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RESUMO

Os lipidios do leite humano se destacam pelas inUmeras fungdes nutricionais e
fisiolégicas que favorecem o desenvolvimento do lactente. Este nutriente contém
mais de 200 acidos graxos, com um perfil caracterizado pela menor concentracéo de
acidos graxos saturados, maior teor dos acidos oleico e linoleico, e fontes de acidos
graxos poli-insaturados. Essa composicéo aliada a organizacdo e a constituicdo da
membrana do globulo de gordura fazem com que o leite humano seja o alimento
ideal para os lactentes. Contudo, situacbes como a de lactentes prematuros, ou
ainda aquelas em que ha a contraindicagdo da amamentacdo, determinam a
necessidade do uso de férmulas infantis como um completo ou substituto parcial do
leite humano. O objetivo deste estudo foi determinar o perfil lipidico e o diametro dos
glébulos de gordura de formulas infantis para lactentes. Foram coletadas amostras
10 formulas infantis para lactentes, de trés diferentes lotes, utilizadas como
substituto ao leite humano no Hospital Materno Infantii de Brasilia (HMIB),
totalizando 30 amostras. A amostra de leite humano foi constituida por um pool de
amostras de 10 doadoras de leite maduro proveniente do banco de leite do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB), que foi utilizado como padrdo. Os lipidios totais
foram quantificados pelo método butirométrico de Gerber — Van Gulik. Os lipidios
das formulas infantis para lactentes foram extraidos pelo método de Bligh & Dyer. A
esterificacdo foi realizada segundo Christie,1989. A analise dos acidos graxos
esterificados foi realizada no cromatografo gasoso CG-2010 Shimadzu com detector
MS-QP2010 Plus, com autoinjetor AOC-5000. A separacdo dos acidos graxos foi
feita utilizando a Coluna J & W Scientific 122-2362 DB-23, 60m (comprimento), 0.25
mm ID (didmetro interno), 0.25 pum (espessura do filme). As condi¢des
cromatograficas foram: temperatura do injetor modo split, 260 °C; temperatura inicial
da coluna 140 °C por 5 minutos, programada para aumentar em 2 °C a cada minuto
até atingir 240 °C, no final dos 56 minutos da corrida cromatografica. Como gas de
arraste foi utilizado o hélio, com vazéo de 0,40 ml/minuto. A temperatura do detector
foi de 260 °C. O volume injetado foi de 1uL. A identificacdo dos &cidos graxos foi
feita por comparagcdo com o tempo de retencao do padréo de acidos graxos Supelco
37 component FAME mix (Supelco®, USA). Para determinar o diametro dos glébulos
de gordura foi utilizada a técnica de microscopia eletrbnica de varredura. Os
resultados foram expressos em percentual em relacdo a area dos acidos graxos
totais. Os dados obtidos nessa pesquisa revelaram diferencgas significativas entre as
férmulas infantis para lactentes e o leite humano, e entre as formulas infantis
analisadas, com relacdo ao percentual de lipidios totais e ao perfil de 4cidos graxos,
exceto para as fracdes de acido linoleico e de &cido linolénico. Com relacdo ao
didametro dos globulos de gordura das férmulas infantis para lactentes, excetuando-
se uma amostra, todas elas diferiram significativamente com relacdo ao leite
humanao.

Palavras-chaves: Férmulas infantis para lactentes. Lipidios totais. Perfil de acidos
graxos. Diametro dos globulos de gordura. Acido linoleico. Acido linolénico.
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ABSTRACT

The human milk lipids are highlighted by the numerous nutritional and physiological
functions that favor the development of the infant. This nutrient contain more than
200 fatty acids, with a profile characterized by a lower concentration of saturated fatty
acids, higher content of oleic and linoleic acids, and sources of polyunsaturated fatty
acids. This composition together with the organization and the formation of the fat
globule membrane make human milk the ideal food for breastfeeding’s. However,
situations such as premature infants, or those in which there is breastfeeding
contraindication determine the necessity of the use of infant formula as a partial or
complete substitute for human milk. The aim of this study was to determine the lipid
profile and the diameter of the infant formula for infant’s fat globules. Were collected
ten samples of infant formulas for infants of three different batches, used as a
substitute for human milk in the and Child Hospital of Brasilia (HMIB), totaling 30
samples. The human milk sample consisted of a pool of samples from ten donors
mature milk from the milk bank at the University Hospital of Brasilia (HUB), which
was used as standard. The total lipids were quantified by butyrometer method of
Gerber - Van Gulik. Lipids of infant formula were extracted by Bligh & Dyer method.
The esterification was carried out according to Christie,1989. The analysis of the
esterified fatty acids was performed on gas chromatograph Shimadzu GC-2010 with
MS-QP2010 Plus detector with auto injector AOC-5000. The separation of fatty acids
was performed using J & W Scientific Column 122-2362 DB-23. Established
chromatographic conditions were: split mode 260 °C, initial column temperature 140
°C for 5 minutes, programmed to increase at 2 °C every minute until reaching 240 °C
at the end of the 56 minutes from the chromatographic run. As a carrier gas was
used helium with a flow rate of 0.40 mL / minute. The detector temperature was 260
°C. The volume injected was 1pL.As the carrier gas used was helium, with
continuous flow column of 0.40 ml / min. The volume injected was 1uL. The
identification of each fatty acid was made by comparison with the standard retention
time of fatty acids Supelco component 37 FAME mix (Supelco®, USA). To determine
the diameter of fat globules was used the technique of scanning electron microscopy.
The results were expressed as percentage of the area of each fatty acid in relation to
the area of total fatty acids. The data obtained in this study revealed significant
differences between infant formula and human milk, and between infant formulas
analyzed with respect to the percentage of total lipids and fatty acid profile, except for
the fractions of linoleic acid and acid linolenic. With respect to the diameter of the fat
globules in infant formula, except for one sample, all they differed significantly with
respect to human milk.

Keywords: Infant formula for breastfeeding’s. Total lipids. Fatty acid profile. Diameter
of the fat globules. Linoleic acid. Linolenic acid.
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1. INTRODUCAO

Os lipidios do leite humano se destacam pelas inGmeras funcdes nutricionais
e fisiolégicas que favorecem o desenvolvimento do lactente. Cerca de 98% dos
lipidios totais no leite humano estdo como ésteres de trigliceridios, e 90% destes sé&o
acidos graxos. Assim, os acidos graxos esterificados correspondem a 88% da fracéo
lipidica.

Esses nutrientes contém mais de 200 acidos graxos, e, comparativamente ao
leite bovino, contém menor concentracdo de &cidos graxos saturados, maior teor dos
acidos oleico e linoleico, pequena quantidade de outros poli-insaturados e menor
atividade hipercolesterolémica. Sédo fontes de &cidos graxos poli-insaturados —
incluindo os acidos linoleico n-6 (18:2n-6) e a-linolénico n-3 (18:3n-3), ambos
essenciais, e seus derivados 20:4n-6, 20:5n-3, e 22:6n-3, necessarios as inimeras
funcdes fisiolégicas (BELDA; POURCHET-CAMPOS, 1991; JENSEN, 1999;
SINCLAIR, 2000; McMANAMAN & NEVILLE, 2003; von SCHACKY, 2004).

O conteudo total de lipidios e a composi¢cdo de &acidos graxos sdo variaveis,
sendo a adiposidade, a duracdo do periodo de lactacdo, o estagio de lactacdo, a idade
materna fatores de modulacdo positiva, enquanto a desnutricdo materna, infeccoes,
disturbios metabdlicos, medicamentos sdo considerado fatores negativos de modulacéo,
além de fatores genéticos, habitos alimentares, dieta materna, idade gestacional,
horménios, paridade, variacdo diaria entre as lactagbes (COSTA & SABARENSE,
2010).

Pesquisas recentes mostram, ainda, que ndo apenas o perfil de &cidos
graxos, mas também a composicdo e a organizacdo das membranas dos glébulos
de gordura do leite humano desempenham papel relevante na digestdo e absorcao
de nutrientes, com preservacao de propriedades funcionais Unicas, que promovem o
desenvolvimento do lactente, incluindo a protecdo imunoldgica (GARCIA & INNIS,
2013).

Contudo, situacdes especificas como a de lactentes prematuros ou aquelas
em que ha a contraindicagcdo da amamentacédo — infeccdo materna pelo virus HIV,
HTLV (Virus Linfotréfico Humano de Células T), citomegalovirus, herpes simples ou

herpes-zoster, varicela, hepatite C, hanseniase, doenca de Chagas, entre muitas



outras, determinam a necessidade da suplementacdo alimentar de lactentes, em
complementacdo ou em substituicdo ao leite humano (COSTA & GOTLIEB, 1998;
FERREIRA, 1990; HYLANDER, et al., 1996).

Nessas situacfes, a alternativa segura se concretiza no uso de formulas
infantis para lactentes, que se caracterizam como um alimento para uso dietético
especial exclusivo para lactentes, devido a sua composicdo similar a do leite
humano, ou a sua adequacdo como um completo ou substituto parcial do leite
materno (INFANT NUTRITION AND FEEDING, 2009).

Nas Ultimas décadas, muitas pesquisas foram desenvolvidas pelos
fabricantes de formulas infantis na busca de encontrar formulagbes equilibradas
nutricionalmente e semelhantes ao leite humano, especialmente quanto a relagéo
entre os acidos graxos n-6 (C18:2 — linoleico) e n-3 (C18:3 — linolénico) (INFANT
NUTRITION AND FEEDING, 2009; CARVER, 2003; STRAARUP et al., 2006). Isto
porque os acidos graxos essenciais (AGE) compdem uma classe de moléculas que
ndo podem ser sintetizadas pelo organismo, devido a caréncia de enzimas
dessaturases e hidrogenases (KOLETZKO et al, 2003; SILVA et al, 2007b).

Apesar do avanco no processo tecnolégico, essas formulas ainda apresentam
grandes diferencas na composi¢ao quando comparadas ao leite humano (CARVER,;
2003). Os principais &cidos graxos presentes nos Oleos vegetais sdo os acidos
oleico (AO), linoleico (AL) e linolénico (ALA), mas a presenca desses nutrientes nas
férmulas infantis ndo assegura a ingestdo adequada do acido a-linolénico e dos
derivados dos acidos graxos de cadeia longa (EPA, DHA e ARA).

As férmulas infantis, liquidas ou em po, sdo, geralmente, produtos a base de
leite de vaca ou de outros animais, ou de uma mistura destes e/ou de outros
ingredientes comprovadamente adequados para alimentacéo de lactentes e criancas
de primeira infancia. Assim, estdo agrupadas como: Férmula infantil para lactentes e
de seguimento para lactentes e; Formula infantil para lactentes a base de leite de
vaca — se o0 leite de vaca for a Unica fonte de proteinas, e Formula infantil para
lactentes a base de soja — se a soja for a Unica fonte de proteina.

Considerando os recentes avangos sobre o entendimento da MGGL do leite
humano e o fato de que as formulas infantis para lactentes séo constituidas por uma

mistura de ingredientes de origem animal e/ou vegetal com o objetivo de mimetizar a



composicdo quimica do leite humano maduro, torna-se também fundamental
aprofundar o conhecimento cientifico de tais diferencas que levam a distintas
alteracdes na digestédo e absorcéo dos lipidios do leite.

Em razdo da existéncia de estudos consistentes que indicam que a fracéo
lipidica das formulas infantis para lactentes desempenham papel relevante no
desenvolvimento dos lactentes, por seu valor nutricional e fisiolégico, esta pesquisa
teve como objetivo caracterizar o perfil de acidos graxos e determinar o diametro dos

glébulos de gordura em férmulas infantis para lactentes.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Lipidios do leite humano

O leite humano é indiscutivelmente o alimento que reldne as caracteristicas
fisico-quimicas e nutricionais adequadas ao lactente, além de inUmeras vantagens
imunologicas e psicologicas, atuando também na melhoria do processo digestivo, no
sistema gastrointestinal, na diminuicio da morbidade e mortalidade infantis. E
consensual a importancia do aleitamento materno exclusivo, principalmente nos
primeiros 6 meses de vida do lactente (BUTTE et al.,1984; GIUGLIANI & VICTORIA,
1997; MARQUES et al., 2006; SILVA et al., 2007 (a)).

Nos Estados Unidos, a American Academy of Pediatrics (AAP) recomenda o
aleitamento materno no 1° ano de vida do lactente a termo e reconhece os
beneficios do leite humano no manejo de lactentes prematuros. No Brasil, ao final da
década de 1970, se retomou o estimulo ao aleitamento materno, na busca de uma
nutricdo adequada e a consequente diminui¢cdo da mortalidade infantil (LAMOUNIER
et al., 2001; MARTINS, 2001).

Entre os macronutrientes, os lipidios do leite materno se destacam pelas
inumeras funcdes nutricionais e fisioldgicas que favorecem o desenvolvimento do
lactente. Cerca de 98% dos lipidios totais no leite humano estdo como ésteres de
trigliceridios, e 90% destes sdo acidos graxos. Assim, 0s acidos graxos esterificados
correspondem a 88% da fracdo lipidica. O restante da fracdo lipidica é constituido

por fosfolipidios (0,8%), colesterol (0,5%); vitaminas lipossolaveis; 50% do valor



calorico total do leite humano sdo provenientes dos lipidios (KOLETZKO et al., 2001,
LIRA, 2002; JENSEN, 1999).

O leite humano €, portanto, um fluido muito complexo no qual as moléculas de
carboidratos e de alguns sais minerais estdo em solucéo verdadeira; a caseina se
encontra em uma fase dispersa, coloidal; as moléculas de lipidios apresentam-se na
forma de glébulos, de cerca de 4 um de diametro, emulsificados na fase aquosa
(SILVA et al., 2005; SILVA (a) et al., 2007).

A manutencdo dessa emulséo se deve a formacdo de camadas bipolares de
fosfolipidios, proteinas, mucopolissacaridios, organizadas de modo a constituirem a
membrana do globulo de gordura do leite, com area superficial suficientemente
grande (500cm?/mL) que permite a adesdo de enzimas lipoliticas e de outros
componentes.

Os lipidios do leite humano contém mais de 200 &cidos graxos e,
comparativamente ao leite bovino, contém menor concentracdo de &cidos graxos
saturados, maior teor dos acidos oleico e linoleico, pequena quantidade de outros
poli-insaturados e menor atividade hipercolesterolémica. Os acidos graxos sao
monocarboxilicos, alifaticos (cadeia aberta), saturados ou insaturados. Neste ultimo
caso, podem apresentar uma ou varias insaturacfes e isomeria geométrica cis,
como em todas as gorduras dietéticas, ou trans, comum no leite e carne de
ruminantes e em gorduras parcialmente hidrogenadas. Sao solUveis em solventes
organicos apolares, caracteristica resultante da sua fracdo hidrofébica (cadeia
hidrocarbonada) (BORGO, 2011).

A denominacdo dos acidos graxos segue, normalmente, a nomenclatura
classica da quimica organica; o carbono 1 é aquele que faz parte do grupo funcional
(grupamento carboxila). Para o acido palmitico, a nomenclatura € 16:0; para o oleico,
18:1; e para o linoleico, 18:2. Nessa nomenclatura, 16 e 18 se referem ao nimero de
atomos de carbono na cadeia; 0, 1 e 2 indicam, respectivamente, o niumero de
ligacdes duplas em cada caso. Assim, a posicdo da ligacdo dupla é dada pelo
namero indicado entre parénteses, a partir da fungéo organica: 18:1 (9), 18:2 (9,12)
(JENSEN, et al., 1995).

Na década de 1980, pesquisas identificaram novas inter-relacdes entre as

estruturas e os efeitos biolégicos dos acidos graxos de modo que, do ponto de vista



bioquimico, era mais importante notar o que ocorria proximamente ao grupo final da
cadeia carboOnica (grupamento metila) do que no grupo inicial (carboxila). Assim, foi
proposto que a numeracdo dos carbonos da cadeia ocorresse a partir do
grupamento metila terminal, ou carbono 6mega (), que representa a Ultima letra do
alfabeto grego. Portanto, se a primeira ligacdo dupla ocorresse entre os carbonos 3
e 4 (a partir de Gmega) o composto seria um -3; se ocorresse entre 0s carbonos 6
e 7, um o-6; se entre os carbonos 9 e 10, um ®»-9 (BELDA; POURCHET-CAMPQOS,
1991). Segundo Jensen et al. (1995), a letra n € preferivel a 6mega, que prevalece
na literatura mais antiga. Desse modo, 18:2(9,12) torna-se 18:2 n-6.

A sintese de acidos graxos insaturados ocorre a partir dos saturados por um
processo enzimatico catalisado por dessaturases, no figado. No caso dos animais,
gue possuem apenas a dessaturase delta-9, somente séo sintetizados o acido oleico
e sua familia n-9. Desse modo, o acido a-linolénico (AAL), precursor da familia dos
AGPI n-3, e o acido linoleico (AL), precursor dos AGPI n-6, que representam,
respectivamente, as familias n-3 e n-6, sdo considerados essenciais. A partir do n-3,
por alongacdo e dessaturacdo (Figura 1), sao sintetizados o0s acidos
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) e docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3),
necessarios para a higidez das membranas biol6gicas, para a retina, cortex cerebral,
tecido nervoso, testiculos e plaquetas sanguineas (STANNER, 2000).

O acido araquidonico (ARA) é o metabdlito mais importante do acido linoleico
nos tecidos animais, tanto do ponto de vista quantitativo quanto biolégico.
Geralmente, ele é o &cido graxo poli-insaturado mais abundante na fracdo de
fosfolipidios e precursor de varias familias de eicosanoides, como as
prostaglandinas da série 2 (PGz2), tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas (mediadores
anti-inflamatérios) (CHRISTIE, 1989, 2010).
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Figura 1: As familias dos acidos graxos poli-insaturados (STANNER, 2000)

O EPA é um dos mais importantes acidos graxos na familia n-3. E um
constituinte dos fosfolipidios nos tecidos animais, especialmente do cérebro, e é
precursor da série PGs. De acordo com Christie (2010), h& grande interesse sobre o
papel desse nutriente nos distarbios neurolégicos, como a esquizofrenia.

O DHA é o ponto final do metabolismo do &cido linolénico nos tecidos
animais. Também €é um constituinte dos fosfolipidios animais; neurdnios e retina,
particularmente, possuem alta concentracdo desse acido. Sua concentracdo nos
tecidos tem sido correlacionada com varias doencas; é essencial para muitas
funcdes neuroldgicas e, juntamente com o colesterol, pode atuar como modulador
da estrutura e fungdo das membranas (CHRISTIE, 2010).

Estudos mostraram que esses dois acidos graxos incorporam-se ao tecido
adiposo, sendo eliminados pela glandula mamaria (BELDA & POURCHET-
CAMPOS, 1991). Providencialmente, o leite humano é fonte de acidos graxos n-3 e
n-6; no entanto, sua concentracao depende da quantidade ingerida pela mée.

Os lipidios do leite humano s&o, portanto, fontes de acidos graxos poli-
insaturados — incluindo os acidos linoleico n-6 (18:2n-6) e o a-linolénico n-3 (18:3n-
3), ambos essenciais, e seus derivados 20:4n-6, 20:5n-3, e 22:6n-3, necessarios as
inimeras funcdes fisiologicas descritas anteriormente (BELDA; POURCHET-
CAMPQOS, 1991; JENSEN, 1999; SINCLAIR, 2000; McMANAMAN & NEVILLE, 2003;
von SCHACKY, 2004) (Tabela 1).



