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GENERAL ABSTRACT

The human milk (HM) is considered the primary source of nutrients and
energy for infants, from a nutricional, immunological and food safety
perspective. The best way to insure the provision of necessary nutrients for
the infants through breastfeeding. However when this practice is not possible
the use of infant formula (IF) appears as an alternative for infant feeding.

IFs are labeled by the differents sources of fat, most of wick contain
mixture commercially fat based of skimmed milk from ruminants (cow and
goat) supplemented with vegetables oils such as coconut, corn, soil, palm,
sunflower, peanut and repeseed oil, aiming to mimic the fatty acid (FAs) of
HM.

The HM and the cow's milk are rich in satured fatty acids like palmitic
acid (C16:0), with most being located at the sn2 position of the
Triacylglycerol (TAG) molecules. In contrast, in cow's milk and vegetable oils,
they are present and in a smaller porpotions in this position.

The digestion process of HM fat, with C16:0 at the sn 2 position in
TAGs, results in monoacylglycerols that are digested and absorbed more
efficiently by the infant. Conversely, after hydrolysis, the C16:0 present as
free fatty acids tends to bind to calcium and form insoluble calcium soaps in
the intestine, which can lead to dry stools and constipation.

The enzymatic interesterification of mixtures between solid fats and
vegetable oils can create products with excellent characteristics called
structured lipids, which can be used as substitutes for HM fat in IFs.

Enzymatic interesterification offers the advantage of greater control
over the positional distribution of fatty acids in the final product due to the
selectivity and regiospecificity of lipases in fatty acids.

To gather data on the production of human milk fat substitutes through
enzymatic interesterification and characterize the composition of fatty acids
and their interpositional distribution in TAGs of human, cow, and goat milk
samples, as support for improving supplementation in IFs.

This work involved a bibliographic review of the production of human
milk fat substitutes by enzymatic interesterification. The literature search
was conducted using the keywords: Enzymatic interesterification and human
milk, and later the inclusion of the term structured lipids. The terms were
searched together to optimize the search for relevant articles.

Scientific articles were searched in the Capes Journals, Science Direct,
Scielo (Scientific Electronic Library Online), and PubMed from 2015 to 2021.

The composition of fatty acids in samples of HM, cow's milk, and goat's
milk, as well as the analysis of the interpositional distribution of fatty acids
in TAGs, was performed in the laboratory using a gas chromatograph (GC)
equipped with Flame Ionization Detector (FID) and a nuclear magnetic
resonance spectroscopy (NMR), respectively.

Through the search for bibliographic references, it can be noted that
several research groups worldwide are working on refinement and
adjustment tests of the interesterification technique and the use of the best
enzyme for the production of substitutes from various natural sources of oils
and fats. However, there are not many records of patented products yet.
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The lipid quality in human milk stood out when compared to that of
cow's and goat's milk. However, the variety of types of fatty acids in goat's
milk exceeded that of human and cow's milk. There was a predominance of
saturated fatty acids (SFA) at the sn-2 position of TAGs, while
monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) fatty acids showed a
more pronounced distribution at the sn-1 and sn-3 positions in human milk.
In contrast, cow's milk samples revealed that the sn-1 and sn-3 positions are
mainly esterified by unsaturated fatty acids. Moreover, fatty acids in
ruminant milk consist mainly of long-chain fatty acids (LCFAs), with oleic acid
being the most abundant. Such variations in the interpositional compositions
of the analyzed lipids may be related to differences in animal breeds and
diets.

The study of comparative analyses of the lipid profile among samples
of milk from various sources, as well as matrices used as lipid supplements
in IFs, is potentially important for the development of dairy products that
have greater similarity to human milk and ensure the best development of
infants. It is also necessary for more research to be conducted to reach a
substitute product with the best characteristics achievable through enzymatic
interesterification.

Keywords: Interesterification, Substitute, Infant Formula



12

RESUMO GERAL

O leite humano(LH) é considerado a principal fonte de nutrientes e
energia para os bebés sob o ponto de vista nutricional, imunolégico e de
seguranca alimentar. A melhor forma de assegurar a oferta dos nutrientes
necessarios para o lactente é por meio da amamentacdo, porém, quando essa
pratica é impossibilitada, o uso de Formula Infantil (FI) aparece como uma
alternativa para a alimentagdao do bebé.

As FIs sao rotuladas por diferentes fontes de gordura, a maioria das
guais contém uma mistura de gordura comercial a base de leite desnatado
de ruminantes (Vaca e Caprino) suplementado com éleos vegetais como dleo
de cbco, milho, soja, palma, girassol, amendoim e colza, visando simular a
composicao de acidos graxos (AGs) do LH.

O LH e o leite de vaca sao ricos em acidos graxos saturados como o
acido palmitico (C16:0), sendo que no LH a maior parte estd localizada na
posicao sn 2 das moléculas de Triacilglicerdis (TAGSs), ja no leite de vaca e
nos 6leos vegetais se encontram em menor proporgao nessa posicao.

A hidrolise da gordura do LH, no processo de digestdao, com C16:0 na
posicao sn 2 nos TAGs, resulta em monoacilglicerdis que sao digeridos e
absorvidos com mais eficiéncia pelo lactente. Em contraste, apds a hidrdlise,
os C16:0 presentes como AG livres, tendem a se ligar ao calcio e formar
sabOes de calcio insollveis no intestino que podem causar ressecamento
das fezes e prisao de ventre.

O processo de Interesterificacdo de misturas entre gorduras sélidas e
oleos vegetais pode formar produtos com excelentes caracteristicas
chamados lipideos estruturados, que podem ser utilizados como
sucedaneos da gordura do leite humano em FlIs.

A Interesterificacdo enzimatica oferece a vantagem de um maior
controle sobre a distribuicdo posicional dos acidos graxos no produto final,
devido a seletividade e regioespecificidade das lipases nos acidos graxos.

Fazer um levantamento de dados sobre a producao de sucedaneos da
gordura do leite humano pelo processo de Interesterificacdo enzimatica e
caracterizar a composicao dos AGs e sua distribuicao interposicional nos
TAGs de amostras de leite humano, de vaca e caprino. como suporte para
melhoria da suplementagao em Fis.

Este trabalho reuniu uma revisao bibliogafica sobre a producdo de
sucedaneo da gordura do leite humano por Interesterificagdo enzimatica. O
levantamento bibliografico se deu utilizando as palavras-chave:
Interesterificagdo enzimatica e leite humano e posteriormente a inclusdo do
termo lipideos estruturados. Os termos foram pesquisadas de forma conjunta
para otimizar a busca de artigos de interesse.

Os artigos cientificos foram pesquisados nos Periddicos Capes, Science
Direct, Scielo (Scientific Electronic Library Online) e Pubmed no periodo de
2015 a 2021.

A composicao dos AGs em amostras de LH, leite de vaca e leite de
cabra, bem como a analise da distribuicdo interposicional dos AGs nos TAGs
foram realizadas em laboratério utilizando um cromatdégrafo gasoso (CG)
equipado com Dectector de Ionizacao de Chamas (FID), e um espectroscopio
de ressonancia magnética nuclear (RMN), respectivamente.


https://www-sciencedirect.ez79.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/maize
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Através da busca de referéncias bibliograficas pode-se notar que varios
grupos de pesquisadores no mundo trabalham com testes de aprimoramento
e ajuste da técnica de interesterificacdo e do uso da melhor enzima para a
producao do suceddneo a partir de diversas fontes naturais de dleos e
gorduras. Porém aindando ha muitos registros de produtos patenteados.

