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CENTESIMAL COMPOSITION OF HUMAN MILK AND PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES OF ITS FAT. Human milk fat is
essential for development of newborn infants. Many studies detail chemical characteristics of human milk fat; however there are
no studies about its physical properties. The objective of this work was to analyze the centesimal composition of human milk and

to compare the calculated energy value with the estimated energy by the creamatocrit method. Chemical composition and physical

properties of human milk lipids and Betapol — a structured lipid - were also studied. The results showed that energy values of
human milk estimated by creamatocrit and calculated by the centesimal composition didn’t present significant correlation. Human
milk lipids and Betapol presented distinct physico-chemical properties.
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INTRODUCAO

O leite humano € o tnico alimento energético, nutricional e
imunoldgico consumido em quantidades suficientes pelos recém-nas-
cidos'2. O aleitamento materno fortalece a imunidade, mantém o cres-
cimento e desenvolvimento normais, melhora o processo digestivo no
sistema gastro-intestinal, favorece o vinculo mae-filho e facilita o de-
senvolvimento emocional, cognitivo e do sistema nervoso®* .

O leite humano contém de 3 a 5% de lipidios, dentre os quais
98% sdo de triacilglicerdis, 1% de fosfolipidios e 0,5% de esterdis®.
Os lipidios apresentam-se na forma de glébulos de cerca de 4 um
de didmetro em emulsdo do tipo 6leo em dgua, que € estabilizada
por uma membrana contendo fosfolipidios e protefnas®. Cerca de
50% do valor caldrico total do leite humano € proveniente da gor-
dura, que € fonte de colesterol, dcidos graxos essenciais e vitami-
nas lipossoltiveis’. O contetido de dcidos graxos insaturados no lei-
te humano € maior que no de leite de vaca®.

As protefnas do leite humano sdo qualitativamente diferentes das
do leite de vaca. Do conteido protéico no leite humano, 80% ¢é
lactoalbumina, enquanto que no leite de vaca essa propor¢do ¢é de
caseina. A relagiio proteinas do soro/caseina no leite humano € aproxi-
madamente 80/20, enquanto a no leite bovino € 20/80. A baixa con-
centragdo de casefna no leite humano resulta na formacdo de coalho
géstrico mais leve, com fléculos de mais fécil digestdo e com reduzi-
do tempo de esvaziamento géstrico. O leite humano contém também,
diferentemente do leite de vaca, maiores concentracdes de aminoacidos
essenciais de alto valor bioldgico (cistina e taurina) que sdo funda-
mentais ao desenvolvimento do sistema nervoso central. Isso € parti-
cularmente importante para o prematuro, que nio consegue sintetiza-
los a partir de outros aminodcidos por deficiéncia enzimatica’.

A partir da década de 70, com o incentivo ao aleitamento ma-
terno, houve crescimento na pesquisa sobre o leite humano'®. As-
sim, as nutrizes foram incentivadas a ordenhar e doar o excesso de
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leite produzido, ficando os bancos de leite humano responsaveis
pela atividade de coleta, processamento e controle de qualidade de
colostro e leite humano, para posterior distribuigdo''.

O leite humano ordenhado contém, aproximadamente, 40 g de
gordura/L e 700 kcal/L. Um dos métodos para o controle de quali-
dade do leite humano € o crematderito, um micrométodo rapido
através do qual se determina a quantidade de creme e se estimam a
concentragdo de gordura e o contetido energético de uma amos-
tra'?. O método de Lucas ef al."® é o mais utilizado, sendo reco-
mendado pela Rede Nacional de Bancos de Leite.

Mesmo com todo o esforgo, os bancos de leite ainda utilizam
féormulas infantis para suplementacdo da alimentagcdo de recém-
nascidos. As férmulas infantis disponiveis no mercado utilizam
em sua composicao fontes lipidicas de origem vegetal que t€m a
estrutura de triacilgliceréis diferente da gordura do leite humano,
levando a perdas na absorcéo de nutrientes. Como as gorduras dis-
poniveis na natureza ndo possuem tal estrutura, a alternativa seria
a utilizacdo de gorduras modificadas por interesterificaco.

