
Objetivo: Avaliar o efeito da pasteurização nas propriedades 

antioxidantes e oxidantes do leite humano.

Métodos: Foram utilizadas 42 amostras de leite cru e após a 

pasteurização, para avaliação da atividade antioxidante pelos 

métodos da capacidade redutora do ferro e sequestro dos radicais 

derivados do ácido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico). 

A peroxidação lipídica (PL) foi estimada pela determinação das 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico e pela avaliação dos 

produtos proteicos de oxidação avançada.  

Resultados: Não se observou diferença significante no leite 

humano cru nem após a pasteurização em relação às propriedades 

antioxidantes determinadas pelo método da redução do ferro 

(50,0±3,4% e 48,8±3,0%, respectivamente) e pelo sequestro dos 

radicais derivados do ácido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-

sulfônico) (28,9±1,5% e 31,2±1,3%, respectivamente). Os resultados 

médios de malondialdeído [MDA] (62,6±4,1 e 64,3±3,6 µM/mg) e 

produtos de oxidação proteica (59,4±3,4 e 54,2±3,8 μM/L) entre 

os grupos leite fresco e leite pasteurizado, respectivamente, não 

evidenciaram diferença significante.

Conclusões: Os dados demonstraram que o leite humano 

possui importante atividade antioxidante e que o processo de 

pasteurização não interfere nessa propriedade, evitando assim 

a peroxidação dos lipídios e a formação de produtos avançados 

de oxidação proteica. 

Palavras-chave: Antioxidantes; Bancos de leite; Estresse oxidativo; 

Leite humano; Pasteurização.

Objective: To evaluate the effect of pasteurization on antioxidant 

and oxidant properties of human milk.

Methods: 42 samples of milk before and after pasteurisation were 

used to evaluate the antioxidant activity by the ferric reducing 

capacity and by scavenging the 2,2’-azino-bis 3-ethylbenzthiazoline-

6-sulfonic acid radical. Lipid peroxidation was estimated by the 

concentration of malondialdehyde product using the thiobarbituric 

acid reactive substances assay and by the evaluation of advanced 

oxidation protein products.

Results: No significant difference was observed in fresh 

human milk and after pasteurization in relation to antioxidant 

properties determined by the ferric reducing capacity 

(50.0±3.4% and 48.8±3.0%, respectively) and by scavenging 

the 2,2’-azino-bis 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid radical 

(28.9±1.5% and 31.2±1.3%, respectively). The results of 

malondialdehyde (62.6±4.1 and 64.3±3.6 μM/mg) and protein 

oxidation products (59.4±3.4 and 54.2±3.8 μM/L) of fresh 

and pasteurized milk, respectively, did not exhibited any 

significant difference.

Conclusions: This data showed that human milk has an important 

antioxidant activity and that the pasteurizing process does not 

influence the antioxidant capacity, avoiding the peroxidation 

of breast milk lipids and the formation of advanced protein 

oxidation products.

Keywords: Antioxidants; Milk banks; Oxidative stress; Milk, 

human; Pasteurization.
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INTRODUÇÃO
A importância do leite humano na alimentação dos lactentes é ine-
gável. Isso se deve ao fato de o leite materno ser, comprovadamente, 
o alimento mais completo que o bebê pode receber, pois fornece 
todos os nutrientes, vitaminas e minerais de que ele precisa para o 
crescimento nos primeiros meses. De acordo com a fase da lacta-
ção, denomina-se: colostro até o sexto dia, leite de transição até o 
14º dia e leite maduro após 15 dias. Além disso, o conteúdo modi-
fica-se durante a mamada e se o bebê é a termo ou prematuro.1,2

O leite humano é uma das maneiras mais eficientes de aten-
der aos aspectos nutricionais, imunológicos e psicológicos da 
criança em seu primeiro ano de vida. A Organização Mundial da 
Saúde (OMS) recomenda amamentação exclusiva por 4–6 meses 
e complementada até dois anos ou mais, sendo seguro para ser 
oferecido de forma exclusiva e em livre demanda, sem restri-
ções de horários ou de quantidade. Porém, em alguns casos, 
essa alimentação exclusiva diretamente do seio nem sempre está 
disponível, recorrendo-se aos bancos de leite certificados ou às 
fórmulas lácteas disponíveis comercialmente.2,3 

