipos de
hormonios, fatores de crescimento e imunomoduladores. No entanto, inimeras condigoes
modificam a sua composi¢do, aumentando ou diminuindo o volume lacteo e a proporcao de
alguns nutrientes no leite ordenhado. Essas variagcdes podem ser de acordo com fatores
intrinsecos e extrinsecos. Onde os motivos intrinsecos estdo intimamente ligados a produgado
lactea e os extrinsecos sdo decorrentes da manipulacao, contudo, sem o processamento do leite
em BLH nao seria possivel a oferta de LH as criangas que necessitam do produto (CALIL et al.

2011). Na Tabela 1 € possivel observar os fatores que podem alterar a composigao do leite.

Tabela 1: Fatores que alteram a composi¢ao do leite humano

Fatores Intrinsecos Fatores Extrinsecos
Tempo de Lactacao Efeitos da refrigerac@o e congelamento
Tempo de Mamada (Inicio e Fim) Contaminagdo por microrganismos
Rotina de Amamentacao Flavor

Idade Acidez desenvolvida

Paridade Materna Efeitos da Pasteurizacdo
Estacido do Ano
Regido

Dieta Materna
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Diferencas Individuais
Estado Nutricional Humano
Idade Gestacional

Fonte: Adaptado de CALIL et al. (2011).

O estagio de lactagdo pode ser dividido em trés fases: leite colostro, leite de transi¢ao
e leite maduro. O colostro possui um aspecto mais viscoso, sendo disponivel durante os
primeiros dias de lactacdo, até entre o quinto e sétimo dia (CALIL et al., 2011). Em sua
composi¢ao podemos encontrar uma maior concentracdo de proteinas, minerais, vitaminas
(principalmente A, E, e os carotenodides), uma menor porc¢ao de lactose, gorduras e vitaminas
do complexo B (BALLARD; MORROW, 2013).

Como a maturacao do leite ocorre aos poucos, temos o leite de transicdo, como o
proprio nome diz, ele ¢ produzido no periodo intermediario entre o colostro e o maduro. Em
geral, esse leite € produzido entre o sexto e os 15° dias ap6s o parto. Em sua composi¢do existe
uma diminui¢do do volume de proteinas, contudo € rico em gordura e lactose. O estagio final e
definitivo do leite humano ¢ o leite maduro, que contém todos os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento fisico e cognitivo para o recém-nascido. Sua composi¢ao ¢ um equilibrio
perfeito entre macronutrientes (proteinas, lipidios e carboidratos) e micronutrientes (vitaminas,
como a vitamina A e C, e minerais, como ferro, calcio e zinco) (UNICEF, 2020). A Tabela 2

traz a composi¢ao nutricional do leite humano nas fases de lactacao.

Tabela 2: Composi¢ao nutricional do leite humano em suas trés fases.

Componente Colostro Leite de Leite Maduro
Transicao

Agua 87,2 g/ DI 86,4 g/ dL 87,6 g/ dL

Energia 58 kcal/ DI 74 kcal/ dL 71 kcal/ dL

Solidos totais 12,8 g/ D1 13,6 g/ dL 12,4 g/ dL
Minerais 0,33% 0,24% 0,21%

Gorduras 1,85 22,9% 2,9 a 3,6% 3,0a3,8%
Lactose 5,3% 6,6% 7,0%
Proteinas Totais 2,7% 1,6% 1,2%

Fonte: Adaptado de CALIL et al. (2011).

A agua apresenta aproximadamente 87,5% na composicdo do leite humano,
quantidade suficiente para suprir as necessidades hidricas dos recém-nascidos, e ainda
desempenha papel fundamental na regulacdo da temperatura corporea. Nela estdao solubilizados
compostos nitrogenados ndo proteicos, carboidratos, minerais, fatores de prote¢do, vitaminas

hidrossoluveis (MOURA, 2002).
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As caracteristicas nutricionais e fisico-quimicas ficam diferentes conforme a fase da
mamada em que estd sendo analisado. Na Tabela 3, ¢ possivel analisar a composi¢ao do LH no
decorrer da mamada. De acordo com o UNICEF (2020), a composi¢ao nao ¢ constante, podendo
mudar a cada mamada, principalmente no que diz respeito a proporgio de gordura. As vezes,
ele ¢ mais “ralo” e “aguado”, contendo importantes carboidratos, proteinas e vitaminas. Em

outras ocasides, ¢ mais grosso, cremoso e, portanto, mais gorduroso.

Tabela 3: Fases do Leite Humano

Fases Fracio Solucio ou Aquosa Composicao de Nutrientes

Proteinas do soro: Alfa-
lactoalbumina, lactoferrina, [gA

secretoria.
Fase Inicial Lactose e Oligossacarideos.
Colostro Aspecto de agua de coco, com Sais Minerais: Sodio, potassio,
colagdo azul clara a esverdeada. cloreto, calcio, magnésio,

fosfato e citratos.

Vitaminas hidrossoluveis:
Vitaminas do complexo B,
niacina e acido folico.

95% dos fatores de protecao de
acdo local, correspondentes as
proteinas do soro.

Enzimas e Hormonios

Proteinas —20% correspondem

Fase Intermediaria Coloragao branca- opaca, devido a a caseina.
Transicio presenca de micelas de caseina e Micela de alfa, beta e kappa
vitamina A caseina.
Fosfato coloidal e calcio
organico.

Vitaminas lipossolaveis (A, D,

Coloragao branco-amarelada, E e K).
Fase Final devido o predominio de gordurase  Lipideos e ésteres (acidos
Maduro de pigmentos lipossoliiveis, como o graxos livres e fosfolipidios de
beta caroteno. cadeia curta).

Gorduras dispersas (Globulos
envolvidos em membrana
fosfolipoproteica)

Colesterol

5% dos fatores de protegdo, em
especial, o fator
antiestafilococos.

Fonte: Adaptado de CALIL et al., (2011).
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O leite humano ¢ produzido por um complexo sistema neuroenddcrino e permanece
acumulado na glandula mamaria antes da amamentagdo. O sistema neuroendocrino envolve
primeiramente o desenvolvimento da mama e apos lactogénese e lactopoese, onde a lactogénese
¢ o inicio da producao de leite, acontecendo logo apds o parto sobre comando do hormonio
prolactina que ¢ produzido pela hipdfise. Quando se inicia a lactagcdo (lactogénese) ela ¢
mantida (lactopoese) pela existéncia doreflexo neurendocrino da suc¢do do mamilo pelo
lactente ou manipulagdo, que age no eixo hipotaldmico-hipofisario liberando os hormonios
prolactina e ocitocina. A prolactina ¢ responsavel pela produgdo lactea (proteinas, caseinas,
acidos graxos, lactose), e a ocitocina pela descida e ejecao do leite. Resumindo a succao do
lactente desencadeia um reflexo hormonal que culmina com liberagao de prolactina e ocitocina
responsaveis pela producado, descida e ejecao do leite (MONTENEGRO; REZENDE FILHO,
2008).

A sintese do leite humano acontece nas células alveolares mamarias, como traz o
esquema da Figura 2. As proteinas sdo formadas pela via secretdria, onde sdo sintetizadas no
reticulo endoplasmatico rugoso e migram até o complexo de Golgi para serem empacotadas em
vesiculas secretdrias. A lactose € secretada por exocitose apos ser sintetizada pelo complexo de
Golgi. J& as imunoglobulinas, importantes na resposta imune dos recém-nascidos, sdo
endocitadas e atravessam a célula alveolar até a membrana basal, onde sdo secretadas para o
limen. Na via dos lipideos acontece a sintese dos acidos graxos pelo reticulo endoplasmatico
liso, formando goticulas que amplia de comprimento ao longo da migra¢do em dire¢do a
membrana apical. Pela via transcelular ocorre a migracdo de 4dgua e eletrolitos por gradiente
osmotico e eletroquimico. Finalmente temos, a via paracelular ocorre a migracao de diversas
substancias e tipos celulares através das jungdes celulares durante a succdo (JONES &

DECHERNEY, 2005).
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Figura 2: Esquema das vias utilizadas na produgao de leite pelas células alveolares.
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Fonte: Adaptado de JONES & DECHERNEY, 2005.

A composicao e volume de leite produzido sofrem varia¢des, que alteram com o tempo
de amamenta¢do, com a hora do dia, e com o tempo de mamada (inicio e fim), de forma
a se adaptar as caracteristicas e a necessidades fisioldgicas da crianga. O volume resulta do
quanto a crianga suga e a frequéncia das mamadas. Uma nutriz que amamenta exclusivamente
seu bebé, normalmente produz mais leite do que a necessidade de seu filho, chegando a 800

mL por dia no sexto més de lactacdo (ANVISA, 2008; LORENCONI, et al., 2021).

Por possuir uma composi¢do rica em nutrientes, o incentivo da amamentagdo ¢
fundamental para a preservagdo da fase infantil com reflexos altamente positivos ao longo da
vida adulta. As proteinas, os lipidios, os minerais e os carboidratos fazem do LH a alimentacao
adequada para os lactentes. A propor¢do da concentragdo entre esses componentes varia de

acordo com o tempo de evolu¢do da lactacao.

3.2.1 Composicao das Proteinas

A proteina (PTN) do leite humano tem importancia para o crescimento e
desenvolvimento dos recém-nascidos, fornecendo aminoacidos, conferindo protegao
imunologica e desempenhando fungdes de desenvolvimento e regulatorias. O conteido médio
de proteinas no LH no primeiro més ap6s nascimento ¢ de 1,5g/100mL, em seguida ocorre uma
redugdo para cerca de 1,3g/ 100mL, com variag¢des de 1,13 a 2,07 g/100mL na concentragao de

proteinas (MOLINARI et al., 2012; VINAGRE; DINIZ, 2001). Sendo que a necessidade de
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proteina do RN de termo (aquele que nasceu entre a 37* e a 41* semana de gestacdo) ¢ estimada
em cerca de 2,0 a 2,5 g/kg/dia, decrescendo gradualmente até chegar a 1,3 g/kg/dia, por volta
do quarto més. Quando chega ao estagio de lactacdo de leite maduro, a média de fornecimento

de proteina ¢ de 1,2 g de proteina para cada 100 mL de leite (CALIL ef al., 2011).

Tabela 4: Composi¢ao de proteinas e fragdes do colostro, transi¢do e leite maduro do leite humano.