A empresa Loders & Croklaan comercializa um sucedaneo da
gordura do leite humano que tem o nome comercial BETAPOL™ e
se baseia na modificacdo enzimdtica de tripalmitoilglicerol e 6leo
de girassol'*. Shimada et al." sintetizaram 1,3-araquidonoil-2-
palmitoil-glicerol pela acidélise da estearina de palma com &cido
araquidodnico usando a lipase sn-1,3 especifica de Rhizopus delemar.
No Japao, Akimoto ef al.'® patentearam um método enzimético si-
milar para produzir sucedaneo da gordura do leite humano rico em
dcidos graxos poliinsaturados. Christensen e Holmer", utilizando a
enzima sn-1,3 especifica de Rhizomucor miehei, conduziram a pro-
ducdo de lipidios estruturados a partir da manteiga obtendo gordura
semelhante a do leite humano quanto a composigao de dcidos graxos
e a sua posicdo na cadeia dos triacilgliceréis. Os dcidos graxos
saturados do leite humano constituem cerca de 41%, sendo predo-
minante o dcido palmitico. Dentre os insaturados, o oléico e o
linoléico estdo presentes em maior quantidade. Contudo, pouco se
conhece sobre as propriedades fisicas da gordura do leite humano.
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Este trabalho teve por objetivo analisar a composi¢ao centesimal
de amostras de leite humano e comparar o valor energético estima-
do pelo método de crematdcrito com o calculado a partir da com-
posi¢ao centesimal. Também teve por finalidade caracterizar a gor-
dura do leite humano e um sucedineo da gordura do leite humano,
quanto a composicdo quimica e propriedades fisicas.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras

As atividades referentes a pesquisa com leite humano e a sua
manipulaciio foram aprovadas pelos Comités de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos do Hospital Universitario (HU/USP) e da Fa-
culdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF/USP).

Foram utilizadas amostras de leite materno provenientes de 32
maes em diferentes estdgios de lactacdo, sendo que 19 estavam na
fase de colostro e 13 no estagio de leite maduro. As amostras foram
doadas pelo Banco de Leite do Hospital Universitario USP-SP.

O leite foi pasteurizado (62,5 °C por 30 min) e armazenado sob
congelamento.

Para a andlise das propriedades fisicas, a fase gordurosa foi se-
parada de 20 L de leite em diferentes fases de lactacdo, utilizando
centrifuga continua de pratos conicos Alfa-Laval, obtendo-se o cre-
me de leite (emulsdo 6leo em dgua). Este, por sua vez, foi transfor-
mado em emulsdo dgua em 6leo utilizando batedeira planetdria. A
fase gordurosa da emulsdo dgua em 6leo foi separada por fusdo a
temperatura de 70 °C, seguida por decantacdo e filtracdo em papel
de filtro. A gordura assim obtida foi armazenada sob congelamento.

O produto Betapol foi gentilmente doado pela empresa Loders
Croklaan, divisdo de Lipid Nutrition (Holanda).

Métodos

Os teores de lipidios, umidade, cinzas e proteina foram obtidos
pela utilizagdo da metodologia do Instituto Adolfo Lutz'®, em
triplicata. Os carboidratos foram determinados por diferenca.

A gordura obtida a partir do leite humano foi analisada quanto a
acidez'®; indice de iodo, calculado a partir da composi¢do em &cidos
graxos (método AOCS Cd 1c-85)"; didmetro e nimero dos cristais,
por microscopia sob luz polarizada®?; pontos de fusdo e amoleci-
mento'® (métodos AOCS Cc 1-25 e Cc 3-25); consisténcia* e conteti-
do de gordura sélida (método AOCS Cd 16-81)". A preparagio de
ésteres metilicos de dcidos graxos foi realizada seguindo a metodologia
de Hartman e Lago®. A determinagdo da composigéo em écidos graxos
foi realizada em cromatdgrafo a gds Varian GC, modelo 3400CX nas
condigdes descritas por Diaz Gamboa e Gioielli*.