O conteudo total de lipidios e a composicao de acidos graxos do leite humano
sdo variaveis, sendo a adiposidade, a duragédo do periodo de lactacdo, o estagio de
lactacdo, a idade materna fatores de modulacdo positiva, enquanto a desnutricao
materna, infecgcdes, disturbios metabolicos, medicamentos sdo considerado fatores
negativos de modulacdo, além de fatores genéticos, habitos alimentares, dieta
materna, idade gestacional, hormonios, paridade, variacdo diaria entre as lactacdes
(COSTA & SABARENSE, 2010).

Pesquisa realizada com 34 mulheres, com um periodo de lactacdo maior que
um ano e 27 mulheres com periodo de lactacdo de dois a seis meses, estimaram o
conteudo de gordura do leite humano e os resultados indicaram uma correlagdo
positiva e significante entre os niveis de gordura e o conteddo de energia com o
periodo de amamentacdo superior a um ano. Contudo, a andlise de regressao
multivariada mostrou que os teores de gordura e de energia ndo foram influenciados

pela idade materna, dieta e indice de massa corporal (MANDEL et al., 2005).

Tabela 1: Composicdo em acidos graxos dos leites bovino e humano em g/100g de
gordura (JENSEN et al., 1990)

Acido Graxo Bovino Humano
Butirico (C4:0) 3,3 -
Caproico (C6:0) 1,6 Tracos
Caprilico (C8:0) 1,3 Tracos
Céaprico (C10:0) 3,0 1,3
Ladrico (C12:0) 3,1 3,1
Miristico (C14:0) 14,2 51
Pentadecandico (C15:0) 1,3 Tracos até 0,4
Palmitico (C16:0) 42,7 20,2
Palmitoléico (C16:1; 9c) 3,7 57
Esteérico (C18:0) 57 6,0
Oléico (C18:1; 9c) 16,7 46,4
Linoléico (C18:2; 9,12cc) 1,6 13,0
Linolénico (C18:3; 9,12,15ccc 1,8 1.4
Total de saturados 76,2 36,1

Hipercolesterolénicos 61,3 28,8




A fase de lactacao (colostro, leite de transicédo e leite maduro) influencia o
conteudo total de lipidios (JENSEN, 1999; YAMAWAKI et al., 2005) (Tabela 2). Os
triacilglicerdis sdo o0s componentes mais abundantes e nao sofrem grandes
alteracdes entre as fases de lactacdo; entretanto, os fosfolipidios e o colesterol
podem sofrer variagbes de mais de 50% e 60%, respectivamente, no primeiro
trimestre de lactagdo. Sobre o contetado de esterdis do leite humano, valores em
torno de 10 mg/dL a 20 mg/dL, quando comparado ao leite de vaca, séo
considerados elevados; o colesterol é a fracdo preponderante (90%
aproximadamente) (JENSEN, 1999; EUCLYDES, 2000). A elevada ingestdo de
colesterol pelo recém-nascido, comparada a ingestdo do adulto, tem sido sugerida
como um fator benéfico, uma vez que o colesterol esta envolvido na sintese de
mielina, indispensavel para o desenvolvimento do sistema nervoso central, além de
ser utilizado para a producdo de &cidos biliares e horménios (COSTA &
SABARENSE, 2010).

Tabela 2: Principais classes de lipidios do leite humano em diferentes periodos de

lactacéo
Porcentagem de lipideos ao longo da lactagéo
Classe de Lipideo Colostro Transicao Maduro Maduro Maduro
(3 dias) (7 dias) (21 dias) (42) dias) (84 dias)
Lipideos totais %* 2,04 2,89 3,45 3,19 4,87
Colesterol (%) %** 1,30 0,70 0,50 0,50 0,40
g/dL 34,50 20,20 17,30 17,30 19,50
Fosfolipideos %** 1,10 0,80 0,80 0,60 0,60
Triacilglicerol %** 97,60 98,50 98,70 98,90 99,00

* Porcentagem no leite (g/dL). * * Teor expresso em peso%, em relagdo ao conteldo total de lipideos.
Fonte: COSTA & SABARENSE (2010), adaptado de JENSEN (1999).

Estudo realizado no Japdo com 1.197 nutrizes em diferentes estagios de
lactacdo mostrou (1 a 365 dias pos-parto) que o teor lipidico aumentou durante os
estagios de lactacdo, sendo encontrado em maior teor no periodo de 11 a 20 dias
(3,90g/dL) e 21 a 89 dias (3,75g/dL), apresentando diferenca em relacdo ao colostro
(2,68g/dL), ao leite de transicdo (2,77g/dL), ao leite maduro de 90 a 180 dias
(3,20g/dL) e ao leite maduro de 181 a 365 dias (3,17g/dL). Mas, ndo foram



encontradas diferencas entre as estagcbes do ano e nem entre as regides dos
individuos (COSTA & SABARENSE, 2010). Adicionalmente, as quantidades
relatadas nesse estudo corroboram com os dados da Tabela 2, exceto para o leite
maduro de 84 dias.

E possivel que a alimentacdo materna seja o principal fator que modula o
perfil de acidos graxos do leite humano. Estudos realizados em diferentes regifes
geograficas mostraram variacdo na composicao lipidica; pesquisa realizada no leite
de mulheres italianas identificou altos niveis de monoinsaturados, indicando que o
hébito alimentar mediterraneo, rico em &cidos graxos monoinsaturados e baixo
consumo de &cidos graxos saturados, influenciou essa resposta (COSTA &
SABARENSE, 2010).

Apesar de alguns estudos mostrarem que o poder socioecondmico pode
determinar mudangas no comportamento alimentar que levam a alteragcdes na
composic¢éo lipidica do leite de nutrizes, Jensen (1999); Hayat et al (1999); Bener et
al (2001); Cunha et al (2005); Silva et al (2005) e Koletzko et al (2001) relataram
gue, em estudos com isotopos estaveis, a maior propor¢cado de acidos graxos poli-
insaturados ndo € oriunda da alimentacdo materna, mas do metabolismo lipidico dos
estoques corporais maternos. Segundo esses autores, do total de acido linoleico
excretado no leite humano, 70% originam-se de depdsitos corporais e 30% sao
oriundos da alimentacdo materna, assim como os diferentes graus de oxidac&o dos
acidos graxos estocados no tecido materno (COSTA & SABARENSE, 2010).

Um estudo de reviséo realizado por Costa & Sabarense (2010) relatou as
variacdes obtidas em pesquisas realizadas em diferentes paises sobre o teor de
acidos graxos do leite materno (Tabela 3). Os resultados mostraram uma variacao
importante quanto ao teor total de acidos graxos saturados (AGS). Os dados obtidos
para a fracdo de &cido palmitico (C16:0) no leite materno sugerem que esse
nutriente garante maior digestibilidade, facilita seu uso como fonte energética, gera
outros acidos graxos ou pode ser estocado pelo recém-nascido.

Aproximadamente 60% do total de acido palmitico (C16:0) encontrado no leite
ocupa a posicao sn-2 do triacilglicerol, o que garante maior facilidade na absorcao
(KOLETZKO et al.,, 2001). Tal fato se deve a maior polaridade e solubilidade em

agua do monoacilglicerol com o &cido palmitico na posi¢do sn-2 em relagdo a sua
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forma livre (LOPEZ-LOPEZ et al, 2001). Foram detectados niveis inferiores, em
relagdo ao acido palmitico, para o acido esteéarico (C18:0). No tecido humano, esse
nutriente € rapidamente convertido em &cido oleico (C18:1) (COSTA &
SABARENSE, 2010).

Quanto ao teor dos acidos graxos monoinsaturados (AGM), nao foram
identificadas grandes diferengas. Os menores teores foram encontrados nos estudos
conduzidos no Brasil e no Caribe, enquanto os maiores teores foram obtidos em
pesquisas realizadas na Espanha e no Canada. O acido oleico (C18:1) foi o
nutriente presente em maior quantidade em todos os estudos apresentados,
variando entre 25,00% e 34,50% do total da frac&o lipidica. Esses acidos graxos sao
utilizados pelo lactente como fonte energética e para compor a estrutura de
membrana, além de auxiliarem na manutencdo da viscosidade e fluidez da porcéo
lipidica do leite humano devido a dupla ligacdo de suas moléculas (JENSEN, 1999;
GIOVANNINI et al, 1991). Com relacdo ao conteudo de acidos graxos poli-
insaturados, observa-se na Tabela 3 que os acidos linoleico (C18:2) e linolénico
(C18:3) foram os que estiveram presentes em maior concentracdo, variando entre
8,43% e 20,62% e 0,47% e 1,72%, respectivamente. Quanto a relacdo n-6/n-3,
somente os estudos desenvolvidos na Australia, Canada, Alemanha, Brasil, Cunha
et al, (2005) e Caribe apresentaram uma relacdo adequada de n-6/n-3, que,
segundo Simopoulos, (2002), é de 5:1 a 10:1.
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Tabela 3: Composicéo de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados do leite humano em diferentes paises

Pais Espanha Austria Canada Alemanha Franca Argentina Brasil Brasil Cuba Caribe
N 19 69 103 38 10 21 77

Periodos 15-30 60 60 30 DEL 30-90 15

(dias)

Unidade Peso (%) Peso (%) % % Peso (%) Peso (%) Peso (%) % mol (%)
C8:0 ND ND ND ND 0,19 ND 0,11 0,20 0,17 0,67
C10:0 ND 1,23 0,60 1,01 1,23 0,91 1,35 1,68 1,57 3,62
C12:0 ND 5,24 4,10 5,21 5,15 4,67 5,30 6,88 7,81 13,82
C14:0 ND 7,43 6,10 6,90 6,93 6,02 5,64 7,02 8,97 11,54
C16:0 21,08 25,14 19,40 22,47 21,74 20,58 19,21 17,30 19,39 20,89
c18:0 7,62 9,14 7,40 7,40 7,64 9,78 7,94 5,43 4,62 5,45
C20:0 ND 0,71 ND ND 0,22 0,26 0,28 0,12 ND ND
C21:.0 - - - - - - - - - -
C22:0 ND 0,07 0,10 ND ND 0,05 0,13 ND ND 0,07
YAGS 28,70 48,96 37,70 48,99 43,10 42,27 39,96 38,63 42,53 56,06
Cle6:1 ND 2,62 0,30 ND 2,15 3,22 2,45 1,99 4,07 2,58
Cis:1 34,50 31,40 33,90 31,50 32,10 33,40 30,10 25,00 29,70 21,40
C20:1 ND 0,27 ND ND 0,78 0,08 0,60 0,26 0,51 0,38
Y AGMI 34,5 34,29 34,2 31,5 35,03 36,7 33,15 27,25 34,28 24,36
C18:2 15,93 8,43 12,10 11,33 14,67 16,61 20,62 20,30 19,37 11,26
C18:3 0,49 0,69 1,40 0,90 0,70 0,47 1,72 1,43 0,92 0,67
2 AGPI 16,42 9,12 13,5 12,23 15,37 17,08 22,34 21,73 20,29 11,93

n: tamanho amostral; d: dias pos-parto; DEL: diferentes estagios de lactagdo; ND: ndo demonstrado no estudo; ¥: Somatorio; AGS: acidos graxos saturados;
AGMI: &cidos graxos monoinsaturados; acidos graxos poli-insaturados.

Fonte: COSTA & SABARENSE (2010), com adaptacdes.
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Este indicador (n-6/n-3) € muito importante, pois se sabe que as séries de
acidos graxos (n-3, n-6, n-7 e n-9) competem entre si pelas vias metabdlicas de
alongamento e dessaturacdo e tal harmonia é relevante para o adequado
funcionamento do organismo (CALDER, 2001). Igualmente, foram detectadas as
presencas do acido araquiddnico (C20:4n-6), metabolito do C18:2n-6, e do &cido
eicosapentaenoico (EPA) (C20:5n-3) e docosahexaenoico (DHA) (C22:6n-3),
metabodlitos do C18:3n-3, especialmente nos estudos brasileiros (CUNHA et al,
2005).

Igualmente, a literatura destaca que a gordura do leite esta presente na forma

de globulos, constituidos por um nucleo, que & composto principalmente por
trigliceridios, protegido por uma membrana lipoproteica, e a maioria dos acidos
graxos encontrados contém de 4 a 20 atomos de carbono em suas cadeias. Outros
lipidios presentes incluem fosfolipidios, colesterol, acidos graxos livres, mono e
digliceridios (COSTA et al 2009).
Apesar da variacdo observada para o teor de lipidios nas diferentes espécies
mamiferas, todas elas secretam, de forma similar, os lipidios no leite por meio de
estruturas Unicas e altamente especializadas de glébulos de gordura. Estes globulos
sdo constituidos por um nucleo central que contém principalmente triacilglicerois
circundados por uma monocamada de lipidios polares, encapsulados em uma
bicamada lipidica com uma superficie glicosilada conhecida como membrana do
glébulo de gordura do leite (MGGL) (Figura 2) (GARCIA & INNIS, 2013).
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Membrana do glébulo de gordura do leite humano (MGGL)
uma estrutura de tricamada com uma organizacao de lipidios polares laterais
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Figura 2. Organizacdo da membrana do glébulo de gordura do leite (GARCIA &
INNIS, 2013).

A MGGL ¢é composta por lipidios polares (fosfatidilcolina, PC;
fosfatidiletanolamina, PE; fosfatidilinositol, Pl; fosfatidilserina, PS; esfingomielina do
leite, MSM; gangliosidios, colesterol, proteinas e glicoproteinas (GALLIERA, et al,
2015). Assim, a MGGL é constituida por uma monocamada constituida de proteinas
e lipidios polares com &cidos graxos na cauda em oposi¢cdo ao nucleo do glébulo,
uma bicamada de lipidios polares, proteinas, glicoproteinas e colesterol, e uma
ampla camada de citoplasma (10nm-20nm) entre a camada Unica e a bicamada
externa.

A distribuicao dos lipidios polares da MGGL € assimétrica, com fosfatidilcolina
e esfingomielina localizadas na camada externa e fosfatidilcolina, fosfatidilinositol e
fosfatidiletanolamina concentrados na superficie interna. A literatura relata a
existéncia de heterogeneidade entre a composicdo e estrutura da MGGL entre
glébulos de gordura da mesma espécie e de espécies diferentes de leite (LOPEZ &
MENARD, 2011). O diametro dos globulos de gorduras do leite humano sao

circundados pela MGGL, varia de 2,4um a 10um, com uma area superficial de cerca
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de 2m?/g de gordura de leite (LOPEZ & MENARD, 2011). Gallier et al. (2015)
relataram valores entre 0,1um a 15um para o tamanho dos glébulos de gordura no
leite humano, com um diametro entre 3um e 5um.

Esta membrana do globulo de gordura € Unica para o leite das diversas
espécies mamiferas e tem como funcdo estabilizar o glébulo de gordura do leite,
numa emulsdo Oleo/agua, além de fornecer importantes componentes que
desempenham funcfes nutricionais e imunolégicas para o lactente e para o
microbioma intestinal, com crescente evidéncia de que os lipidios contribuem para a
eficiéncia dos processos digestivos e para preservacdo da atividade biologica
(GARCIA & INNIS, 2013).

A fracdo de lipidios polares (principalmente fosfolipidios e esfingolipidios) esta
positivamente relacionada com a area superficial da MGGL, e negativamente
correlacionada com o diametro dos glébulos no leite humano e bovino. De maneira
geral, o teor de gordura do leite humano aumenta de 2g/100mL no colostro a
4g/100mL no leite maduro. Enquanto o teor absoluto de lipidios polares permanece
constante, o percentual de glicerofosfolipidios e de esfingolipidios diminui de 1%, no
colostro, para 0,3% - 0,5% no leite maduro, explicado principalmente pelo aumento
duplo na fracdo de triacilgliceréis. O leite bovino tem em torno de 3,4g de lipidios e
0,2mg-0,3mg de lipidios polares/100 mL, com muitas semelhangas quanto a
estrutura do leite humano, mas com diferencas nos componentes individuais e suas
proporcdes (GARCIA & INNIS, 2013).

No entanto, situacbes como a de lactentes prematuros, que podem ter seu
estado nutricional afetado pelas caracteristicas biolégicas e sociais das maes; ou a
de lactentes que podem apresentar situacfes fisiologicas que determinam a
necessidade de uma alimentacdo especifica; ou ainda situacdes de contraindicacao
da amamentagdo, como a da infeccdo materna pelo virus HIV, HLTV(Virus
Linfotréfico Humano de Células T), citomegalovirus, herpes simples ou herpes-
zoster, varicela, hepatite C, hanseniase, doenca de Chagas, entre muitas outras —
determinam a necessidade da suplementacdo alimentar de lactentes, em
complementacdo ou em substituicdo ao leite humano (COSTA & GOTLIEB, 1998;
FERREIRA, 1990; HYLANDER, 1996).
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A alternativa segura para tal complementacg&o ou substituicdo do leite humano
se concretiza no uso de formulas infantis para lactentes, que se caracterizam como
um alimento para uso dietético especial exclusivo para lactentes, devido a sua
composicao similar a do leite humano, ou a sua adequacdo como um completo ou
substituto parcial do leite materno (INFANT NUTRITION AND FEEDING, 2009).

2.2. Formula infantil para lactente

A descoberta, em 1838, na Alemanha, de que o leite bovino apresentava
maior concentracdo de proteinas que o leite humano, impulsionou o
desenvolvimento da alimentacéo artificial. Com isso, estratégias de evaporacéo e
condensacdo de leites bovino e caprino foram desenvolvidas, obtendo-se como
resultado um alimento estéril e de facil conservacdo, quando métodos de
refrigeracdo ainda ndo haviam sido desenvolvidos (REA, 1990). Em contrapartida,
observava-se uma sucessdo de diferencas significativas ao se comparar a
composicdo quimica do leite materno com a do leite de vaca, que podiam trazer
riscos para a saude do lactente, como a deficiéncia de acidos graxos essenciais,
além, ainda, de conter quantidade elevada de proteinas com alto poder alergénico
(AGOSTONI & HASCHKE, 2003).

O leite de vaca também demonstrava causar sangramento microscopico e
perda de sangue no trato gastrointestinal quando administrado a lactentes nos
primeiros seis meses, principalmente em lactentes pré-termo. Além disso, este tipo
de leite podia fornecer baixo teor de ferro, acido linoleico e vitamina E, e ingestédo
excessiva de sédio, potassio, cloreto e proteinas, alterando o estado nutricional de
lactentes com efeito sobre o status de ferro (INFANT NUTRITION AND FEEDING,
2009).

Durante os séculos XIX e XX, o consumo de leites artificiais cresceu
consideravelmente em decorréncia da mudanca do perfil das mulheres, que
passaram a trabalhar fora do domicilio (CAMPOS et al.,, 2008). Pesquisas
mostraram, entretanto, que lactentes e criancas que consumiam tais produtos
apresentaram um desenvolvimento inferior ao de lactentes e criangas aleitadas pela
méae (BENSON & MASOR, 1994).
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Os leites artificiais foram progressivamente desenvolvidos a partir do leite de
outros mamiferos, por meio de numerosas modificacfes, até serem obtidas as atuais
férmulas infantis, tendo como base o conhecimento da composi¢cdo quimica do leite
humano e do leite de vaca. O primeiro “leite para lactentes” surgiu em 1867,
desenvolvido por Liebig e produzido por Henry Nestlé (RADBILL, 1981; REGO et al,
2013).