Constituinte Colostro (1 a5 dias) Transicio (6a 15 Leite Maduro (>30
dias) dias)
Proteina total (g/dl) 2,7% 1,6% 1,2%
Caseina 1,2% 0,7% 0,25%
Lactoalbumina - 0,8% 0,3%
Lactoglobulina - - -

Fonte: Adaptado de CALIL et al., (2011).

No teor proteico total, o soro constitui 60 a 90%, em sua composi¢ao estdo incluidas a
alfa-lactalbumina, a lactoferrina, a lisozima, a soro albumina, as imunoglobulinas. Ja a beta-
lactoglobulina esta presente no leite humano somente quando a nutriz ingere o leite de vaca. A
alfa- lactoalbumina ¢ a principal proteina no soro do LH, constitui cerca de 40% das PTNs do
soro, sendo necessaria para o transporte de ferro e ainda para a sintese de lactose na glandula
mamaria. A lactoferrina, a lisozima, a soroalbumina, as imunoglobulinas sdo PTNs especificas
do soro do LH envolvidas no sistema de protecdo (CALIL ef al., 2011; VINAGRE & DINIZ,
2001).

O restante do teor proteico do leite humano ¢ formado pela caseina, sendo constituida
por um grupo de subunidades que tem a propriedade de formar micelas com o calcio e fosforo,
concedendo a aparéncia branca ao leite. As fracdes predominantes de caseina no LH sdo a beta-
caseina (50%) e kappa- caseina (20 a 27%). A capacidade da caseina de formar micelas junto
ao calcio e fosforo favorece no transporte desses minerais em propor¢des maiores para as

criancas (LEITE; FEFERBAUM, 2018).

3.2.2 Composi¢ao Lipidica

Os lipidios sao fontes de energia e respondem por grande parte da reserva energética
dos seres humanos, sdo componentes estruturais de tecidos, fontes de colesterol, servem de
ligacdo para absorcao das vitaminas lipossoltuveis, dentre outros beneficios. O LH contém de 3

a 5 % de lipidios, sendo que 98% sao triacilglicerdis, 1% de fosfolipidios e 0,5% de esterdis.
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Eles sdo os macronutrientes que mais sofrem influéncia na sua concentracdo, as alteragdes
ocorrem de acordo com o tempo de mamada, variacdo diurna, dieta materna e duracdo da
lactacdo (LEITE, A. G. Z. & FEFERBAUM, R., 2018). No colostro a gordura apresenta o nivel
mais baixo de concentracdo e vai aumentando gradativamente com o tempo de lactagcdo. A

Tabela 5 traz o teor de gordura no leite humano em diferentes fases de lactagao.

Tabela 5: Composicdo de gordura nas fases colostro, transi¢do e maduro no leite humano.

Constituinte Colostro (1 a 5 dias) Transicio (6 a 15 Leite Maduro (>30
dias) dias)
Gordura 1,852 2,9% 2,9 a3,6% 3,0a3,8%

Fonte: Adaptado de CALIL et al., (2011).

Para os autores Lamounier, Vieira e Gouvéa (2009) a dieta materna influéncia da
seguinte forma no leite: se a dieta da nutriz for rica em gordura animal, os acidos graxos
saturados estardo presentes em maior quantidade. Caso a dieta seja baseada em gordura de
origem vegetal, o acido linoleico e seus derivados poli-insaturados apresentam maior
quantidade.

Segundo KOLETZKO (2017), os lipidios do leite humano demonstraram efeitos
biologicos importantes fornecidos aos bebés, por exemplo, na fungdo gastrointestinal, na
composi¢do e funcdo da membrana, crescimento infantil, neuro desenvolvimento e na fungao
imunologica. A ingestdo média dos lactentes totalmente amamentados chegam a 21,42g/dia
entre 0 nascimento e os seis meses de idade. Isto resulta em aproximadamente 3,9 kg de

lipidios fornecidos durante o primeiro semestre de vida.

3.2.3 Composicao Mineral e Vitaminica

Os minerais possuem relevancia para o crescimento, o desenvolvimento e a
manutenc¢do da satide dos tecidos corporais. No LH constam o sodio, potassio, cloreto, célcio,
magnésio e fosforo. As variagdes nos niveis desses macronutrientes podem ocorrer, devido o
tempo de lactagdo, como por exemplo, com passar dos meses de lactagdo, os contetidos de sddio
e cloreto diminuem, enquanto que o célcio, fosforo e magnésio aumentam. A quantidade de
minerais disponiveis no leite humano ¢ suficiente para o crescimento adequado, sem sinais de

deficiéncia ou alteragdes esqueléticas nos recém-nascidos (QUINTAL & CALIL, 20018).
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Tabela 6: Composicao nutricional do leite humano de minerais.

Mineral Colostro Leite de Transicao Leite Maduro
Sédio 21 mEq/L 13 mEq/L 7 mEq/L
Potassio 19 mEqg/L 16 mEqg/L 14 mEq/L
Cilcio 31a32mg/dL 29 a 34 mg/ dL 28 a33 mg/ dL
Fosforo 12 a 14 mg/ dL 15a17 mg/ dL 13 a15mg/ dL
Magnésio 3a4mg/dL 2,7a4 mg/ dL 3a4mg/dL
Zinco 0,50 a 0,96 mg/ dL 0,32 a 0,46 mg/ dL 0,25 20,37 mg/ dL
Ferro 0,09 mg/ dL 0,04 mg/ dL 0,07 2 0,15 mg/ dL
Cloreto 26 mEq/L 15 mEq/L 12 mEqg/L

Fonte: Adaptado de CALIL et al. (2011).

Varios fatores influenciam no conteido vitaminico do leite humano, sendo mais
relevante o estado nutricional humano, quando a dieta materna ¢ baixa em vitaminas, os niveis
lacteos sdo baixos também, quando a dieta materna ¢ alta, as concentragdes lacteas ficam em
um valor maximo constante, evitando assim a suplementacdo. Com a dieta ¢ com o peso
gestacional adequado, as gestantes parecem possuir, ao nascimento, reservas suficientes de
vitaminas, com possivel excecdo da Vitamina K. O LH pode fornecer todas as necessidades

vitaminicas, desde que sejam ingeridos 750 a 1000 mL por dia (CALIL et al., 2011).

Tabela 7: Composicao nutricional do leite humano de vitaminas.

Vitaminas Colostro Leite de transicao  Leite Maduro
Vit. A 161 mg/ dL 88 mg/ dL 53 mg/ dL
Carotenoides 137 mg/ dL. 38 mg/ dL 27 mg/ dL
Vit. Bl 1,9 mg/ dL 5,9 mg/ dL 16 mg/ dL
Vit. B2 30,2 mg/ dL 36,9 mg/ dL 43 mg/ dL
Vit. C 7,2 mg/ dL 7,1 mg/ dL 4,30 mg/ dL
Vit. D * * 0,42 10,0 U/dL
Vit. E 1,5 mg/ dL 0,68 mg/ dL 0,46 mg/ dL
Vit. K * * 1,5mg/ dL

*Dados ndo disponiveis. Fonte: Adaptado de CALIL et al. (2011).

3.24 Composicao Carboidratos

A fragcdo de carboidrato ¢ composta pela lactose (87%), os oligossacarideos (12%),
com baixas concentragdes de monossacarideos livres (1%). A concentracdo de lactose no
colostro oscila ao redor de 5,3 g/dL, elevando-se para 7 g/dL no leite maduro, fornecendo de
45 a 50% do contetido energético total do leite humano. Outros agtcares sdo encontrados, em

menor concentracdo, como a glicose, glicoproteinas, oligossacarideos (prebidticos) e a



26

galactose (importante no metabolismo de glicolipideos com atuagdo no sistema nervoso central

(CALIL ef al.2011).

Tabela 8: Composi¢ao nutricional de lactose nos estagios de lactagdo.

Constituinte Colostro (1 a S dias) Transicao (6 a 15 Leite Maduro (>30
dias) dias)
Lactose 5,3% 6,6% 7,0%

Fonte: Adaptado de CALIL et al., (2011).

A lactose ¢ um dissacarideo que estimula atividade endogena da enzima lactase no
aparelho digestivo, tendo como principal funcdo a hidrdlise da lactose em glicose e galactose
durante a digestao. Os principais efeitos fisiologicos no trato gastrointestinal sdo: amolecimento
de fezes, estimulo da microbiota bacteriana ndo patogénica, melhor absorcao intestinal de calcio
e ferro e promove a colonizagdo intestinal com Lactobacillus, bactérias fermentativas que
promovem meio acido no trato gastrintestinal inibindo o crescimento de bactérias patogénicas,
fungos e parasitas (BARRETO; FUIJII, 2019).

A ordenha do leite desde a coleta até a distribui¢do precisa ser oriunda de boas praticas,
mantendo a qualidade nutricional e imunologica do leite, que provem através de procedimentos
higiénicos sanitarios adequados, deste modo mantendo o valor nutritivo e suas propriedades

fisico-quimicas.

33 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO LEITE HUMANO

3.3.1 Determinacao de Acidez

Os BLHs tém grande a responsabilidade de fornecerem aos bebés um leite oriundo de
outras maes, sem gerar nenhum risco para a sua saude, assim € necessaria ado¢ao de praticas
visando garantir a qualidade do leite recém-ordenhado, sendo o controle da sua acidez uma
delas. A acidez em graus Dornic do leite humano ¢ a acidez titulavel do leite humano
ordenhado, expressa em °D (ANVISA, 2006). Assim, sua acidez total pode ser considerada
original, quando os valores oscilam de 1° a 4° D, resultando da presenga dos préprios
constituintes do leite, como micelas de caseina e sais minerais, fosfatos, citratos e os acidos
graxos. A medida que a microbiota encontra condi¢des favoraveis para o crescimento, se torna

a acidez considerada desenvolvida, devido a producdo de acido latico, a partir da fermentagao
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da lactose por bactérias mesoéfilas, consequentemente promovendo a elevacdo da acidez
(SUCENA; FURLAN, 2008; FIOCRUZ, 2003).

Nos BLHs as amostras de leite tituladas com acidez inferior a 8§ °D s@o novamente
envasadas para posterior pasteurizagdo e aquelas que se encontram acima de 8°D, realiza-se o
descarte (FIOCRUZ, 2003). Esse processo ocorre devido a acidez titulavel estar interligada com

elevadas contagens de microrganismos.

