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Resumo

O presente estudo tem como objetivo avaliar a influéncia dos estagios de lactacdo (colostro, transicdo e maduro) na
composic¢ao dos principais &cidos graxos e somatdrios de acidos graxos no leite humano de lactante com bebé nascido
a termo. Para isso foi coletado de forma individualizada, no mesmo periodo do dia, e ap6s 1 hora da mama ser
esvaziada, por meio de ordenha manual cerca de 5 ml de leite humano, em seguida foi realizada a composicéo de
4cidos graxos por meio de cromatografia em fase gasosa acoplado a detector de ionizagdo em chama (CG-DIC). O
4cido graxo encontrado majoritariamente para o colostro foi o 4cido linoleico (18:2n-6), j& para os leites de transicao e
maduro foi o &cido oleico (18:1n-9), além disso, todos os acidos graxos essenciais e estritamente essenciais foram
identificados e quantificados nas trés fases. Foi possivel observar que o estagio de lactagdo influencia de forma direta
na composicdo de acido graxo, sendo que o leite colostro é o que apresenta maior distingdo entre as fases de lactacéo,
e o leite de transicdo e o leite maduro tem mais similaridade entre si.

Palavras-chave: Leite humano; Lactacio; Acido graxo; CG-DIC.

Abstract

The present study aims to evaluate the influence of the stages of lactation (colostrum, transition and mature) on the
composition of the main fatty acids and sums of fatty acids in human milk from lactating women with full-term
infants. For this, approximately 5 ml of human milk was collected individually, in the same period of the day, and
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after 1 hour of the breast being emptied, through manual milking, then the fatty acid composition was performed by
means of chromatography in gas phase coupled to flame ionization detector (CG-DIC). The fatty acid found mostly
for colostrum was linoleic acid (18:2n-6), whereas for transition and mature milk it was oleic acid (18:1n-9), in
addition to all essential fatty acids and strictly essential were identified and quantified in the three phases. It was
possible to observe that the lactation stage directly influences the fatty acid composition, with colostrum milk being
the one with the greatest distinction between the lactation phases, and transitional milk and mature milk having more
similarity to each other.

Keywords: Human milk; Lactation; Fatty acid; CG-FID.

Resumen

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la influencia de las etapas de la lactancia (calostro, transicion y
madurez) sobre la composicion de los principales acidos grasos y sumas de acidos grasos en la leche materna de
mujeres lactantes con recién nacidos a término. Para ello, se recolectaron aproximadamente 5 ml de leche materna
individualmente, en el mismo periodo del dia, y luego de 1 hora de vaciado de la mama, mediante ordefio manual,
luego se realiz6 la composicion de acidos grasos mediante cromatografia en fase gaseosa acoplada. al detector de
ionizacion de llama (CG-DIC). El &cido graso encontrado mayoritariamente para el calostro fue el &cido linoleico (18:
2n-6), mientras que para la leche de transicion y madura fue el acido oleico (18: 1n-9), ademas de todos los acidos
grasos esenciales y estrictamente esenciales se identificaron y cuantificaron en las tres fases. Se pudo observar que la
etapa de lactancia influye directamente en la composicidn de acidos grasos, siendo la leche de calostro la que presenta
mayor distincién entre las fases de lactancia, y la leche de transicién y la leche madura teniendo mas similitud entre si.
Palabras clave: Leche materna; Lactancia; Acidos grasos; CG-DIC.

1. Introducéo

O leite humano (LH) é um alimento caracterizado pelo equilibrio quantitativo e qualitativo de nutrientes, essenciais
para um crescimento saudavel de lactentes (Van Gysel, Cossey, Fieuws, & Schuermans, 2012). A Academia Americana de
Pediatria recomenda que o LH seja fonte exclusiva de nutricdo para lactentes até os seis primeiros meses de vida (Johnston,
Landers, Noble, Szucs, & Viehmann, 2012), fornecendo nutrientes e componentes bioativos, que auxiliam no desenvolvimento
do organismo infantil, bem como na protecdo contra doengas gastrointestinais, doengas respiratorias, redugdo de doencas
crbnicas como o diabetes tipo 1 e 2, auxiliando ainda, na adaptacdo ao ambiente externo do Utero da mae (Prell & Koletzko,
2016; Binns, Lee, & Low, 2016).