A qualidade lipidica no leite humano se destacou quando comparada a
do leite bovino e caprino. Contudo, a quantidade de tipos de acidos graxos
no leite caprino superou a do leite humano e bovino. Observou-se uma
predominancia de acidos graxos saturados (SFA) na posicao sn-2 dos TAGs,
enquanto acidos graxos monoinsaturados (MUFA) e poliinsaturados (PUFA)
apresentaram uma distribuicdo mais acentuada nas posicoes sn-1 e sn-3 no
leite humano. Em contraste, amostras de leite de vaca revelam que as
posicdes sn-1 e sn-3 sao esterificadas principalmente por acidos graxos
insaturados. Além disso, os acidos graxos no leite de ruminantes consistem
principalmente em acidos graxos de cadeia longa (LCFAs), com acido oleico
sendo o mais abundante. Tais variagdes nas composigdes intraposicionais
dos lipidios analisados podem estar relacionadas as diferencas nas racgas e
dietas dos animais.

O estudo acerca de analises comparativas sobre o perfil lipidico entre
amostras de leite de diversas origens, bem como de matrizes utilizadas como
suplementos de lipideos nas Fls, é potencialmente importante para o
desenvolvimento de produtos lacteos que tenham maior similaridade ao Leite
Humano e garantam o melhor desenvolvimento dos lactentes. Assim como
faz-se necessario que mais pesquisas sejam desenvolvidas para que se
chegue em um produto sucedaneo com as melhores caracteristcas conforme
é possivel de se alcancar através da interesterificagdao enzimatica.

Palavras chaves: Interesterificacdo, Sucedaneo, Férmula Infanti
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Resumo

O leite humano é considerado a principal fonte de nutrientes e energia para os bebés sob o ponto de vista
nutricional, imunologico e de seguranca alimentar. A melhor forma de assegurar a oferta dos nutrientes
necessarios para o lactente € por meio do leite materno, porém, quando a pratica da amamentacdo €
impossibilitada, o uso de Férmula Infantil aparece como uma alternativa para a alimentacdo do bebé. O
processo de Interesterificacdo de misturas entre gorduras sélidas e 6leos vegetais pode formar produtos com
excelentes caracteristicas chamados lipideos estruturados, que podem ser utilizados como sucedaneos da
gordura do leite humano em férmulas infantis. A Interesterificacdo enzimatica oferece a vantagem de um
maior controle sobre a distribuicdo posicional dos acidos graxos no produto final, devido a seletividade e
regioespecificidade das lipases nos acidos graxos. Este trabalho reuniu trabalhos recentes sobre a producédo de
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sucedaneo da gordura do leite humano por Interesterificagdo enzimatica. Através da busca de referéncias
pode-se notar que varios grupos d e pesquisadores no mundo trabalham com testes de aprimoramento e ajuste
da técnica de interesterificacdo e do uso da melhor enzima para a producdo do sucedaneo a partir de diversas
fontes naturais de oOleos e gorduras. Porém ainda ndo ha muitos registros de produtos patenteados. Dessa
maneira faz-se necessario que mais pesquisas sejam desenvolvidas para que se chegue em um produto
sucedaneo com as melhores caracteristcas para que seja submetido a patente.

Palavras-chave: Lipideo estruturado; Formula infantil; Triacilgliceréis (TAG).

Abstract

Human milk is considered the main source of nutrients and energy for babies from a nutritional,
immunological, and food security point of view. The best way to ensure the supply of the necessary nutrients
for the infant is through breast milk, however, when the practice of breastfeeding is impossible, the use of
Infant Formula appears as an alternative for the baby's feeding. The Interesterification process of mixtures
between solid fats and vegetable oils can form products with excellent characteristics called structured lipids,
which can be used as substitutes for human milk fat in infant formulas. The interesterification enzymatic offers
the advantage of greater control over the positional distribution of fatty acids in the final product, due to the
selectivity and regiospecificity of lipases in fatty acids. This work brought together recent work on the fat
substitute for the production of human milk by interesterification enzyme. Through the search for references,
it can be noted that several groups of researchers in the world work with tests to improve and adjust the
interesterification technique and the use of the best enzyme for the production of substitutes from different
natural sources of oils and fats. However, there are still not many registrations of patented products. In

this way, more research must be developed to arrive at a substitute product with the best characteristics for it
to be submitted for a patent.

Keywords: Structured lipid; Infant formula; Triacylglycerols (TAG).

Resumen

La leche materna se considera la principal fuente de nutrientes y energia para los bebés desde el punto de vista
nutricional, inmunoldgico y de seguridad alimentaria. La mejor forma de asegurar el aporte de los nutrientes
necesarios para el lactante es a través de la leche materna, sin embargo, cuando la practica de la lactancia
materna es imposible, el uso de Férmula Infantil aparece como una alternativa para la alimentacion del bebé.
El proceso de interesterificacion de mezclas entre grasas sélidas y aceites vegetales puede formar productos
con excelentes caracteristicas denominados lipidos estructurados, que pueden utilizarse como sustitutos de la
grasa de la leche materna en formulas infantiles. La interesterificacion enzimatica ofrece la ventaja de un
mayor control sobre la distribucion posicional de los &cidos grasos en el producto final, debido a la selectividad
y regioespecificidad de las lipasas en los acidos grasos. Este trabajo reunio trabajos recientes sobre el sustituto
de grasas para la produccién de leche materna por enzima de interesterificacion. Através de la busqueda de
referencias, se puede notar que varios grupos de investigadores en el mundo trabajan con pruebas para mejorar
y ajustar la técnica de interesterificacion y el uso de la mejor enzima para la produccion de sustitutos a partir
de diferentes fuentes naturales de aceites y grasas. Sin embargo, todavia no hay muchos registros de productos
patentados. De esta manera, se deben desarrollar mas investigaciones para llegar a un producto sustituto con
las mejores caracteristicas para que sea presentado a una patente.

Palabras clave: Lipido estructurado; Formula infantil; Triacilgliceroles (TAG).

1. Introducéo

O leite humano é considerado a principal fonte de nutrientes e energia para os bebés sob o ponto de

vista nutricional, imunolégico e de seguranca alimentar (Brys et al., 2017). E um alimento rico em gordura,
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minerais, vitaminas, enzimas e imunoglobulinas que protegem contra doencas. Apesar de o leite maduro ser
formado por cerca de 87% de agua, o restante, 13%, é uma poderosa combinacao de elementos fundamentais
para o crescimento e desenvolvimento da crianga (Silva & Gioielli, 2009).

A fracdo lipidica € a principal fonte de energia para o neonato; contribuindo com 40% a 55% do
total de energia consumida por ele em aleitamento materno exclusivo. Ela apresenta um contetdo médio de
4,2g/dL, sendo constituida 98% por triacilglicerdis (TAG). Além de prover ao recém-nascido acidos graxos
essenciais, como o &cido linoleico (C18:2n-6) e acido a- linolénico (C18:3n-3), também oferece o Acido
Araquiddnico (AA) (C20:4n-6), o Acido Eicosapentaenoico (EPA) (C20:5n-3) e o Acido Docosa-
Hexaenoico - DHA (C22:6n-3), que ndo sdo sintetizados pelos recém-nascidos (Costa & Sabarense, 2010).

Os lipidios sdo os constituintes mais variaveis do leite humano, e seu conteldo e composicao sao
influenciados por varios fatores, como periodo de lactacdo, dieta e diferencas individuais. Algumas
caracteristicas da gordura do leite humano sao significativamente diferentes de outros lipidios naturais (Wei,
Jin & Wang, 2019).