Convém destacar que o uso de fórmula láctea em uma inter-
nação interfere na duração do aleitamento exclusivo, promove 
o aumento do estresse oxidativo (EO), além de modificar os 
benefícios atingidos pela microbiota intestinal desenvolvida pelo 
aleitamento exclusivo.4,5 Na falta da alimentação direta do seio 
materno, a recomendação pelas principais entidades competen-
tes, incluindo a Academia Americana de Pediatria, para que não 
se percam os benefícios relacionados ao uso do leite humano é 
a utilização de leite humano cru da própria mãe para seu filho 
ou do leite pasteurizado encontrado nos bancos de leite.6-9

Estudos abordando a influência da pasteurização na manutenção 
de fatores biológicos vêm sendo realizados. A pasteurização tradicio-
nal (62,5°C, por 30 min) mantém o perfil proteico do leite humano 
sem grandes alterações.8 Quanto às propriedades antioxidantes, a pas-
teurização causou queda significativa na atividade de duas enzimas 
antioxidantes — superóxido dismutase e glutationa peroxidase —, 
enquanto o congelamento/armazenamento de leite cru afetou apenas 
a superóxido dismutase.7 Sabe-se hoje que o uso do leite materno na 
alimentação de lactentes pode reduzir o risco de obesidade, mesmo 
que seja produzido por mães obesas.10 Estudos que dizem respeito ao 
EO estão correlacionados com o desequilíbrio entre as espécies reativas 
de oxigênio (EROs) e as espécies reativas de nitrogênio (ERNs) e pela 
eficiência do sistema de defesa antioxidante. Crianças amamentadas 
têm demonstrado possuir uma barreira antioxidante mais eficiente 
quando comparadas com as crianças alimentadas com fórmulas.7,11,12

As gorduras constituem a maior fonte de energia do leite 
humano e são tão importantes que os estudos estão sendo diri-
gidos de tal forma que as fórmulas lácteas buscam mimetizar seu 
perfil lipídico.13,14 Os principais ácidos graxos existentes no leite 
humano restringem-se àqueles com cadeias de 12 a 18 carbonos. 

Entre eles, destacam-se os ácidos linoleico e linolênico, que são 
considerados ácidos graxos essenciais e os precursores dos ácidos 
graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFA) — ácido ara-
quidônico e ácido docosahexaenoico. O recém-nascido pré-termo, 
especialmente aquele de muito baixo peso, possui capacidade limi-
tada para sintetizar os LCPUFA por meio de seus precursores, de 
onde se infere a importância de sua oferta pelo leite humano.1,13,15

Os LCPUFA são considerados fundamentais para o cresci-
mento e desenvolvimento do cérebro, bem como para o desenvol-
vimento cognitivo do neonato.13,15 Nesse sentido, questiona-se o 
potencial papel do EO, resultante do desequilíbrio entre os agen-
tes pró-oxidantes (radicais livres) e os mecanismos antioxidantes 
de defesa do organismo da puérpera e do próprio leite materno, 
única fonte de LCPUFA para o neonato.11,16 Os produtos de 
oxidação proteica (AOPP) também têm sido entendidos como 
novos marcadores de oxidação e dano às proteínas, podendo ser 
utilizados para estimar o dano oxidativo proteico.12,17 O malon-
dialdeído (MDA) é um dos produtos finais da peroxidação lipí-
dica (PL) e, por ser um produto estável, pode ser utilizado como 
medida cumulativa desse processo.16 Diante disso, o presente 
trabalho teve como objetivo avaliar o perfil antioxidante e oxi-
dante do leite humano fresco e após o processo de pasteurização.

MÉTODO
As amostras de leite fresco e pasteurizado, em um total de 42, 
foram coletadas nos meses de março e abril de 2018 e gentil-
mente cedidas pelo Banco de Leite Humano do Hospital Estadual 
Infantil e Maternidade Dr. Alzir Bernardino Alves (HEIMABA), 
de Vila Velha, Espírito Santo, Brasil. O tamanho amostral foi 
calculado considerando o dimensionamento da atividade antio-
xidante total. Para estimativa de variabilidade para essa carac-
terística, baseou-se em Nogueira et al., que obtiveram desvio 
padrão de aproximadamente 10 microMol para o teste de ati-
vidade antioxidante total (ABTS).18 Para o dimensionamento, 
também se levaram em conta o nível de significância de 5%, 
poder de 80%, magnitude de efeito de 9 microMol e teste t de 
Student pareado como teste inferencial, alcançando-se, quando 
da aplicação da fórmula, o tamanho mínimo de 18 amostras.

Após coleta, 25 mL de cada amostra foi transportada em caixa 
isotérmica à temperatura de 3 a 4°C até o laboratório da Universidade 
Vila Velha (UVV), onde foi imediatamente congelada a -16°C, tem-
peratura usual de conservação do leite nos bancos de leite humano. 
Após um período máximo de 15 dias, todas as amostras foram des-
congeladas à temperatura ambiente e gentilmente homogeneizadas 
para análise. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
com Seres Humanos da UVV com o nº 1804463.