Sua classificacdo mais usual é de acordo com o tempo de lactacdo da mae, sendo classificados em LH colostro, LH de
transi¢do e LH maduro. O LH colostro tem aparéncia ligeiramente amarelada e consisténcia mais liquida. Este leite contém os
mesmos nutrientes que o LH maduro, porém, com mais proteinas e menos gordura e é considerado do primeiro ao sétimo dia
apos o parto. O LH transicdo é considerado do oitavo ao décimo quarto dia apresenta maior volume por mamada; quando
comparado ao LH colostro, ha alterages nutricionais graduais entre as caracteristicas de colostro até o maduro, como a
diminuicdo dos indices de proteina e aumento de gorduras e carboidratos. E o LH maduro é considerado a partir do décimo
quinto dia e possui aparéncia mais esbranquicada, é mais consistente que os leites anteriores (Ballard & Morrow, 2013;
Euclydes, 2005; Demmelmair & Koletzko; 2018; Rydlewski et al., 2019).

Cerca de 98% da gordura do LH consiste em lipidios neutros, triacilglicerol (TAG), contendo diferentes &cidos graxos
(AGs,), com cadeias laterais associadas localizadas nas posi¢des Sn-1, Sn-2 e Sn-3, sendo que o restante é constituido de
fosfolipidios e esterois. O posicionamento desses AGs resulta em TAGs Unicos, e essas estruturas afetam a eficiéncia da
digestdo e absorcdo de lipidios (Vyssotski, Bloor, Lagutin, Wong, & Williams, 2015; Zhao et al., 2018; Wang et al., 2020). Os
TAGs s8o conhecidos como a principal fonte de energia para os lactentes.

Apesar da abundancia relativamente baixa de glicerofosfolipidos, esfingolipidos e glicolipidos, estes constituintes
representam os componentes predominantes na membrana do glébulo de gordura do leite, com um papel significativo na salde
infantil, associados ao neurodesenvolvimento, desenvolvimento cognitivo e aos efeitos protetores do LH (Bourlieu &
Michalski, 2015; Gurnida, Rowan, Idjradinata, Muchtadi, & Sekarwana, 2012).
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O acido graxo saturado majoritario encontrado no leite humano é o acido palmitico (P, 16:0), geralmente o acido
palmitico encontra-se na posic¢éo central da molécula de TAG, sendo que dessa forma ele é facilmente absorvido, resultando
em varios beneficios ao lactente, como melhora no desconforto intestinal, diminuicdo de colicas, e apresenta também
influéncia nos niveis de anandamida que apresenta efeito analgésico (Mehrotra, Sehgal, & Bangale, 2019, Demmelmair &
Koletzko, 2018, Rydlewski et al., 2019).

Diante do exposto o objetivo do presente estudo foi de avaliar a influéncia dos estagios de lactacdo (colostro, transicao
e maduro) na composicdo dos principais acidos graxos e somatorios de &cidos graxos no leite humano de lactantes com bebé

nascido a termo.

2. Metodologia
2.1 Amostragem

O presente estudo estudo trata-se de uma pesquisa laboratorial e cientifica (Pereira, Shitsuka, Parreira, & Shitsuka,
2018). Foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa pelo processo 2.797.476 da Universidade Estadual de Maringd. Foram
coletadas as amostras de leite humano das fases colostro, transicdo e maduro, de uma lactente, sempre coletado as 11 horas da
manha, apds esvaziar a mama 1 hora anteriormente, a coleta do leite foi por meio de ordenha manual. Apés a coleta, as
amostras de LH foram homogeneizadas e armazenadas em recipiente de polietileno, em temperatura de -18 °C, até 0 momento

da analise.

2.2 Extragéo lipidica

Os lipidios foram extraidos de acordo com Folch, Lees, e Sloane-Stanley (1957). Pipetou-se 1 mL de leite humano,
adicionando nesta os 20 mL do solvente (1:20) e razdo cloroférmio: metanol (2:1) e agitou-se por 15 min. em agitador
magnético. Ao término, centrifugou-se a amostra por 5 min. em uma centrifuga refrigerada a 25 °C e 6000 rpm para retirar a
proteina precipitada. No segundo momento, adicionou-se 4 mL de solugdo de cloreto de sédio (NaCl) 0,9%, agitou-se a
solucdo por 5 min. e centrifugou-se (na mesma condicdo que a etapa anterior) para ocorrer a separacdo das fases.

A fase inferior foi coletada em um baldo de 250 mL, previamente pesado, e o solventeevaporado a 37 °C utilizando

um rota evaporador rotativo.

2.3 Esterificacdo

Seguiu a metodologia proposta pela 1ISO 12966/2017, na qual, em um tubo de centrifuga, 100 mg de amostra lipidica
sdo adicionadas a 2 mL de heptano, agitando por 2 min. em vortex, em seguida, foram adicionados 3 mL do reagente
esterificante hidroxido de potassio (KOH) 2mol/L em metanol. Essa solugdo foi agitada por 3 min. em vortex novamente, e
levada a geladeira por 24 horas para separagéo de fases, sendo a fase superior analisada em um cromatdgrafo a gas acoplado a um

detector de ionizacdo em chama (CG-DIC).