Recentemente, a estrutura do TAG obteve mais aten¢éo no que diz respeito a importancia nutricional
na digestdo e metabolismo de lipidios. A distribuicdo de &cido palmitico (PA, 16:0) em TAGs de leite
humano, por exemplo, € diferente em comparacdo com Oleos vegetais e outras gorduras do leite de
mamiferos. Cerca de 60-70% de PA esta localizado na posicdo sn- 2 dos TAGs de leite humano e os acidos

graxos insaturados e &cidos graxos poliinsaturados (PUFAS) estdo nas posi¢des sn-1 e

sn-3; essas posi¢des sao importantes pois estdo envolvidas na promocao da absorcdo de ions de calcio além
de evitar constipagdo dos bebés (He et al., 2017; Wang et al., 2016, Wei et al., 2015; Soumanou; Pérignon
& Villeneuve, 2013).

Além disso os &cidos graxos de cadeia média e os monoacilglicerdis possuem atividade
antibacteriana, que pode ter efeitos funcionais no estabelecimento da microbiota intestinal e na funcéo
imune associada ao intestino no inicio da vida (Yuan et al., 2019; Nejrup, Licht, & Hellgren, 2017).

A melhor forma de assegurar a oferta dos nutrientes necessarios para o lactente é por meio do leite
materno, porém, quando a pratica da amamentacdo é impossibilitada, o uso de Formula Infantil aparece
como uma alternativa para a alimentacao do bebé. Apesar do avango no processo tecnolégico, essas formulas
ainda apresentam grandes diferencas na composicdo quando comparadas ao leite materno e séo
principalmente constituidas de leite de vaca e 6leos vegetais (Kus et al., 2011).

Segundo Wei, Jin & Wang (2019), a distribuicdo posicional de trés acidos graxos principais na
gordura do leite humano difere significativamente da gordura do leite de vaca e dos 0leos vegetais tipicos.
A gordura do leite de vaca tem contetdo semelhante de PA a gordura do leite humano, enquanto a
porcentagem de PA ligada a posi¢do sn -2 na gordura do leite de vaca (cerca de 40%) e na gordura do leite
humano (70%) sdo diferentes. Em TAGSs de 6leos vegetais, acidos graxos insaturados (como acido oléico -
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OA e &cido linoléico - LA) sdo principalmente esterificados na posi¢do sn -2, enquanto os &cidos graxos
saturados como PA, estdo ligados a posicdo sh -1,3, que esta em contraste com a posi¢cdo na gordura do leite
humano.

Segundo Silva & Gioielli, (2006), a Interesterificacdo de misturas entre gorduras sélidas e 6éleos
vegetais pode formar produtos com excelentes caracteristicas, o rearranjo ou a randomizacao dos acidos
graxos nos triacilglicerdis produz gorduras ou 6leos com diferentes propriedades fisicas chamados lipideos
estruturados (SL).

Os SLs sdo TAGs que foram quimicamente ou enzimaticamente modificados para alterar os acidos
graxos ligados a estrutura do glicerol, a fim de imitar a estrutura TAG (produzir um sucedaneo) da gordura
do leite humano para uso em formula infantil (Yuan et al., 2020).

O Palmitato sn-2 é um tipico triacilglicerol estruturado especifico que pode ser sintetizado quimica
e enzimaticamente. A sintese quimica produz produtos randomizados nos quais 0s &cidos graxos sao
distribuidos aleatoriamente entre as trés posic¢des da estrutura do glicerol. Contudo, algumas lipases, método
enzimatico, tém regioespecificidade sn-1,3 quando usado com alguns solventes organicos, que podem ser
usados para modificar o &cido graxo na posicao sn-1,3 (Forsyth, Gautier, & Salem, 2017).

A Interesterificacdo enzimatica oferece a vantagem de um maior controle sobre a distribuicdo
posicional dos acidos graxos no produto final, devido a seletividade e regioespecificidade das lipases nos
acidos graxos (Silva etal., 2012). Desse modo o objetivo deste trabalho foi fazer um levantamento de dados
recentes sobre a producéo de sucedaneos da gordura do leite humano pelo processo de Interesterificacdo

enzimatica.

2. Metodologia
O levantamento bibliogréafico ocorreu entre outubro de 2020 e fevereiro de 2021e a metodologia desta

pesquisa foi apoiada pelos estudos de Pereira et al., (2018) e caracterizada de forma quantitativa avaliando os
artigos cientificos referentes a producdo de sucedaneos da gordura do leite humano pelo processo de
Interesterificacdo enzimatica.

O levantamento bibliogréafico se deu utilizando as palavras-chave: Interesterificacdo enzimatica e leite
humano e posteriormente a inclusdo do termo lipideos estruturados. Os termos foram pesquisados de forma
conjunta para otimizar a busca de artigos de interesse.

Os artigos cientificos foram pesquisados nos Periodicos Capes, Science Direct, Scielo (Scientific
Electronic Library Online) e Pubmed com refinamento para o periodo de 2015 a 2021e selecionando somente
artigo cientifico. Foi realizada uma plotagem gréafica utilizando Excel®, dos artigos encontrados por ano de
publicacdo e posteriormente foram selecionadas as publicacdes que atendessem o objetivo do trabalho para
discusséo.

Apesar da limitacdo do periodo outros artigos referéncia no assunto foram selecionados para compor
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a introducdo e discussao deste trabalho independente da data da publicacéo.

3. Resultados e Discusséo
A busca na plataforma Scielo com as palavras chave Interesterificacdo enzimatica e leite humano, tanto

em portugués, quanto em inglés, ndo obteve éxito resultando em nenhum artigo encontrado utilizando os dois
termos de forma conjunta. A base Pubmed revelou uma quantidade menor de artigos comparado ao Portal
Capes e Science Direct. Principalmente quando delimitou-se o periodo da publicacdo, com um total de 2 (dois)
artigos encontrados para os termos pesquisados. Desse modo foi utilizado como base de dados, o Portal Capes
e Science Direct para selecdo dos artigos para discussao do trabalho.

A busca pelo Portal Capes resultou em 124 artigos publicados no periodo de 2015 a 2021. Pelo Science
Direct o resultado foi de 91 artigos na pesquisa com as palavras Interesterificacdo enzimatica e leite humano e

limitado ao mesmo periodo. (Figura 1).

Figura 1 — Grafico do numero de artigos encontrados entre 2015 e 2021 nas buscas no Portal Capes e
Science Direct.
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Fonte: Dados do Pesquisador.

A grande maioria dos trabalhos encontrados no Science Direct também foram encontrados no Portal
Capes com destaque de excecdo para dois trabalhos selecionados no Science Direct, Korma et al., (2018) e
Wei, Jin e Wang, (2019) que ndo foram encontrados pela busca dos mesmos termos no Portal Capes.

Korma et al., (2018) fizeram um trabalho de pesquisa na qual sintetizaram SLs ricos em TAGs de
cadeia média-longa (MLCTs), em um sistema livre de solvente utilizando quatro lipases imobilizadas

comerciais de diferentes fontes para comparac¢ao quanto a sua eficiéncia.
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TAGs de cadeia longa (LCTs) sdo a forma predominante de 6leos comestiveis comuns e servem como
fonte de &cidos graxos de cadeia longa (LCFAs), incluindo acidos graxos essenciais (EFAs). Os TAGs de
cadeia média (MCTs) tém o problema de deficiéncia de EFA, isso criou a necessidade de desenvolvimento de
SLs especificos, chamados MLCTSs, que retém os beneficios tanto dos LCTs quanto dos MCTs, (Akoh & Kim
2008).