Na década de 1950, estudos mostraram que os leites artificiais causavam alto
potencial de sobrecarga de solutos para os rins, especialmente em criancas recém-
nascidas, pelo risco de desenvolver desidratacdo hipernatrémica (excesso de sédio
no sangue) durante episodios de diarreia. O baixo contetdo de ferro nas formulas e
a alta ingestdo de inibidores da absorcdo desse elemento foram responsaveis pela
alta prevaléncia de deficiéncia de ferro. Avaliacbes apontavam ainda a baixa
ingestdo de &acidos graxos essenciais. Também na mesma década, uma alteracédo
no método de evaporacdo resultou em decréscimo do conteudo de vitamina Bs
(piridoxina) e repercussdes metabdlicas nos lactentes (FOMON, 1993).

A formula infantil passou a ser definida como um produto a base de leite de
vaca, ou de outros animais e/ou outros constituintes de animais, incluindo peixe, ou
de origem vegetal, que tenham provado ser seguros para a alimentacao infantil
(TURK, 2008). Evidentemente, deve-se considerar que, por mais evoluida que seja a
tecnologia para a elaboracdo desses produtos, € preciso reconhecer que havera
sempre limitacdes relativamente ao que se pretende atingir com a modificacdo do
leite de outras espécies, porque algumas funcbes sao especificas da espécie.

De tal forma, é possivel identificar que o desenvolvimento de férmulas infantis
passou por quatro conceitos importantes: a) o primeiro reporta-se a exclusividade do
leite de cada espécie, por ser Unica e ter como objetivo proporcionar o adequado
crescimento e desenvolvimento da sua espécie; b) o segundo refere-se as
particularidades das formulas infantis baseadas numa composi¢cdo que se aproxime
ao maximo da composicao do leite humano; c) o terceiro conceito relaciona-se com
a relacdo qualidade/eficacia/seguranca, visto que, embora a semelhanca da
composicdo e a adequacao da formula sejam avaliadas pela sua eficacia e
seguranga na promogao de um perfil de “crescimento fisiolégico”, os valores relativos

aos parametros bioquimicos e funcionais ndo sdo superiores aos dos lactentes
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alimentados com leite humano; d) o quarto conceito reporta-se as regras gerais de
inclusdo de nutrientes nas formulas infantis, tendo como referéncia o reconhecido
impacto da composicdo da dieta do lactente ndo apenas no crescimento,
desenvolvimento e maturacdo, mas também no binbmio salde/doenca ao longo da
vida (KOLETZKO et al, 2005; REGO et al, 2013).

Por isso, nos anos de 1970, foram determinados os limites minimos de
proteinas, gorduras, acido linoleico e de 17 vitaminas e minerais as formulas
comerciais. A partir de entdo, houve uma crescente utilizacdo de formulas
desidratadas, e, a0 mesmo tempo, um estimulo ao aleitamento materno. Isso porque
as férmulas eram geralmente usadas ou em refeicbes ocasionais para lactentes que
eram amamentados ou para que pudessem também ser usadas ap0s o desmame.
Naquela mesma época, a explosdo de conhecimentos sobre a composicdo do leite
materno e seus beneficios acelerou o processo de aperfeicoamento das férmulas
(FOMON, 2001). Nas décadas de 1970 a 1990 a adicdo de ferro as formulas infantis
constituiu-se em um avanc¢o significativo, especialmente nos Estados Unidos,
contribuindo para a prevencdo de anemia ferropriva nesse pais (SHERRY et al.,
2001; SCHNEIDER et al., 2005).

Nas ultimas décadas, os fabricantes de férmulas infantis comecaram a
examinar os beneficios da adicdo de uma variedade de nutrientes, como os acidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa, especialmente a relacdo entre os acidos
graxos n-6 (C18:2 — linoleico) e n-3 (C18:3 — linolénico), as formulas infantis para
gue estas se aproximassem cada vez mais da composi¢cdo e da qualidade do leite
humano (INFANT NUTRITION AND FEEDING, 2009; CARVER, 2003; STRAARUP
et al., 2006). Isto porque os &cidos graxos essenciais (AGE) compdem uma classe
de moléculas que ndo podem ser sintetizadas pelo organismo, devido a caréncia de
enzimas dessaturases e hidrogenases (KOLETZKO et al, 2003; SILVA et al, 2007,
b).

Dessa forma, a industria procura desenvolver férmulas infantis com uma
composicdo quimica proxima a composicao do leite humano, e, com relacdo a fracao
lipidica, ela recorre a adicdo de uma mistura de 0leos vegetais (milho, soja, oliva,
girassol). Apesar do avango no processo tecnolégico, essas formulas ainda

apresentam grandes diferencas na composicdo quando comparadas ao leite
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humano (CARVER, 2003). Os principais acidos graxos presentes nos 6leos vegetais
sdo os acidos oleico (AO), linoleico (AL) e linolénico (ALA), mas a presenca desses
nutrientes nas formulas infantis ndo assegura a ingestdo adequada do &cido a-
linolénico e dos derivados dos &cidos graxos de cadeia longa (EPA, DHA e ARA).
Além disto, esses oleos também n&o sao fontes de colesterol.

As formulas infantis, liquidas ou em po, sédo, geralmente, produtos a base de
leite de vaca ou de outros animais, ou de uma mistura destes e/ou de outros
ingredientes comprovadamente adequados para alimentagéo de lactentes e criangas
de primeira infancia. Assim, estdo agrupadas como: Formula infantil para lactentes e
de seguimento para lactentes; Férmula infantil para lactentes a base de leite de vaca
— se o leite de vaca for a Unica fonte de proteinas e Férmula infantil para lactentes a
base de soja — se a soja for a Unica fonte de proteina. No Brasil, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), fundamentada nas normas do Codex Alimentarius,
regulamenta as férmulas infantis para lactentes. O Quadro 1 descreve 0s principais
parametros que definem a composicao de tais produtos, especialmente com relacao
a fracdo lipidica, objeto deste estudo.
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Quadro 1: Definicdo e parametros para a fracéo lipidica de férmulas infantis, segundo a legislacdo vigente no Brasil (RDC n.° 43/2011, RDC n.° 44/2011, RDC n.°

45/2011)

Produto

Teor de lipidios

Férmula infantil para lactentes — RDC 43/2011 -
Produto em forma liquida ou em pé, utilizado sob
prescricdo, especialmente fabricado para satisfazer, por
si s6, as necessidades nutricionais dos lactentes sadios
durante os primeiros seis meses de vida (5 meses e 29
dias)

Gorduras totais = 4,4 g/100 kcal (1,05 g/100 kJ) e o maximo de 6,0 g/100 kcal (1,4 g/100 kJ).
Gorduras hidrogenadas e 6leos hidrogenados ndo podem ser utilizados.

Acidos laurico e miristico ndo podem ultrapassar, conjuntamente, 20% do contetido total de &cidos
graxos.

Conteudo de acidos graxos trans no produto ndo pode ultrapassar 3% do conteldo total de acidos
graxos.

Conteudo de &cido erlcico ndo pode ultrapassar 1% do conteudo total de acidos graxos.

Conteudo total de fosfolipidios néo pode ultrapassar 300 mg/100 kcal (72 mg/100 kJ).

Conteddo minimo de acido linoleico deve ser de 300 mg/100 kcal (70 mg/100 kJ) e o seu limite
superior de referéncia deve ser de 1400 mg/100 kcal (330 mg/100 kJ).

Conteddo minimo de &cido a--linolénico deve ser de 50 mg/100 kcal (12 mg/100 kJ), sem limite
maximo especificado.

Razao minima de acido linoleico/acido a-linolénico deve ser de 5:1 e a maxima de 15:1.

Conteudo de acido araquidénico (20:4 n-6) deve atingir pelo menos a mesma concentracdo do acido
docosahexaenoico.

Conteudo de acido eicosapentaenoico (20:5 n-3), que pode ocorrer em fontes de acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa (LC-PUFA), ndo pode exceder o contelido de acido docosahexaenoico.

Férmulas infantis de seguimento para lactentes e
criancas de primeira infancia — RDC 44/2011 — Produto
em forma liquida ou em pg, utilizado quando indicado,
para lactentes sadios a partir do sexto més de vida até
doze meses de idade incompletos (11 meses e 29 dias)
e para criangas de primeira infancia sadias (criancas de
doze meses até trés anos de idade, ou seja, até os 36
meses), constituindo-se o principal elemento liquido de
uma dieta progressivamente diversificada.

Gorduras totais deve ser de 4,0 g/100 kcal (0,96 g/100 kJ) e o maximo de 6,0 g/100 kcal (1,4 g/100
kJ).

Gorduras hidrogenadas e 6leos hidrogenados ndo podem ser utilizados.

Acidos laurico e miristico ndo podem ultrapassar, conjuntamente, 20% do contetdo total de acidos
graxos.

Conteudo de acidos graxos trans no produto ndo pode ultrapassar 3% do conteldo total de acidos
graxos.

Conteudo de acido erlcico ndo pode ultrapassar 1% do contetdo total de acidos graxos.

Conteudo total de fosfolipidios néo pode ultrapassar 300 mg/100 kcal (72 mg/100 kJ).

Contetdo minimo de &cido linoleico deve ser de 300 mg/100 kcal (70 mg/100 kJ) e o seu limite
superior de referéncia deve ser de 1400 mg/100 kcal (330 mg/100 kJ).

Contetdo minimo de &cido a-linolénico deve ser de 50 mg/100 kcal (12 mg/100 kJ), sem limite
maximo especificado.

Razao minima de acido linoleico/acido a-linolénico deve ser de 5:1 e a maxima de 15:1.
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Quadro 1: Definicdo e parametros para a fracéo lipidica de férmulas infantis, segundo a legislacdo vigente no Brasil (RDC n.° 43/2011, RDC n.° 44/2011, RDC n.°
45/2011) (Continuacéo)

Férmulas infantis para lactentes destinadas a
necessidades dietoterapicas especificas e férmulas
infantis de seguimento para lactentes e criancas de
primeira  infancia  destinadas a  necessidades
dietoterapicas especificas — RDC 45/2011 — Aquela cuja
composicdo foi alterada ou especialmente formulada

para atender, por si sO, as necessidades especificas
decorrentes de alterages fisiologicas e/ou doencas O conteldo energético e a composicdo de nutrientes devem ser modificados para atingir as

temporarias ou permanentes efou para a reducdo de | Necessidades nutricionais especiais decorrentes de alteracdes fisiologicas e/ou doencas temporarias
risco de alergias em individuos predispostos de | OU Permanentes e/ou para reducéo de risco de alergias em individuos predispostos, para os quais 0

lactentes até o sexto més de vida (5 meses e 29 dias). | Produto é especificamente formulado.

Férmula infantil de seguimento para lactentes e criancas Além destes requisitos, 0os seguintes teores para os nutrientes devem ser considerados, quando
de primeira infancia destinada a necessidades | @Propriado para a eficacia da finalidade a que se propdem as formulas infantis para necessidades

dietoterapicas especificas; aquela cuja composicdo foi | dietoterapicas especificas:

alterada ou especialmente formulada para atender as | - Quando forem adicionados os nutrientes acido docosahexaenoico (DHA), acido araquiddnico (ARA),

necessidades especificas decorrentes de alteragoes | entre outros, suas quantidades devem ser declaradas na informagao nutricional.
fisiolégicas e/ou doencas temporarias ou permanentes

e/ou para a reducdo de risco de alergias em individuos
predispostos de lactentes a partir do sexto més de vida
até doze meses de idade incompletos (11 meses e 29
dias) e de criancas de primeira infancia, constituindo-se
o principal elemento liquido de wuma dieta
progressivamente diversificada.
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Considerando que a formulacdo das férmulas infantis para lactentes visa
mimetizar a composi¢do quimica do leite humano maduro, é de se esperar que haja
mudancas tanto em relacdo ao perfil lipidico quanto em relacdo a estrutura dos
glébulos de gordura que podem afetar a digestdo destes nutrientes. Gallier et al.
(2015) identificaram que, de maneira geral, o didametro dos globulos de gordura em
férmulas infantis padrdo é de 0,4um, com base no volume, e que as proteinas sédo
0s principais emulsificantes destes glébulos de gordura.

Tais caracteristicas levam a obtencédo de um produto estavel, com uma longa
vida de prateleira, mas com uma estrutura de MGGL fortemente diferente daquela do
leite humano. Estudos mostraram que o tipo de emulsionante, bem como o tamanho
dos glébulos de gordura, afeta a lipdlise. Em lactentes prematuros, a hidrolise dos
trigliceridios do leite humano foi mais elevada do que a de trigliceridios de uma
férmula infantil com pequenas goticulas de gordura revestidas por proteinas. Este
efeito foi atribuido a diferenga em tamanho e a diferenca interfacial do revestimento
das goticulas de gordura em adicéo aos distintos perfis de acidos graxos existentes
entre o leite humano e a férmula infantil para lactentes (GALLIER, et al. 2015).

Dado o emergente interesse na bioatividade dos compostos MGGL e o
potencial efeito desta estrutura na digestdo, absorcdo de lipidios e destino
metabdlico, faz-se relevante o desenvolvimento de produtos que imitem mais

apropriadamente a composicao e estrutura dos gldbulos de gordura do leite humano.
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3. HIPOTESE

A fracdo lipidica e a composicdo em acidos graxos sao indicadores
importantes na composicdo de formulas infantis para lactentes pela relevancia
desses nutrientes em termos nutricionais e fisiologicos, assim como o didmetro dos
glébulos de gordura. De maneira geral, a fragéo lipidica em tais formulas é obtida por
meio de uma base de leite de vaca ou de outros animais, ou de uma mistura destes
e/ou de outros ingredientes comprovadamente adequados, de tal modo que a
selecdo e a quantidade de cada fonte lipidica determinara o perfil de acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-insaturados nas formulas infantis.

Assim, a industria procura desenvolver férmulas infantis com uma composi¢ao
guimica proxima a composicao do leite humano, e, com relagéo a fracao lipidica, ela
recorre a adicdo de uma mistura de 6leos vegetais (milho, soja, oliva, girassol).
Apesar do avanco no processo tecnoldgico, essas formulas ainda apresentam
grandes diferencas na composicdo e na estrutura da membrana do glébulo de

gordura, quando comparadas ao leite humano (CARVER, 2003).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Determinar o perfil lipidico e as caracteristicas fisicas dos globulos de gordura

de férmulas infantis para lactentes.

4.2. Objetivos especificos

e Determinar o ter de lipidios totais no padrdo de amostras de leite
humano;

e Determinar o teor de lipidios totais em dez tipos diferentes de formulas
infantis para lactentes;

e Determinar o perfil de &cidos graxos saturados, monoinsaturados e
poli-insaturados no padrdao de amostras de leite humano;

e Determinar o perfil de &cidos graxos saturados, monoinsaturados e
poli-insaturados em dez tipos diferentes de férmulas infantis para
lactentes;

Determinar os teores de &cido linoleico e linolénico em dez tipos de
férmulas infantis para lactentes.

e Determinar o didametro dos glébulos de gordura em um pool de
amostras de leite humano;

e Determinar o didmetro dos glébulos de gordura em dez tipos de

férmulas infantis para lactentes.
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5. MATERIAL E METODOS

A pesquisa se caracterizou como de natureza exploratéria e com abordagem
quantitativa. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de ética em pesquisas
da Faculdade de Medicina — UnB, conforme Certificado de Apresentacdo para
Apreciacdo Etica (CAAE) n° 44750415.6.0000.5558. (Anexo B)

5.1 Amostras

As amostras foram coletadas de 03 diferentes lotes de 10 férmulas infantis para
lactentes, em po, utilizadas como substituto ao leite materno no Hospital Materno
Infantil de Brasilia (HMIB), totalizando 30 amostras, no periodo de abril/2014 a
outubro/2015 (Tabela 4).

A amostra de leite humano foi constituida de 10 doadoras de leite maduro
proveniente do banco de leite do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), coletado
de julho a setembro de 2015, que foi utilizado como padrdo. As doadoras tinham
idade em média de 26 anos, massa corporal média de 72kg, altura variando de
1,50m a 1,68m e o periodo de lactacao entre 30 a 60 dias ap0s o parto, no momento
da coleta. O periodo gestacional de nove méaes correspondeu a faixa entre 38 e 41
semanas. Somente uma das maes apresentou periodo gestacional de
prematuridade, de 34 semanas.

Todas as amostras coletadas foram acondicionadas hermeticamente e
imediatamente transportadas ao Laboratorio de Andlise de Alimentos da Faculdade
de Agronomia e Medicina Veterinaria da UnB, onde foram preparadas e,

posteriormente, utilizadas para a realizacao das analises.
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Classificagao Produto Fonte Lipidica g/100mL g/100kcal
Perfil de lipidios: 80% de gordura vegetal (6leos de Lipideos - 3,50 Lipideos - 5,20
canola, girassol, palma e coco) e 20% de gordura C18:2-0,60 C18:2-0,90

FIR lactea. C18:3-0,05 C18:3-0,08
®3:06 — 10,25 ®3:06 — 10,25
Perfil de lipidios: 97% de gordura de origem vegetal Lipideos - 3,60 Lipideos — 5,4
(oleina de palma, dleo de palmiste, 6leo de canola, C18:2-0,50 C18:2-0,80
6leo de milho, 6leo de peixe (fonte de DHA), lecitina C18:3-0,067 C18:3-0,100
FIP de soja, 6leo de Mortierella alpina (fonte de ARA) e ®3:06 — 7,9 ®3:06 - 7,9
3% de gordura lactea e Oleo de peixe, lecitina de
soja, acido graxo araquidonico.
Férmula  infantil Perfil de lipidios: 94% de gordura vegetal (6leos de
para lactentes palma, coco, colza, girassol, primula e Oleos Lipideos - 4,40 Lipideos — 5,50
estruturados) (tigliceridios de cadeia media e Oleo Acido araquiddnico — 0,019 Acido araquiddnico — 0,024
de Mortierella alpina) e 6% de gordura animal Acido docosahexaenoico — 0,015 Acido docosahexaenoico — 0,018
FIPRNBP  (fosfolipidios de gema de ovo, 6leo de peixe, e C18:2 — 056 C18:2 - 0.70
gordura lactea; adicdo de ARA na concentracdo de C18:3 — 0108 Cc18:3 - 0:10
0,46% e de DHA na concentracdo de 0,35% dos ©3:06 — 5.80 ©3:06 - 5.80
lipidios totais. ' ' '
Perfil de lipidios: 97% de gordura de origem vegetal Lipideos - 3,10 Lipideos -4,70
(oleina de palma, dleo de canola, 6leo de palmiste, C18:2-0,50 C18:2-0,70
FIEAPG 6leo de milho, lecitina de soja) e 3% de gordura C18:3-0,061 C18:3-0,092
lactea; fornece os teores recomendados dos &acidos 03:06 — 8,00 3.6 — 8,00

linoleico e a-linolénico.