2.4 Andlise de composicdo em acidos graxos

As anélises de ésteres metilicos de acidos graxos (EMAGSs) foram realizadas em cromatografia em fase gasosa (CG)
da Thermo Scientific (Trace Ultra 3300, Waltham, Estados Unidos) com detector de ionizagdo em chama (DIC), coluna capilar
CP-7420 (100,0 m de tamanho, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de filme fino de cianopropil como fase
estacionaria) e um injetor com/sem divisdo. As temperaturas do detector e do injetor foram de 250 e 230 °C, respectivamente.
O forno do CG-DIC foi programado para 65 °C e mantido por 4 min., depois aquecido a 185 °C a 16 °C min.™! e mantido por

12 min., depois aquecido a 235 °C a 20 °C min.": e mantido por 9 min. As vazdes de gés utilizadas foram de 1,4 mL min."* para
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gas de arraste hidrogénio (H,), 30 mL m™* paragas de reposi¢do nitrogénio (N,) e 30 e 300 mL min.™? para os gases de chama
(H, e ar sintético, respectivamente).

O modo de inje¢do dividida foi utilizado na propor¢éo de 1:100 e o volume de injecBes de amostra foi de 2,0 pL.
Foram identificadas EMAGs por comparacdo dos tempos de retencdo dos constituintes da amostra com os dos padrdes
analiticos (mistura padrao EMAG, C4-C24, Saint Louis, Estados Unidos, Sigma-Aldrich). As areas de pico foram determinadas
usando o software ChromQuest™ 5.0, e as composicdes de acidos graxos (AG) foram expressas como uma porcentagem

relativa da AG total (Simionato et al., 2010). A analise foi realizada em triplicata.

2.5 Anélise estatistica
Os dados das andlises de composicdo em acidos graxos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de

Tukey (p <0,05), utilizando o software Assistat.

3. Resultados e Discussao
Na Tabela 1 abaixo encontram-se o somatorio de acidos graxos, e seus principais constituintes no leite humano, foi

avaliado uma mée realizando a coleta do leite sempre no mesmo horario do dia.

Tabela 1. Somatorio de &cidos graxos presentes no leite humano e os seus principais constituintes.

Composicao em Acidos Graxos

(%) Colostro Transicao Maduro
SAGS 39,11+1,48° 43,940,842 45,460,222
16:0 20,94+0,79° 24,42+1 412 20,54+0,47°
AGMI 29,28+0,502 29,92+0,312 28,82+0,42°
18:1n-9 24,700,792 24,750,792 24,38+0,622
>AGPI 31,61+1,872 26,14+0,54° 25,72+0,43b
18:2n6 26,52+0,35% 22,34+0,51° 22,26+0,52b
18:3n-3 1,71+0,372 1,12+0,10¢ 1,57+0,05°
20:4n-6 (AA) 0,51+0,05% 0,22+0,06° 0,15+0,03°
20:5n-3 (EPA) 0,26+0,032 0,320,032 0,17+0,02°
22:6n-3 (DHA) 0,44+0,082 0,30+0,05° 00,19+0,01°¢
xn-6 27,52+0,802 22,82+0,390 22,59+0,51b
¥n-3 4,11+0,29? 3,33+0,20° 3,24+0,08°
EPA+DHA 0,70+0,102 0,620,128 0,36+0,03"
n-6/n-3 7,100,552 7,02+0,212 6,99+0,35?
AGPI/AGS 0,81+0,082 0,59+0,02° 0,57+0,01°

Resultados expressos em média + Desvio Padrdo (DP) de triplicata. Valores com letras diferentes
na mesma linha séo significativamente diferentes (p <0,05) pelo teste de Tukey. (AGS - acidos
graxos saturados; AGMI - 4&cidos graxos monoinsaturados; AGPI - 4cidos graxos
poliinsaturados). Fonte: Autores (2021).

Avaliando os somatorios de &cidos graxos saturados (AGS) foi possivel concluir que o estagio de lactacdo afeta esse
somatorio, pois, o colostro apresenta um menor valor quando comparado com o leite de transi¢do e maduro, variando de 39,11
a 45,46%. Dentre os &cidos graxos (AG) que constituem essa classe, temos como majoritario o 4cido palmitico (16:0), sua
concentracdo também é influenciada pelo estagio de lactagdo, sendo que seu valor variou de 20,54 a 24,42%, Alves et al.

(2021) e Manin et al. (2019) também encontraram 16:0 como o AGS de maior concentragdo. O 16:0 é um AG importante, pois
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ele é um acido graxo que apresenta um efeito analgésico, melhorando assim o desconforto intestinal nos bebes (Demmelmair
& Koletzko, 2018).