Os resultados revelados por Korma et al., (2018) indicaram que o maior rendimento de MLCTs foi
alcancado pelo Lipozyme 435 como biocatalisador. Nas melhores condi¢cdes de reacdo os SLs ricos em
MLCTs obtidos podem ser sugeridos como um analogo nutricional e funcional da gordura com aplicagdes
potenciais na industria de formulas infantis.

O trabalho de Wei, Jin e Wang, (2019) é uma revisdo na qual discutem a histdria e 0s avangos recentes
em substitutos da gordura do leite humano (HMFSs). Eles relatam os esquemas de reacéo catalisada por enzimas
e seus produtos dando destaque aos que ja estdo no mercado. O Betapol® desenvolvido por 10l Loders
Croklaan (Channahon, IL, EUA) foi o primeiro sn -2 palmitato comercial. O produto foi sintetizado por um
processo de uma etapa, pela acidolise da estearina de palma com OA (obtidos do 6leo de girassol alto oleico),
usando lipase imobilizada- sn1,3 regiosseletiva (Rhizomucor miehei) resultando em 65% de PA na posicao sn-
2. Além do Betapol® também existem outros produtos de palmitato sn -2 comercializados, incluindo InFat®
(AAK, Edison, NJ, EUA), Bonamil (Wyeth Ayerst), Also (Nestlé) e Cow e Gate Premium (Nutricia).

Kim & Akoh (2015) também publicaram uma revisdo bibliografica com o intuito de fornecer
informacdes concisas sobre as tendéncias recentes de pesquisa sobre a sintese enzimatica de SLs de interesse
comercial na industria de alimentos usando lipases e fosfolipases como biocatalisadores.

Além dos trabalhos destacados do Science Direct relatados acima, dos 124 artigos encontrados pelo
portal Capes, somente nove continham os dois termos buscados na integra, ou seja, realmente abordaram no
trabalho Interesterificacdo enzimatica e leite humano. Como os termos utilizados para a pesquisa eram
compostos, a busca trouxe muitos trabalhos que abordavam parte dos termos como “enzimatica” e “leite” ou
“Interesterificacao” e “humano” por exemplo; consequentemente ndo serviram para discussao no trabalho.

Dos nove trabalhos especificos encontrados, seis apresentaram como objetivo a producdo de um
substituto da gordura do leite humano (HFMS) por processo de interesterificacdo enzimética a partir de
diversas fontes de 6leos e gorduras naturais (Yuan et al., 2020; Teceldo et al., 2019; Ghosh et al., 2016; Zou
et al., 2016; Djajasoepena et al., 2015; Lee et al., 2015).

Yuan et al., (2020), por exemplo sintetizaram Lipidos estruturados enriquecidos com TAGs de cadeia
média e longa (MLCTSs) por interesterificacdo de 6leo de coco e de Bagre, usando a enzima NS 40086. O SL
enriquecido com MLCT mostrou grande potencial de aplicagdo para o desenvolvimento de formulas infantis
tornando sua composicdo TAG mais proxima da gordura do leite humano.

Ghosh et al., (2016), fizeram a interesterificacdo com estearina de palma fracionada (PSF) e 0leo de
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peixe (FO) rico em &cidos graxos n-3 poliinsaturados (n-3 PUFA) catalisada pela lipase de Thermomyces
lanuginosa para a obtencdo de um produto com estrutura de TAG semelhante a da gordura do leite humano.
A mistura de PSF e FO na razdo molar de 2: 1 com teor de PA de 69,70% e 12 h de reagdo produziu o produto
desejado com 75,98% de PA em sn-Posicdo 2, 0,27% de AA, 3,43% de EPA e 4,25% de DHA e com ponto
de fusdo de 42 ° C. Este estudo retratou uma preparacdo bem-sucedida de TAG contendo composicdo Unica
de FA, ou seja, > 70% do PA, por peso, foram esterificados na posigdo sn- 2, que poderia ser usada em
formulacdo infantil com beneficios para a saide de n-3 PUFAs.

Teceldo et al., (2019), utilizaram a lipase / aciltransferase de Candida parapsilosis (CpLIP2) nédo
comercial imobilizada em Accurel MP1000, como biocatalisador para a interesterificacéo de tripalmitina com
oleato de etila em meio livre de solvente, para obtencdo de lipidios estruturados usado como HMFS. A
quantidade de acido oleico na posicédo sn-2 foi de aproximadamente 15% para todas as raz6es molares testadas.
CpLIP2 exibiu maior atividade do que a maioria lipases imobilizadas comerciais (por exemplo, reacdo mais
rapida em meio sem solvente, baixa carga de enzima e baixa razdo molar necesséria), e mostrou um
comportamento regiosseletivo sn-1,3 reconhecido.

Lee et al., (2015), produziram os HFMS usando gorduras naturais ndo pré-processadas e 6leos com
lipase. Apds interesterificacdo de tripalmitina e acido oleico em isooctano, os produtos da reacdo continham
55,2% de 1,3-dioleoil-2-palmitoil glicerol (OPO). O rendimento de OPO foi de 25,2% quando 6leo de palma
comercial e 6leo de camélia foram usados como substratos, e a concentragdo de OPO foi aumentada para
53,3% apos a cristalizacdo fracionada do produto da reacao.

Djajasoepena et al., (2015) tiveram como objetivo sintetizar 1,3-dioleoil-2-palmitoilglicerol (OPO) e
determinar a melhor composi¢do de OPO, 6leo de coco virgem (VCO), éleo de soja e 6leo de peixe para a
producdo de HMFS para férmula infantil. A interesterificacdo de tripalmitina e oleato de etila usando lipase
imobilizada de Rhizomucor miehei (Lipozym RM IM) foi usada para sintetizar a OPO. A partir desta
pesquisa, foram obtidos HMFS contendo PA até 28,89%, onde 84,49% esta localizado em sn-2, enquanto a
posicdo sn-1,3 é dominada por acido oleico em até 55,11% do total de 38,7% e 70: 18: 10: 2 w / w é a melhor
composic¢do de produto de interesterificacdo, VCO, 6leo de soja e 6leo de peixe respectivamente, para obter
HMFS semelhante ao HMF.

Zou et al., 2016 fizeram a interesterificacdo catalisada por Lipozyme RM IM da mistura de banha de
porco com Oleos selecionados em um reator de leito fixo. Quatro misturas de 6leos com alta similaridade em
perfis de &cidos graxos da gordura do leite humano foram obtidas. A proporg¢do 6tima foi determinada como
banha: 6leo de girassol: 6leo de canola: 6leo de palmiste: 6leo de palma: 6leo de algas: 6leo microbiano = 1,00:
0,10:0,50: 0,13: 0,12: 0,02: 0,02. Sob estas condicbes o produto final apresentou perfis de fusdo e cristalizagéo
semelhantes aos do da gordura do leite humano. Porém, devido a perda de tocoferodis durante o processo de

desacidificacdo, a estabilidade oxidativa foi inferior a da mistura de 0leo.
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Os outros trés trabalhos encontrados de forma especifica no Portal Capes, realizaram pesquisa sobre
metodologias e analise dos produto pos interesterificagdo (Brys et al., 2019; Wang et al., 2019; Brys et al.,
2017).