FIR — Férmula Infantil de Rotina; FIP — Férmula Infantil de Partida; FIPRNBP — Férmula Infantil para Prematuros e Recém-Nascidos de Baixo Peso; FIEAPG — Férmula Infantil Espessada com Amido Pré-Gelatinizado; FIS —
Férmula Infantil de Segmento; FIASPLVM — Férmula Infantil Elementar para Alergia Severa a Proteina do Leite de Vaca e a Mdltiplos Alimentos; FIIL — Férmula Infantil Isenta de Lactose; FIPIS — Férmula Infantil a Base de
Proteina Isolada de Soja; FIPEH — Férmula Infantil a Base de Proteina Extensamente Hidrolisada do Soro do Leite; FIPSLPH — Férmula Infantil a Base de Proteina de Soro de Leite Parcialmente Hidrolisada.
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Classificagéo Produto Fonte Lipidica g9/100mL g/100kcal
Perfil de lipidios: 98% de gorduras de origem Lipideos - 3,10 Lipideos — 4,60
Foérmulas infantis vegetal (oleina de palma, éleo de palmiste, 6leo de C18:2-0,50 C18:2-0,70
de seguimento FIS canola, 6leo de milho, lecitina de soja); 2% gordura C18:3-0,06 C18:3-0,09
para lactentes lactea; fornece os teores recomendados dos &cidos ®3:06 —7,7 ®3:06
linoleico e a linolénico.
Perfil lipidico: LCPUFAS (DHA e ARA, 1:1); Lipideos — 3,45 Lipideos — 3,83

trigliceridios de cadeia média.

AG saturados — 1,10
AG monoinsaturados — 1,70

AG saturados*
AG monoinsaturados*

FIASPLVM AG poli-insaturados — 0,70 AG poli-insaturados*
C18:2 - 0,600 C18:2*
C18:3 -0,060 C18:3*
»3:06 — 10 »3:06 - 10
Perfil de lipidios: 98% gordura de origem vegetal Lipideos — 3,30 Lipideos — 5,00
(oleina de palma, 6leo de canola, éleo de coco, 6leo C18:2-0,50 C18:2-0,80
FIIL de girassol, lecitina de soja, acido C18:3-0,067 C18:3-0,099
docosahexaenoico, &cido araquidénico); 2% gordura »3:06 — 8,00 »3:06 — 8,00
lactea. Adicdo de lecitina de soja, acido
Formulas infantis docosahexaenoico, acido araquiddnico.
para lactentes Perfil de lipidios: 100% de gorduras de origem Lipideos — 3,40 Lipideos — 5,40
destinadas a FIPIS vegetal (oleina de palma, 6leo de soja, 6leo de coco, C18:2-0,60 C18:2-0,90
necessidades Oleo de girassol); fornece os teores recomendados C18:3-0,066 C18:3-0,098
dietoterapicas dos acidos linoleico e a linolénico. ®3:06 — 9,2 3:06 — 9,2
especificas Perfil de lipidios: 50% trigliceridios de cadeia média; Lipideos — 3,50 Lipideos — 5,30
49% oOleos vegetais (colza, girassol, palma); 1% 6leo Acido araquidénico — 0,0067 Acido araquidénico — 0,0100
FIPEH de peixe e 6leo de Mortierella alpina; adicdo de ARA Acido docosahexaenoico — 0,0067 Acido docosahexaenoico — 0,0100
(0,2%) e de DHA (0,2%) dos lipidios totais. C18:2-0,48 C18:2-0,72
C18:3-0,09 C18:3-0,13
®3:06 — 5,4 03:06 — 5,4
Perfil de lipidios: 97% de gorduras de origem Lipideos — 3,40 Lipideos — 5,10
vegetal (oleina de palma, 6éleo de coco, 6leo de C18:2-0,50 C18:2-0,70
girassol, 6leo de peixe — fonte de DHA, 6leo vegetal C18:3-0,052 C18:3-0,078
FIPSLPH proveniente da Mortierella alpina — fonte de ARA); ®3:06 — 9,50 ®3:06 — 9,50

3% gordura lactea; fornece os teores recomendados
dos &cidos linoleico e a-linolénico. Adicdo de acido
graxo araquiddnico.

FIR — Férmula Infantil de Rotina; FIP — Férmula Infantil de Partida; FIPRNBP — Férmula Infantil para Prematuros e Recém-Nascidos de Baixo Peso; FIEAPG — Férmula Infantil Espessada com Amido Pré-Gelatinizado; FIS —
Formula Infantil de Segmento; FIASPLVM — Férmula Infantil Elementar para Alergia Severa a Proteina do Leite de Vaca e a Mdltiplos Alimentos; FIIL — Férmula Infantil Isenta de Lactose; FIPIS — Formula Infantil a Base de
Proteina Isolada de Soja; FIPEH — Férmula Infantil & Base de Proteina Extensamente Hidrolisada do Soro do Leite; FIPSLPH — Férmula Infantil & Base de Proteina de Soro de Leite Parcialmente Hidrolisada.
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5.2. Andlises quimicas

5.2.1 Quantificacéo de Lipidios Totais

A quantificacdo de lipidios totais nas amostras das formulas infantis
comerciais e nas de leite humano foi realizada em triplicata pelo método
butirométrico de Gerber — Van Gulik (BRASIL, 2005).

O método consiste em separar a gordura do leite existente na forma de
glébulos emulsionados por membrana composta por fosfolipidios, proteinas e agua
de hidratacdo, que evitam sua coalescéncia. Para a determinagcéo completa do teor
de gordura, essa camada deve ser destruida, o que se consegue pela acao do acido
sulfrico que oxida e hidrolisa seus componentes organicos. A gordura liberada é
separada por centrifugacao, facilitada pela adicdo de alcool isoamilico que evita a
carbonizacdo dos acucares pelo calor e acido sulftrico, dificultando a leitura do teor
de gordura. O resultado é uma linha divisoria entre a gordura e a solucao acida, cujo
teor é lido na haste do butirometro diretamente em porcentagem (ALAN;
WOLFSCHOON, 1980).

Materiais usados:

Centrifuga marca ITR, modelo SBT, n.°177;
Pipetas graduadas de 5mL, 10mL;

Pipeta volumétrica de 11mL;

Butirdmetro de Gerber;

Rolhas de silicone para butirdbmetro.

Reagentes:
Alcool isoamilico PA — Vetec;
Acido sulftrrico PA — Vetec.

Procedimentos:
A amostra do padrdao de leite humano foi analisada na sua forma original;

quanto as formulas infantis para lactentes, foram inicialmente reconstituidas
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conforme orientacdo de cada fabricante constante no rotulo (em torno de 4,4g de pé
para 30mL de &gua filtrada).

Em butirdbmetros de Gerber, foram adicionados 10mL de &cido sulfurico PA
(D=1,82 g/mL), 11mL de leite e 1mL de alcool isoamilico PA. Apés tampados com
rolha de silicone e agitacdo até completa dissolugdo do coagulo formado, os
butirometros foram centrifugados a 1.100rpm, durante 5 minutos e lidos os teores de

gordura.

5.2.2 Extracédo de lipidios totais pelo método Bligh Dyer

Para as formulas infantis para lactentes, a extracdo de lipidios totais foi
realizada pelo método (Bligh & Dyer, 1959), em triplicata, com a finalidade de
posterior esterificacdo (metilagdo) dos acidos graxos para a andlise cromatografica.

O método de Bligh Dyer é aplicavel a qualquer tipo de alimento, porém a
amostra deve apresentar no maximo 10% de umidade. Esse método é bastante
simples e se caracteriza pela distincdo de fases de um sistema formado
basicamente pela amostra, metanol, cloroférmio e agua colocados em devidas
proporcOes. Apresenta vantagens marcantes sobre a maioria dos métodos
existentes de extracdo e purificacdo de lipideos, a saber:

Todas as camadas de lipidios sdo extraidas (polares e apolares), pois 0
cloroférmio é um solvente organico para qualquer classe de lipideos, e o metanol
tem a funcdo dupla de facilitar a absorcdo/embebimento e desfazer/hidrolisar as
ligagOes lipoproteicas;

A extracdo é realizada sem aquecimento, permitindo a utilizacdo dos lipideos

extraidos para qualquer tipo de determinacao, sem alteracfes quimicas e fisicas.

Materiais usados:

Tubos de ensaio 250 x 25mm (capacidade de 70mL) com tampa de rosca;
Tubos de ensaio 150 x 15mm (capacidade de 30mL) com tampa de rosca,
Béquer de 50mL;

Pipeta volumétrica de 10mL;

Pipeta volumétrica de 5mL;

Pipeta graduada de 10mL;
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Tubo de ensaio comum:;
Agitador para tubos;

Centrifuga de baixa rotacéo.

Reagentes:

Cloroférmio P.A;

Metanol P.A;

Sulfato de sddio anidro P.A;

Solucgéo de sulfato de sodio a 1,5%.

Procedimentos:

Foram pesados 2,5g de amostra em p6, que foram transferidas para o tubo de
70mL. Foram adicionados exatamente 10mL de cloroférmio, 20mL de metanol e 8mL
de agua destilada. Agitou-se a mistura no agitador rotativo por 30min. Adicionaram-
se exatamente mais 10mL de cloroférmio e 10mL de solucdo de sulfato de sodio a
1,5%. Agitou-se vigorosamente por 2min e centrifugou-se a 1000rpm, por dois
minutos. Em seguida a camada metandlica superior foi aspirada e descartada.
Retirou-se a camada inferior (cloroférmio) e colocou-se em um tubo de 30mL e se
adicionou aproximadamente 1g Na2SOa4, tampou-se e agitou-se (a fim de remover
tracos de agua arrastados). Filtrou-se rapidamente num funil pequeno em papel de
filtro qualitativo, recebendo o filtrado em um béquer de 50mL, que foi levado
posteriormente para a estufa a 40 °C para a evaporacdo do cloroférmio,

permanecendo no béquer apenas o lipidio extraido a frio.

5.2.3 Esterificacao (metilacdo) dos acidos graxos

A metilacao, feita segundo Christie (1989), tem a funcédo de transformar os
acidos graxos livres em metil ésteres, o que facilita sua volatilizacdo na coluna do
cromatdgrafo.

Materiais usados:

Balangca analitica eletrébnica AEL-200 CG Libror, Marca Instrumentos

Cientificos CG Ltda, capacidade 200g (Precisédo 0,1mg);

Banho-maria marca Tecnal, modelo TE-057;

Agitador mecanico vortex;
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Tubos de ensaio com tampa rosqueavel;
Centrifuga marca ITR, modelo SBT, n.°177;
Pipetas graduadas de 1mL, 2mL, 5mL, 10mL;
Pipetas de Pasteur;

Tubo de vidro com capacidade volumétrica de 2mL, com tampa rosqueéavel.

Reagentes:

Hidroxido de potéssio (KOH) PA — Vetec;
Trifluoreto de boro (BF3),14% em metanol (Sigma);
Cloreto de sodio (NaCl) PA — (Vetec);

Hexano (Grau cromatografico — Sigma);

Metanol PA — (Vetec);

Gas nitrogénio (White Martins, Brasil).

Procedimentos:

Aliquotas de 20mg de lipidios totais das amostras, extraidas pelos métodos
Bligh & Dyer quanto pelo butirometro de Gerber, foram pesadas, e transferidas, em
triplicatas, para tubos de ensaio com tampas rosquedveis, e em seguida foram
submetidas a esterificacdo dos acidos graxos. Esse processo transforma os acidos
graxos livres em metil ésteres, facilitando a sua volatilizacdo na coluna do
cromatdgrafo. Em seguida, foram adicionados 1,5mL de uma solucao de hidréxido
de potassio 0,5M em metanol para a saponificacdo dos acidos graxos; a amostra foi
agitada em agitador vortex por 1 minuto e, em seguida, a mistura resultante foi
colocada em banho-maria a 70 °C por 5 minutos e resfriada imediatamente em agua

corrente.

ApG6s o resfriamento, foram adicionados 2mL de solugéo de trifluoreto de boro
(BFs, PA), 14% em metanol, seguido de nova agitacdo mecéanica em vortex por 1
minuto, aguecimento em banho-maria a 70 °C por 5 minutos e resfriamento imediato
em agua corrente. O BFs catalisa a metilagdo ao transferir o grupo metil do metanol
para o acido graxo formando um éster metilico de acido graxo.

Na sequéncia, a mistura resultante foram adicionados 2,5mL de solug¢édo de

cloreto de sodio saturado e 1mL de hexano (grau cromatogréafico), seguida de
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centrifugagcdo por 10 minutos a 1200rpm. A solucédo de cloreto de sddio saturada
facilita a separacéo dos lipidios devido a diferenca de densidade das fases liquidas;
ja 0 hexano extrai os acidos graxos da fase metandlica, formando o sobrenadante.

O sobrenadante foi recolhido com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e
transferido para outro tubo de vidro com capacidade volumétrica de 2mL, com tampa
rosqueavel, septo de silicone e atmosfera saturada de nitrogénio. As amostras foram

armazenadas a -18 °C até o momento das analises no cromatografo a gas.

5.2.4 Andlise cromatografica dos acidos graxos esterificados

Técnicas de separacdo, como cromatografia gasosa (CG), se destacam nha
quimica analitica pela capacidade de realizar analises qualitativas e quantitativas em
diversas amostras. Consiste em um processo fisico-quimico de separacdo dos
componentes de uma mistura, realizado através da distribuicdo desses componentes
entre duas fases — a fase estacionaria e a fase movel — que estdo em contato intimo
(CHRISTIE, 1989). Os triglicerideos sao os compostos de maior ponto de ebulicdo
que podem ser analisados por CG. O desenvolvimento das colunas capilares
aperfeicoou sua aplicabilidade para caracterizacdo de 6leos e gorduras, com uma
resolucdo suficiente para diferenciar os triglicerideos insaturados. A grande
versatilidade dessa técnica fundamenta-se no grande poder de resolucao e extrema
inércia quimica das colunas capilares, além da facilidade de utilizacdo de varios
sistemas de deteccdo e de contar com sistemas ndo discriminatérios de
transferéncia de amostra (PEREIRA; AQUINO NETO, 2000).

O termo “cromatografia” foi utilizado, pela primeira vez, em 1906 pelo botanico
russo Mikhail Semenovich Tswett, que desenvolveu uma técnica de adsorcao para
separar pigmentos de folhas, em 1903. Nos anos seguintes ele aperfeicoou a
técnica que passou a ser chamada de cromatografia (chrom = cor e graphie =
escrita) (SCOTT, 2003). A cromatografia foi praticamente ignorada até a década de
1930, quando foi redescoberta. A partir dai, diversos trabalhos na area possibilitaram
seu aperfeicoamento e, em conjunto com 0s avancgos tecnologicos, levaram-na a um
elevado grau de sofisticagdo que resultou no seu grande potencial de aplicagdo em
muitas dareas. Assim, surgiram varias técnicas cromatograficas baseadas na
classificacdo da fase movel (DEGANI; CASS; VIEIRA,1998).
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Material usado:

Cromatografo gasoso CG-2010 Shimadzu com detector MS-QP2010 Plus,
(quadrupolo, impacto de elétrons) com autoinjetor AOC-5000.

Coluna cromatografica J & W Scientific 122-2362 DB-23, 60m (comprimento),

0.25mm ID (di&dmetro interno), 0.25um (espessura do filme).

Reagentes:
Padrdo de ésteres metilicos de acidos graxos Supelco 37 component FAME
mix (Supelco®, USA);

Procedimento:

Todas as amostras de férmulas infantis e leite humano, foram
analisadas em triplicata na Central Analitica do Instituto de Quimica — 1Q/UnB. A
andlise dos &cidos graxos esterificados (metilados) foi realizada no cromatégrafo
gasoso CG-2010 Shimadzu com detector MS-QP2010 Plus, (quadrupolo, impacto de
elétrons) com autoinjetor AOC-5000. A separacdo dos acidos graxos foi feita
utilizando a Coluna J & W Scientific 122-2362 DB-23, 60 m (comprimento), 0.25 mm
ID (didmetro interno), 0.25 pm (espessura do filme). (Figura 03). Como gas de
arraste foi utilizado o Hélio, com fluxo continuo na coluna de 0,40 ml/minuto. O
volume injetado foi de 1uL. A temperatura de interface do detector MS-QP2010 Plus
foi de 260°C.

(3a= de
Arraste

Iomizacdo

i
|
Fonte de Analisador D II
— — —
de Massa etector | |

|

Figura 3: Esquema basico de um cromatégrafo Gasoso — MS
Fonte: FERREIRA, 2011
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O detector do cromatdgrafo gasoso utilizado consiste em um espectrometro
de massas (Shimadzu, GCMS-QP2010 Plus) acoplado diretamente a saida da
coluna capilar. Nesse detector, as moléculas que saem da coluna sao fragmentadas
e ionizadas por um ionizador de impacto de elétrons, e os ions produzidos tém sua
razao entre massa e carga (m/z) medidas em um analisador do tipo quadrupolo. O
quadrupolo funciona como um filtro de massas e possibilita que uma varredura na
faixa de 40 até 600 m/z seja realizada. Os ions que saem do quadrupolo s&o
detectados e seu sinal amplificado, gerando, assim, um espectro de massas para
cada substancia separada na cromatografia (SILVERSTEIN & WEBSTER, 1998).
(Figura 04).

As condi¢des cromatograficas estabelecidas foram: O modo de injecdo Split,
com temperatura do injetor igual a 260°C; a rampa de aquecimento da coluna com
inicio em 140°C, permanecendo a essa temperatura por 5 minutos, em seguida
almentada em 2°C, a cada minuto, até atingir 240°C, totalizando 56 minutos da

corrida cromatogréfica.
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Figura 4: Esquema do detector massas quadrupolo com impacto de elétrons

A identificacdo de cada acido graxo foi feita por comparacdo com o tempo de
retencdo do padrdo de &cidos graxos Supelco 37 component FAME mix (Supelco®,
USA) e confirmados com os espectros de tais substancias, ja existentes em uma
biblioteca no programa do préprio equipamento.

Os resultados foram expressos em percentual da area de cada acido graxo,

em relacdo a area dos acidos graxos totais.
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5.2.5 Analise de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O microscoépio eletrdonico de varredura (MEV) é um tipo de aparelho, com alto
poder de resolucdo, da ordem de 2 nm a 5nm para instrumentos comerciais,
enquanto instrumentos de pesquisa avancada s&o capazes de alcancar uma
resolucdo menor que 1 nm, fornecendo informacdes sobre a morfologia e
identificacdo, ou seja, caracteristicas microestruturais de elementos quimicos de
uma amostra solida, além da aparéncia tridimensional da imagem das amostras,
resultante da grande profundidade de campo (NAGATANI et al. 1987; DEDAVID, et
al, 2007).

O principio de funcionamento do MEV consiste no uso de um feixe de elétrons
de pequeno didmetro que explora a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas
sucessivas, transmitindo o sinal do detector a uma tela catodica cuja varredura esta
perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente. Por um sistema de
bobinas de deflexdo, o feixe varre a superficie da amostra, segundo uma malha
retangular. O sinal de imagem resulta da interacdo do feixe incidente com a
superficie da amostra. O sinal recolhido pelo detector € utilizado para modular o
brilho do monitor, permitindo sua observacao.

A maioria dos instrumentos usa como fonte de elétrons um filamento de
tungsténio (W) aquecido, operando numa faixa de tensdes de aceleracdo de 1 a 50
kV. O feixe é acelerado pela alta tenséo criada entre o filamento e o anodo. Ele é,
em seguida, focalizado sobre a amostra por uma série de trés lentes
eletromagnéticas com um spot menor que 4 nm. Quando o feixe interage com a
amostra, produz elétrons e fétons que podem ser coletadas por detectores
adequados e convertidos em um sinal de video. Quando o feixe primario incide na
amostra, parte dos elétrons difunde-se e constitui um volume de interacdo cuja forma
depende principalmente da tensdo de aceleracdo e do nimero atdmico da amostra.
Nesse volume, os elétrons e as ondas eletromagnéticos produzidos séo utilizados
para formar as imagens.