3.3.2 Determinacio de pH

O pH do leite humano pode ser considerado levemente alcalino, ficando em torno de
7,0, dependendo de propriedades importantes, como a estabilidade da caseina, que depende da
acidez do leite. Quando o leite ndo ¢ bem conservado apods a coleta, ocorre um aumento
progressivo da acidez, e essa, por sua vez, pode desestabilizar as micelas de caseina. Com o
aumento na acidez, as ligacdes dentre caseina e calcio sao rompidas e o célcio se torna menos
disponivel.

Em uma pesquisa realizada pelos autores Covas ef al. (2000) demonstraram que o leite
cru, conservado sob refrigeragdo (4°C) por quatro dias, passa por reagdes lipoliticas e
proteoliticas, as quais liberam &cidos graxos e aminoacidos livres, proporcionando o
abaixamento do pH. Também Galhardo et al. (2002) sugeriram que a acidez titulavel ndo esta
somente relacionada com a qualidade higiénico-sanitaria, mas a oxidacdo lipidica que ocorre

durante o armazenamento.

3.3.3 Determinacao de Densidade

A densidade ¢ uma constante fisica importante na verificagdo da qualidade do leite,
sendo relacionada com a riqueza do leite em solidos totais. O valor da densidade do leite

humano ¢ de aproximadamente 1,03 g/ml (INSTITUTE OF MEDICINE, 1991).

3.4 BANCOS DE LEITE HUMANO (BLHs)

A histéria do banco de leite humano no Brasil se iniciou em 1943 quando foi
constituido o primeiro banco de leite humano, no entdo Instituto Nacional de Puericultura, atual
Instituto Fernandes Figueira, da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). Tinham como objetivo a

coleta e a distribuicao do leite atendendo casos considerados especiais, como prematuridade,
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distarbios nutricionais e alergias a proteinas heterologas. O LH era visto como recurso
soberano, ndo por suas caracteristicas nutricionais, entretanto por suas propriedades
farmacologicas, destinando-se a situagdes de emergéncia, quando o leite artificial ndo atendia
aos recém-nascidos (ALMEIDA, J. A. G, 2008; HECK, A. R, 2007).

Existiu um periodo entre 1943 a 1985, em que os BLHs no Brasil, defendiam
estratégicas questionaveis, como por exemplo, a ado¢cdo que nao provinha de um processo
voluntério e consciente, como no momento atual, que depende tnica e somente da solidariedade
humana. Na época chamada de medicina higienista, houve a comercializa¢do do leite humano.
Alguns Bancos de leite chegaram a remunerar as maes de acordo com o volume de leite
produzido, nesse periodo o LH se transformou em um produto nobre, escasso, dificil de ser
obtido, sendo oferecido por um prego elevado. Com o desenvolvimento do Programa Nacional
de Incentivo ao Aleitamento Humano em 1981, os BLHs foram reestruturados assumindo uma
nova fung¢do para a satde publica (ALMEIDA, J. A. G, 2008; HECK, A. R, 2007).

No inicio dos anos 1980, foram estabelecidas algumas unidades no Brasil, a partir de
1985, existiu uma verdadeira expansdo, com a instituicdo de 47 novos servigos que, somados
as 56 implantagdoes ocorridas na década de 1990, passaram a totalizar 104 unidades em
funcionamento no pais (BRASIL, 2020). Em 2006 com a expansao dos bancos e dos postos de
coleta, viram-se a necessidade da publicacdo de uma nova legislagdo, a RDC/ ANVISA
n°171/2006, trazendo informagao, capacitando e norteando gestores e profissionais, garantindo
o funcionamento seguro e eficaz dos BLHs no pais, assim, assegurando ser a primeira op¢ao na
alimentacdo dos recém-nascidos (ALMEIDA, 2008). Nos dias atuais, o Brasil ¢ referéncia
internacional, em a doagao de leite. Isso porque a Rede de Banco de Leite Humano ¢ a maior e
mais complexa do mundo, contando com 224 bancos e 216 postos de coleta presentes em todo

pais (BRASIL, 2020). A Figura 3 representa o fluxograma do funcionamento de um BLH.



29

Figura 3: Fluxograma do funcionamento de um banco de leite humano.
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Fonte: Adaptado de ANVISA, (2008).

Existem programas nacionais e internacionais que movimentam e incentivam o
aleitamento humano, contudo, sabe-se que, ainda hoje, o desmame precoce acontece, gerando
problemas graves de satde publica. Ha algumas alegagdes para a interrupgdo da pratica da
amamentagdo, como, por exemplo, os altos indices de desemprego, que forca as mulheres a
participarem do or¢amento familiar, o retorno da mulher ao mercado de trabalho, surgimento
das industrias produtoras de férmulas infantis, falta de informagdo da importancia do
aleitamento, questdes como, popularmente se falam: “o leite ¢ fraco e ndo sustenta”, a “crianga
chora muito”, a introdu¢@o precoce da alimentagao, dentre outros fatores (BORGO, 2011).

O banco de leite humano do estudo, foi inaugurado em Juiz de Fora no ano de 1991,
fomenta e promove agdes de promogdo, protegdo e apoio ao aleitamento humano, além de
executar atividades de coleta do leite humano, selegao, classificagdo, processamento, controle
de qualidade e distribuig¢ao. O local, conta com a ajuda do leite de mulheres doadoras em Juiz
de Fora e regido, conseguindo atender criangas que por algum motivo ndo conseguiram

amamentar, essencialmente bebés prematuros, através de pedidos médicos encaminhados por
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hospitais particulares, principalmente os hospitais publicos localizados na Zona da Mata
(OLIVEIRA, 2010).

Possui seis pontos de coleta conveniados, sendo trés pertencentes ao municipio de Juiz
de Fora: Santa Casa de Misericordia, Hospital Maternidade Therezinha de Jesus e Hospital
Regional Dr. Joao Penido e trés municipios de Barbacena, Sao Jodao Del Rei e Leopoldina. O
BLH de Juiz de Fora ainda exerce o papel educativo e social, sensibilizando a sociedade e os
profissionais de saude sobre a importancia da amamentagdo e da doagdo de leite humano,
através de campanhas, palestras e cursos oferecidos de forma gratuita (OLIVEIRA, 2010).
Quanto a distribui¢do, sao levados em consideragao os critérios: recém-nascido, pré-termo ou
de baixo peso, que ndo consegue realizar a suc¢cdo, RN infectado, RN em nutri¢do trofica, RN
portador de imunodeficiéncia, RN portador de alergia a proteina heterdloga e casos
excepcionais, a critério médico.

Nos dias atuais o objetivo de todos BLHs se d4 em prestar assisténcia as maes doadoras
e as maes com dificuldade de amamentagdo. Fornecendo LHO pasteurizado aos prematuros e
recém-nascidos de baixo peso e doentes (HECK, 2007). O aleitamento humano ¢ a escolha ideal
para todos os bebés, devido a sua completa composicao nutricional, que garante o crescimento
e desenvolvimento saudavel das criangas.

Para a seguranca dos leites doados, os BLHs submetem os alimentos aos
procedimentos de selecdo e classificagdo, com o intuito de garantir o processamento de

qualidade do alimento.

3.5 PROCESSAMENTO DO LEITE HUMANO

3.5.1 Selec¢ao e Classificacao

Atender as necessidades de um recém-nascido € uma tarefa que exige bastante cautela,
devido aos perigos ja apresentados nessa pesquisa. Dessa forma os BLHs precisam executar
todas as atividades visando a redugdo, prevencgdo e diminui¢do dos riscos fisicos, quimicos e
biologicos no Leite Humano Ordenhado (LHO). Os fatores ambientais sdao dificeis de serem
controlados, mas ¢ necessario garantir que as caracteristicas internas dos produtos sejam
preservadas, por isso, criaram-se indicadores que pudessem ser utilizados por todos BLHs,
sendo eles: o periodo pds-parto, a data da coleta, avaliagdo da temperatura, ocorréncia de

sujidades, cor do produto, presenga de off-flavor, acidez Dornic e determinacdo do contetido

energético (NOVAK & ALMEIDA, 2011; FIOCRUZ, 2003; ANVISA, 2006).
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Para realizar a doa¢do do LHO a doadora passara por um cadastro no BLH, contendo
informagdes como a idade gestacional no momento do parto e a idade da lactagdo em dias em
que o leite foi coletado, com esses dados, o BLH consegue classificar o leite em colostro,
periodo menos de sete dias ap6s o parto, leite de transigdo sete a 14 dias apds o parto, leite
maduro mais de 14 dias apos o parto e o leite de mae de prematuro, com idade gestacional
inferior a 37 semanas (ALMEIDA, J. A. G., 2008).

O leite ordenhado pelas doadoras, chamado de leite cru, é armazenado em
congelamento logo apds a ordenha, esse processo ¢ uma forma preventiva para a preservagao
da qualidade do leite humano ordenhado, uma vez que impede a multiplicagdo dos
microrganismos ¢ mantém a integridade da estrutura do leite, deste modo impedindo o
crescimento da microbiota capaz de promover alteragcdes na composi¢do. O acompanhamento
da cadeia de frio observa a preservacao da qualidade do leite humano ordenhado (NOVAK &
ALMEIDA, 2011; ANVISA, 2006). A Figura 4 mostra o congelamento do leite humano cru no

banco de leite de Juiz de Fora.

Figura 4: Congelamento do leite humano cru no banco de leite de Juiz de fora.

Fonte: Elaboragdo Propria.

Em seguida, esse leite ¢ descongelado em banho-maria sobre temperatura controlada
entre 40°C a 45°C e novamente resfriado em uma temperatura inferior a 5°C, para entdo passar
pelas etapas de selegao e classificacao e analises fisico-quimicas. A Figura 5 mostra o momento

de descongelamento do leite humano cru no banho-maria do estudo. Em todo processo a
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temperatura do leite ¢ controlada de maneira que ndo traga riscos microbiologicos, assim
novamente o LHOC — Leite Humano Ordenhado Cru ¢ resfriado, como pode ser visto na Figura
0.

Figura 5: Descongelamento do leite humano no Banco de Leite de Juiz de Fora.

Fonte: Elaboragio Prépﬁa.

Figura 6: Resfriamento do leite humano, apds o descongelamento no Banco de Leite de Juiz de Fora.