Wang et al., (2019), produziram OPO através de trés diferentes tecnologias de processamento. A
matéria-prima para o primeiro método e o segundo método foi o 6leo de palma, e seu catalisador foi Novozym
435 e Lipozyme TL IM. O terceiro método produziu palma estearina (PS) enriquecida em PA catalisando
primeiro estearina de palma com metdxido de sdédio, e depois estearina de palma enriquecida em PA e
misturada 6leos vegetais catalisados por Lipozyme TL IM. O contetdo de OPO e A posicdo sn-2 PA dos trés
métodos foi superior a 40,34% e 39,34%. O conteldo relativo de PA localizado na posi¢do sn-2 e OA
localizado na posigdo sn-1, 3 foi superior a 59,97% e 66,01%.

Brys et al., (2017) fizeram a avaliagao analitica de substitutos da gordura do leite humano sintetizados
via interesterificacdo enzimatica de misturas de banha e 6leo de cardo de leite por uma lipase especifica sn-1,3
comercial imobilizada, utilizando métodos calorimétricos e cromatograficos. Em geral, o teor de FFA da
mistura aumentou apos a reacao de interesterificacdo. A distribuicdo posicional dos &cidos graxos no TAG das
misturas interesterificadas foi semelhante a gordura do leite humano. As posi¢cdes sn-1,3 contém
predominantemente AF insaturado, principalmente acido oleico e a posi¢do sn-2 contém principalmente acido
palmitico.

Alguns trabalhos apresentam o termo aciddlise enzimatica como o processo abordado (He et al., 2017;
Zheng et al., 2017; Cai et al., 2015;) que ndo deixa de ser uma Interesterificacdo, ou seja deve-se considerar
esses trabalhos como fonte para revisao bibliografica para estudos da produgdo de um HFMS.

He et al., (2018), implementaram um método para produzir HFMS usando 6leos de microalgas de N.
oculatae I. galbana via acidolise sem solvente com as enzimas Novozym 435, Lipozyme 435 e TL-IM e RM-
IM como biocatalisadores. Os autores destacaram ainda que HFMS contendo contetdo relativamente alto de
PA na posicdo sn -2 da estrutura do glicerol e quatro tipos de acidos graxos n-3 (ALA-SDA-EPA-DHA) podem
ser usados como ingredientes importantes em férmulas infantis. Acredita- se que os 6leos de microalgas de alto
valor tém o potencial de serem aplicados na produgdo de HFMS para fornecer &cidos graxos benéficos a saude
para o crescimento e desenvolvimento infantil.

Muitos trabalhos que ndo apresentaram os dois termos principais buscados, também servem como base
de referéncia para o estudo da producdo de HFMS, pois fazem a avaliacdo das variaveis que interferem no

processo de interesterificagdo
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enzimatica, como monitoramento do reator e teste de estabilidade dos produtos e de eficiéncia das
enzimas por exemplo (De Paula et al., 2018; Cai et al., 2015; Kotani et al., 2015; Zhao et al., 2019; Wang et
al., 2016).

De Paula et al., (2018) por exemplo, avaliaram a eficiéncia do reator de leito fixo (PBR) através da
interesterificagdo de gordura do leite com dleo de soja, em meios isentos de solventes, catalisada por uma
preparacdo de lipase a partir de R. oryzae imobilizado em um suporte hibrido orgénico-inorganico de alcool
polisiloxano-polivinilico (SiO -PVA) funcionando em modo continuo. O uso de biocatalisadores em processos
em escala laboratorial tem sido realizado em diferentes configuracdes de reatores, mas 0 processo continuo é
mais vantajoso em comparagdo com o lote. Um processo continuo normalmente emprega um reator de leito
fixo, que foi a configuracdo escolhida para ser estudada aqui. Os resultados obtidos foram satisfatérios e
mostraram o potencial deste biocatalisador para a interesterificacdo enzimatica da gordura do leite.

Wang et al., (2015) estabeleceram um método para a sintese de OPO de lipidios estruturados de alta
pureza e analisaram de forma comparativa Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM em sistemas sem solvente e
sem solvente em aspectos como temperatura, carga enzimatica, razdo molar do substrato e teor de agua. A
reutilizacdo de lipases também foram estudados. Os melhores resultados foram obtidos com 10% de (peso
total) Lipozyme TL IM usado em n- hexano com uma razdo molar de substrato de 1: 8 a 50 ° C. Ap6s 4 h de
reacdo, havia 92,92% de PA na posi¢do sn-2 e 56,32% OA na posi¢édo sn-1,3 no produto OPO. Analisados por
HPLC-ELSD, os resultados mostraram que o teor de OPO foi de 32,34% e PPP de 8,14%. Enfase especial foi
dada para testar a reusabilidade das duas lipases imobilizadas, os resultados mostraram que Lipozyme TL IM
era quase ndo reutilizavel, enquanto Lipozyme RM IM conseguia manter sua atividade por pelo menos 15
vezes (cerca de 60 h).

Apo0s a busca e selecdo dos artigos de interesse, percebeu-se que a busca realizada com os termos
interesterificagdo enzimatica e leite humano nédo especificou a biomolécula de interesse, no caso a gordura do
leite humano, por esse motivo muitos trabalhos abordavam algum processo enzimatico para oligossacarideos
de leite humano que néo era foco para esse estudo.

Neste sentido, realizou-se a busca de mais um termo, no Portal Capes, de forma conjuta para delimitar
a biomolécula de intresse e ter mais éxito em trabalhos especificos, o termo utilizado foi lipideo estruturado.
O total de artigos encontrados entre 2015 e 2021 foi de 46 (quarenta e seis). Apds esse refinamento pode-se
notar que os trabalhos estavam mais de acordo com o que se buscava contudo ndo foram diferentes dos que ja

estavam selecionados na primeira busca, apenas facilitou o encontro dos artigos de interesse.

4. Conclusao

A gordura do leite humano é a principal fonte de energia para 0 neonato e possui especificidades em
sua composicao que contribuem para melhor nutrigéo e digestdo do bebé. Muitas pesquisas séo realizadas para
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tentar produzir um sucedaneo dessa gordura para compor formulas infantis e o processo de interesterificacdo
enzimatica se mostrou bastante eficaz.

Através da busca de referéncias pode-se notar que varios grupos de pesquisadores no mundo trabalham
com testes de aprimoramento e ajuste da técnica de interesterificacdo e do uso da melhor enzima para a
producdo do sucedaneo a partir de diversas fontes naturais de 6leos e gorduras. Porém ainda ndo ha muitos
registros de produtos patenteados. Dessa maneira faz- se necessario que mais pesquisas sejam desenvolvidas
para que se chegue em um produto sucedaneo com as melhores caracteristcas para que seja submetido a
patente.

Pesquisas acerca da interesterificacdo entre TAGs de 6leo de soja e banha de porco, por exemplo, séo
recomendadas pois apresentam grande potencial como um sucedaneo da gordura doleite humano patenteavel

para compor formulas infantis.
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Abstract

Explore the composition of triacylglycerols in a milk samples from several species of ruminants, ist's
potentially important for the development of a dairy products that are more similar to human milk and
have the guarantee of the best development of infants. In this present research work it was compared The
composition of fatty acids and demonstrated it's a interpositional distribution in triacylglycerols (TAGS)
in a samples of human milk, cow's milk and goats milk. The lipid quality in human milk stood out when
compared with bovine and goat milk. However, the amount tapes of fatty acids in a goat milk surpassed
that in a human and bovine milk. A predominance of a saturated fatty acids (SFA) was observed in the
sn-2 position of TAGs, while monounsaturated fatty acids (PUFA) presents a more acentuated
distribution in the sn-1 and sn-3 positions, wich are sterified mainly by acids insaturated fatty acids.
Furthermore, fatty acids in ruminant milk consist mainly of long chain fatty acid (LCFAs), with oleic
acid being the most abundant. Such variations in the interpositional composition of the analyzed lipids

may be related to differences in animals, breeds and diets.