A andlise de crematdcrito foi realizada pelo Hospital Universita-
rio da USP, segundo a metodologia indicada pela Rede Nacional de
Bancos de Leite'>. O método do crematderito consiste na centrifugacio
do leite humano por 15 min, para a separagdo do creme e do soro do
leite. O creme ocupa a parte posterior do capilar e corresponde a fra-
¢do de coloracdo mais densa. O soro, de aspecto menos viscoso, fica
abaixo do creme. Com auxilio de uma régua milimetrada mede-se o
comprimento da coluna de creme (mm) e da coluna total do produto
(coluna de creme + coluna de soro, expressos em mm). De posse des-
tes valores, empregando as férmulas abaixo, obtém-se:

coluna de creme (mm) x 100

Teor de creme (%) = coluna total de produto (mm)

teor de creme (%) — 0,59

Teor de gordura = 1.46

Quim. Nova

Energia (kcal/L) = 66,8 x teor de creme (%) + 290
RESULTADOS E DISCUSSAO
Composicao centesimal

A composicdo média obtida para o leite humano nos estigios
de colostro e maduro € apresentada na Tabela 1. Os valores obtidos
para protefna e carboidratos estdo préximos aos citados na litera-
tura®*? . Entretanto, a média dos teores lipidicos das amostras apre-
sentou-se abaixo do esperado. Os valores encontrados na literatura
indicam teores superiores a 3% de lipidios totais'>*. Esta diminui-
¢do pode ter ocorrido devido ao complexo processo: pré-estocagem,
congelamento, descongelamento, pasteuriza¢do, novo congelamen-
to, novo descongelamento e aquecimento a que o leite foi submeti-
do. Durante todo esse processo sdo verificadas perdas energéticas
significativas, principalmente no teor de gordura, principal fonte
caldrico-energética do leite humano. Os processos de congelamento
e descongelamento, por sua vez, acarretam rompimento das mem-
branas dos glébulos de gordura, propiciando sua coalescéncia e
facilitando sua aderéncia as paredes dos frascos armazenadores'>”.
Assim, o crematdcrito medido nas amostras descongeladas pode
resultar em baixos valores de lipidios, provavelmente devido a
lipdlise do leite humano®.

Tabela 1. Composi¢do centesimal média de colostro e leite humano
maduro

Colostro (n=19) Média + desvio Leite maduro Meédia + desvio

padrao(%) (n=13) padrao(%)
Umidade 87,82 + 1,09 Umidade 89,85 + 0,73
Carboidratos 7,80 = 0,57 Carboidratos 7,50 = 0,66
Proteinas 1,85 = 0,71 Proteinas 1,12 = 0,28
Lipidios 1,84 + 0,43 Lipidios 1,38 + 0,60
Cinzas 0,30 = 0,16 Cinzas 0,24 + 0,09

O desvio padrdo do valor energético das amostras a partir do
crematderito foi maior que a partir da composic@o centesimal (Tabela
2). A faixa de valor energético estimada pelo crematdcrito variou de
40,5 a2 97,2 kcal/100 g para o colostro e de 42,1 a 84,6 kcal/100 g para
o leite maduro. Por outro lado, o valor energético calculado a partir da
composicao centesimal variou de 44,8 a 73,1 kcal/100 g para o colostro
e de 39,6 a 59,8 kcal/100 g para o leite maduro.

Os valores de energia calculados pelo método do crematdcerito
e a partir da composi¢do centesimal foram correlacionados separa-
damente (colostro e maduro). Os resultados mostraram que os va-
lores energéticos estimados pelos dois métodos ndo apresentaram
correlagdo significativa, embora outros trabalhos da literatura in-
diquem o contrério'**.

Por outro lado, a correlac@o linear entre o valor energético es-
timado pelo crematdcrito e o teor lipidico obtido na composicio
centesimal foi significativa, sendo que o R? foi de 0,57 para o
colostro e de 0,75 para o leite maduro. Esta alta correlagdo tam-
bém foi encontrada por Wang et al.*® e Meier et al.*'.