O processo de pasteurização foi realizado de acordo com o 
recomendado pela Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano.9 
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Para inativação dos microrganismos patogênicos e da micro-
biota saprófita, o leite foi aquecido a 62,5°C por 30 minutos. 
Durante o tempo de aquecimento, ele foi moderadamente agi-
tado, para evitar aderências às paredes do recipiente, promover 
aquecimento uniforme de todas as suas partículas e, ao mesmo 
tempo, evitar a formação de espuma. Após resfriamento, foi 
armazenado na temperatura de -16°C.

Os reagentes TPTZ — 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina, 
persulfato de potássio, acetato de sódio tri-hidratado, ácido 
acético glacial, ácido clorídrico concentrado, cloreto férrico, 
2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS), 
ácido tiobarbitúrico — TBA (substâncias reativas ao ácido tio-
barbitúrico — TBARS), ácido acético ultrapuro, tocoferol, 
albumina humana e cloramina T foram adquiridos da Sigma-
Aldrich® Chemical Co. (St. Louis, MO, Estados Unidos). 
Todos os demais reagentes e solventes utilizados foram obtidos 
comercialmente e possuíam grau analítico. 

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do 
ferric reducing antioxidant power (FRAP) modificado, como 
alternativa para análise de fluidos biológicos.16 Nesse método, 
o complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe III-TPZ) é reduzido ao 
complexo ferroso (Fe II-TPZ), na presença de um antioxidante 
em condições ácidas. O complexo formado foi determinado a 
595 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e os 
dados expressos em porcentagem de redução do radical, sendo 
representativo de pelo menos dois experimentos independentes.

A atividade antioxidante das amostras de leite também foi 
determinada pelo método do sequestro do radical livre ABTS 
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos).16 Os expe-
rimentos foram feitos em triplicata e os dados expressos em 
porcentagem de redução do radical, sendo representativos de 
pelo menos dois experimentos independentes.

A quantificação de proteínas totais nas amostras de leite foi 
determinada pelo método colorimétrico de Bradford (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos),19 e calculou-se o 
teor de proteínas totais no leite materno por meio de análise de 
regressão linear mediante a equação da reta obtida pela constru-
ção de curva-padrão albumina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, 
Estados Unidos). Os resultados foram expressos em mg/mL.

O teor de PL, relacionado com o EO, foi avaliado pelo 
ensaio de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico conforme 
descrito por Ansarin et al., com modificações.20 A cada 50 µL 
de leite (diluído previamente na proporção 1:20 com água deio-
nizada), foi adicionado 200 μL de ácido tiobarbitúrico (Sigma 
Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos), e incubou-se a amos-
tra a 100°C durante 2h30 sob agitação, para evitar a formação 
de cristais. Depois, 200 μL de cada amostra foi transferida para 
uma placa de 96 poços, e realizou-se a leitura das absorbâncias 
a 532 nm. As concentrações foram obtidas em nmol de MDA 

(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos) e posterior-
mente normalizadas com o teor de proteínas dosado nas mes-
mas amostras pelo método de Bradford. O resultado final foi 
expresso em nmol de MDA/mg de proteínas.

As análises do conteúdo de avaliação dos AOPP deram-se 
de acordo com Talukder et al.,12 modificado, em comparação às 
reações de agentes oxidantes clorados (as cloraminas). As amos-
tras foram diluídas em solução-tampão fosfato salino (na pro-
porção 1:30 e/ou 1:50), e em seguida se adicionaram 10 μL 
de iodeto de potássio (KI) (1,16 M) e 20 μL de ácido acético 
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, Estados Unidos). Agitou-se a 
placa por seis minutos, e a absorbância da reação foi imediata-
mente lida em 340 nm. O conteúdo de AOPP foi calculado com 
base numa curva-padrão de cloramina T. Os resultados foram 
expressos em µmol de equivalentes de cloramina T/mg proteína.

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o soft-
ware GraphPad (San Diego, CA, Estados Unidos) e os dados 
expressos como média±desvio padrão (DP). Determinaram-se 
as diferenças estatísticas entre os grupos usando o teste t de 
Student, e valores p<0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS
A determinação da atividade antioxidante do leite materno per-
mite a caracterização global do seu valor, possibilitando a mini-
mização do EO nos recém-nascidos. Diversas técnicas têm sido 
utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro por 
meio de fluidos biológicos, destacando-se a técnica do FRAP 
(capacidade redutora do ferro), que determina o efeito antioxi-
dante do leite, via avaliação da redução do complexo Fe3+-TPTZ 
(ferritripiridiltriazina) a ferroso-tripiri-diltriazina (Fe2+-TPTZ).16 
Nas análises das amostras de leite humano fresco empregando-se 
o ensaio do FRAP, foi observada atividade redutora média do 
ferro de 50%. Para as amostras de leite humano pasteurizado, 
constatou-se atividade redutora média de 48,8%, não verifi-
cando-se diferenças significativas entre os grupos (Figura 1).