Keywords: Lipids, Milk, Infant Formula
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Introducéo

Segundo a Organizac¢do Mundial da Saude (OMS), o leite humano (LH) é considerado padréo ouro
para alimentacdo de recém-nascidos (RN). A OMS recomenda ainda que os bebés sejam amamentados
exclusivamente durante os primeiros seis meses de vida para atingirem um crescimento, desenvolvimento
e salde ideais.!

Dentre os nutrientes presentes no LH, as gorduras contribuem com a maior parte (45%-55%) da
energia necessaria ao crescimento e desenvolvimento adequado do recém-nascido.>2 Os diversos lipidios
fornecidos pelo LH modulam a fungdo gastrointestinal, o metabolismo das lipoproteinas, a composic¢ao e
funcdo da membrana e vias de sinalizacdo, afetando o desenvolvimento infantil.*

Quando a amamentacdo nao é possivel, a alternativa alimentar recomendada para o recém-nascido
¢ a férmula infantil comercial (FI). Os Fls sdo rotulados por diferentes fontes de gordura, a maioria das
quais contém uma mistura comercial de gordura a base de leite desnatado de ruminantes (vaca e cabra)
suplementado com 6leos vegetais como coco, milho, soja, palma, girassol, 6leo de amendoim e colza. O
objetivo é simular a composicédo dos acidos graxos (AGs) no leite humano.58

Cerca de 98% do conteldo lipidico total do leite humano séo triacilgliceréis (TAGs). Os TAGs
sdo compostos por trés AGs conectados as posi¢cdes sn-1/2/3 de uma molécula de glicerol. Os tipos e
posicOes de ligacdo dos AGs desempenham papéis importantes na nutricdo e no metabolismo de bebés.®
Né&o foram encontrados na literatura estudos sobre a investigacdo posicional de acidos graxos nos TAGs
de LH, vacas e cabras. Nesse contexto, sdo potencialmente importantes investigagoes que fornecam
subsidios para o desenvolvimento de produtos lacteos mais parecidos com o LH e garantam melhor
desenvolvimento dos lactentes.

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma ferramenta amplamente
utilizada em metaboldmica, fornecendo informag@es qualitativas e quantitativas sobre a composi¢do de um
multicomponente. Esta técnica oferece dados relacionados a distribui¢do posicional dos AGs nos TAGs.
Vlahov G. (2006), Merchak et al. (2015) e obtiveram sucesso quando utilizado na caracterizacdo de
triacilglicerdis em matrizes alimentares de origem vegetal e animal -1,

Além disso, 0 uso de mapas de calor para estudar AGs também é uma pratica comum para
visualizacdo de dados, pois codifica valores com cores que simplificam a identificacdo de padrfes e
relacBes entre amostras e variaveis. Regides com cores semelhantes destacam amostras com perfis
semelhantes, engquanto cores diferentes indicam divergéncias nos perfis. Esta representacdo facilita a
interpretacdo dos dados e torna mais eficiente a detecgdo de associagdes e tendéncias 23, Portanto, este
trabalho tem como objetivo comparar a composi¢do dos &cidos graxos, bem como demonstrar sua

distribuicdo interposicional nos triacilglicerois em amostras de LH, vaca e cabra.

Experimental
Amostras

Amostras de leite humano maduro pasteurizado foram obtidas no Banco de Leite Humano (BLH)

localizado no Hospital Universitario de Maringa - HUM (Maringa, Parand). Um pool de 30 amostras (100
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mL) de LH maduro foi coletado e mantido em temperatura de refrigeracdo (4 °C), transportado em

recipiente térmico com termogel congelado e termémetro digital acoplado para controle de temperatura.
Como critérios de inclusdo, as amostras de LH foram obtidas de doadores com idade gestacional média de
39 semanas e idade entre 25 e 35 anos.

O LH foi submetido a secagem em mini-Spray-Dryer (Buchi, modelo B-191 (Flawil, Suiga). A
secagem foi realizada por liofilizagdo, com temperatura de entrada de 175 °C e temperatura de saida de
103 °C. C, com fluxo de &gua vaporizada, utilizando 100% de ar comprimido conforme recomendac&o de
Cazos-Gardufio et al.** O leite em p6 foi embalado a vacuo em sacos de aluminio isentos de luz, congelado
a—18 °C, para posterior analise.

As amostras de leite bovino (leite UHT) foram adquiridas no comércio da cidade de Maringa
(Parana — Brasil) e posteriormente também liofilizadas. Da mesma forma, a amostra de leite de cabra foi

adquirida comercialmente, porém no formato de leite em p6 (400 g).

Extracgdo Lipidica

A analise foi realizada utilizando o método descrito por Folch et al.*> 10 mL de amostras de LH,
em triplicata, foram utilizados para obtenc¢do de 125 mg de lipidios para metilagdo e posterior identificacéo
de ésteres metilicos de &cidos graxos (FAMESs) por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de
chama (CG -DIC).

Metilacdo

Os lipidios foram esterificados em ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs), conforme
metodologia I1SO (2000).1¢ Foram pesados 100,0 mg de cada amostra e adicionados 2,0 mL de n-heptano
e 2,0 mL de solugdo de KOH/metanol. (2 mol L-1). A solucéo foi entdo agitada durante 2 min e a fase

orghyanica foi coletada para posterior analise CG-DIC.

Anéalise Cromatogréfica

Os ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) foram preparados pelo processo de metilacao de
acordo com 1SO (2000).%6 As analises FAME foram realizadas em um cromatégrafo gasoso acoplado a um
detector de ionizacdo de chama (GC-FID, Shimadzu). A coluna capilar foi uma GC-2010 Plus (100,0 m,
0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pum). As temperaturas do detector e do injetor foram de 250 e 240 °C,
respectivamente. O forno CG-DIC foi programado para 65 °C e mantido por 4 min, depois aquecido a 185
°C a 15 °C min-1 e mantido por 12 min, depois aquecido a 235 °C a 20 °C min-1 e mantido por 14 minutos.
As vazdes de gas utilizadas foram 1,4 mL min-1 para gas de arraste (H2), 30 mL min-1 para gas de
reposi¢cdo (N2) e 30 e 300 mL min-1 para os gases de chama (H2 e ar sintético, respectivamente). O modo
de injegdo dividida foi utilizado com propor¢io de 1:40 e o volume de injegdes de amostra foi de 2,0 pL.*’
Os FAMEs foram identificados por comparacao dos tempos de retencdo dos constituintes da amostra com
0s dos padrdes analiticos (mistura padrdo FAME, C4-C24, Sigma-Aldrich, nimero do produto 18919-
1AMP). As areas dos picos foram determinadas usando o software principal CG Solutions da Labsolution,

e as composicdes de AGs foram expressas como uma porcentagem relativa do total de AGs. Todas as
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amostras foram analisadas em triplicata.

Anélise da Distribuicdo dos AGs nas posi¢des dos TAGs por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)

As andlises de RMN foram realizadas seguindo o procedimento descrito por Tang et al.,'® com
modificacBes. Aproximadamente 200 mg de leite foram adicionados em microtubos Eppendorf de 1,5 mL
¢ solubilizados em 400 pL de cloroformio deuterado (CDCI3, 99,8% D) contendo 0,03% de
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Posteriormente, as solu¢des foram transferidas para tubos
de RMN de 5 mm e armazenadas em geladeiras até a realizacdo das analises.