Fonte: Elaboracdo Propria
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A cor do LHO pode sofrer variagdes conforme os constituintes, geralmente o colostro
possui a cor semelhante a agua de coco ao amarelo-alaranjado, apos duas semanas, com o leite
de transicdo, a tonalidade altera para um azulado/opaco até se tornar o leite maduro, nesse
estagio da lactacdo, diversos fatores podem mudar a cor do leite, entre eles a dieta materna e o
uso de medicagdes, como por exemplo, no uso de corantes e no consumo de algumas bebidas
(FIOCRUZ, 2003).

O momento que ¢ realizado a ordenha também interfere na coloracao, na fase inicial
da ordenha, existe o predominio da fracao hidrossoluvel, em fun¢ao disso, o produto tende de
assumir uma cor tipo “4gua de coco”, podendo chegar a um azul ou verde intenso, devido a
riboflavina. Na fase intermediaria da ordenha, eleva a concentracdo da proteina caseina,
resultando em um leite branco-opaco. Na fase final da ordenha, aumenta os constituintes
lipossoluveis, por essa razao, tende a cor amarelada. Essas alteragdes na cor do LHO sao
modifica¢des comuns, assim ndo configuram situagdes de ndo conformidade. A verificacdo da
cor do LHO ¢ importante para identificar a presenca de sangue, quando existente no leite sua
tonalidade oscila entre o “vermelho-tijolo” e 0 marrom-escuro, o que representa uma situacao
de nao conformidade para a realizagao da doacao. Essa contaminagao com sangue surge, devido
a uma descarga papilar (saida de secre¢do pelo mamilo), comum nas primeiras semanas de
puerpério, ou devido a lesdes, do tipo fissuras no mamilo (FIOCRUZ, 2003; NOVAK &
ALMEIDA, 2011).

A verificacdo das sujidades tem como objetivo determinar provaveis alteragdes que
irdo caracterizar o LHO como indevido para consumo, a presenga de um corpo estranho como:
pélos, cabelo, restos de alimentos, unha, insetos, papel, borracha, vidro entre outras substancias,
caracteriza como uma ndo conformidade, assim todo o conteudo do frasco doado em que se
encontrou a sujidade precisara ser descartado (NOVAK & ALMEIDA, 2011).

O termo off-flavor remete uma caracteristica anormal que surge no LHO pela sua
decomposicao e/ou contaminagdo microbiana, gerando o aparecimento de odores indesejaveis.
A presenga de off-flavor € analisada no momento da selecdo e classificagcdo, com o intuito de
detec¢ao da qualidade do produto. Os odores que impedem a adogdo, que sdo considerados
improprios para consumo, possuem odor semelhante ao de cloro, plastico, borracha, remédio,
sabao de coco, peixe, ovos em decomposi¢ao e ao de coalhada, devido a fermentacao da lactose,
neste caso deve ser confirmado pela elevacao da acidez no leite (NOVAK & ALMEIDA, 2011).
A Figura 7 representa 0 momento de selecdo e classificagdo (verificacdo da ocorréncia de
sujidades, cor do produto e presenca de off-flavor) do leite humano do Banco de Leite de Juiz

de Fora.
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Figura 7: Selecdo e classificacao do leite humano do Banco de Leite de Juiz de Fora.

Fonte: Elaboragao Propria.

A acidez Dornic do LHO ¢ a acidez titulavel expressa em graus do Dornic (ANVISA,
2006). Podendo ser classificada como original e desenvolvida, onde a original ¢ resultado da
presenca dos proprios constituintes do leite, como micelas de caseina e sais minerais, fosfatos,
citratos e os acidos graxos. A desenvolvida resulta do crescimento bacteriano da microbiota,
com producao de acido latico, a partir da fermentacdo da lactose por bactérias mesoéfilas. A
acidez titulavel desenvolvida também podera ser por consequéncia de outros fatores, como as
técnicas inadequadas de coleta, a falta de higiene da doadora e dos utensilios utilizados e a
manutencao do leite fora da cadeia do frio. Desse modo, como efeito, havera o aumento da
acidez do leite humano, reduzindo os componentes nutricionais € imunoldgicos presentes no
produto, desqualificando-se para o consumo (SUCENA & FURLAN, 2008).

Valores de acidez entre 1 e 4°Dornic sdao considerados normais e originais do leite,
mas a medida que a microbiota consegue condi¢des favoraveis para o crescimento, ocorre a
produgdo de acido latico, consequentemente elevando a acidez. Se esta for maior que 8,0
°Dornic, o produto estd desqualificado para o consumo (FIOCRUZ, 2003). A Figura 8 mostra

a realizacao da analise de acidez Dornic no leite humano do Banco de Leite de Juiz de Fora.
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Figura 8: Analise de acidez Dornic no leite humano do Banco de Leite de Juiz de Fora.

Fonte: Elaboragao Propria.

A determinagdo do contetdo energético ocorre através da técnica analitica crematdcrito
(ANVISA, 2006). Faz parte do controle de qualidade de rotina dos BLHs no que diz respeito
ao controle fisico-quimico, permitindo a determinacdo do teor de creme (obtida da
centrifugacdo do leite, constituida pela gordura empacotada, envolvida por uma membrana
fosfolipidica), que permite o calculo de gordura e do contetido energético do LHO (ALMEIDA,

etal., 2011). A Figura 9 traz analise de crematocrito realizada no local do estudo.

PROPP 01.5: Termo de Aprovacdo COORD-PPG-LEITE-DERIVADOS 1500972 SEI 23071.936577/2023-18 / pg.
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Figura 9: Analise de crematdcrito no leite humano do Banco de Leite de Juiz de Fora.

Fonte: Elaboragdo Propria.

O reenvase do LHO ¢ o momento em que ocorre a transferéncia do leite humano cru
do recipiente em que foi colocado depois da extragdo pela doadora, para o recipiente onde sera
pasteurizado. A Figura 10 ilustra o reenvase do leite cru para o vasilhame em que ocorrerd a

pasteurizagao.
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Figura 10: Reenvase do leite cru para o recipiente em que ocorrera a pasteurizagao.

Fonte: Elaboragdo Propria.

Além desses indicadores que visam a reducdo, a prevencao e a diminui¢ao de perigos
no leite humano dos BLHs, os leites coletados de doacdo também passam pelo o processo de
pasteurizagdo e o do congelamento, que sao procedimentos importantes para a manutencao da

qualidade microbiolédgica do leite.

3.5.2 Pasteurizacio

Existem alguns microrganismos que podem contaminar o leite, por consequéncia de
procedimentos inadequados de manuseio e higiene no momento da ordenha ou devido a mastite
clinica, como por exemplo, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus € bactérias do género Streptococcus e Salmonella ssp. H4 uma preocupagdo quanto a
exposicao dos lactentes a essas bactérias pelo fato de serem causadoras de doengas como sepse
neonatal, meningite e doencas diarreicas, principalmente em bebés prematuros e imuno
comprometidos. Assim, o LHO destinado ao consumo de recém-nascidos, ndo deve apresentar
microrganismos em quantidade capazes de trazer agravos a saide. Dessa maneira, ¢ necessario

que os BLHs utilizem de processos biotecnoldgicos que aumentam a validade e garantem a
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seguranca do LHO, esses procedimentos sdo capazes de assegurar a qualidade sanitéria do leite
(ALMEIDA, 2008).

Afim de se garantir a qualidade microbioldgica do LH oferecido aos recém-nascidos,
se faz necessario a aplicagdo de uma tecnologia para inativacdo dos microrganismos
patogénicos que possam estar presentes no leite. A pasteurizagao lenta € o procedimento padrao
utilizado nos BLHs, que consiste em um tratamento térmico aplicavel ao leite ordenhado cru,
apos aprovado pelo controle de qualidade, a uma temperatura de 62,5 °C por 30 minutos
(SOUSA; SILVA, 2010; BORGO, 2011). A Figura 11 mostra a pasteurizacao do leite humano
realizada no Banco de Leite de Juiz de Fora. Apds a pasteurizagdo o leite ¢ imediatamente
resfriado, esse procedimento ¢ importante para evitar a multiplicagao de microrganismos que
podem ter resistido ao processo de pasteurizagao.

A Figura 12 traz a imagem do resfriamento com temperatura controlada do leite
humano, logo apds a pasteurizagdo. Segundo a ANVISA (2006), que dispde sobre o
Regulamento Técnico para o funcionamento de BLH, o LH ap0s pasteurizacdo deve apresentar
auséncia de microrganismos do grupo coliformes. Quando ha auséncia desse grupo, indica

eficiéncia no processo térmico, pois esses microrganismos sao sensiveis a altas temperaturas.

Figura 11: Pasteurizacdo do Leite Humano no Banco de Leite de Juiz de Fora.

PASTEURIZADOR
HIGIENIZAR DIARIAMENTE

‘Banco de Leite Humano

Fonte: Elaboragdo Propria.



39

Figura 12: Resfriamento do leite humano apo6s a pasteurizagao.

Fonte: Elaboracao Propria.

Durante o processo de pasteurizagdo, ocorre a homogeneiza¢do manual, visando a
fragmentacao dos globulos de gordura em tamanhos uniformes para evitar a sua coalescéncia e
formacao da nata, o que gera problema para a obtengdo de um produto mais homogéneo, além
do risco de contaminagdo por microrganismos, pela a intensa variagdo de temperatura local.
(CARVALHO, 2008).

Alguns estudos tém apontado que a pasteurizagao destrdi em maior € menor grau os
fatores de prote¢do e os nutrientes presentes no LH, dependendo de suas termorresisténcias
(BORGO, 2011; BRAGA & PALHARES, 2007). Os autores Braga e Palhares (2007)
verificaram que ap0s a pasteurizag¢do do leite humano houve uma diminui¢ao da concentragdo
média da atividade da imunoglobulina IgA, para 64% em relagdo a sua atividade inicial.
Constataram também que o leite humano pasteurizado poderia suprir as necessidades
recomendadas para os nutrientes de sddio, potassio, magnésio, proteina, gordura e lactose,
porém ndo atingiu a recomendagao para calcio e fosforo.