Para serem detectadas, as particulas e/ou o0s raios eletromagnéticos
resultantes da interacdo do feixe eletrbnico com a amostra devem retornar a
superficie da amostra para atingirem o detector. A profundidade méaxima de

deteccdo, portanto, a resolucdo espacial, depende da energia com que estas
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particulas ou raios atingem o detector, ou sdo capturadas pelo mesmo. A imagem
formada a partir do sinal captado na varredura eletrénica de uma superficie pode
apresentar diferentes caracteristicas, uma vez que esta resulta da amplificacdo de
um sinal obtido de uma interacédo entre o feixe eletrdbnico e o material da amostra.
Diferentes sinais podem ser emitidos pela amostra e, entre os sinais emitidos, 0s
mais utilizados para obtencdo da imagem sao originarios dos elétrons secundarios
e/ou dos elétrons retroespalhados.

Assim, o funcionamento do MEV se inicia em uma coluna especifica, em alto
vacuo, que gera um feixe de elétrons de alta intensidade, a partir de um filamento de
tungsténio, por efeito termibnico; o feixe de elétrons é acelerado por uma diferenca
de potencial entre catodo e anodo entre 0,3kV a 30kV. O feixe gerado passa por
lentes condensadoras que reduzem o seu didmetro e por uma lente objetiva que o
focaliza sobre a amostra. Acima da lente objetiva encontram-se dois estagios de
bobinas eletromagnéticas responsaveis pela varredura do feixe de elétrons sobre a
amostra. O feixe interage com a regido de incidéncia da amostra até uma
profundidade que pode variar de 1um a 6um, dependendo da natureza da amostra.
Esta regido é conhecida por volume de interacdo, que gera os sinais que sao
detectados, modulados e utilizados para a formacédo da imagem micrografada, que é
transmitida para a tela do computador (DEDAVID, et al, 2007). (Figura 5)

Fonte de elétrons
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alto vacuo

Condensadoras
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varredura

Objetiva
Camara em

alto ou baixo
vacuo

Amostra

Bombas de
vacuo

Figura 5: Esquema basico do funcionamento do MEV

Fonte: http://fap.if.usp.br/~Iff/mev.html
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Material usado:

Tubo (capacidade de 70 ml)

Centrifuga para 04 tubos (Quimis — Modelo: Q222T284)

Tubos eppendorf

Laminulas de vidro (24 x 24mm)

Suporte (Stub)

Fita carbono

Metalizador (Sputer Coater, SCD-050, Balzers)

Microscopio Eletronico de Varredura (Field Emission Scanning Electron
Microscope, JSM-7001F, Jeol).

Reagentes:

Solugao Karnovisk (0,1 M)

Solugéo tampéo Cacodilato de Sodio (0,1M)
Tetroxido de Osmio (1%)

Ferrocianeto de Potéassio (0,5%)

Alcool etilico (30%, 50%, 70%, 90% e 100%)

Procedimentos:

Os 03 lotes de cada uma das amostras de formulas infantis para lactentes
analisadas, foram inicialmente reconstituidas separadas, conforme orientacdo de
cada fabricante (4,49 de p6 para 30mL de agua). Em seguida, os lotes foram
agregados e transformados em um pool de cada amostra. Assim foram retirados 50
ml de cada pool de amostra de formula infantil, bem como o pool das amostras de
leite humano. Foram acondicionados separadamente em tubos falco com tampa
rosqueavel, com capacidade de 70mL, centrifugados a 6000rpm, na Centrifuga para
04 tubos (Quimis — Modelo: Q222T284), durante 10 minutos; a camada superior de
lactato, contendo lipidios, de cada amostra, foi retirada para ser analisada. Em
seguida, esta amostra, acondicionada em tubo eppendorf, foi pré-fixada em solucéo
Karnovisk (0,1M) durante 2 horas, e armazenada em solugéo tampao Cacodilato de
Sodio (0,1M), em geladeira. Depois, foi pos-fixada em Tetroxido de Osmio (1%) mais

Ferrocianeto de Potassio (0,5%) por 30 minutos a 4°C. O tetroxido de dsmio reage
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com as duplas ligacdes dos acidos graxos insaturados, preservando as membranas
dos glébulos de gordura que sdo compostas de lipoproteinas (KALAB, 2000).

Depois, cada amostra foi lavada com agua destilada para a retirada do
excesso de cada reagente usado. Em seguida, foi distribuida em laminulas de vidro
(24 x 24mm), acomodada em suporte proprio e imersa em concentracdes crescentes
de alcool etilico (30%, 50%, 70%, 90% e 100%, duas vezes) por 15 minutos cada,
para a total desidratacdo das amostras. As laminulas foram colocadas em suporte
(Stub) fixadas com fita carbono e metalizadas com ouro (Sputer Coater, SCD-
050,Balzers).

As micrografias foram elaboradas em Microscopio Eletronico de Varredura
(Field Emission Scanning Electron Microscope, JSSM-7001F, Jeol). Foram capturadas
cinco imagens de cada grupo experimental a 10kV com ampliacdo de
aproximadamente 2,5 mil vezes. Para caracterizar os glébulos de gordura, com a
finalidade de comparar o tamanho de acordo com os diferentes grupos
experimentais, foram feitas medicfes de 72 glébulos de cada amostra. A contagem
foi realizada no Software ImageJ 1.50b (dominio publico do National Institute of
Health, USA). A medicao foi feita utilizando a ferramenta da correlacao entre pixels e
micrémetros, utilizando a escala da micrografia das amostras. Dos dados obtidos foi
calculada a frequéncia de distribuicdo do tamanho das particulas medidas. Os
graficos foram feitos em GraphiPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc) e foi
realizada a estatistica de correlacdo néo linear (Gaussiana).

Os diametros dos glébulos de gorduras foram expressos como Dz, (Diametro
de Sauter ou Diametro Superficial Médio), D43 (Diametro de Brouckere ou Diametro

Volumétrico Médio) e D (Diametro Numérico Médio). Os valores de D32, Daz € D

foram obtidos pelas Equacgdes 1, 2 e 3, respectivamente.

n;d;’
Ds, = xn 12 Equacéo 1
Znidl
n;d;*
3 = ng Equac&o 2
T Xnd;
— n;d;
D = X nid; Equacéao 3



38

Em que,
ni = numero de globulos de gordura;
di = diametro do glébulo de gordura.

5.3 Tratamento Estatistico

O experimento que tratou do perfil de acidos graxos, foi conduzido no
delineamento de blocos casualizados, com trés repeticdes, em triplicata, totalizando
11 tratamentos. Cada uma das 10 férmulas infantis correspondeu a um tratamento.
O tratamento correspondente ao leite humano foi utilizado para comparacdo com o0s
dados referentes as formulas infantis. Inicialmente, os dados de teor de lipidios e do
perfil lipidico foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). Quando houve
diferenca significativa, realizou-se o teste de Tukey, a 5% de probabilidade,
utilizando-se o software Assistat 7.6.

Com relacdo a analise das caracteristicas fisicas dos glébulos de gordura,
inicialmente foi calculada a frequéncia de distribuicdo do tamanho dos globulos. Os
graficos foram feitos em GraphiPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc) e foi
realizada a estatistica de correlacdo néo linear (Gaussiana). Utilizou-se estatistica
descritiva para as varidveis D32, Ds3. Quanto a variavel D, incialmente realizou-se
analise de variancia e posteriormente o Teste de Schefee a 1% de probabilidade,

utilizando-se o software Statplus v5 AnalystSoft Inc.
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6. RESULTADOS

Os valores médios para a fracao lipidica em formulas infantis para lactentes e
no leite humano estdo descritos na Tabela 5. Com relacdo ao leite humano,
observou-se haver diferenca significativa entre os valores relativos a fracéo lipidica
em férmulas infantis, com uma variagao entre 2,609/100g e 4,27g/100g (p<0,05).

Os valores médios para a fracao lipidica nas formulas infantis FIR e FIPSLPH,
equivalentes a 4,23g/100g e 4,279/100g, foram superiores ao valor obtido para o
leite humano, enquanto as formulas infantis FIS e FIPRNBP tiveram valores médios
iguais a 2,609/100g e 2,77g/100g, respectivamente, inferiores ao do leite humano. O
teor de lipidios totais das férmulas infantis FIPRNBP e FIS foi significativamente
diferente (p<0,05) dos valores obtidos para as demais formulas infantis.

Sobre as fracBes de acidos graxos saturados (Tabela 6), verificou-se que
houve diferenca significativa (p<0,05) para o acido caprico (C10:0) na formula infantil
FIPEH; para o acido miristico (C14:0) nas férmulas infantis FIASPLVM e FIPEH;
para o acido palmitico (C16:0) nas férmulas infantis FIPRNBP, FIASPLVM, FIPEH e
FIPSLPH; para o acido esteéarico todas as formulas infantis analisadas diferiram
significativamente do leite humano. O &cido caprilico (C8:0) nao foi detectado no
leite humano, todavia, foi quantificado em todas as férmulas infantis. As férmulas
FIPEH, FIASPLVM e FIPRNBP se destacaram como as de maiores valores médios,
equivalentes a 13,67¢/100g, 7,21g/100g e 4,32g/100g, respectivamente. Para o
acido caprico (C10:0), a férmula infantil FIPEH apresentou o maior valor médio,
equivalente a 13,81g/100g. A soma dos valores médios dos &cidos caprilico e
caprico correspondeu a 27,489/100g e 14,849/100g dos acidos graxos presentes
nas formulas infantis FIPEH e FIASPLVM, respectivamente. As formulas infantis
FIPEH e FIASPLVM apresentaram os menores valores médios para as fracdes de
acido laurico (C12:0) e de &cido miristico (C14:0). Quanto ao acido palmitico (C16:0),
as formulas infantis FILL, FIS, FIPIS e FIEAPG, tiveram valores médios equivalentes
a 22,10g/100g, 20,799/100g, 19,889/100g e 19,539/100g, respectivamente,
estatisticamente iguais (p>0,05) ao do leite humano.

Para a fracdo de acido estearico (C18:0), observou-se, com relagdo ao leite

humano, haver diferenca significativa (p<0,05) em todas as amostras de formulas
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infantis analisadas, que, por sua vez, foram significativamente iguais (p>0,05). O
percentual de acido estearico variou entre 4,38% e 5,89%; no leite humano o valor
percentual determinado foi de 10,26%. Quanto ao acido araquidico (C20:0), ndo
houve diferenca significativa (p>0,05) entre os valores médios obtidos nas férmulas
infantis e no leite humano. Em geral, os valores médios percentuais obtidos para o
acido araquidico estiveram entre 0,20% e 0,66%. O acido heneicosanoico (C21:0) foi
detectado somente na formula infanti FIP e no leite humano e foram
significativamente iguais. O &cido behénico (C22:0) ndo foi detectado na férmula
infantil FIS, nem no leite humano. Os valores percentuais médios estiveram entre
0,08% e 0,82%. As formulas infantis FIIL e FIPIS diferiram estaticamente das demais
(Tabela 6).

Quanto ao perfil de acidos graxos monoinsaturados (Tabela 7), verificou-se,
com relacdo ao leite humano, que todas as férmulas infantis analisadas diferiram
estatisticamente para a fracdo de acido palmitoleico (C16:1). Quando comparadas
entre si, estas amostras de férmulas infantis foram significativamente iguais. O leite
humano apresentou o maior valor médio desse nutriente, equivalente a 3,73%
(p<0,05), enquanto nas féormulas infantis os valores médios permaneceram entre
0,03% e 0,26%. Apenas na férmula infantii FIS o acido palmitoleico ndo foi
detectado.

Para a fracdo de &cido oleico (C18:1), apenas as férmulas infantis FIR,
FIASPLVM e FIPSLPH mostraram diferencas significativas (p<0,05), com relacdo ao
leite humano e quando comparadas as outras férmulas infantis.

Com relacdo ao acido oleico (C18:1) presente nas férmulas infantis,
obtiveram-se valores percentuais superiores a 30,18%. Nas formulas infantis FIR,
FIPSLPH e FIASPLVM foram obtidos valores médios iguais a 45,52%, 43,95% e
43,83%, respectivamente. Esses valores sdo estatisticamente superiores (p<0,05)

ao obtido no leite humano, equivalente a 27,94%.
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Tabela 5: Teor de lipidios expressos em g/100ml e g/100kcal em férmulas infantis para lactentes e no leite humano

» ) . . Teor de lipidios Teor de lipidios em
Classificacéo Formula infantil para lactentes
(em g/100 mL) (9/100kcal)*

FIR 4,2310,21 a 6,30
Férmula infantil para lactentes FIP 3,95+0,05 ab >,88
FIPRNBP 2,7740,35 cd 3,46
FIEAPG 3,5020,26 b 524
Formulas infantis de seguimento para lactentes FIS 2,60+0,17 d 3,83
FIASPLVM 4,10+0,10 ab 5,75
) ] ] FlIL 3,93+0,06 ab 5,91

Formulas infantis para lactentes destinadas a
) ) o . FIPIS 4,06+0,51 ab 6,02

necessidades dietoterapicas especificas
FIPEH 3,43%0,06 bc 5,20
FIPSLPH 4,27+0,06 a 6,33
3,44+0,50 bc

Leite Humano
FIR — Férmula Infantil de Rotina; FIP — Férmula Infantil de Partida; FIPRNBP — Férmula Infantil para Prematuros e Recém-Nascidos de Baixo Peso; FIEAPG — Foérmula Infantil Espessada com Amido
Pré-Gelatinizado; FIS — Férmula Infantil de Seguimento; FIASPLVM — Férmula Infantil Elementar para Alergia Severa a Proteinas do Leite de Vaca e a Mdltiplos Alimentos; FIIL — Férmula Infantil
Isenta de Lactose; FIPIS — Formula Infantil & Base de Proteina Isolada de Soja; FIPEH - Férmula Infantil a Base de Proteina Extensamente Hidrolisada do Soro do Leite; FIPSLPH — Férmula Infantil &
Base de Proteinas de Soro de Leite Parcialmente Hidrolisadas.

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Calculo realizado a partir do valor energético declarado no rétulo do produto.
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Tabela 6: Percentual de acidos graxos saturados em féormulas infantis para lactentes e no leite humano

Acidos Formula infantil para lactentes — % (g/100g) Leite
graxos FIR FIP FIPRNBP FIEAPG FIS FIASPLVM FIIL FIPIS FIPEH FIPSLPH Humano
C 8.0 0,87+0,51b 0,68+0,34b 4,32+1,03b 0,82+0,72b 0,15+0,13b 7,21+6,31ab 0,63+0,31b 1,63+0,09b 13,67+7,82a 1,05+1,22b ND
C 10:.0 0,76+0,72b 2,68+2,16b 3,83+0,95b 0,82+0,71b 0,40+0,18b 7,63+6,17ab 0,66+0,40b 1,42+0,19b 13,81+6,99a 1,22+0,83b 1,37+0,71b

Cc 120 5,95+1,53ab 8,55+3,15ab  10,96+0,89ab 17,3249,98a 9,90+0,16ab 3,29+5,17b 8,39+0,85ab 12,36+3,11ab  2,03+3,42b  11,36+2,19ab 6,41+2,17ab
C 14:.0 4,11+1,60abc  4,38+1,71abc 5,53+0,20abc  4,40+1,22abc 4,12+0,26abc 1,69+2,58bc 4,39+0,62abc 5,07+0,40abc  1,27+1,93c 5,85+0,99ab 6,17+2,33a

C16:0 16,02+1,75bcd 19,18+1,72abc 14,53+0,38cd 19,53+2,02abc 20,79+0,33ab 8,18+1,99% 22,10£0,40a  19,88%0,84 abc 12,02+4,93de 10,47+0,12de 20,19+1,33ab

C 18:0 5,89+1,19b 5,43+0,38b 4,81+0,05b 4,62+0,49b 4,38+0,21b 5,88+1,19b 5,07+0,41b 5,42+2,64b 5,24+1,37b 5,03+0,23b 10,26+1,82a
C 20:0 0,28+0,48a 0,66+0,20a 042+0,07a 0,60+0,16a 0,25+0,07a 0,31+0,38a 0,27+0,28a 0,56+0,26a 0,63+0,10a 0,20+0,35a 0,14+0,21a
C 210 ND 0,24 £ 0,34a ND ND ND ND ND ND ND ND 0,89 + 0,49a
C 22:0 0,29+0,27ab 0,50+0,28ab  0,42+0,20ab 0,17+0,15ab ND 0,66+0,59ab 0,09+0,08b 0,13+0,18b  0,23+0,25ab 0,82+0,20a ND
Total 34,16 42,30 44,82 48,27 39,99 34,84 41,60 46,46 48,91 36,01 45,42

Férmula infantil para lactentes: FIR; FIP; FIPRNBP; FIEAPG.

Formula infantil de seguimento para lactentes: FIS.

Formula infantil para lactentes destinada a necessidades dietoterapicas especificas: FIASPLVM,; FIIL; FIPIS; FIPEH; FIPSLPH;

FIR — Férmula Infantil de Rotina; FIP — Férmula Infantil de Partida; FIPRNBP — Férmula Infantil para Prematuros e Recém-Nascidos de Baixo Peso; FIEAPG — Férmula Infantil Espessada com Amido Pré-
Gelatinizado; FIS — Formula Infantil de Seguimento; FIASPLVM — Férmula Infantil Elementar para Alergia Severa a Proteinas do Leite de Vaca e a Mdltiplos Alimentos; FIIL — Formula Infantil Isenta de Lactose;
FIPIS — Férmula Infantil & Base de Proteina Isolada de Soja; FIPEH - Férmula Infantil & Base de Proteina Extensamente Hidrolisada do Soro do Leite; FIPSLPH — Férmula Infantil a Base de Proteinas de Soro
de Leite Parcialmente Hidrolisadas.

Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

C 8:0 — Acido Caprilico; C 10:0 — Acido Caprico; C 12:0 — Acido Laurico; C 14:0 — Acido Miristico; C 16:0 — Acido Palmitico; C 18:0 — Acido Esteérico; C 20:0 — Araquidico; C 21:0 — Acido Heneicosanoico;C
22:0 — Acido Behénico.

ND — Néo detectado pelo método utilizado.
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Quanto ao acido linoleico (C18:2), ndo houve diferenca significativa entre os
valores obtidos para as diferentes formulas infantis e no leite humano (p>0,05). Os
valores percentuais variaram entre 15,89% e 21,15% e no leite humano foi igual
(21,44%). Também nao se detectou diferenca significativa (p>0,05) para a fracédo de
acido linolénico (C18:3) com relagédo ao leite humano e entre as formulas infantis
analisadas. Os valores percentuais médios estiveram entre 0,12% e 0,82%. O &cido
eicosanoico foi quantificado somente na formula infantil FIEAPG e no leite humano,
com valores percentuais medios equivalentes a 0,10g/100g e 0,899/100g,
respectivamente, significativamente iguais (p>0,05) (Tabela 7).