O equipamento utilizado foi um espectroscopio de ressonancia magnética nuclear Bruker Avance
111 HD operando a 75 MHz para o ndcleo 13C. Para aquisi¢do de dados, os parametros estabelecidos para
13C foram 256 varreduras (NS), 131k pontos de dados (TD), com largura espectral (SWH) de 245 ppm,
tempo de aquisicdo (AQ) de 3,5s, atraso de repeticdo (D1) de 2s. e angulo de pulso de 30°. O software

MestReNova 12.0.0 *°foi utilizado para processar 0s espectros.

Resultados e discussao

Composicao dos AGs

A composicdo de acidos graxos e a quantidade total de acidos graxos saturados (AGS),
monoinsaturados (AGMI) e poliinsaturados (AGPI) encontrados no leite humano, leite de vaca e leite de
cabra foram representados visualmente por meio de um mapa de calor, conforme ilustrado na Figura 1,
onde os acidos graxos aparecem nas linhas, enquanto as amostras sdo organizadas nas colunas.

Cada célula do mapa de calor contém um valor numérico que reflete a intensidade ou quantidade
de &cido graxo presente em uma amostra especifica de leite. Foi adotada uma escala de cores que vai do
azul (0,000) ao vermelho (58,20), onde tons mais intensos de azul denotam menores concentracdes de

acidos graxos, enquanto maiores concentracdes sdo representadas por tons mais intensos de vermelho.
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Figura 1. Mapa de calor ilustrando a composic¢ao de acidos graxos em amostras de leite humano, leite de
vaca e leite de cabra.

No leite humano foi possivel identificar um total de 21 acidos graxos, sendo que as maiores
guantidades correspondem aos &cidos graxos saturados (SFA), representando 49,21% do total, seguidos
pelos acidos graxos monoinsaturados (MUFA) e acidos graxos poliinsaturados (PUFA); com 34,32%. e
16,47%, respectivamente. Esses achados estdo alinhados com os resultados relatados por Ahmed et al.,
(2023)?° que identificou quantidades semelhantes de acidos graxos saturados, seguidos dos insaturados,
com énfase nos monoinsaturados, e também notou a presenca de &cidos graxos poliinsaturados, a
semelhanca dos nossos resultados.

As quantidades de acidos graxos saturados (SFA) e acidos graxos monoinsaturados (MUFA) no
leite de vaca e de cabra foram maiores que no leite humano, representando 56,2% e 58,02% para SFA e
40,56% e 40,95% para MUFA, respectivamente. Porém, a principal discrepancia reside nos &cidos graxos
poliinsaturados (PUFA), pois no leite de vaca e no leite de cabra as quantidades de PUFA foram
significativamente menores, representando apenas 3,24% e 1,03%, respectivamente, em comparacio ao
leite humano. Wang et al., (2022)?! também observaram essa variagéo, identificando concentragdes de
PUFAs na faixa de 3% a 5% no leite de ruminantes, enquanto valores superiores a 20% foram observados
no leite humano e nas formulas infantis.

Aproximadamente 70% dos 4cidos graxos poliinsaturados (PUFASs) encontrados no leite materno
sdo originarios de reservas acumuladas no corpo da mée durante a gravidez, principalmente nos tecidos
adiposos, e 0s 30% restantes sdo provenientes da dieta materna e do uso de suplementos nutricionais.??

No leite humano, 0os SFAs mais proeminentes incluem o acido palmitico (C16:0) representando
21,79% do total, seguido pelo &cido miristico (C14:0) e &cido esteérico (C18:0) com 16,45% e 6,52%,
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respectivamente. No leite de vaca, dos 52,60% de AGS, 37,98% sdo atribuidos ao acido palmitico (C16:0)

e 13,94% ao &cido esteérico (C18:0). O leite de cabra se destaca pela maior concentragao de acido palmitico
(C16:0) em relacéo ao leite humano e ao leite de vaca, chegando a 43,23%. Além disso, possui 13,30% de
acido estearico (C18:0). Porém, é importante destacar que o acido miristico (C14:0), embora presente no
leite de vaca e de cabra, é encontrado em quantidades muito menores, apenas 1,81% e 0,07%,
respectivamente. Isto ndo atende a quantidade fornecida pelo leite humano, o que pode impactar na
composicao nutricional e nas necessidades dos recém-nascidos em formulas a base de leite de vaca e de
cabra.

Os recém-nascidos a termo ja apresentam quantidades significativas de 16:0, pois é produzido
internamente durante o desenvolvimento fetal. O leite materno é responsavel por fornecer de 10 a 12% da
energia alimentar na forma de 16 horas, com presenca especial nos triglicerideos. Isto realca a importancia
do horério das 16h para os bebés, com desequilibrios que podem afetar potencialmente o desenvolvimento
e a salde dos recém-nascidos.?

E importante ressaltar que o acido pentadecanoico (C15:0), um &cido graxo de cadeia impar, foi
encontrado exclusivamente no leite de vaca, compreendendo menos de 1% de sua composicao. Este acido
graxo desempenha um papel nutricional importante, especialmente para o crescimento infantil com a
presenca significativa na gordura do leite humano.?*2% Porém, no ambito deste estudo, ndo detectamos
C15:0 no perfil lipidico do leite humano analisado, o que pode estar relacionado a forma como esses acidos
graxos estdo distribuidos nos triglicerideos do leite humano.

Em diferentes tipos de leite, 0 acido oleico (C18:1n-9) destaca-se como o principal acido graxo
monoinsaturado (MUFA). Contudo, é no leite de vaca que encontramos a maior quantidade, representando
38,54% do total, superando outras variedades. No leite humano representa 28,03% do total, enquanto no
leite de cabra contribui com 35,51% de MUFA.

No leite humano, o acido linoléico (LA, C18:2n-6) destaca-se como o acido graxo poliinsaturado
(PUFA) predominante, contribuindo com 13,02%. E importante ressaltar que o LA difere
consideravelmente dos demais tipos de leite; por exemplo, no leite de vaca foi identificado apenas 1,46%,
enquanto no leite de cabra a presenca desse acido graxo foi de 2,76%. Quanto ao acido a-linolénico (ALA,
C18:3n-3), sua contribuicdo é de 0,59% no leite humano, 0,46% no leite de vaca e ndo foi detectada no
leite de cabra.

Esses acidos, linoléico e a-linolénico, sdo considerados essenciais, pois 0 corpo humano ndo
consegue produzi-los. Ambos desempenham papéis importantes como precursores de &cidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa (LCPUFA). A proporcao relativa de LA e ALA na dieta influencia a
conversao destes precursores. Quando ha mais LA em relacdo ao ALA na dieta, € mais provavel que sejam
produzidos acidos graxos dmega-6, como o acido araquidonico (ARA). Por outro lado, uma menor
proporcdo de AL em relacdo ao ALA favorece a producgdo de &cidos graxos émega-3, como o acido
eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaendico (DHA).?’

Ainda no contexto dos acidos graxos poliinsaturados (PUFA), é importante destacar a
presenca significativa do acido docosahexaendico (DHA, C22:6n-3) no leite materno, representando

2,14% do total. Isto contrasta notavelmente com as quantidades encontradas no leite de vaca (0,03%) e no
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leite de cabra (0,43%), onde o DHA ¢ substancialmente menos prevalente. Por outro lado, o acido

eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3) é encontrado em concentracfes muito mais baixas, representando
0,05% no leite materno e 0,03% no leite de vaca e esta ausente no leite de cabra.