J& a pesquisadora Heck (2011) alega que o tratamento da pasteurizagdo ¢ um método
suave que da origem de poucas modificagdes, em geral, a cor e o sabor permanecem invariaveis,
bem como os nutrientes, proteinas, os hidratos de carbono e os lipidios, ocorrendo uma perda
dos fatores de protegdo termossensiveis. Em um estudo realizado pelos autores Lorengoni et al.
(2021), ndo encontram valores significativos de alteragdo de atividade antioxidante apds a

pasteurizagdo, o leite pasteurizado permaneceu proximo ao leite cru ordenhado na composi¢ao
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final, de acordo com a pratica utilizada e recomendada pelos bancos de leite. A pasteurizagao ¢
necessaria para proteger o recém-nascido que recebera o leite, através deste processo térmico
ha eliminagao de possiveis patogénicos e da eliminacdo completa do virus do HIV (ALMEIDA,
J. A. G.,2008; LORENCONI, M. F. et al. 2021).

Visto que esse processo apresenta efeitos benéficos em relagdo a redugdo da carga
microbiana, porém pode modificar a sua composi¢do nutricional, estrutural e bioldgica,
ocasionar a quebra das moléculas de lipidios e a desnaturagao de proteinas (VIEIRA et al.,
2011).

Devido a isso, algumas pesquisas vém sendo realizadas em parceria com os BLHs para
o desenvolvimento de outras técnicas que contribuam para a inativacdo microbiana,
melhorando a preserva¢do do LH em relagdo a sua composi¢ao quimica e estrutural, como o
processamento em Altas Pressdes Hidrostaticas (APH), considerado uma alternativa a
pasteurizagdo, ¢ responsavel por eliminar os microrganismos patogénicos do LH, por um
periodo de 5 a 10 minutos, por ser rapido e ndo envolver temperaturas elevadas, esse processo
elimina patdgenos e preserva as caracteristicas nutricionais, sensoriais € a composi¢ao quimica
original do alimento (ARSLANOGLU et al., 2013). Outras técnicas também estdo sendo
adotadas pela industria de alimentos, como por exemplo, aquecimento dhmico (AO) e ultrassom
(US), visando diminuir os efeitos negativos promovidos pelo tratamento térmico convencional
(FALCAO et al., 2021).

Com relacdo a pasteurizagao tradicional, ndo se pode considerar que ela elimina todos
0s microrganismos, entretanto permite, parcialmente, a manutencdo das propriedades
bacteriostaticas no leite. Por esse motivo, o processo de resfriamento e congelamento deve ser
rigorosamente sequenciado para evitar que os microrganismos sobreviventes desenvolvam-se
no leite em virtude de seus nutrientes (BORGO, 2011). Ainda com o com o objetivo de garantir
a qualidade, sob o ponto de vista microbioldgico, do alimento distribuido. Os Bancos de Leite
Humano, realizam testes simplificado para deteccdo de coliformes totais, a técnica consiste no
in6culo de quatro aliquotas de 1 mL cada, pipetadas de forma independente, em tubos com 10
mL de Caldo Verde Brilhante (BGBL) a 5% p/v, com tubos de Durham em seu interior
(ALMEIDA et al., 2011). A Figura 13 mostra o teste sendo realizado no banco de leite do
estudo.
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Figura 13: Teste simplificado para detec¢@o de Coliformes Totais no banco de leite de Juiz de Fora.

Fonte: Elaboragdo Propria.

3.5.3 Congelamento

Antes de serem administrados aos recém-nascidos, os leites humanos fornecidos pelos
BLHs s3o submetidos a um complexo processo: pré-estocagem, descongelamento,
pasteurizagdo, novo congelamento, novo descongelamento e aquecimento (VIEIRA, et al.,
2004). O leite humano ordenhado cru e o pasteurizado devem ser estocados sob congelamento
(ANVISA, 2006). A estocagem do LH em congelamento é uma das técnicas mais aplicadas na
conservagdo deste produto, uma vez que as baixas temperaturas retardam a ocorréncia de
reacdes enzimaticas e quimicas indesejaveis. A finalidade do congelamento ¢ prolongar a vida
util, sendo excelente método de preservacao dos nutrientes, por exemplo, a oxidagao de lipideos
(HECK, 2011). A figura 14 mostra o congelamento do leite pasteurizado no banco de leite do
estudo.
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Figura 14: Congelamento do leite pasteurizado no banco de leite do estudo.

Fonte: Elaboragdo Propria.

Alguns estudos tém avaliado a estabilidade lipidica durante o armazenamento do LH
(BERTINO et al., 2013; GARCIA-LARA et al., 2013; GARCIA-LARA et al., 2012). Garcia-
Lara et al. (2013) observaram redugdo de 2,8% do teor de gordura, devido a dificuldade de
amostragem, adesdo em vidrarias, etc., no LH pasteurizado congelado a -20 °C por 180 dias
comparado ao LH pasteurizado sem acondicionamento, sendo que se somando o efeito da
pasteurizagdo com o congelamento houve diminui¢do de 6,5% do teor de gordura inicial. Em
outra pesquisa, Garcia-Lara et al. (2012) observou também diminui¢ao no conteudo de gordura
com queda méxima no periodo de 0 a 7 dias (0,027 g/dL por dia) apés congelamento a -20 °C
por até 90 dias.

Em outro estudo, Vazquez-Roman et al. (2014) encontraram redugdo no teor de
gorduras totais em LH cru e pasteurizado apos congelamento a -20 °C. O LH cru teve seu teor
diminuido em todos os momentos analisados neste estudo (7, 14, 21, 30, 60 e 90 dias), sendo
que ao final dos 3 meses, os autores observaram decréscimo de 0,37 g/dL (11,59%) do teor de
gordura inicial. Quanto ao LH pasteurizado congelado nas mesmas condi¢des e 28 tempos,
Vazquez-Roman et al. (2014) observaram redugdo apenas até o primeiro més, sendo esta

equivalente a 0,39 g/dL (15,06%). Este mesmo autor explica que o congelamento ndo impede
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a acdo da lipase e também afeta o glébulo de gordura. Gao et al. (2019) em sua revisiao
constataram que o armazenamento € a pasteuriza¢ao provocam diminuigdes pequenas no teor
de gordura total, sendo encontrado na maioria dos estudos redu¢do de no maximo 10%, e
explicaram o achado como consequéncia de potenciais erros metodolégicos. Dentre estes, os
autores citam a adesdo dos globulos de gorduras as superficies dos frascos durante o
armazenamento, além dos métodos mais utilizados, gravimétricos, serem mais susceptiveis as
variagdoes (GAO, et al., 2019). Os processos de congelamento e descongelamento podem
acarretar rompimento das membranas dos globulos de gordura, propiciando sua coalescéncia e
facilitando sua aderéncia as paredes dos frascos armazenadores (VIEIRA, et al., 2004).

No Banco de Leite do estudo ndo existe um tempo de armazenamento na fase
congelamento do leite cru, a pasteurizagdo do leite ocorre conforme existe demanda e volume
de LH, assim se optou por ndo avaliar a influéncia do congelamento na composi¢do do leite
humano.

A estocagem do leite humano pasteurizado deve ser armazenada em freezer destinado
somente a estocagem de leite humano pasteurizado, a uma temperatura maxima de 10 °C, por
até seis meses. Com o controle de temperatura rigoroso (ANVISA, 2006). Ja a distribuicao
segue liberacdo de acordo com os critérios de prioridades e necessidades do receptor. Os
critérios seguem a seguinte ordem: RN prematuro ou de baixo peso, que ndo suga; RN
infectado, especialmente com enteroinfecgdes; RN em nutri¢ao trofica; RN portador de
imunodeficiéncia; RN portador de alergia a proteinas heterologas; casos excepcionais e a
critério médico (ANVISA, 2008).

Por fim, temos o porcionamento do LH conforme com a prescrigdo médica e/ou de
nutricionista. O degelo deve ser realizado em banho-maria com temperatura aproximada de
40°C (BRASIL, 2006). Apds porcionamento, o leite ¢ distribuido para os hospitais onde estdao
internados os recém-nascidos que dele necessitam para sobreviver. O alimento podera ser
proporcionado pela equipe de enfermagem ou pela mae e demais familiares. A forma de se
administrar a dieta depende do estado clinico do lactente e pode ser ofertado via sonda, pelo

método de gavagem simples ou continua e via copinho e/ou translactagdo (BRASIL, 2011).

3.6 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

3.6.1 Definicoes e Aplicacoes
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A Espectroscopia no Infravermelho com Transformac¢ao de Fourier € uma técnica muito
utilizada pela quimica e pela fisica para a definicao de grupos funcionais da amostra, aplicada
na identificacdo de moléculas organicas, através da avaliacdo de espectro. Podemos defini-la
como o estudo da interagdo de uma onda eletromagnética com matéria, cujo principal objetivo
¢ a determinac¢do dos niveis de energia e transigoes de espécies atdmicas e moleculares, tendo
a vantagem de providenciar uma mensuragao rapida e simples, que requer o processamento
minimo da amostra antes da andlise, assim ndo gerando residuo (FACKLER &
SCHWANNINGER, 2012; FORATO et al, 2010). A técnica permite a identificagdo,
qualificagdo e quantificagdo de compostos organicos nos alimentos, a partir de um Unico
espectro (CAMPESTRINI, 2005).

A investigacdo de bandas espectrais de absorcdo na regidao do infravermelho pode
revelar informacdes a respeito das vibragdes moleculares, dessa forma, por meio da
espectroscopia molecular pode- se analisar a geometria e as forgas de interagdo entre os &tomos
que constituem a molécula. Alguns grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem mais
ou menos na mesma regido do espectro, independentemente da estrutura da molécula. Essas
bandas permitem a obtencdo de dados para fazer a identificacdo de estruturas. Esta
determinagdo ¢ muitas vezes realizada pela comparagdo do espectro obtido com bancos de
dados existentes (SIVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005; STUART, 1997).

Existem tipos de técnicas espectroscopicas, como por exemplo, a de radiofrequéncias
(espectroscopia rotacional); infravermelho (espectroscopia vibracional) e regido do visivel a
ultravioleta (espectroscopia eletronica). Neste estudo, a regido de interesse ¢ aquele referente
ao Infravermelho médio (IV), que possui varias aplicacdes que vao desde andlise de moléculas
pequenas até sistemas complexos com células e tecidos. De acordo com autores Hooler et al.
(2009) o espectro IV ¢ usualmente subdividido em trés regides: denominadas IV proximo, IV
médio e IV distante, conforme os tipos de aplicacdes e instrumentagdo. A espectroscopia [V ¢
devida a interag@o da radiagdo, acontece o acoplamento do campo elétrico oscilante da vibracao
molecular e o da radiagdo incidente. A faixa de radiagdo do infravermelho, no espectro
eletromagnético, acontece na faixa entre o visivel e micro-ondas (FORATO et al., 2010). A

Tabela 9 detalha os limites aproximados de cada regido.