Em todas as férmulas infantis analisadas, a soma dos valores percentuais
meédios referentes aos acidos graxos insaturados foi superior a 51,00%. A soma dos
valores percentuais médios para as fracdes de acidos graxos insaturados, das
férmulas infantis FIR, FIASPLVM e FIS, foi igual a 65,85%, 65,16% e 60,02%,
respectivamente. No leite humano, a soma dos valores médios referentes aos acidos
graxos insaturados foi igual a 54,58%. Tem-se, ainda, que nas férmulas infantis
FIPEH e FIPIS, os acidos graxos poli-insaturados representaram 40,88% e 39,18%
do total de acidos graxos insaturados. No leite humano, os acidos graxos poli-
insaturados representaram 40,34% e 39,18% do total de acidos graxos insaturados.

E possivel ainda relacionar o perfil das fracbes de &cidos graxos mais
relevantes nas formulas infantis analisadas e considerar a influéncia das fontes
lipidicas utilizadas em cada formula infantil (Tabela 4) na composicdo em &cidos
graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados de tais formulas infantis para
lactentes (Tabela 8). Os valores percentuais obtidos para as frac6es dos acidos
oleico (C18:1) e linoleico (C18:2) se devem ao uso dos 6leos de canola e de milho
na formulacdo das formulas infantis analisadas, enquanto os 6leos de girassol,
primula e soja se configuram como fontes de &cido linoleico (C18:2), e o 6leo de
palma como fonte de &cido palmitico (C16:0).



Tabela 7: Percentual de acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados em férmulas infantis para lactentes e no leite humano
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Acidos Formula infantil para lactentes - % (g/100g)
Leite Humano
Graxos
FIR FIP FIPRNBP FIEAPG FIS FIASPLVM FIIL FIPIS FIPEH FIPSLPH
c16:1 0,20+0,35b  0,26+0,05b  0,23+0,03b 0,15+0,13b ND 0,07+0,13b 0,04+0,07b 0,25+0,12b 0,03+0,05b 0,07+0,13b 3,73%£1,37a
c18:1 45,52+8,12a 38,16+9,04ab 38,44+2,38ab  34,42+7,97ab 40,06+1,16ab  43,93+8,44a  36,86+2,15ab  32,32+3,99ab  30,18+2,61b  43,95+4,71la 27,94+2,29b
C 18:2 19,81+0,84a 18,74+2,54a 15,89+0,49a 16,65+3,02a  19,84+0,53a 20,87+2,80a 21,15+0,32a 20,71+2,40a 20,07+2,51a  19,46x1,53a 21,44+3,63a
C 183 0,32+0,55a  0,54+0,27a  0,61+0,05a 0,40+0,35a 0,12+0,10a 0,29+0,50a 0,35+0,30a 0,27+0,02a 0,82+0,36a 0,52+0,26a 0,58+0,38a
C20:1 ND ND ND 0,10+0,18a ND ND ND ND ND ND 0,89+0,29a
Total (AGMI) 45,72 38,42 38,67 34,67 40,06 44,00 36,90 32,57 30,21 44,02 32,56
Total (AGPI) 20,13 19,28 16,50 17,05 19,96 21,16 21,50 20,98 20,89 19,98 22,02
Total 65,85 57,70 55,17 51,72 60,02 65,16 58,40 53,55 51,10 64,00 54,58

Formula infantil para lactentes: FIR; FIP; FIPRNBP; FIEAPG.
Formulas infantis de seguimento para lactentes: FIS.
Formulas infantis para lactentes destinadas a necessidades dietoterapicas especificas: FIASPLVM,; FIIL; FIPIS; FIPEH; FIPSLPH,;

FIR — Férmula Infantil de Rotina; FIP — Férmula Infantil de Partida; FIPRNBP — Férmula Infantil para Prematuros e Recém-Nascidos de Baixo Peso; FIEAPG — Férmula Infantil Espessada com Amido Pré-

Gelatinizado; FIS — Férmula Infantil de Seguimento; FIASPLVM — Férmula Infantil Elementar para Alergia Severa a Proteinas do Leite de Vaca e a Mdltiplos Alimentos; FIIL — Formula Infantil Isenta de Lactose;
FIPIS — Férmula Infantil & Base de Proteina Isolada de Soja; FIPEH - Férmula Infantil & Base de Proteina Extensamente Hidrolisada do Soro do Leite; FIPSLPH — Férmula Infantil & Base de Proteinas de Soro
de Leite Parcialmente Hidrolisadas.
Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

C 16:1 — Acido Palmitoleico; C 18:1 — Acido Oleico; C 18:2 — Acido Linoleico; C 18:3 — Acido Linolénico; C 20:1 — Acido Eicosanoico.
ND — N&o detectado pelo método utilizado.
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Tabela 8: Perfil lipidico das féormulas infantis e respectivos valores percentuais de acidos graxos dos 6leos indicados na lista de fontes lipidicas das féormulas infantis para lactentes
analisadas

Classificagao Produto Composicéo em &cidos graxos dos componentes da fracéo lipidica (%)
FIR Oleo de canola Oleo de girassol Oleo de palma Oleo de coco
C16:0 - 16,02 C16:0- 3,75 C16:0- 5,70 C16:0 - 42,70 C16;0 - 10,08
C18:0 - 05,89 C18:0-1,87 C18:0- 4,79 C18:0-4,55 C18:0-4,31
C18:1-45,52 C18:1-62,41 C18:1 - 15,26 C18:1-39,37 C18:1-7,45
C18:2-19,81 C18:2 - 20,12 C18:2 - 71,17 C18:2-10,62 C18:2-1,80
FIP Oleo de palma Oleo de palmiste Oleo de canola Oleo de milho
. . . C16:0-19,18 C16:0 - 42,70 C16:0 - 8,65 C16:0 - 3,75 C16:0 - 10,47
Formula infantl para - c1g:0 - 05,43 C18:0 - 4,55 C18:0-2,27 C18:0-1,87 C18:0-2,02
C18:1 - 38,16 C18:1 - 39,37 C18:1 - 16,46 C18:1-62,41 C18:1- 24,23
C18:2-18,74 C18:2 - 10,62 C18:2-2,76 C18:2 - 20,12 C18:2 - 60,38
FIPRNBP Oleo de palma Oleo de coco Oleo de canola Oleo de girassol Oleo de primula
C16:0 — 14,53 C16:0 - 42,70 C16;0 - 10,08 C16:0 - 3,75 C16:0 - 5,70 C16:0 - 5,47
C18:0 - 04,81 C18:0 - 4,55 C18:0- 4,31 C18:0-1,87 C18:0- 4,79 C18:0-1,83
C18:1 - 38,44 C18:1 - 39,37 C18:1-7,45 C18:1-62,41 C18:1- 15,26 C18:1-7,50
C18:2 - 15,89 C18:2 - 10,62 C18:2-1,80 C18:2 - 20,12 C18:2- 71,17 C18:2-74,0
FIEAPG Oleo de palma Oleo de canola Oleo de palmiste Oleo de milho
C16:0 - 1953 C16:0 - 42,70 C16:0-375 C16:0- 8,65 C16:0 - 10,47
C18:0 — 04,62 C18:0-4,55 C18:.0-1,87 C18:0 - 2,27 C18:0 - 2,02
C18:1—34.42 C18:1 - 39,37 C18:1- 62,41 C18:1-16,46 C18:1-24,23
C18:2 - 16.65 C18:2 - 10,62 C18:2 - 20,12 C18:2-2,76 C18:2 - 60,38
FIS Oleo de palma Oleo de palmiste Oleo de canola Oleo de milho
Formulas infantis de C16:0— 20,79 C16:0 - 42,70 C16:0 - 8,65 C16:0-375 C16:0 - 10,47
seguimento para C18:0—04,38 C18:0-4,55 C18:.0-2,27 C18:0-1,87 C18:0 - 2,02
lactentes C18:1 - 40,06 C18:1 - 39,37 C18:1 - 16,46 C18:1 - 62,41 C18:1 - 24,23
C18:2 - 19 84 C18:2 - 10,62 C18:2-2,76 C18:2 - 20,12 C18:2 - 60,38

FIR — Férmula Infantil de Rotina; FIP — Férmula Infantil de Partida; FIPRNBP — Formula Infantil para Prematuros e Recém-Nascidos de Baixo Peso; FIEAPG — Férmula Infantil Espessada com Amido Pré-
Gelatinizado; FIS — Formula Infantil de Segmento; FIASPLVM — Férmula Infantil Elementar para Alergia Severa a Proteina do Leite de Vaca e a Mdltiplos Alimentos; FIIL — Férmula Infantil Isenta de
Lactose; FIPIS — Formula Infantil & Base de Proteina Isolada de Soja; FIPEH — Formula Infantil & Base de Proteina Extensamente Hidrolisada do Soro do Leite; FIPSLPH — Férmula Infantil a Base de
Proteina de Soro de Leite Parcialmente Hidrolisada.

Fonte: ZAMBIAZI, et al (2007) com adaptacGes
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Tabela 8: Perfil lipidico das formulas infantis e respectivos valores percentuais de acidos graxos dos 6leos indicados na lista de fontes lipidicas das formulas infantis para lactentes
analisadas (continuagao)

Classificagao Produto Composicéo em &cidos graxos dos componentes da fracdo lipidica (%)
FIASPLVM O fabricante somente informa que 100% de 6leos sdo de origem vegetal, sem detalhar as fontes.
FIIL Oleo de palma Oleo de canola Oleo de coco Oleo de girassol
C16:0 — 22,10 C16:0 - 42,70 C16:0 - 3,75 C16;0 - 10,08 C16:0- 5,70
C18:0 — 05,07 C18:0 - 4,55 C18:0-1,87 C18:0-4,31 C18:0- 4,79
C18:1 - 36,86 C18:1 - 39,37 C18:1-62,41 C18:1-7,45 C18:1- 15,26
C18:2-21,15 C18:2 - 10,62 C18:2 - 20,12 C18:2-1,80 C18:2 - 71,17
FIPIS Oleo de palma Oleo de soja Oleo de coco Oleo de girassol
i . . C16:0-19,88 C16:0- 42,70 C16:0-9,90 C16;0 - 10,08 C16:0 - 5,70
Egrr;“g;;”tgzm's C18:0 - 05,42 C18:0 - 4,55 C18:0 - 3,94 C18:0 - 4,31 C18:0- 4,79
destinadas a C18:1-32,32 C18:1 - 39,37 C18;1- 21,35 C18:1-7,45 C18:1- 15,26
necessidades C18:2-20,71 C18:2 - 10,62 C18:2 - 56,02 C18:2-1,80 Cc18:2-71,17
dietoterapicas FIPEH Oleo de canola Oleo de girassol Oleo de palma -
especificas C16:0 - 12,02 C16:0- 3,75 C16:0- 5,70 C16:0- 42,70 -
C18:0-05,24 C18:0- 1,87 C18:0- 4,79 C18:0- 4,55 -
C18:1 - 30,18 C18:1-62,41 C18:1 - 15,26 C18:1 - 39,37 -
C18:2 -20,07 C18:2 - 20,12 C18:2-71,17 C18:2 - 10,62 -
FIPSLPH Oleo de palma Oleo de coco Oleo de girassol -
C16:0-10,47 C16:0- 42,70 C16;0 - 10,08 C16:0- 5,70 -
C18:0 - 05,03 C18:0- 4,55 C18:0-4,31 C18:0- 4,79 -
C18:1-43,95 C18:1 - 39,37 C18:1-7,45 C18:1- 15,26 -
C18:2 -19,46 C18:2- 10,62 C18:2-1,80 C18:2-71,17 -

FIR — Férmula Infantil de Rotina; FIP — Férmula Infantil de Partida; FIPRNBP — Formula Infantil para Prematuros e Recém-Nascidos de Baixo Peso; FIEAPG — Férmula Infantil Espessada com Amido Pré-
Gelatinizado; FIS — Férmula Infantil de Segmento; FIASPLVM — Férmula Infantil Elementar para Alergia Severa a Proteina do Leite de Vaca e a Mdltiplos Alimentos; FIIL — Formula Infantil Isenta de
Lactose; FIPIS — Formula Infantil & Base de Proteina Isolada de Soja; FIPEH — Formula Infantil & Base de Proteina Extensamente Hidrolisada do Soro do Leite; FIPSLPH — Férmula Infantil a Base de
Proteina de Soro de Leite Parcialmente Hidrolisada.

Fonte: ZAMBIAZI, et al (2007) com adaptagbes
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Na Tabela 9 sdo apresentadas as caracteristicas fisicas dos glébulos de
gordura das amostras de formulas infantis para lactentes e para o pool de leite
humano. Para as amostras das formulas infantis FIPRNBP (Férmula Infantil para
Prematuros e Recém-Nascidos de Baixo Peso) e FIS (Férmula Infantil de
Segmento), tais dados ndo foram obtidos porque néo foi possivel fazer a extragdo do

lactato pela técnica adotada nesta pesquisa.

Tabela 9. Caracteristicas fisicas dos globulos de gordura das férmulas infantis e do
leite humano
Tratamento Moda (um)  Dwmin (Um)  Dwmax (Lm) D32 (um) Da,3 (um)

FIR 2,20 0,60 7,00 3,47 4,08
FIP 2,00 1,20 9,60 6,13 7,05
FIEAPG 0,80 0,50 2,40 1,59 1,75
FIASPLVM 2,00 0,80 3,45 2,32 2,43
FIIL 2,40 1,00 6,20 3,70 4,45
FIPIS 0,60 0,40 1,70 0,83 0,93
FIPEH 0,80; 1,00 0,40 1,70 1,27 1,36
FIPSLPH 0,50 0,30 1,30 0,80 0,88
LH 2,60; 3,00 1,40 8,20 5,16 5,98

FIR — Férmula Infantil de Rotina; FIP — Férmula Infantil de Partida; FIEAPG — Férmula Infantil Espessada com
Amido Pré-Gelatinizado; FIASPLVM — Férmula Infantil Elementar para Alergia Severa a Proteina do Leite de
Vaca e a Mdltiplos Alimentos; FIIL — Férmula Infantil Isenta de Lactose; FIPIS — Férmula Infantil & Base de
Proteina Isolada de Soja; FIPEH — Férmula Infantil & Base de Proteina Extensamente Hidrolisada do Soro do
Leite; FIPSLPH — Férmula Infantil & Base de Proteina de Soro de Leite Parcialmente Hidrolisada; LH — leite
humano.

Dwmin (um) — didametro minimo; Dwmax (um) — didmetro maximo; D32 (um) - didmetro de Sauter ou Diametro
Superficial Médio; D43 (um) — didmetro de Brouckere ou Diametro Volumétrico Médio

Considerando que amplitude € igual a diferenca entre 0 Dwmax (Um) € 0 Dwin
(um), a maior variacdo obtida, com relacdo ao didametro dos glébulos de gordura, foi
para as amostras FIP (Figura 6a) e leite humano (LM, Figura 6b), com amplitudes
equivalentes a 8,40um e 6,80um, respectivamente (Tabela 9), enquanto as formulas
infantis FIPIS (Figura 6¢) e FIPSLPH (Figura 6d) apresentaram as menores
amplitudes para a variacao do diametro dos glébulos de gordura, correspondentes a
1,30pum e 1,00um, respectivamente (Tabela 9). O menor diametro de glébulo de
gordura foi obtido na férmula infantil FIPSLPH, equivalente a 0,30um. Por outro lado,

o maior didmetro de glébulo de gordura (9,60um) foi observado na férmula infantil
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FIP. Com relagédo ao leite humano, o maior didmetro dos globulos de gordura foi
equivalente a 8,20um.

Na figura 7 (7a; 7b; 7c; 7d; 7e) estdo apresentadas as micrografias e os
histogramas de distribuicdo de frequéncia do diametro dos globulos de gorduras das
amostras de férmulas infantis FIR, FIEAPG, FIASPLVM, FIIL, FIPEH,
respectivamente

Com relacdo aos diametros médios dos globulos de gordura das férmulas
infantis expressos como D3 (diametro médio de Sauter) e D4z (diametro médio de
Brouckere), tem-se que os menores valores foram obtidos nas formulas infantis
FIPSLPH e FIPIS. Para a formula infantil FIPSLPH, os valores de Dsze D43 foram
0,80 e 0,88 (um), respectivamente. A formula infantil FIP foi a que apresentou

maiores valores de Dsze D3 equivalentes a 6,13um e 7,05um, respectivamente.

Quanto ao leite humano, obteve-se valor de Dszigual a 5,16um e de Ds3equivalente
a 5,98um.

Na Figura 8 sdo apresentados os valores médios referentes ao diametro
médio dos glébulos de gordura das formulas infantis e do leite humano. Verificou-se
que a férmula infantil FIP apresenta didmetro numérico médio dos glébulos de
gordura (3,47um) igual ao do leite humano (LH), de acordo com o Teste de Schefee
a 1% de probabilidade. No leite humano, diametro médio dos globulos de gordura foi
equivalente a 3,44um. Os menores valores de didmetro numérico médio dos
glébulos de gordura foram obtidos para as formulas FIEAPG, FIPEH, FIPIS,
FIPSLPH, sendo equivalentes a 1,22, 1,04, 0,70 e 0,64 pm.
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Figura 6. Micrografia e histograma de distribuicdo de frequéncia dos globulos de gordura da formula infantil das amostras de
férmulas infantis FIP (a), leite humano (b), FIPIS (c) e FIPSLPH (d).
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FIR — Férmula Infantil de Rotina; FIP — Férmula Infantil de Partida; FIEAPG — Férmula Infantil Espessada com Amido Pré-
Gelatinizado; FIASPLVM — Férmula Infantil Elementar para Alergia Severa a Proteinas do Leite de Vaca e a Miltiplos
Alimentos; FIIL — Férmula Infantil Isenta de Lactose; FIPIS — Férmula Infantil a Base de Proteina Isolada de Soja; FIPEH -
Férmula Infantil a Base de Proteina Extensamente Hidrolisada do Soro do Leite; FIPSLPH — Férmula Infantil a Base de
Proteinas de Soro de Leite Parcialmente Hidrolisadas; LH — Leite Humano.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Schefee a 1% de probabilidade.
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7. DISCUSSAO

Os dados obtidos nesta pesquisa revelaram que 40% (n=4) e 20% (n=2) das
férmulas infantis para lactentes mostraram, respectivamente, diferenca significativa
com relacdo ao percentual de lipidios totais no leite humano e entre as formulas
infantis analisadas. Com relacdo ao perfil de 4cidos graxos, também se observou
diferenca significativa tanto em relacédo ao leite humano quanto entre as formulas
infantis analisadas. Em parte, tais resultados se justificam uma vez que esses
produtos foram obtidos por uma mistura de lipidios de origem vegetal e de origem
animal, ou somente de origem vegetal, com ingredientes variaveis e em diferentes
proporcdes (Tabela 4). A indastria de formulas infantis para lactentes objetiva,
principalmente, fornecer niveis adequados dos acidos graxos essenciais — acidos
linoleico e a-linolénico (LONG et al., 2013).

Assim, 0 mais relevante € identificar se os produtos disponiveis no mercado
atendem aos requisitos nutricionais descritos na literatura, uma vez que esses
nutrientes sao a principal fonte de energia para o lactente, sdo fundamentais para a
absorcao das vitaminas lipossoluveis, para a composi¢cdo das membranas celulares,
por fornecer componentes estruturais para a retina e cérebro, além do fato de que
alguns &cidos graxos desempenham papel determinante na expressao de alguns
genes (REGO et al., 2013).