Outro teste amplamente empregado para avaliar a ativi-
dade antioxidante em fluidos biológicos é o teste do ABTS, 
que monitora o decaimento do cátion radical ABTS produ-
zido pela oxidação do ABTS•+ quando uma amostra contendo 
antioxidantes é adicionada.16 Utilizando a técnica do ABTS, 
assim como visto no teste do FRAP, não se percebeu diferença 
significativa entre os grupos, conforme Figura 2. 

A PL foi determinada pelo método de quantificação do 
TBARS. Esse ensaio é extensivamente utilizado para estimar a 
peroxidação dos lipídios nas membranas e nos sistemas bioló-
gicos, como o leite humano.21,22 Os resultados obtidos demons-
traram que a PL determinada no leite fresco (62,6±4,1 nM/mg 
de proteínas) e pasteurizado (64,3±3,6 nM/mg de proteínas) 
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não apresentou diferença significativa na concentração de MDA 
entre os grupos (Figura 3). 

De acordo com o observado na Figura 4, não houve diferença 
significativa entre as amostras de leite fresco e após o processo 
de pasteurização referente aos níveis de AOPP (59,4±3,4  versus 
54,2±3,8 μM/L, respectivamente). 

DISCUSSÃO
Nossos resultados dos testes antioxidantes evidenciaram que tanto 
o leite fresco quanto o pasteurizado apresentaram importante ati-
vidade antioxidante. Diversos estudos corroboram com os achados 
no presente estudo, confirmando as propriedades antioxidantes do 
leite fresco, leite materno de mães de bebês pre-termo e termo.7,12,23 

Pesquisas sobre a manutenção das propriedades antioxidantes do 
leite pasteurizado são controversas. Bertino et al.6 descrevem não 
haver alterações significativas no perfil antioxidante após o processo 
de pasteurização. Por outro lado, um efeito negativo do processo 
de pasteurização seguido do congelamento do leite materno foi 
observado sobre o conteúdo de fenólicos totais, acompanhado 
de consequente diminuição da capacidade antioxidante total nos 
primeiros sete dias de armazenamento.18 

O leite materno contém inúmeras proteínas precursoras de 
peptídeos antioxidativos, muito importantes para o controle 
do EO, que ocorre mesmo em situações de normalidade e é 
agravado em situações de estresse, baixo peso ao nascimento 
e nos casos de internação em Unidade de Terapia Intensiva 
Neonatal (UTIN), em que se faz necessário o uso do leite 

Figura 1 Atividade antioxidante do leite materno 
humano fresco e após o processo de pasteurização 
determinado pela capacidade redutora do ferro (FRAP). 
Valores médios±desvio padrão em porcentagem de 
redução do radical FRAP obtidos com o leite fresco 
e com o leite pasteurizado (n=21). Não se observou 
diferença estatística entre os grupos para p>0,05.
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Figura 2 Atividade antioxidante do leite materno humano 
fresco e após o processo de pasteurização determinado 
pelo método do teste de atividade antioxidante total. 
Valores médios±desvio padrão em porcentagem de 
inibição do radical livre ABTS•+ obtidos com o leite fresco 
e com o leite pasteurizado (n=21). Não se observou 
diferença estatística significativa entre os grupos (p>0,05).
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Figura 4 Avaliação dos produtos proteicos de oxidação 
avançada do leite materno humano fresco e após o 
processo de pasteurização. Valores médios±desvio 
padrão em μmol/L de equivalentes de cloramina T/mg 
de proteínas obtidos com o leite fresco e com o leite 
pasteurizado (n=21). Não se observou diferença estatística 
significativa entre os grupos (p>0,05).
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Figura 3 Concentração de malondialdeído no leite materno 
humano fresco e após o processo de pasteurização 
determinado pelo método de substâncias reativas ao 
ácido tiobarbitúrico. Valores médios±desvio padrão  
em nmol de MDA/mg de proteínas obtidos com o leite 
fresco e com o leite pasteurizado (n=21). Não se observou 
diferença estatística significativa entre os grupos (p>0,05).
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materno pasteurizado, quando o leite materno ordenhado 
não é suficiente. Os prematuros são especificamente sensí-
veis aos radicais livres por causa de algumas situações peculia-
res, como desafio hipóxico-hiperóxico, infecções, deficiência 
na defesa antioxidante e altos níveis de ferro livre.21,24 Daí a 
grande importância de se oferecer um alimento que poten-
cialize o sequestro de radicais livres, principalmente para esses 
pacientes de maneira especial.