Tabela 9: Regides espectrais do infravermelho.

Regido Comprimento de onda (1) (nm) Numero de Onda (cm-')
Préximo 780 a 2500 12800 a 4000
Médio 2500 a 50000 4000 a 200

Distante 50000 a 1000000 200 a 100
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Fonte: Adaptado de HOOLER et al. (2009).

A regido do infravermelho médio (Mid-Infrared - MIR) ¢ a principal regido de
espectroscopia vibracional, apresentando informagdes sobre estrutura e conformacao de
moléculas organicas (como proteinas, polissacarideos e lipideos) (DUFOUR, 2009). A Tabela
10 mostra as regides espectrais de interesse analitico na regido do IV com as caracteristicas dos

materiais a que se aplicam.

Tabela 10: Regides espectrais do infravermelho e suas principais aplicagoes.

Regido Nimero de Onda (cm-") Aplicacoes
Proéximo 12800 a 4000 Materiais Sélidos ou Liquidos e misturas de gases
Médio 4000 a 200 Soélidos, Liquidos ou gases puros, misturas complexas.
Distante 200 a 10 Amostras Solidas, liquidas e Gasosas.

Fonte: Adaptado de HOOLER et al. (2009)

A técnica de espectroscopia pode ser utilizada analises quantitativas e qualitativas,
gerando informagdes especificas sobre o produto investigado, uma vez que, os movimentos
vibracionais das moléculas induzem a absor¢do na regido infravermelha, formando bandas de

absor¢ao (DUFOUR, 2009).

3.6.2 A Espectroscopia na regiio do Infravermelho Médio por transformada de Fourier
(FT-MIR)

Teve inicio no ano de 1802 com cientista Thomas Young, que observou através de
experimento com luz, o fendmeno de interferéncia, reproduzido pela sobreposi¢ao de ondas em
diversos pontos, gerando regides onde se anularam e se amplificaram. Em 1892, o cientista
Lord Rayleigh, utilizando uma operacdo matemadtica denominada transformada de Fourier,
confirmou a relagdo do espectro, construido por Albert Abraham Michelson (RODRIGUES,
2012).

Nos espectrometros FT - Figura 4, os elementos sdo obtidos pela divisao da fonte de
radiagdo em dois feixes, deste modo os caminhos Opticos que podem ser variados
periodicamente para fornecer padroes de interferéncia. As frequéncias de luz infravermelha que
sdo absorvidas sdo aquelas que t€ém as mesmas frequéncias dos modos vibracionais. O espectro
vibracional aparece como uma série de picos ou bandas as quais refletem o nivel de energia

vibracional da molécula (HOOLER et al., 2009).
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Figura 15: Esquema de Funcionamento do espectrometro IV por Transformada de Fourier.
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Fonte: Adaptado de RODRIGUES (2012).

Na Figura 15 ¢ possivel observar que no funcionamento do espectrometro IV por
transformada de Fourier a luz ¢ emitida por uma fonte de luz comum, contudo, o feixe ¢
dividido. Sendo que uma parte ¢ refletida por um espelho fixo e de 14 refletido de volta ao
divisor de feixes, atravessando-o e atingindo a amostra e detector (setas vermelhas). A outra
parte da intensidade luminosa inicial € refletida pelo espelho moével (setas azuis). No momento
em que os dois feixes recombinam no divisor de feixes (apos serem refletidos nos espelhos fixo
e movel), havera construgdes ou interferéncia destrutiva dependendo da diferenca do caminho
optico, e medicao da intensidade da luz em relagao a posicao do espelho movel, chamado de
interferograma. Em seguida, o programa no computador converte os dados medidos em um
espectro, e entdo ocorrem duas transformagdes: uma pelo interferometro, uma pelo computador
(BARTH, 2007).

A intensidade destes picos ou bandas no espectro pode ser verificado no eixo vertical e
a posi¢ao das bandas, no eixo horizontal. Esta posi¢ao se apresenta em niimero de ondas, e tem
a unidade em centimetro inverso (cm™). A intensidade das bandas ainda pode ser apresentada
como transmitancia (T) ou absorbancia (A). A transmitancia ¢ a razao entre a intensidade da
radiacao transmitida (I) por uma amostra e a intensidade da radiacdo incidente (Io) e a

absorbancia ¢ o logaritmo decimal do inverso da transmitancia. Essa intensidade de absorcao
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estd diretamente relacionada a sua concentragdo, o que permite uma analise quantitativa do
composto (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2005). Dessa maneira, quanto maior for a
intensidade de uma banda, maior seré a concentracao de determinado composto em um produto,
e vice-versa. Para realizacao desse estudo optou-se pela apresentacdo em absorbancia.

A utilizagdo desse equipamento traz vantagens, como por exemplo, os elementos
atingirem o detector simultaneamente, tornando possivel a obtencdao de espectros em poucos
segundos. E também pelos espectros gerados terem maior poder de resolucdo e
reprodutibilidade, permitindo analise de dados complexos (HOOLER et al., 2009).

Nas biomoléculas, a maior absor¢ao espectral esta situada nas bandas referentes as
ligacdes N-H, C=0, C-O, C-H e P=0, presentes em lipidios proteinas, actcares e acidos
nucleicos. Deste modo, sistemas biologicos tais como proteinas, lipidios, biomembranas,
carboidratos e tecidos tém sido caracterizados com sucesso utilizando a espectroscopia no

Infravermelho (STUART, 1997).

3.6.3 Reflectancia Total Atenuada (ATR)

Com intuito de melhorar o processo de andlise de amostras e com os inimeros
aperfeigoamentos dos equipamentos espectroscopios, houve a necessidade do desenvolvimento
de um acessorio utilizando a Reflectancia Total Atenuada (ATR). Com esta técnica, a amostra
¢ posicionada sobre um cristal opticamente denso com alto indice de refragdo, como por
exemplo, o diamante. Como ilustra a Figura 17, a radiagdo infravermelha ¢ produzida e
direcionada, a um angulo especifico pelo equipamento, a qual passa através do cristal de
diamante em dire¢do a amostra. Parte do feixe de luz penetra uma camada fina da superficie da
amostra (0,5 um - 5,0 um) (onda evanescente), podendo ser absorvido, enquanto outra parte do
feixe de luz ¢ refletida e, em consequéncia, a radiagdo que atinge o detector traz informacdes

sobre a radiag@o IR absorvida pela amostra testada (BARTH, 2007).
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Figura 16: Funcionamento do ATR
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Fonte: Adaptado de BRUKER OPTICS (2014).

4. MATERIAL E METODOS

Considerando que o processamento de qualquer alimento provoca perdas nutricionais
e que no caso do leite humano pasteurizado essas perdas podem ocorrer alteragdes no valor
nutricional, viu-se a necessidade desse projeto de pesquisa, que tem como proposito investigar
a composi¢do do leite humano oferecido pelo BLH de Juiz de Fora, assim contribuindo com a
populagdo da cidade e regido, mais precisamente com as maes e criangas que dependem da
utilizagdo do leite humano coletado e ofertado pelo banco de leite do municipio.

Com o monitoramento da pasteuriza¢do do leite humano, espera-se a identifica¢do de
influéncias positivas e/ou negativas na qualidade do leite humano. Sabe-se que esse
procedimento ¢ importante para a manutencao da qualidade microbiolédgica do leite, no entanto,
alguns estudos tém apontado que no processo, ha uma possivel reducao no teor de lipidios e
proteinas, redug¢do de vitaminas hidrossoluveis, reducdo das propriedades imunoldgicas e a
inativacao de enzimas.

Deste modo, torna-se indispensavel especular com maior profundidade o efeito desse
processo sobre tais constituintes com objetivo de quantificar e interpretar as possiveis alteracdes
decorrentes de sua manipulagdo. Assim, o presente estudo envolveu a analise da composi¢ao

nutricional de amostras de leite ja estocadas no Banco de Leite humano de Juiz de Fora, desta
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maneira ndo existiu nenhum contato com as doadoras, no entanto, dados relativos ao periodo
de gestacdo e a lactacdo foram coletados das fichas de informagao das mesmas. Devido a isso,
o projeto ndo precisou ser submetido a0 Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos.
Assim, a quantidade de amostra foi de acordo com o estoque de doagdo de leite do local, por
consequéncia foram varios estagios de lactagdo (leite colostro, leite de transicao e leite maduro).
O estudo foi realizado com total de 129 amostras de leite cru e 129 amostras de leite
processado/pasteurizado, onde 6 amostras as mulheres estavam na fase colostro, 16 amostras

encontravam na transi¢ao e 107 amostras no estagio final maduro.

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS DE LEITE HUMANO

Para executar a doacdo do leite humano, as doadoras de Juiz de Fora e regido
receberam “kits” contendo touca, luvas, méscara e vidros estéreis, para que realizassem a coleta
de forma higiénica e foram orientadas a armazenarem o leite no congelador doméstico até
posterior envio ao Banco de leite. J4 na unidade fizeram os registros com informagdes das
doadoras e as amostras estiveram congeladas até o momento da pasteurizagdo. Todo o
processamento do leite humano foi efetuado no BLH do estudo, que passou pelo processo de
descongelamento, o qual foi cometido ao banho-maria a uma temperatura entre 40°C a 45°C,
apos este procedimento o material passou pela selecdo e classificagdo e reenvasado de forma
asséptica.

Na pasteurizacdo, os frascos ficaram em banho-maria até atingir a temperatura de
62,5°C durante 30 minutos. Apds essa técnica, o leite foi resfriado rapidamente em banho de
gelo a uma temperatura inferior a 5°C. Para a andlise, foram coletadas 2 mL de cada amostra
antes e apos a pasteurizacao em tubos Falcon estéreis, os quais foram transportados em caixas
isotérmicas contendo gelo seco reciclavel, com a temperatura entre 1,5°C a 5°C. As analises
foram realizadas no mesmo dia, no Laboratério de Espectroscopia no Infravermelho da
Universidade Federal de Juiz de Fora. No momento do reenvase se coletou as amostras de leite
cru e apds o processo de pasteurizacao, as amostras de leite pasteurizado.