Ha& poucas informacdes na literatura sobre o teor de lipidios totais em
férmulas infantis. Riva et al. (2007) analisaram, com base nas informacdes
apresentadas no roétulo dos produtos, a composicdo de 30 diferentes férmulas
infantis disponiveis no comércio italiano e identificaram uma variacdo entre
2,99/100mL e 3,89/100mL, ou de 4,32g/100kcal a 5g/100kcal.

Kus et al. (2011) determinaram o teor de lipidios em 14 amostras de férmulas
infantis disponiveis no mercado e os dados obtidos estiveram de acordo com as
informacdes transcritas nos rétulos dessas amostras, indicando adequacdao em
relacdo as normas vigentes. Régo et al. (2013) realizaram um levantamento das
férmulas infantis disponiveis no mercado portugués (n=87) e identificaram que a
fracdo de lipidios totais variou, em média, entre 4,7g/100kcal e 5,3g/100kcal,

enquanto para o leite humano o valor referéncia foi de 5,69/100kcal. Zunin et al.
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(2015) analisaram 32 amostras de formulas infantis e identificaram uma variagédo
entre 22,99/100g e 30,1g/100g, em base seca, para a fracao de lipidios totais.

Sobre o teor de lipidios totais no leite humano, sabe-se que, em geral, a
concentracdo de lipidios € menor no colostro do que no leite maduro e o conteudo
lipidico do leite normal aumenta, progressivamente, durante a ordenha; contudo, a
fracdo de triacilglicer6is ndo sofre grandes mudancas entre as fases de lactagédo
(GARTON, 1963; UAUY, 1990; SARKAR, 2004; COSTA & SABARENSE, 2010). De
maneira geral, o teor de lipidios no leite humano varia entre 3% e 5% (JENSEN,
1999).

Trabalho realizado por Hall (1979) mostrou que o teor de lipidios totais do leite
humano triplicou, na média, de 2,49/100mL a 7,59/100mL, durante a amamentacao.
Bitman et al. (1983) observaram que, com o0 avanco da lactacdo, o teor de lipidios
aumentou em 2% trés dias ap0s o parto, na seguinte ordem: colostro, leite de
transicao, leite maduro. Apos 3 meses, 0 aumento foi maior que 4%.

Variacdes observadas entre o teor de lipidios durante a lactacdo podem ser
devido a diversos fatores que modulam a composicdo do leite humano, uma vez
que, entre os macronutrientes, essa fracdo € a mais variavel. Além disso, € possivel
ainda considerar que a amostragem e o método analitico adotado podem levar a
obtencao de diferentes dados, assim como a forma de expresséo dos nutrientes.

Assim, quanto ao percentual de lipidios totais, as amostras de férmulas
infantis para lactentes, analisadas neste estudo, estdo parcialmente de acordo com
a literatura e com os dados declarados nos rétulos dos produtos; para oito amostras
foram detectados valores superiores aos declarados no rétulo. O teor de lipidios
totais no leite humano esteve de acordo com o intervalo indicado na literatura
(JENSEN, 1999; COSTA & SABARENSE, 2010; Da SILVA et al., 2007).

Comparando-se ainda o teor de lipidios totais nas férmulas infantis com o
valor obtido para o pool de leite humano, verificou-se que 20% (n=2) das amostras
apresentaram teor de lipidios totais inferiores ao do leite humano analisado e aos
dados disponiveis na literatura (JENSEN, 1999; COSTA & SABARENSE, 2010; Da
SILVA et al., 2007).

Convém considerar que a fracao lipidica do leite humano deve contribuir com

40% a 55% do total de energia consumida pelo lactente, além de contribuir para os
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demais processos fisiologicos responsaveis pela saude do lactente e, de tal forma,
teores de lipidios inferiores podem favorecer a oferta de reduzidas concentracdes de
acidos graxos essenciais e fornecer menor aporte calorico (JENSEN, 1999;
KOLETZKO et al., 2001; COSTA & SABARENSE, 2010).

Segundo a The European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology
and Nutrition (ESPGHAN), o conteddo minimo de lipidios totais nas formulas infantis
deve ser de 4,4 g/100 kcal (1,05 g/100 kJ) e o maximo de 6,0 g/100 kcal (1,4 g/100
kJ). Neste estudo, as formulas infantis FIPRNBP e FIS tiveram uma reducéo de 43%
e de 36%, respectivamente, na fracdo de lipidios totais expressa em g/100kcal. As
férmulas infantis FIR e FIPSLPH apresentaram um acréscimo em torno de 5% no
teor de lipidios totais expresso em @/100kcal (KOLETZKO et al.,, 2005). Para
Thompkinson & Kharb (2007), os valores maximo e minimo de ingestéo de lipidios,
fisiologicamente toleravel para o bem estar dos lactentes, ndo estdo bem definidos.

Quanto ao teor de &cidos graxos saturados, o &cido palmitico foi o
predominante nas amostras de formulas infantis analisadas, com uma variacao
percentual entre 12,02% e 22,10%, exceto para as formulas FIASPLVM e FIPSLPH.
Tais dados foram igualmente significativos com relag&o ao leite humano (Tabela 2).
Lépez-Lopez et al. (2002) determinaram o perfil de acidos graxos em 11 férmulas
infantis e os dados obtidos para a fracdo de acido palmitico variaram de 17,96% a
27,42%; no pool de amostras de leite humano, o valor obtido foi de 19,48%; esses
autores descreveram ainda que o acido palmitico diminuiu significativamente da fase
de colostro para a fase de leite maduro.

COSTA & SABARENSE (2010) mostraram uma variagdo entre 17,30% e
25,14% para a fracdo de acido palmitico (C16:0) em amostras de leite humano
analisadas em diferentes paises (Tabela 03). A literatura relata que a composicao do
leite humano é afetada pelo estagio de lactacdo e por fatores individuais das
nutrizes. Adiposidade e mudancas nos habitos alimentares pareceram influenciar
negativamente a composicao do leite dessas mulheres (YAMAWAKI et al., 2005).

A presenca de acido palmitico (C16:0) no leite humano assegura maior
digestibilidade e uso desse nutriente como fonte energética, gerando outros acidos
graxos, podendo ainda ser estocado pelo lactente. Além disso, por nao ser

essencial, o acido palmitico também pode ser sintetizado pelo organismo humano
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(JENSEN, 1999; COSTA & SABARENSE, 2010; OLEYNIK et al., 2013; BORGO et
al, 2015).

Todavia, no leite humano, a esterificagcdo ocorre na posi¢cado sn-2 (ou () do
trigliceridio, permitindo que as lipases pancreaticas hidrolisem seletivamente os
acidos graxos nas posi¢cdes sn-1 e sn-3 produzindo sn-2 monoacilglicerdis e acidos
graxos livres que sao absorvidos, reesterificados e secretados no plasma. O
posicionamento dos acidos graxos saturados, particularmente do acido palmitico na
posi¢do sn-2, torna tanto os acidos graxos na forma de sn-2 monoacilgliceréis e o
calcio do leite completamente absorvidos (BORGO, et al 2015). Aproximadamente
60% do total de acido palmitico (C16:0), no leite humano, se encontra na posicao sn-
2 do triacilglicerol, o que garante maior facilidade na absor¢cdo (COSTA &
SABARENSE, 2010). Tal fato se deve a maior polaridade e solubilidade em agua do
monoacilglicerol com o &cido palmitico na posicdo sn-2 em relacdo a sua forma livre
(KOLETZKO et al, 2001; LOPEZ-LOPEZ et al, 2001; JENSEN, 1999;
THOMPKINSON & KHARB, 2007).

Faz-se necessario considerar que, nas formulas infantis para lactentes, a
fracdo lipidica é principalmente constituida por 6leos de origem vegetal (COSTA &
SABARENSE, 2010). De tal forma, o &cido palmitico estd predominantemente
esterificado nas posicdes sn-1 (ou a) e sn-3 (ou a’) e, assim, o acido palmitico livre
liga-se ao calcio e torna-se insoltvel no intestino e, portanto, ndo é absorvido, e é
eliminado nas fezes (BORGO, et al 2015).

Pesquisa realizada por Lépez-Lépez et al. (2002) mostrou o percentual de
acidos graxos na posi¢ao sn-2 em amostras de leite humano e de formulas infantis.
Os dados obtidos mostraram que de 7,33% a 62,33% do acido palmitico estavam na
posi¢do sn-2, enquanto no leite humano a relagéo foi de 87,86% do acido palmitico
na posicdo sn-2. Straarup et al (2006) descreveram a composicdo e a
esteroespecificidade dos acidos graxos em 28 férmulas infantis e identificaram que o
percentual de &cido palmitico na posicao sn-2 variou de 0,4% a 10,1%.

A segunda fracdo, quantitativamente mais importante, foi a do acido laurico
(C12:0), com uma variacdo média entre 2,03g/100g e 17,32g/100g, nao diferindo
significativamente do valor determinado para o pool de amostras do leite humano.

Costa & Sabarense (2010) mostraram uma variagcdo entre 5,21% e 13,82% em
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amostras de leite humano analisadas em diferentes paises (Tabela 03), enquanto
Lépez-Lopez et al. (2002) identificaram valores entre 5,65% e 12,64%.

Sobre a soma dos acidos laurico (C12:0) e miristico (C14:0), verificou-se que
apenas a formula infantil FIEAPG teve a soma dos valores percentuais superior a
20% do conteudo total de acidos graxos (Tabela 6); as demais estiveram de acordo
com recomendacdes da ESPGHAN (KOLETZKO et al., 2005). Pesquisas realizadas
na lItalia com 32 formulas infantis e na Espanha com 11 formulas infantis
identificaram que a soma dos percentuais de acido laurico e acido miristico nas
amostras analisadas foi menor que 20% do total de acidos graxos (ZUNIN et al.,
2015; LOPEZ-LOPEZ et al., 2002).

Quanto ao teor de acidos graxos saturados, verificou-se que a soma dos
percentuais de acidos graxos saturados para as férmulas infantis estiveram de
acordo com a literatura, que destaca uma variagdo de 28,70% a 48,99% para a
fracdo de acidos graxos saturados no leite humano (COSTA & SABARENSE, 2010)
e de 34,18% a 47,48% (LOPEZ-LOPEZ et al., 2002).

Quanto ao teor médio percentual de acidos graxos com potencial
hipercolesterolémico, a soma das fracdes de acido laurico (C12:0), &cido miristico
(C14:0) e acido palmitico (C16:0) nas amostras de formulas infantis variou de
13,16% a 41,25%. Lopez-Lopez et al. (2002) encontraram valores superiores a
309g/100g nas 11 amostras de férmulas infantis analisadas.

No pool de leite humano, o valor obtido para a soma do percentual desses
acidos graxos foi de 32,77%. Dados da literatura indicam valores 22% e 42% e
valores de 28,8% para a soma dessas fracdes de acidos graxos saturados (JENSEN
et al., 1999; LOPEZ-LOPEZ et al., 2002).

A gordura saturada (C12:0, C14:0 e C16:0) eleva a concentracdo plasmatica
de colesterol, especialmente o C14:0, enquanto o C18:0 é neutro em seus efeitos
sobre o colesterol (JENSEN, 1999; SANTOS, et al, 2013). Quando consumidos em
excesso, 0s acidos graxos saturados podem aumentar o risco de desenvolvimento
de doencas cardiacas. Carlson et al, 1997 relataram que o &cido laurico e o acido
miristico (C14:0) sao potencialmente mais colesterolémicos.

Pesquisa realizada por Kus et al. (2011), sobre informacfes nutricionais

contidas no rétulo dos produtos, mostrou que entre 14 amostras analisadas de
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formulas infantis para lactentes, apenas uma formula infantil para lactentes
apresentou valor 38% (13,1 + 1,29g/100g, em base seca) maior que o informado no
rétulo. Oleynik et al. (2013) compararam o perfil lipidico de férmulas infantis com o
perfil lipidico do leite humano e os dados obtidos mostraram que, para o acido
laurico (C12:0), os valores obtidos variaram entre 7,827 mol% a 11,340 mol %; para
0 acido miristico (C14:0), de 4,423 mol% a 5,693 mol%; e para o acido palmitico,
8,478 mol% a 24,361 mol%. Loépez-Lopez et al (2002), analisando 11 férmulas
infantis, encontraram teores entre 5,19% e 12,64% para o acido laurico (C12:0);
4,06% a 5,91% para o acido miristico (C14:0). Dados da literatura indicaram uma
variacdo entre 4,1% e 7,81%; 4,05% e 9,35% para a fragcdo de acido laurico em
amostras de leite humano (COSTA & SABARENSE, 2010; LOPEZ-LOPEZ et
al.,2002).

Sobre a fracdo de acido esteéarico (C18:0), as formulas infantis analisadas
foram igualmente significativas, com uma variagdo entre 0,20% a 0,66%), a amostra
de leite humano (0,14%). O acido estearico (C18:0) é encontrado em niveis mais
moderados em relacdo ao acido palmitico e, no tecido humano, esse componente é
rapidamente convertido em &cido oleico (C18:1) (JENSEN, 1999). Lépez-Lopez et al.
(2002) identificaram valores entre 3,05% e 6,72%, enquanto Costa & Sabarense
(2010) descreveram valores entre 4,62% e 9,78% para as amostras analisadas de
leite humano em diferentes paises.

E possivel justificar os dados para as fracdes dos acidos palmitico, laurico e
miristico, especialmente porque a composicdo de cada produto (Tabela 4) mostrou
que a fracdo lipidica das formulas infantis analisadas era composta por 6leos de
origem vegetal, como os 6leos de palma e de coco, ricos nesses nutrientes. Por sua
vez, os trigliceridios de cadeia média (TCM) contribuiram possivelmente para os
valores médios percentuais de acido caprilico (C8:0) nas amostras das formulas
infantis FIPRNBP (4,32%), FIASPLVM (7,21%) e FIPEH (13,81%), uma vez que as
moléculas dos TCM séo formadas por trés acidos graxos saturados contendo de 6 a
12 atomos de carbono, esterificados ao glicerol: acidos caprilico (C8:0; 50%-80%),
caprico (C10:0; 20%-50%) e com uma propor¢cao menor dos acidos caproico (C6:0;
1%-2%) e laurico (C12:0; 1%-2%). Essa fracdo de acido graxo néo foi detectada no

pool da amostra de leite humano. Interessante observar que as fontes de lipidios de
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origem vegetal variam muito pouco entre as férmulas infantis para lactentes,
restando a formulac&o proposta por cada fabricante a justificativa para os diferentes
perfis de acidos graxos determinados nas amostras analisadas.

A soma do total de acidos graxos monoinsaturados — palmitoleico (C16:1);
oleico (C18:1) e eicosanoico (C20:1) — variou entre 30,21% e 45,72% para as
férmulas infantis analisadas, enquanto o valor obtido para o pool de leite humano foi
de 32,56%. Quantitativamente, a fracdo de acido oleico foi a maior entre todas as
amostras de férmulas infantis analisadas (30,18% a 45,52%) e o valor médio obtido
para o pool de leite humano foi inferior ao das formulas infantis (27,94%) (Tabela 7).

Dados apresentados por Costa & Sabarense (2010) mostraram uma variagcéao
entre 25% e 34,50% de &cido oleico em amostras de leite humano obtidas em
diferentes paises, enquanto a soma dos acidos graxos monoinsaturados variou entre
27,60% e 37,10%. Lépez-Lopez et al. (2002) encontraram teores de 28,30% a
43,83% de acido oleico em amostras de leite humano e teores de 34,34% a 44,69%
em 11 amostras de férmulas infantis.

Além de propiciar reservas energéticas, entre outras funcdes, o acido oleico
controla a sintese de &cidos graxos de cadeia média e reduz o ponto de fusdo dos
trigliceridios, proporcionando a fluidez necessaria a formacdo, transporte e
metabolismo dos glébulos de gordura. Os &cidos graxos monoinsaturados podem
ser sintetizados no organismo. Sabe-se, ainda, que em fun¢édo dos varios beneficios
dessa fracdo de nutrientes, ha relatos na literatura que sugerem o consumo de 6leos
vegetais ricos nesses compostos pelas méaes (VILLALPANDO et al, 1995; TINOCO
et al, 2007; COSTA & SABARENSE, 2010).

Quanto aos acidos graxos essenciais, 0os dados obtidos nesta pesquisa
indicaram que todas as amostras de formulas infantis para lactentes analisadas
foram igualmente significativas entre si e com relagéo ao leite humano. Straarup et
al. (2006) analisaram 28 férmulas infantis e obtiveram os seguinte resultados para as
fracbes dos acidos graxos linoleico (C18:2n-6) e linolénico (C18:3n-3),
respectivamente: 11,9% a 20,5% e 0,9% a 2,2% para produtos (n = 5) destinados a
lactentes pré-termo; 5,3% a 26,0% e 0,3% a 2,0% para féormulas (n = 5) de
seguimento e de lactentes a termo; 5,3% a 26,0% e 0,3% a 2,% para férmulas

infantis (n=11) destinadas a necessidades dietoterapicas especificas. Lopez-Lbpez
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et al. (2002) analisaram 11 férmulas infantis e identificaram os dados a seguir: 8,93%
a 18,43%, para a fracdo de acido linoleico (C:18-2n-6), e 0,67% a 2,83%, para a
fracdo de acido linolénico (C18:3n-3). Quanto a variacdo desses acidos graxos no
pool de amostras de leite humano, o valor obtido para a fragdo de &cido linoleico
(C18:2n-6) foi de 21,44%, concordando os intervalos de variacbes apresentados na
literatura: 10% a 25%.

Assim, os dados obtidos para as amostras de formulas infantis analisadas
neste estudo tendem a apresentar comportamento similar quanto a fracdo de acido
linoleico (C18:2n-6), e dados inferiores aos encontrados na literatura para a fracao
de &cido linolénico (C:18-3n-3). Segundo Koletzko et al. (2005) e Thompkinson &
Kharb (2007), a fracdo de acido linoleico (C18:2n6) nas férmulas infantis, como no
leite humano, deve contribuir com cerca de 7% a 20% do total de &cidos graxos,
valor suficiente para cobrir as exigéncias minimas para esse nutriente.
Concentracdes elevadas desse éacido graxo podem induzir efeitos metabdlicos
indesejaveis com relacdo ao metabolismo de lipoproteinas, funcdo imune, equilibrio
de eicosanoides e estresse oxidativo.

Para a fracdo de acido linolénico (C18:3n-9) o valor obtido foi de 0,58%;
Costa & Sabarense (2010) relataram valores entre 0,49% e 1,72%; LOpez-LGpez et
al. (2002) relataram valores médios de 0,13%; Straarup et al. (2006), 10% a 21%;
Jensen et al. (1990), 14,4%. A concentracdo de &cido linolénico (C18:3n3) deve
atingir valor minimo de 1% do total de acidos graxos, ndo tendo um limite maximo
estabelecido, apesar do acido linolénico poder aumentar o risco de oxidacao lipidica
produzindo rancificacdo e efeitos adversos na estabilidade da férmula infantil
(KOLETZKO et al., 2005; JENSEN, 1999).

A soma do total de &cidos graxos monoinsaturados variou entre 30,21% e
45,72%, enquanto a dos &cidos graxos poli-insaturados variou entre 16,50% e
21,50% nas formulas infantis analisadas. No pool de leite humano esse valor foi
igual a 32,56% e 22,02%, respectivamente. No estudo de Lopez-Lépez et al. (2002),
os valores obtidos foram de 34,94% a 45,50% para a fragdo de &cidos graxos
monoinsaturados, e de 10,65% a 20,02% para a de acidos graxos poli-insaturados.
Para o leite humano, Lépez-Lopez et al. (2002) identificaram uma relacéo de 32,08%

a 47,34% e de 13,26% a 29,15% para a soma das fracbes de acidos graxos
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monoinsaturados e de poli-insaturados, enquanto Costa & Sabarense (2010)
relataram valores entre 27,60% e 39,30% e 10,40% e 25%, respectivamente.