Apesar de sua menor abundancia, o DHA desempenha um papel crucial no
desenvolvimento do cérebro fetal, no sistema visual e no crescimento do bebé. A quantidade média de
DHA no leite materno geralmente varia em torno de 0,32 + 0,22% do total de &cidos graxos. No entanto,
a nossa investigacdo revelou uma concentracao significativamente maior de DHA, ultrapassando 1% dos
acidos gordos totais, 0 que esta associado ao consumo de alimentos marinhos.?

Estes resultados destacam a importancia da inclusdo de LA e DHA em férmulas infantis
preparadas com leite de vaca e de cabra. O DHA, em particular, tornou-se uma incluséo obrigatéria nas
férmulas que substituem o leite materno na Europa, de acordo com regulamentos recentemente
estabelecidos, que exigem um minimo de 20 mg de DHA por 100 kcal (ou 4,8 mg por 100 kJ). para que
estas formulas estejam disponiveis no mercado europeu.?

Para compensar a auséncia de acidos gordos ALA e EPA no leite de cabra, seria aconselhavel
considerar a inclusdo destes acidos gordos nas formulas infantis. Isto se justifica pelo fato do leite humano
analisado conter 0,05% de EPA e 0,59% de ALA, respectivamente. Além disso, é importante destacar que
o leite de vaca também pode ser uma alternativa viavel, pois possui niveis comparaveis destes acidos
graxos em relagdo ao leite humano, possibilitando assim suprir adequadamente esta deficiéncia.

Os é&cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e os &cidos graxos de cadeia média (AGCM) sdo
facilmente digeriveis em recém-nascidos com sistema digestivo imaturo, em contraste com 0s acidos
graxos de cadeia longa (AGCL). O leite de cabra, em geral, contém maiores quantidades de AGCC e
AGCM em comparagdo ao leite bovino.*-3! Entretanto, embora tenhamos identificado acido caprilico
(C8:0) exclusivamente no leite de cabra em nossos resultados, a soma das concentracdes de &cido caprico
(C6:0) e acido butirico (C4:0) foi maior no leite bovino. Isto provavelmente se deveu a influéncia da dieta,
que desempenha um papel significativo na composi¢éo de &cidos graxos, porém, nem o leite de vaca nem
0 leite de cabra ultrapassaram a quantidade de AGCC e AGCM encontrados no leite humano, que foi de
3,8%.

Distribuicdo dos AGs nas diferentes posi¢des do TAG

Os perfis de sinal obtidos para as analises dos espectros 13C foram utilizados para determinar as
proporc¢des relativas de SFA, MUFA e PUFA nos TAGs de amostras maduras de leite humano, de vaca e
de cabra. Para isso, aplicou-se a técnica de desconvolugdo na regido carbonila (155-185 ppm).%2. Nesta
regido foram identificados dois grupos de sinais acil, um referente a posi¢do sn2 do TAG e outro as
posicdes sn-1,3. Esta técnica foi necessaria devido a sobreposicdo de picos causada pelas caracteristicas
guimicas semelhantes das carbonilas nos TAGs. Um modelo que ilustra como foi realizado o processo de

desconvolugdo é mostrado na figura 2 abaixo.
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Figura 2. Espectro da regido carbonila 13C do leite humano, de vaca e de cabra ap6s desconvolugao.

Neste contexto, as composicBes intraposicionais de AG, expressas em percentuais, foram
comparadas entre amostras de leite humano maduro, leite de vaca e leite de cabra apds analise e
interpretacdo dos resultados obtidos por RMN, conforme evidenciado na Figura 3.
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Figura 3. Gréficos de distribuicdo interposicional do GA no TAG.

A Figura 3 revela que a composicao intraposicional de um AF esta positivamente correlacionada
com a sua proporc¢do total no leite. Notavelmente, ha predominéncia de SFA na posi¢do sn-2 do TAG,
enquanto MUFA e PUFA apresentam distribuicdo mais pronunciada nas posi¢fes sn-1 e sn-3. Essas
variagdes na distribuicdo estereoespecifica podem explicar a maior eficacia na absor¢do dos lipidios
presentes no leite humano. A estrutura dos TAGs também desempenha um papel na determinacdo dos
produtos resultantes da acéo da lipase, influenciando assim o controle da absorcéo de AG.?3¢33 Na hidrélise
do leite materno, observa-se predominantemente a formacdo de SFA na forma de monoacilglicerois na
posicdo sn-2, que sdo facilmente absorvidos.

E importante destacar que a concentracio de AG nas trés posicdes do TAG varia entre as diferentes
espécies de leite. No leite humano, por exemplo, as posicGes sn-1 e sn-3 sdo predominantemente
esterificadas por &cidos graxos saturados, como 16:0 e 18:0, enquanto a posi¢do sn-2 também apresenta
predominancia de SFA. Em contraste, a amostra de leite de cabra revelou que as posi¢des sn-1 e sn-3 sdo
principalmente esterificadas por &cidos graxos insaturados. Além disso, os AG no leite de ruminantes
consistem principalmente em &acidos graxos de cadeia longa (AGCL), sendo 18:1n-9 o mais abundante,
seguido por 18:0, 16:0 e 14:0. Tais variagdes nas composicOes intraposicionais dos lipidios analisados
podem estar relacionadas a diferencas nas racas e dietas dos animais.

Compreender como ocorre a distribuicdo especifica dos AG na estrutura dos TAGs permite
compreender melhor como ocorrem alguns processos relacionados a metabolizacao dos lipidios presentes
no leite, como o processo de digestdo e absorcdo.3* A posicdo sn-2 dos monoacilgliceréis (MAG) permite
a absorcdo eficiente e posterior reesterificacdo de outros acidos graxos esterificados nesta posicéo,
tornando-os altamente biodisponiveis. Além disso, os AG localizados nas posi¢des sn-1 e sn-3 estdo
intimamente relacionados com a seletividade da lipase géastrica e pancreatica, o que confere relevancia
nutricional adicional.®®

Desta forma, com a anélise dos espectros de 13C do leite humano, de vaca e de cabra obtidos por
RMN, foi possivel comparar a distribuicdo estereoespecifica das diferentes amostras. Além disso, a analise

por RMN é rapida quando comparada a outras técnicas analiticas e praticamente ndo requer preparo de
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amostra, sendo importante para estudar o perfil lipidico de diferentes tipos de leite e também com grande

potencial para auxiliar na formulacdo de novos FI.

Concluséo

Foi observada predominéancia de &cidos graxos saturados (SFA) na posi¢do sn-2 dos TAGs,
enquanto os &cidos graxos monoinsaturados (MUFA) e &cidos graxos poliinsaturados (PUFA) apresentam
distribuicdo mais pronunciada nas posi¢des sn-1 e sn-3 em leite humano. Em contraste, amostras de leite
de vaca revelam que as posicoes sn-1 e sn-3 sao principalmente esterificadas por cidos graxos insaturados.
Além disso, os &cidos graxos no leite de ruminantes consistem principalmente em acidos graxos de cadeia
longa (AGCL), sendo o &cido oleico o mais abundante, seguido pelos &cidos estearico, palmitico e
miristico. Tais variagbes nas composi¢des intraposicionais dos lipidios analisados podem estar
relacionadas a diferencas nas ragas e dietas dos animais. Portanto, é imprescindivel a utilizagdo de
suplementacdo em formulas infantis que contenham gordura comercial & base de leite bovino, a fim de

obter maior similaridade com o LH.
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