A pesquisa foi realizada no equipamento espectrometro MIR (VERTEX 70) da marca
Bruker®, com acessorio ATR e Software OPUS® 6.5. As medidas foram realizadas em
absorbancia com resolucdo de 4 cm™ e varredura de 64 leituras no intervalo de 400 cm™' a 4000
cm’!. Para andlise dos dados se utilizou os softwares método Analise de Componentes
Principais (PCA) e OriginPro 8.5. As medidas foram realizadas em triplicata. Em espectros de

absor¢do, através de uma gota de leite: fazendo um feixe de luz na regido do infravermelho
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incidir sobre a substancia e determinando as frequéncias absorvidas por ela (LEITE & PRADO,
2012).

A amostra foi inserida sobre o cristal do ATR previamente limpo com alcool
isopropilico. O equipamento promove a leitura de acordo com os parametros selecionados, e,
ao final, oferece como resultado um espectro da média das 64 leituras, correspondente as
vibragdes dos componentes quimicos da amostra. Estes espectros foram avaliados e
comparados visualmente e a partir dos dados foram realizados calculos das médias para
posterior andlise. O espectro do LH foi convertido em arquivos de texto utilizando o software
OPUS 6.5. As absorbancias da regido MIR, foram submetidas a calculos de analise de
componentes principais (PCA) e também ao método dos minimos quadrados parciais (PLS),

para avaliagdes quantitativas.

4.2 HISTORICO DAS DOADORAS

A seguir o historico das amostras utilizadas para comparagdo espectral entre
leite cru e processado/pasteurizado, onde a identificagdo ocorreu através de numeragdo
e letra, conforme especificacdo: A codificagdo seguiu onumero de acordo com lote do
Banco de Leite do estudo, e as letras C para leite cru e P designado leite

processado/pasteurizado.

Tabela 11: Descri¢do das doadoras.

Data da coleta  Identificacao Dias de Estagiode Acidez Kcal Idade
da Amostra no da Amostra  Lactacdo Lactacio Dornic Gestacional
BLH-JF
27/06/2022 184 C—-1176 P 42 dias Maduro 6 619 38S 4D
27/06/2022 185C-1183P 44 dias Maduro 7 559 38S 4D
27/06/2022 202C-1178P 09 dias Transi¢do 6 608 38S
27/06/2022 219C-1159P 157 dias Maduro 4 613 37S
27/06/2022 234 C-1179P 52 dias Maduro 6 519 39S
27/06/2022 236 C—1167P 83 dias Maduro 5 611 40S 5D
27/06/2022 238C—-1169P 54 dias Maduro 6 519 39S 1D
27/06/2022 242 C—-1157P 37 dias Maduro 5 511 38S 4D
27/06/2022 243 C—-1171P 39 dias Maduro 5 660 38S 4D
27/06/2022 254 C—-1173P 49 dias Maduro 5 739 39S
27/06/2022 255C—-1184P 51 dias Maduro 7 619 39S
27/06/2022 256 C—1154P 07 dias Colostro 4 714 30S
27/06/2022 257C—-1156P 10 dias Transicao 4 511 30S
27/06/2022 261 C—1162P 65 dias Maduro 4 397 40S
27/06/2022 272 C—-1174P 33 dias Maduro 5 569 37S 3D
27/06/2022 264 C—-1180P 645 dias Maduro 6 400 41S 1D
28/06/2022 229 C-1189 P 08 dias Transicao 5 664 39S
28/06/2022 232 C—-1205P 49 dias Maduro 6 616 38S 4D



28/06/2022
28/06/2022
28/06/2022
28/06/2022
28/06/2022
28/06/2022
28/06/2022
28/06/2022
28/06/2022
28/06/2022
28/06/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
05/07/2022
06/07/2022
06/07/2022
06/07/2022
06/07/2022
06/07/2022
06/07/2022
06/07/2022
06/07/2022
06/07/2022
06/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
12/07/2022
19/07/2022
19/07/2022
19/07/2022
19/07/2022
19/07/2022

235C—-1201P
246 C—1186 P
247 C-1187P
248 C—-1196 P
249 C—-1190P
250C—-1191P
251 C-1192P
258C—-1188P
273 C—-1194P
274 C—-1195P
286C—-1199P
307C—-1244P
308C—-1237P
309C-1238P
312C—-1239P
313C—-1242P
316 C—1246 P
317C—-1258P
318C—-1263 P
319C—-1261P
320C-1243 P
321C—-1247P
329C—-1251P
334 C-1253 P
336 C—1255P
339 C-1260P
342C—-1236P
323C-1271P
340 C-1272P
344 C—-1285P
345C—-1275P
351C—-1286 P
352C-1266P
362C-1283 P
363 C—-1284P
364 C-1289 P
372 C—-1288 P
378 C—-1295P
375C—-1302P
380C—-1304 P
388C—-1294P
404 C—-1291P
401 C—-1297P
399 C-1308 P
389 C-1307P
412C-1312P
411C—-1293P
409 C—-1298 P
406 C-1310P
417C—-1301P
403 C—-1365P
480C-1372P
473 C—-1351P
474 C—-1352P
478 C—-1370 P

62 dias
06 dias
07 dias
08 dias
09 dias
10 dias
11 dias
12 dias
10 dias
11 dias
314 dias
194 dias
197 dias
199 dias
61 dias
50 dias
25 dias
27 dias
36 dias
37 dias
38 dias
54 dias
41 dias
40 dias
169 dias
646 dias
14 dias
58 dias
657 dias
17 dias
18 dias
27 dias
172 dias
109 dias
110 dias
12 dias
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27/07/2022 564 C—-1471P 102 dias Maduro 5 * 39S 4D

Fonte: Elaboragao propria com os dados fornecidos pelo BLH de Juiz de Fora, MG.

*Dados nao obtidos.

Para realizar a andlise estatistica multivariada utilizou-se do método de analise por
componentes principais (PCA), cujo propdsito ¢ a obtencdo de um pequeno numero de
combinagdes lineares (componentes principais — PC’s) de um conjunto de variaveis, que
retenham maiores informagdes contidas nas varidveis originais e a analise por agrupamento
hierarquico, em que se busca obter a melhor forma de agrupar um conjunto de objetos
compostos por variaveis conforme o grau de semelhanga. Dessa maneira, conseguimos extrair
o maximo de informagdes de uma tabela com muitas varidveis, convertendo-a em graficos
informatizados, a partir da combinag¢do linear das varidveis originais. Assim, pode-se dizer que
o PCA tenta agrupar aquelas variaveis que estdo altamente correlacionados (SIMAS, 2005).

De acordo com autores Santos et al. (2012) ao aplicar a técnica PCA a um conjunto de
variaveis, tendo como exemplo, espectros no infravermelho, o conjunto original ¢ substituido
por um novo conjunto de variaveis denominado de Componentes Principais (CPs). A
contribuicao de cada componente principal € apresentada em porcentagem e sua relevancia ¢
analisada segundo essa contribui¢do, melhor dizendo, a parcela de variancia total explicada pelo
componente. O método vem sendo utilizado aliada a espectroscopia MIR, uma vez que
fornecem espectros complexos, com grande numero de varidveis, com a PCA facilita a
visualiza¢dao dos dados em duas ou trés dimensodes, de modo que sé as informagdes relevantes

sejam consideradas (ALMEIDA, 2009).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES DE ESPECTROS DE INFRAVERMELHO

Nesta subsecao sdo apresentados os resultados das andlises espectroscopicas por FT—
MIR, onde foram identificadas as bandas de proteinas, lipidios e lactose nos espectros
infravermelhos. Para essa analise usamos apenas trés das amostras de leites, nos estagios de
lactagdo colostro 256 C - 1154 P, transi¢ao 202 C — 1178 P e maduro 219 C e 1159 P. Estas
amostras  foram  utilizadas  para  analisar a  alteracdo  produzida  pelo

processamento/pasteurizagdo e depois, para comparar as variagoes de composi¢des no leite
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cru e pasteurizado entre doadoras. Os espectros (Figura 17) mostram as regides de lipidio,
proteinas e lactose, juntamente com agua, uma vez que essas biomoléculas sdo os componentes
mais abundantes do LH.

Foram calculadas as 4reas nos intervalos de: 2995 e 2830 cm™ referente a regido de
lipidios, 1700 ¢ 1590 cm™! regido de amida I de proteinas e 1190 e 955 cm™! regido de lactose.
Sendo que a regido de 2995 a 2830 cm™! se relaciona aos modos de vibragdo dos grupos CHa e
CH3 de acidos graxos; a de 1700 a 1590 cm™!, a amida I da proteina que representa 80 % da
vibragio do estiramento C=0 e a de 1190 a 955 cm™, as vibra¢des das ligagdes C-O-C de
polissacarideos (MANTSCH; CHAPMAN, 1996). Por verificagdo visual, nos espectros de LH
cru e apos o processo de pasteurizacdo foi possivel observar as diferencas nos contornos de
bandas e/ou intensidades relativas entre os picos, em alguns momentos foi maior a concentracao

de um determinado composto, indicando variagdes na composi¢ao do leite humano.

Figura 17: Espectro FT-MIR de leite humano de doadora no estagio de lactacdo colostro 256 C -

1154 P, para averiguacao da alteragdo produzida pelo processamento/pasteurizagao.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 18: Espectro FT-MIR de leite humano de doadora no estagio de lactagdo transicdo 202 C

— 1178 P, para averiguagdo da alteracdo produzida pelo processamento/pasteurizacao.
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Figura 19: Espectro FT-MIR de leite humano de doadora no estagio de lactagdo maduro 219 C

e 1159 P, para averiguagdo da alteragdo produzida pelo processamento/pasteurizagéo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

O aumento dos componentes de lipidios, proteinas e lactose depois da pasteurizagado

pode levar a equivocos quanto ao aporte nutricional. Resultados parecidos foram encontrados
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pela autora Heche (2013) utilizando espectroscopia no infravermelho médio, onde constatou
que apoOs o processamento/pasteurizagdo o leite torna-se mais homogéneo e perde suas
caracteristicas individuais. J4 o autor Borgo (2010) disse que essas alteracdes podem ser
causadas por varios fatores, como falta de homogeneizacao no processamento e coalescéncia
dos globulos de gordura, adesdo de moléculas de gordura nas paredes internas dos recipientes
utilizados no processo.