Para o somatorio de acidos graxos monoinsaturados (AGMI) o mesmo foi observado, o estagio de lactagdo influencia
nesse somatdrio, sendo que os valores encontrados estdo entre 29,92 e 28,82%. O &cido graxo encontrado em maior
concentracdo para essa classe de AG é o 4cido oleico (18:1n-9), esse fato corrobora com Alves et al. (2021) e Manin et al.
(2019). E importante ressaltar que de todos os AG, ndo somente dentro da classe dos AGMI, o 18:1n-9 foi o encontrado em
maior concentracdo no leite de transicdo, e maduro, ja para o leite colostro o encontrado em maior concentracdo é 0 18:2n-6.

O somatdrio de acidos graxos poliinsaturados (AGPI) também apresentou diferenca estatistica quando comparado o
estagio de lactagdo, sendo que o maior valor encontrado foi para o colostro, e os valores variaram de 31,61 a 25,72%. Essa
classe de AG é bastante importante para o desenvolvimento do bebé, pois é nela que encontramos os acidos graxos essenciais e
estritamente essenciais. O acido graxo majoritario dessa classe é o &cido linoleico (18:2n-6), um &cido graxo estritamente
essencial, ou seja, o ser humano ndo consegue sintetiza-lo, ou seja sua Unica fonte é a alimentagdo. Alves et al. (2021), Manin
et al. (2019) e Manin et al. (2020) também encontraram esse sendo o majoritario para a classe de AGPI.

O 18:2n-6 foi encontrado com concentragdo entre 26,52 e 22,26%, a fase de lactacdo também influenciou na
concentracdo desse AG, o 4cido linolénico (18:3n-3) é outro acido graxo estritamente essencial, que apresentou uma variagao
entre a concentracdo dos estagios de lactagdo, com resultados entre 1,71 e 1,12%. Esses AG também sdo importantes para o
desenvolvimento do bebg, pois além de serem estritamente essenciais, sdo precursores dos acidos graxos essenciais.

Os &cidos graxos esséncias sdo o acido araquidénico (AA, 20:4n-6), o &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), e
acido docosahexaendico (DHA, 22:6n-3), também sdo conhecidos como &cidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, ambos
sdo influenciados pelo estagio de lactacdo, sendo o DHA o que apresenta maior reducdo na sua concentragdo. Tanto o AA
quanto EPA e DHA sdo AG imprescindiveis para o desenvolvimento do bebé, pois além do recém-nascido ter imaturidade
fisiologica e ndo conseguir fazer a conversdo dos acidos graxos estritamente esséncias nos esséncias, eles sdo responsaveis
pelo desenvolvimento cognitivo do bebé, visual, cerebral e imunolégico (Rydlewski et al., 2020; Demmelmair & Koletzko,
2018).

Ficou evidenciado analisando os principais acidos graxos e somat6rios que o leite de transi¢do e maduro possuem
semelhancgas em suas concentragdes, e que o leite colostro foi 0 que apresentou a composi¢do mais distinta entre as trés fases
de lactacéo.

As razdes de 6mega 6/omega3 (En6/Zn3) e ZAGPI/ZAGS foram realizadas com o intuito de atestar a qualidade
lipidica do leite. Segundo a Organizagdo Mundial da Sadde (2003), Simopoulos (2004) e Levy & Tedstone (2017) as razfes
¥n6/xn3 devem estar entre 5 e 10, todos os valores encontrados estdo dentro dessa faixa, variando de 6,99 a 7,10%. J4 a razdo
SAGPI/ZAGS deve apresentar valores acima de 0,45, os valores encontrados também estdo acima do valor estabelecido (0,57
a 0,81%). Logo, com isso, as trés fases do leite humano apresentam indicadores de boa qualidade lipidica, sendo isso de
extrema importancia para o desenvolvimento do bebé. Para a razdo omega6/6mega3 a fase de lactacdo ndo apresentou

diferenca estatistica, j& para a razdo AGPI/AGS apresentou diferenga estatistica, sendo que o colostro se difere das outras fases.

4. Concluséo

Como observado pela analise de &cidos graxos podemos concluir que a fase de lactagdo influencia diretamente na
concentracdo dos principais acidos graxos encontrados no leite humano, sendo que o leite de colostro é o que apresenta maior
diferenga entre as trés fases de lactacdo, isso se deve ao fato de cada fase leite ser responsavel por um momento na vida do

beb&. Outro fator importante é que todos os acidos graxos essenciais e estritamente essenciais foram encontrados e
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quantificados. Com isso novas pesquisas conduzidas de forma individualizadas devem ser realizadas, afim de atestar novas

descobertas sobre a concentragdo de acidos graxos no leite humano.
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