A ESPGGHAN (KOLETZKO et al., 2005) nédo define a relacao desejavel para
as fracdes de acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados. Isso
possibilita especular se a concentracdo de acidos graxos saturados poderia estar
proxima a do leite humano ou se poderia ser inferior. No leite humano, a relagéo de
acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados é de 45:40:15. Neste
estudo, as formulas infantis para lactentes FIP (42,30:38,42:19,28) e FIPRNBP
(44,82:38,67:16,50) foram as que mais se aproximaram desta proporgéao.

Para as amostras de formulas infantis analisadas nesta pesquisa, os valores
obtidos para a relacdo n-6:n-3 ndo estdo de acordo com as recomendacdes da
ESPGHAN (KOLETZKO et al., 2005), uma vez que os teores encontrados para a
fracdo de acido linolénico (C18:3n3) sao inferiores a 1g/100g. Das 28 amostras de
férmulas infantis analisadas por Straarup et al. (2006) apenas 4 formulas infantis ndo
atenderam a esse critério, enquanto as 11 amostras analisadas por Lopez-Lopez et
al. (2002) atenderam as recomendacOes sobre a composicdo de &cidos graxos
essenciais estabelecidas pela ESPGGHAN (KOLETZKO et al., 2005). Riva et al.,
2007 e Kus et al., 2011 verificaram que, em 16 amostras, os teores de acido linoleico
estavam de acordo com o recomendado pela Unido Europeia, assim como a razao
n-6:n-3.

A literatura recomenda uma relacdo de acido linoleico (C18:2n6) para acido
linolénico (C18:3n3) de 5 a 15, pois se sabe que as séries de acidos graxos (n-3, n-
6, n-7 e n-9) competem entre si pelas vias metabdlicas de alongamento e
dessaturacdo e tal harmonia é importante para o equilibrio adequado para a
producado dos acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa — ARA, DHA, EPA — e
adequado funcionamento do organismo (COSTA & SABARENSE, 2010; RIVA et al,
2007; LAURITZEN et al., 2001).

Assim, a relacdo n-6/n-3 é um importante indicador da qualidade nutricional
de formulas infantis para lactentes (COSTA & SABARENSE, 2010; SIMOPOULOS,
2002). O leite humano tem uma relagdo n-6/n-3 (5:1 — 10:1) que previne tanto o
excesso de acido linoleico quanto a reducéo da sintese de DHA (RIVA et al, 2007).
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Os acidos graxos essenciais sdo precursores dos &cidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa das séries n-3 e n-6, originando, entre eles os acidos
araquidénico ARA (20:4 n-6), eicosapentaenoico EPA (2055 n-3) e
docosahexaenoico DHA 22:6 n-3) (KUS & MANCINI-FILHO, 2010).

O &cido araquidbnico € o metabdlico mais importante do acido linoleico nos
tecidos animais, tanto do ponto de vista quantitativo quanto biol6gico. Geralmente, é
0 acido graxo poli-insaturado mais abundante na fracdo de fosfolipidios e precursor
de vérias familias de eicosanoides, como as prostaglandinas da série 2 (PG2),
tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas (mediadores anti-inflamatorios) (CRISTIE,
1989, 2010). Os acidos graxos araquidonico e docosahexaenoico sdo os principais
componentes da membrana fosfolipidica das células e sdo os acidos graxos poli-
insaturados predominantes no sistema nervoso central. O 4cido docosahexaenoico é
0 acido graxo mais abundante na membrana fotorreceptora da retina (KUS &
MANCINI-FILHO, 2010).

O colostro é mais rico em acidos graxos insaturados que o leite maduro,
estando também presentes em maior concentracdo no colostro e no leite maduro de
maes de criancas pré-termo. No entanto, a concentracdo de acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa do leite humano diminui rapidamente depois de trés
meses apos o parto (BELDA; POURCHET-CAMPOS, 1991).

Considerando-se as informacdes disponiveis sobre a composicdo das
férmulas e perfil de acidos graxos (Tabela 8), observou-se a importante contribuicédo
dos dGleos de primula, girassol, milho e soja no valor percentual do acido linoleico nas
férmulas infantis para lactentes analisadas.

Quanto as micrografias, os dados obtidos para a variacdo modal dos globulos
de gordura das amostras de férmulas infantis analisadas (0,5um — 2,40um) (Tabela
9) mostraram que esta variou, possivelmente, em fungdo da composicdo quimica
das amostras e das operacdes unitarias envolvidas no processamento. Para o pool
de leite humano, os dados estiveram de acordo com a literatura, que preconiza uma
variacdo entre 0,35um e 13um, com um didmetro meédio de 5um, com &rea
superficial de 2m?/g de gordura (LOPEZ & MENARD, 2011).

Estas variacOes observadas se devem ao fato de que os glébulos de gordura

se apresentam polidispersos e com diametros variados, formando a MGGL.
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Pesquisa realizada em férmulas infantis & base de leite de vaca mostrou que 0s
glébulos de gordura foram significativamente menores que os do leite humano
(0,3um a 0,8um), com uma elevada area superficial de 2m? a 4m?/g de gordura.
Segundo os autores, 0 pequeno tamanho dos globulos de gordura encontrados em
formulas lacteas infantis resultou da etapa de homogeneizacdo, cuja presséo
aplicada objetiva formar pequenos globulos, de tamanho inferior a 1um, para
assegurar a estabilidade fisica da emulsdo durante o tempo de armazenamento e a
reconstituicdo do produto. Além disso, outras variaveis nos parametros tecnolégicos
(concentracdo, evaporacdo, desidratacdo, composicdo quimica) utilizados pelos
diferentes fabricantes podem justificar as diferencas observadas no tamanho dos
glébulos de gordura desses produtos (LOPEZ & MENARD, 2011).

Lopez & Menard (2011) mostraram que a composi¢cdo da interface dos
triacilglicerdis/agua também foi diferente entre os globulos de gordura do leite
humano e os glébulos de gordura de formulas infantis. Nas formulas lacteas infantis,
os glébulos de gordura sdo cobertos principalmente por proteinas do leite, enquanto
glébulos de gordura do leite humano séo envolvidos por lipidios polares e proteinas,
formando a chamada MGGL. Em algumas das amostras de formulas infantis
analisadas por estes pesquisadores, os dados revelaram também a presenca de
agregados de proteinas ou de complexos formados entre glébulos de gordura e
proteinas, provavelmente induzidos pela desnaturacdo térmica das proteinas
durante o processamento, que podem de certa forma comprometer a digestdo e
absorcao destes nutrientes (LOPEZ & MENARD, 2011).

Os dados obtidos para o Diametro Superficial Médio* (Ds2) e para o Diametro
Volumétrico Médio? (Das,3) indicaram também que a amostra FIP (D3 2= 6,13um e Da3
= 7,05um) foi a que apresentou glébulos de gordura com valores de diametro mais
proximos aos dos glébulos de gordura do leite humano (D32 = 5,16um e Dags =
5,98um), ratificando os dados obtidos quando da aplicacdo do Teste de Schefee, a
1% de probabilidade.

! Diametro Superficial Médio (Ds2) é definido como o diametro do glébulo que possui a mesma razdo
volume/area superficial que a amostra como um todo (PECANHA, 2014).

2 Diametro Volumétrico Médio (Da43) indica o ponto central em torno do qual gira a frequéncia de
volume da distribuicdo (TONON et al., 2009).
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Os menores glébulos de gordura sao, provavelmente, mais susceptiveis ao
processo de digestdo devido ao aumento da area superficial. Estudos mostraram
que o tipo de emulsificante, bem como o tamanho dos globulos da emulséo, afeta a
lipélise. Em lactentes prematuros, a hidrdlise dos trigliceridios do leite humano foi
maior do que a hidrolise dos trigliceridios de uma féormula infantil padrdo, com
pequenos glébulos de gordura revestidos por proteinas. Este efeito foi atribuido a
diferenca em tamanho e a camada interfacial dos globulos de gordura em adicdo
aos distintos perfis de acidos graxos existentes entre o leite humano e o de uma
férmula infantil padréo (GALLIER et al., 2015).

O tamanho do glébulo de gordura, composicéo e organizacdo da MGGL, bem
como a estrutura dos trigliceridios da fracdo lipidica exercem forte impacto na
biodisponibilidade de acidos graxos porque sdo os fatores mais importantes que
afetam a acao das lipases digestivas (GARCIA et al. 2014).

Considerando que as férmulas infantis para lactentes sdo produtos cuja matriz
alimentar difere da matriz do leite humano, que as variaveis relativas aos parametros
tecnolégicos podem ainda modificar as caracteristicas fisicas e quimicas da
monocamada de glébulos de gordura, afetando a biodisponibilidade dos &cidos
graxos e demais nutrientes, indica-se que mais estudos visando o aprofundamento
das caracteristicas fisicas e quimicas da membrana dos glébulos de gordura de
férmulas infantis para lactentes sejam realizados para avaliar quais mudancas
quimicas impactariam na melhor digestibilidade e absorcdo de lipidios e
componentes lipossolUveis de produtos tdo importantes para lactentes, que, por

alguma razao, ndo podem ser alimentados com leite humano.
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8. CONCLUSOES

Este estudo permitiu identificar o perfil dos acidos graxos e o diametro dos
glébulos de gordura em um numero limitado de formulas infantis para lactentes. Os
resultados mostraram diferencas significativas para as fracdes de é&cidos graxos
saturados e monoinsaturados com relacdo ao leite humano e também as amostras
analisadas. Apenas as fracdes de &acido linoleico e de &cido linolénico foram
igualmente significativas entre as amostras analisadas e com relacdo ao leite
humano, apesar dos reduzidos valores detectados para o acido linolénico.

Com relacdo as micrografias dos globulos de gordura, foi possivel identificar
gue as amostras de férmulas infantis para lactentes, com excecdo da amostra FIP,
apresentaram diametros de globulos de gordura inferiores aos do leite humano.
Considerando a formulagédo de cada férmula infantil, € também possivel considerar
que as diferencas na composicdo da interface triacilglicerbis/agua sejam bem
distintas da MGGL.

N&o obstante as diferencas observadas sobre o teor de lipidios, o perfil dos
acidos graxos e o diametro dos glébulos de gordura nas férmulas infantis para
lactentes, com relacd@o ao leite humano, a administracdo de férmulas infantis é uma
estratégia viavel para manutencdo e desenvolvimento de lactentes em situacdes
especificas como dificuldades no processo de amamentacgéo, secrecao insuficiente
de leite, mées portadoras de doencas transmissiveis, lactentes em situacfes
fisiolégicas especificas, entre muitas outras. Evidentemente, faz-se também
relevante considerar os aspectos que modulam a composi¢cdo destes nutrientes no
leite humano.

Do ponto de vista quimico, a ndo determinacdo da estrutura estereoespecifica
do &cido palmitico (16:0) foi uma limitacdo deste estudo, visto que a maior parte
desse acido graxo presente no leite humano esta localizada na posi¢cdo sn2 da
molécula do triacilglicerol, em contraste com o leite de vaca e com os 6leos vegetais,
que contém a maior parte do citado &cido graxo nas posi¢cdes mais externas das
moléculas de trigliceridios.

Igualmente, observou-se ser ainda necessario propor composicoes de

férmulas infantis que possibilitem obter produtos com maior teor de acido linolénico,
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por ser esse acido graxo essencial e fundamental para a producéo de um dos &cidos
graxos poli-insaturados de cadeia longa, o DHA, essencial para muitas funcdes
neuroldgicas e que, juntamente com o colesterol, pode atuar como modulador da
estrutura e funcdo das membranas.

Do ponto de vista microestrutural, aprofundar o conhecimento sobre a
organizacdo das membranas dos glébulos de gordura na MGGL no leite humano e
em férmulas infantis para lactentes € fundamental para avaliar o potencial impacto
na digestdo e absor¢cdo dos nutrientes, bem como para definir estratégias
tecnologicas para o desenvolvimento de formulas infantis com caracteristicas

quimicas, nutricionais e microestruturais mais proximas as do leite humano.
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ANEXO

Anexo Al - Cromatograma oficial do padréao de acidos graxos Supelco 37 - Fame Mix

SUPELCO

Solutions within.”

595 North Harrison Road - Bellefonte, PA
16823-0048 USA - Phone (814 )359-3441

Supelco 37-Component FAME Mix in Dichloromethane

Part Number: CRM47885 For Analytical Method Parameters and Component List
Storage: Freeze See next page
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Anexo A2 — Legenda oficial do padrao de acidos graxos Supelco37 — Fame Mix

Analytical Conditions and
Components of CRM47885, FAME Mix, C4-C24

Peak Identifier Component Name Column: §p™2560,100 m x 0.2 mm, 0.2 um { 24036)
1 Methyl butyrate
2 Methyl hexanoate Detector Type and Temperature: FiDat 260°C
I Pentadecane (Intemal Standard)
3 Methyl octanoate Inlt Temperature; 50°C
4 Methyl decanoate
: ety wndecancat Carrier Gas and Flow Rate: Helium at 20 cv/s
] Methyl laurate
; m:z: :::::;I::m Make-Up Gas and Flow Rate: Nitrogen at 30 mU/min
9 Myristoleic acid methyl ester
10 Methyl pentadecanoate Splt Rtio: 1001
1 (is+10-pentadecanaic acid methyl ester
12 Methyl palmitate Liner Type: Fast Facus
3 Methyl palmitoleate
14 Methyl heptadecanoate Directnjection? No
15 Cis-10-heptadecanoic acid methyl ester
I bt slea@le - Column Temperature Profile: Hold at 100 °C for five minutes. Ramp to
17 Trans-9-¢laidic acid methyl ester 240°C at4*Clmin. Hold at 240°C for 30 min
18 Cls-9-oleic acid methyl ester
19 Linolelaidic acid methyl ester
i) Methyllinoleate
2 Methyl arachidate Sample Volume Injected: 1004l
0 Gamma-inolenic acid methyl ester
3 Methyl eicosanoate Sample Concentration and Solvent 10mg/mL in methylene chloride
u Methyllinolenate
B Methyl henelcosancate Internal Standard Concentration 1000 ug/mL in methylene chloride
% (Cis+11,14-eicosadienoic acid methy ester and Solvent:
2 Methyl behenate :
8 Cls-8,11,14-eicosatrienoic acid methyl ester Sayieiny mﬁ:ﬂ:jm i
9 Methyl erucate
30 Clse11,14,17-eicotrlenoic acid methyl ester §Pisa trademark of Sigma-Aldrich Co, LLC.
3 Methyl cis-58,11,14-eicosatetraenaic acid methyl ester
3 Methyl tricosanoate
3 (Cis-13,16-docosadlenoic acid methyl ester
kL Methyllignocerate
35 Methyl cis-58,11,14,17-elcosapentaenoate
36 Methyl nervonate
3 Cls4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid methyl ester

Certi AT-1607

TR ATy MO0

Certi AR 1605

Froduted 1 double secndted
Liboratory hufuikag

ISO/IEC 17025 .
IS0 Guide 34




Anexo A3 - Cromatograma do Padrdo Fame Mix Supelco 37, injetado no
cromatografo gasoso CG-2010 Shimadzu com detector MS-QP2010 Plus
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Peak# R.Tume LTime F.Time Area  Araa% Height Height% A/H Mark Name
1 11300 11175 11.558 8856123 161 Hnsnan L72 768
2 14479 14333 14.750 14356655 2.60 1752595 261 8.19
3 16818 16.683 17.050 8496403 154 1061711 158 8.00
4 19.663 19.500 19.900 19681525 35 2384240 358 825
5 2895 227% 23.075 10976723 1.9 1377540 208 797
6 26418 26.242 26608 23830476 432 2017713 434 8.17
7 27986 27833 28158 11594430 210 1418890 2n 8.17
8 30063 29.900 30233 13655593 248 1704402 254 8.01
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10 33788 33.583 33975 4162489 755 4925761 73 845
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15 asn 41417 41.750 15850131 287 1933616 288 820
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Anexo A4— Cromatograma de uma amostra de F.l para lactentes FIR
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Anexo A5- Cromatograma de uma amostra de F.| para lactentes FIP
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Anexo A6— Cromatograma de uma amostra de F.| para lactentes FIPRNBP
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Anexo A7 — Cromatograma de uma amostra de F.l para lactentes FIEAPG
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Anexo A8 — Cromatograma de uma amostra de F.| para lactentes FIS
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Anexo A9 — Cromatograma de uma amostra de F.| para lactentes FIASPLVM
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Anexo A10 — Cromatograma de uma amostra de F.l para lactentes FIIL
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Anexo All — Cromatograma de uma amostra de F.l para lactentes FIPIS
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Anexo Al2— Cromatograma de uma amostra de F.I para lactentes FIPEH
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Anexo A13- Cromatograma de uma amostra do Leite Humano
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Anexo Al4 - Método utilizado para a cromatografia gasosa no cromatégrafo gasoso
CG-2010 Shimadzu com detector MS-QP2010 Plus
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Anexo B — Certificado de Aprovacio do projeto no Comité de Etica em Pesquisas

- DADOS DA VERSAQ DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: COMPOSICAQ DE ACIDOS GRAXDS E SUA DISTRIBUICAQ NAS CADEIAS DE TRIACILGLICERDIS EM FORMULAS INFANTIS
Pesquisador Respansavel: Marcio Anfonio Mendonca

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 44750415.6.0000.5558

submetido em: 31/07/2015

Inslilulgﬁo Proponente: FUNDACAD UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Situagao da Versao do Projeto: Aprovado

Localizagdo atual da Versdo do Projeto: Pesquisador Responsavel

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

Comprovante de Recepedo: m PB_COMPROVANTE RECEPCAQ 407021

= DOCUMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA

* (] Versdo em Tramiagdo (E1) - Versdo 3 Tipo de Documento Situagdo Arquivo Postagem Agbes
+ (] Emenda (E1)- Versdo 3
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Anexo C1- Micrografia e histograma de distribuicdo de frequéncia dos

glébulos de gordura da formula infantil FIP

Leite Humano
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Anexo C2- Micrografia e histograma de distribuicdo de frequéncia dos

glébulos de gordura do Leite Humano
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Anexo C3- Micrografia e histograma de distribuicdo de frequéncia dos
glébulos de gordura da formula infantil FIPIS

2
FIPSLPH
20-
)
k:
:g 15"
€
=
& 10
Q
=
@
& 51
£
c L) L) = I | 'l. 1
000 025 050 0.75 1.00 1.25 1.50
Tamanho (pm)

Anexo C4- Micrografia e histograma de distribuicdo de frequéncia dos
glébulos de gordura da formula infantil FIPSLPH
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Anexo C5- Micrografia e histograma de distribuicdo de frequéncia dos
glébulos de gordura da formula infantil FIR
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Anexo C7- Micrografia e histograma de distribuicdo de frequéncia dos
glébulos de gordura da formula infantil FIASPLVM
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Anexo C9- Micrografia e histograma de distribuicdo de frequéncia dos

glébulos de gordura da formula infantil FIPEH