As médias dos valores energéticos estimados pelo crematdcrito e
calculadas a partir da composicdo centesimal (Tabela 2) estiveram
bem préximas para o colostro, e coerentes com os valores citados por
Bortolozo et al.®, que encontraram média de 57,36 + 8,37 kcal/100 g,
e por Hosoi et al”’, que obtiveram média de 57,1 + 8 kcal/100 g.

Contrariando a literatura®-*, neste trabalho foram obtidos
maiores valores energéticos no colostro que no leite maduro (Ta-
bela 2), embora os resultados possam ser considerados estatistica-
mente iguais em funcdo do alto desvio padrao.
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Tabela 2. Média dos valores energéticos estimados pelo crematdcerito e calculados pela composicdo centesimal

Colostro (n=19) Valor energético

Leite maduro Valor energético

médio + desvio (n=13) médio + desvio
padrdo (kcal/100 g) padrdo (kcal/100 g)
Crematocrito 56,60 = 13,50 Crematocrito 53,87 = 12,52
Composi¢do centesimal 56,69 + 6,30 Composi¢do centesimal 46,70 = 5,63

Os lipidios sdo os componentes mais varidveis na composigao
do leite humano e sua quantidade pode variar em fungdo do perio-
do de lactagdo (colostro e maduro), do periodo da mamada (diurno
ou noturno) e ao longo de cada mamada (leite do inicio e do fim).

Propriedades fisico-quimicas da gordura do leite humano e
do Betapol™

A acidez da gordura do leite humano apresentou valor relativa-
mente alto, de 2,84 g 4cido oléico/100 g amostra, embora ndo tenham
sido encontrados na literatura dados correspondentes. O tempo entre a
coleta das amostras, manipulagdo e armazenamento sio fatores que
possivelmente acarretam danos hidroliticos as amostras, causados pos-
sivelmente pela acdo de lipases que estdo naturalmente presentes no
leite humano®. O Betapol™ apresentou acidez de 0,05 g 4cido oléico/
100 g, valor coerente com as especificagdes do produto.

Os valores encontrados para a composi¢do em dcidos graxos
por cromatografia gasosa (Tabela 3) estdo adequados as
especificacdes fornecidas pelo fabricante do Betapol. Em relacio
ao leite humano, a composi¢do em 4cidos graxos situou-se na fai-
xa encontrada na literatura®, com excecdo dos dcidos oléico e
linoléico. Mesmo sendo uma gordura exclusivamente vegetal, o
Betapol™ possui 52% de dcidos graxos saturados, sendo rica nos
dcidos ldurico, palmitico, ol€ico e linoléico. Por outro lado, a gor-
dura do leite humano apresentou-se rica nos acidos palmitico, oléico
e linoléico, com 44% de acidos graxos saturados.

Tabela 3. Composicdo em 4dcidos graxos, acidez e indice de iodo
do Betapol™ e da gordura do leite humano

Acido graxo (%) Betapol™  Leite humano
10:0 1,0 1,3
12:0 17,3 7,0
14:0 5,7 8,0
16:0 25,8 21,6
16:1 - 2,2
18:0 2,6 6,1
18:1 n-9 35,1 27,7
18:1 n9t - 4,1
18:2 n-6 11,2 19,1
18:3 n-3 1,2 1,2
20:2 - 0,9
20:4 n-6 - 0,6
Acidez (g acido oléico/100 g) 0,05 2,84
Indice de iodo (g iodo/100 g) 53 60

As médias obtidas para os pontos de fusdo e amolecimento da
gordura do leite humano foram de 34,8 e 31,5 °C, respectivamente,
e encontram-se proximas ao valor descrito pela literatura, que € de
32 °C*. As médias para os pontos de fusiio e amolecimento do
Betapol™ foram de 32,1 e 26,9 °C, respectivamente, sendo de 3 a 4
°C abaixo dos valores da gordura do leite humano.

A Figura 1 apresenta a consisténcia das amostras em diversas

temperaturas. O aumento de temperatura provocou queda brusca
na consisténcia do Betapol™ e do leite humano devido a fusdo
gradual dos cristais e conseqiiente destruicdo da rede cristalina,
que confere plasticidade a gordura. Assim, as amostras apresenta-
ram-se mais pldsticas a temperaturas entre 15 e 20 °C?.