Sabe-se que a pasteurizagdo € um dos principais métodos utilizados para extensdo da
vida util de um alimento tendo como base os tratamentos térmicos convencionais, que fornecem
a seguranga e conservagao necessarias, embora possa levar a perda de propriedades sensoriais
e nutricionais. Em estudo realizado pelos autores Favaretto et al. (2016) foi demonstrado que o
processo de pasteurizacdo influenciou negativamente nas caracteristicas fisico-quimicas do
mesmo, diminuindo o teor de lipideos e proteinas, intervindo em seu valor nutritivo e
diminuindo a qualidade do produto. Os autores explicam que essa diminui¢do do teor de
proteinas pode estar associada ao calor empregado na técnica de pasteurizagdo, quando
submetidas ao aquecimento as proteinas se desnaturam.

Para comparar as variagdes de composigdes no leite cru e pasteurizado entre doadoras
nos estagios de lactacdo, utilizou-se as mesmas amostras anteriores, fase colostro 256 C - 1154

P, transi¢do 202 C — 1178 P e maduro 219 C e 1159 P.



57

Figura 20: Espectro FT-MIR de leite humano de doadoras de leite cru, nos estagios de lactagdo

colostro 256 C - 1154 P, transi¢do 202 C — 1178 P e maduro 219 C e 1159 P, para comparagdo as

variagoes de composic¢des no leite cru e pasteurizado entre doadoras nos estagios de lactacao.
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Figura 21: Espectro FT-MIR de leite humano de doadoras apds o processo de pasteurizagdo, nos
estagios de lactacdo colostro 256 C - 1154 P, transigdo 202 C — 1178 P ¢ maduro 219 C e 1159 P,
para comparagdo as variagdes de composicdes no leite cru e pasteurizado entre doadoras nos estagios

de lactacao.
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Com esses espectros foi possivel observar que existem variagdes na composi¢ao do
leite do humano, em relagao aos estagios de lactagao colostro, transicdo e maduro, contudo esse
dado ficou mais evidente apds a pasteurizagdo, precisando levar em consideragdo que
analisamos os dados de apenas trés amostras das 129 amostras coletadas na analise dos
espectros. Os resultados apresentados demonstraram coeréncia com o exposto na literatura,
trazendo fundamento para realizacdo de mais estudos, sendo que a espectroscopia no
infravermelho se mostrou bastante util para analisar as amostras de leite humano bem como

caracterizar seus principais componentes, lipidios, proteinas e lactose.

5.2 ANALISES DE COMPONENTES PRINCIPAIS

Nesta subsecdo sdo apresentados todos os graficos dos scores das andlises dos
componentes principais referentes as amostras de leite cru e do pasteurizado nas trés fases

(colostro, transi¢do e maduro).
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5.2.1 Analise de componentes principais em amostras de leite: colostro, transicao e

maduro.

Ao fazer o PCA definimos um padrao, no qual os pontos dentro da esfera se encontram
dentro da média, que sdo definidas pelo proprio conjunto de dados que foi medido, os pontos
que sairam da média, ¢ um leite que por alguma razao estd com uma caracteristica diferente
das outras amostras, pode-se observar que alguns apresentaram diferentes, uma justificativa
para isso seria a variabilidade da composi¢do do leite entre os individuos, isso pode ter sido
influenciado pelos fatores intrinsecos e extrinsecos a amamenta¢do. Como exemplo desses
fatores intrinsecos, cita-se, momento de coleta (antes e depois de mamada), idade gestacional,
idade e paridade materna, dieta materna, diferencas individuais, adequacao do peso de
nascimento a idade gestacional (CALIL et al. 2011). E com relagdo aos fatores extrinsecos,
a maneira como ocorreu a manipulagdo dos tais leites no BLH até o momento da coleta das
amostras.

Ja em relacdo a diferenca do leite cru e pasteurizado maduro, a principio nao
conseguimos constatar que a pasteurizacao estaria afetando na composi¢do dos leites, o que
pode ser justificado pela forma como foi efetuado as analises e devido a quantidade de
amostras que foi realizado o estudo, visto que o leite humano ¢ um alimento dificil de ser

obtido pelos Bancos de Leite.

Figura 22: Andlise de componente principal. Leite maduro cru e pasteurizado.

Principal Component Analysis (PCA)

@ Mature (raw) @ Mature (Pasteurized)
95% Confidence Ellipsoid for MADCRU 95% Confidence Ellipsoid for PC3

Fonte: Elaboracao Propria.
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Figura 23: Analise de componente principal. Leite transi¢ao.
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Fonte: Elaboragao Propria.

Figura 24 Analise de componente principal. Leite colostro.

@ Colostro cru
95% Confidence Ellipsoid for Scores
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Fonte: Elaboragao Propria.

5.2.2 Analise de componentes principais para diferenciar as fases do leite.
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Nesta subse¢do conseguimos diferenciar através da técnica de espectroscopia os dois
tipos de leite: colostro e maduro. De acordo com os autores Calil et al. (2011) o leite humano
sofre modificacdo em sua composi¢ao nas fases de lactagdo, onde o colostro possui uma maior
concentracdo de proteinas, minerais, vitaminas, uma menor por¢ao de lactose, gorduras e
vitaminas do complexo B. Na fase de transi¢do, a sua composi¢do existe uma diminui¢do do
volume de proteinas, contudo ¢ rico em gordura e lactose. E o leite maduro, contém todos os
nutrientes necessarios para o desenvolvimento fisico e cognitivo para o recém-nascido. Sua
composi¢ao ¢ um equilibrio perfeito entre macronutrientes (proteina, carboidrato e lipideos) e

micronutrientes (vitaminas € minerais).

Figura 25: Analise de componente principal. Leite colostro e maduro.
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Fonte: Elaboragao Propria.

5.2.3 Anadlise para quantificar as propriedades do leite.

Por meio do método dos minimos quadrados parciais foi possivel encontrar o melhor
ajuste para um conjunto de dados fornecidos pelo Banco de Leite, uma vez que cada espectro
desse corresponde a tais medidas que foram feitas no local do estudo. Comparados aos
resultados das analises do equipamento de espectroscopia, tentando minimizar a soma dos

quadrados das diferencas entre o valor estimado e os dados observados, permitindo assim
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curvas de ajustes de kcal e Acidez. O método consiste no estabelecimento de uma matriz de
correlagdo, na qual sdo extraidas as informagdes essenciais dos espectros, e relacionadas as
grandezas medidas (neste caso, acidez e valor nutricional). Os residuos sao descartados e o
modelo construido utiliza um nimero pequeno de fatores que carregam pelo menos 90% da
variancia dos dados. Normalmente, o nimero de fatores varia entre 2 e 10.

Até o momento esse ¢ um resultado preliminar, mostrando que existe potencial para
realizar as analises, o que seria muito interessante para os bancos de leite que ndo haveria a
necessidade de realizar andlises de determina¢do de acidez e kcal, poupando gastos com
reagentes e tempo com os processos. Este método permite estabelecer correlacdes entre as
quantificagdes de acidez e valor nutricional obtidas no Banco de Leite com os espectros
obtidos para as amostras. Naturalmente, os modelos sao melhores (com melhor capacidade de
predi¢dao), quando ha significativa variagdo dos valores das propriedades a serem
correlacionadas. Por isso, sugerimos a realizagdo de mais medidas para aprimorar os modelos.
A figura 27 mostra o resultado do modelo para o valor nutricional, comparando as previsoes e
os valores efetivamente medidos no Banco de Leite. Observa-se uma dispersao e também a
dependéncia linear entre ambos. Um ajuste perfeito forneceria o valor de R?=1, contudo, a
faixa de 0.7 a 1 ¢ considerada boa. O slope da curva de ajuste foi de 0.75, enquanto que o
intercept foi de 163 indicando que seria necessario efetuar pré-processamento mais apurado
dos espectros. Os valores ideais seriam, respectivamente, 1 e 0. Ha varias formas de otimizar

os resultados, entre os quais o aumento do numero de amostras, exclusdo de outliers.
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Figura 26: Método dos minimos quadrados parciais para quantificar Kcal no leite humano.
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Fonte: Elaboragao Propria.

A figura 28 mostra o resultado do ajuste para a acidez Dornic do leite humano. Neste
caso, os resultados foram melhores, se comparados aos do valor nutricional, com R?=0.98.
Além disso, observa-se que a grandeza slope tem valor de 0.98, o que também ¢ um indicador

da qualidade do modelo. Na situagdo ideal, o slope deve se aproximar de 1.
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Figura 27: Método dos minimos quadrados parciais para quantificar Acidez no leite humano.
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Fonte: Elaboragao Propria.

Assim, € possivel afirmar que espectroscopia infravermelha apresentou sensibilidade
para quantificar as propriedades analisadas, conseguindo acusar amostras que nao estariam

dentro do padrao.

6. CONCLUSAO

As analises espectrais juntamente com os célculos das intensidades relativasdas bandas
de lipidios, proteinas e lactose, mostraram uma variabilidade de concentracdes das
biomoléculas entre as amostras de leite obtidas em BLH, antes e depois do
processamento/pasteurizagdo. Dessa forma, viu-se a necessidade das analises do PCA e do
método dos quadrados minimos, onde chegamos a conclusdao que nao foi constatado que a
pasteurizacdo estaria alterando os componentes do leite, existindo a necessidade de um outro
estudo com mais amostragem. Contudo, outras conclusdes relevantes foram obtidas:

- A técnica de infravermelho por transformada de Fourier se mostrou capaz de
identificar amostras fora do padrao.

- A técnica foi capaz de diferenciar estdgios diferentes do leite humano (colostro,

transi¢do ¢ maduro).
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- Foi possivel obter dados preliminares que indicam que o infravermelho por
transformada de Fourier pode estabelecer correlacdes quantitativas entre espectros e acidez
Dornic e também o valor nutricional.

Em resumo, a técnica de espectroscopia no Infravermelho se mostrou bastante 1til para
analisar as amostras de leite humano bem como estimar as propriedades do leite em acidez e
Kcal. Também apresentou sensibilidade para diferenciar as fases do leite humano. Sugere-se o
seguinte trabalho para o futuro: fazer uma comparagdo das andlises em espectroscopia
infravermelha com métodos tradicionais de determinagdo de proteina, carboidrato e lipideos

em leite humano.
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