A ação antioxidante do leite também é considerada de suma 
importância para a prevenção da PL e capacidade sequestrante de 
radicais livres. Neste trabalho, nem no leite fresco nem no pasteu-
rizado se observaram índices significativos de PL. Dessa forma, 
infere-se que o conteúdo antioxidante do leite pode ter contri-
buído para minimizar ou diminuir a degradação lipídica e pro-
teica. Corroborando com os achados do presente estudo, Silvestre 
et al.23 notaram que a concentração de MDA nas amostras de 
leite seguem uma distribuição normal em todos os grupos e que 
os valores obtidos foram semelhantes nas amostras de leite fresco 
e pasteurizado. Em outro estudo, realizado por Terek et al. ana-
lisando o leite de mães de bebês pre-termo e termo, o TBARS 
também apresentou valores semelhantes entre os grupos.

Os AOPP podem ser tidos como marcadores de oxidação 
proteica gerados pela reação entre as proteínas e os oxidantes 
clorados derivados principalmente da mieloperoxidase por neu-
trófilos ativados.12,16,17 Nesse contexto, pode-se especular que o 
processo de pasteurização seja uma etapa importante no pro-
cesso de preservação da integridade proteica e lipídica do leite 
materno, em função da inativação de leucócitos neutrófilos poli-
morfonucleares presentes nele. Em relação aos efeitos da pasteu-
rização sobre os componentes biológicos do leite humano, uma 
possível explicação para a variabilidade significativa nos dados 
relatados na literatura científica é a heterogeneidade dos proto-
colos de teste e estudos (por exemplo, em termos de origem da 
amostra, condições de armazenamento ou métodos de análise). 
Outra importante fonte de variabilidade é representada pelo 
fato de a pasteurização do leite doador ser simulada em peque-
nas alíquotas em alguns trabalhos, em vez de realizada seguindo 
protocolos implementados pelo Banco de Leite Humano.8,9

Em geral o leite pasteurizado se mantém próximo ao fresco 
na composição final, de acordo com a prática utilizada e pre-
conizada pelos bancos de leite, uma vez que a pasteurização 

é necessária para a proteção do recém-nascido que receberá o 
leite. A grande maioria de recém-nascidos que recebe esse leite 
pasteurizado no Brasil é constituída de bebês internados em 
UTINs, que já se encontram em situação de fragilidade e de 
estresse. Apesar dos estudos recentes demonstrando novas técni-
cas de pasteurização, o método de escolha e recomendado pelo 
Ministério da Saúde do Brasil para a Rede Brasileira de Bancos 
de Leite ainda é o tradicional.25,26 Corroborando os resultados 
apresentados neste estudo, Elisia e Kitts também confirmaram 
que o processo tradicional de pasteurização do leite materno 
não afetou significativamente a capacidade antioxidante do 
leite humano, tampouco a oxidação lipídica no leite humano, 
avaliada pela determinação da concentração média de MDA 
nas amostras de leite humano cru e após a pasteurização.2,27 

Nosso estudo tem duas limitações a destacar. Primeiramente, 
não foi uma investigação desenhada para avaliação dos efeitos da 
pasteurização nos diferentes tipos de leite materno, colostro, transi-
ção e maduro. Em segundo lugar, na avaliação dos efeitos da pasteu-
rização sobre a atividade antioxidante e pró-oxidante, levou-se em 
consideração apenas o tempo de congelamento inferior a 15 dias. 

Com base nos resultados apresentados aqui, podemos concluir 
que o processo de pasteurização convencional do leite humano, 
conforme preconizado pelo Ministério da Saúde, não alterou a 
atividade antioxidante nem a PL, o que pode contribuir para a 
prevenção ou redução do desenvolvimento de patologias asso-
ciadas ao EO no neonato e promoção da proteção dos nutrien-
tes importantes a ele. Uma avaliação com outras variáveis de 
armazenamento e outros tipos de pasteurização se faz necessá-
ria, visto que os benefícios detectados neste estudo são muito 
promissores no que tange à recomendação cada vez maior do 
uso do leite pasteurizado ou cru em substituição às fórmulas 
lácteas comumente usadas e que não possuem esse benefício 
específico, além de outros que não são descritos neste artigo.
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