O comportamento de consisténcia e contetido de gordura séli-
da (Figura 2) das amostras foi bastante semelhante. Em baixas tem-
peraturas (5 e 10 °C) o Betapol apresentou-se como uma gordura
mais consistente que a do leite humano (Figura 1), o que foi confir-
mado pelo comportamento da curva de contetido de gordura sélida
(Figura 2). Com o aumento da temperatura, o Betapol tornou-se
uma gordura mais macia que a do leite humano, tendo o contetido
de gordura sélida acompanhado esse mesmo comportamento.
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Figura 1. Consisténcia do Betapol e da gordura do leite humano
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Figura 2. Conteiido de gordura sélida do Betapol e da gordura do leite
humano

O contetdo de gordura sélida e a consisténcia apresentaram
alta correlagdo, tanto para a gordura do leite humano como para o
Betapol, com R? de 0,97 e 0,98, respectivamente.

Quando o contetdo de gordura sélida € baixo, ao redor de 3 a
5%, a consisténcia € igual a zero. Isto mostra que quando o teor de
solidos na gordura é muito baixo, o material apresenta-se como
um liquido viscoso, ao invés de se comportar como uma gordura
plastica. Quando a proporcdo de gordura no estado sélido € maior
que cerca de 5%, o dleo liquido € imobilizado pela matriz cristali-
na, tornando a gordura pléstica®*.

A Tabela 4 apresenta o didmetro médio e o niimero de cristais
observados por microscopia sob luz polarizada. Como a velocidade de
nucleacdo aumenta exponencialmente com o aumento da super-
saturacdo, enquanto a velocidade de crescimento dos cristais aumenta
linearmente com a supersaturagdo, o niimero de cristais aumenta e o
tamanho dos cristais diminui quando a cristalizacdo ocorre a baixas
temperaturas, o que pode ser observado na Tabela 444!,
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Tabela 4. Diametro médio e nimero dos cristais da gordura do
leite humano e do Betapol™

Gordura do
leite humano
15°C 20°C 25°C
Didmetro médio (um) 6,3 62,1 256,0
Numero de cristais 5496 248 14

Betapol™

15°C 20°C 25°C
12,4 119,2 189,0
1049 76 6

A Figura 3 apresenta a estrutura cristalina das amostras, por
cristalizac@o lenta na faixa de temperatura de 15 a 25 °C. O leite
humano e o Betapol™ apresentaram cristalizacdo homogénea e gra-
nular a 15 °C. O aumento da temperatura produziu aglomerados de
cristais a 20 °C, com a formagdo de esferulitos mais organizados a
25 °C. Estes esferulitos podem ser classificados como do tipo A,
pois apresentam cristais com niicleo compacto, cercados de agu-
lhas longas e finas, distribuidas radialmente®’. Para a gordura do
leite humano, os esferulitos podem corresponder a forma
polimérfica B, pois o alto nivel de dcido palmitico na posi¢do sn-2
da gordura do leite*?**? torna os triacilgliceréis com estrutura
molecular homogénena. Por outro lado, os esferulitos do Betapol
mostraram-se opticamente ativos (“‘axial crosses”), que possivel-
mente representam cristaliza¢do na forma polimérfica B-prima, pois
o produto Betapol apresenta alto teor de dcido ldurico, o que torna
os triacilglicerdis com estrutura molecular mais heterogénea.

Betapol

15°C 20°C 25°C
Figura 3. Estrutura cristalina da gordura do leite humano e do Betapol™ . A
barra representa 250 um

CONCLUSOES

Os valores de energia calculados pelo método do crematdcrito
e a partir da composi¢do centesimal ndo apresentaram correlacio
significativa. Por outro lado, a correlacdo entre o valor energético
estimado pelo crematdcrito e o teor lipidico foi significativa.

O Betapol apresentou menores consisténcia, contetido de gor-
dura sdélida e pontos de fusdo e amolecimento que a gordura do
leite humano. Os comportamentos de cristalizagdo também foram
diferentes.
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