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Resumo

Intoducao: Quando a producao de leite materno € insuficiente e a amamentacao
nao se encontra disponivel, o leite humano de dadora pasteurizado (LHDP) é
recomendado como alternativa para alimentacao de bebés prematuros. Deste
modo, é imperativo o seu processamento de forma a garantir a sua seguranca. No
entanto, estes processos sao dispendiosos, e podem alterar a sua composicao
nutricional.

Objetivos: Avaliar o impacto da congelacao no valor nutricional do LHDP ao longo
de 12 meses de armazenamento.

Metodologia: Estudo observacional que envolveu a utilizacao da “Lactoteca” do
Banco de Leite Humano do Norte. Foram selecionadas 145 amostras de LHDP
congelado, correspondentes aos intervalos de tempo congelacao selecionados (<
1 més, > 1 més < 2 meses, > 2 meses < 3 meses, > 3 meses < 6 meses, > 6 meses <
8 meses, > 8 meses < 12 meses). Analisou-se o teor de proteina verdadeira,
proteina total, gordura total, hidratos de carbono e valor energético total.
Realizaram-se testes de diferencas entre grupos.

Resultados: Foi possivel observar um aumento significativo do teor de hidratos de
carbono em T1 (p=0,001), T3 (p=0,002), T4 (p<0,001), T5 (p<0,001) e T6
(p<0,001), uma diminuicao significativa do teor de gordura total em T3 (p=0.001)
e T5 (p=0.026), um aumento significativo das proteinas verdadeiras (p<0,001) e
proteinas totais (p=0,002) em T1, e um aumento significativo do valor energético
total em Té ((p<0,001).

Conclusdo: A congelacao teve impacto na composicao nutricional do LHDP,

destacando-se o aumento do teor de hidratos de carbono ao longo do tempo de



ii
congelacdo. Constatou-se a necessidade de realizar mais estudos nesta area, de
forma a avaliar a possibilidade de alargar o tempo de congelacao do LHDP.

Palavras-Chave: leite humano de dadora pasteurizado, congelacao, banco de leite

humano, valor nutricional, tempo de congelacao.
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Abstract

Introduction: When breast milk production is insufficient and breastfeeding is not
available, pasteurized donor human milk (LHDP) is recommended as an alternative
for feeding premature babies. Therefore, it is imperative that it be processed in
order to ensure its safety. However, these processes are expensive, and can affect
your nutritional composition.

Objectives: Evaluate the impact of freezing on the nutritional value of LHDP over
12 months of storage.

Methodology: Observational study that involved the use of the "Lactoteca” of the
Human Milk Bank of the North. A total of 145 frozen LHDP samples were selected,
corresponding to the selected freezing time intervals (< 1 month, > 1 month < 2
months, > 2 months < 3 months, > 3 months < 6 months, > 6 months < 8 months, >
8 months < 12 months). True protein, total protein, total fat, carbohydrates and
total energy value were analyzed. Tests for differences between groups were
performed.

Results: It was possible to observe a significant increase in carbohydrate content
in T1 (p=0.001), T3 (p=0.002), T4 (p<0.001), T5 (p<0.001) and Té (p<0.001), a
significant decrease in total fat content in T3 (p=0.001) and T5 (p=0.026), a
significant increase in true proteins (p<0.001) and total proteins (p=0.002) in T1,
and a significant increase in total energy value in T6 ((p<0.001).

Conclusion: Freezing had an impact on the nutritional composition of the LHDP,
highlighting the increase in carbohydrate content over the freezing time. There is
a need for further studies in this area in order to assess the possibility of extending

the freezing time of the LHDP.
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Lista de abreviaturas, siglas e acrénimos

BLH - Banco de Leite Humano

BLHN - Banco de Leite Humano do Norte

LHD - Leite Humano de Dadora

LHDC - Leite Humano de Dadora Cru

LHDP - Leite Humano de Dadora Pasteurizado
MIRIs HMA ™ - Miris Human Milk Analyzer ™
NEC - Enterocolite Necrosante

OMS - Organizacao Mundial de Saude
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Introducao

O leite humano é considerado o alimento gold standard do recém-nascido devido
a sua composicao nutricional e componentes bioativos, sendo recomendado pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS) o aleitamento materno exclusivo até aos 6
meses, e como complemento da alimentacao a partir dos 6 meses até aos 2 anos.
Desta forma, a amamentacao é reconhecida como a melhor forma de nutrir um
recém-nascido e de promover a sua sobrevida, destacando o seu poder
imunologico e de desenvolvimento, que sao indubitavelmente importantes na
protecao do organismo, funcoes cognitivas e sistema gastrointestinal (- 2 3,4 3),

A prevaléncia de prematuridade (idade gestacional < 37 semanas) e extrema
prematuridade (idade gestacional < 28 semanas) tém vindo a aumentar a nivel
mundial, estimando-se 15 milhdes de nascimentos por ano. Este novo paradigma
cria assim um novo desafio para a nutricao neonatal, que tera um papel decisivo
no crescimento e desenvolvimento adequados destes bebés ¢ 7 8),

Desta forma, o leite materno é a opcao ideal para alimentar estes recém-nascidos,
conferindo protecao contra enterocolite necrosante (NEC), sépsis e outras
infecoes, retinopatia da prematuridade e displasia broncopulmonar, diminuindo o
risco de morte e promovendo o desenvolvimento neurocognitivo e salde
cardiovascular a longo prazo. Para além disso, o leite humano é capaz de combater
de forma mais eficaz o stress oxidativo e possiveis danos no DNA,
comparativamente as formulas infantis. ©¢ 9

No que diz respeito a composicao nutricional do leite humano, destacam-se, em
particular, a proteina com efeito antibacteriano e funcdes imunologicas, como as

imunoglobulinas, lactoferrina, lisozima, e enzimas gastrointestinas como a lipase,



os acidos gordos polinsaturados de cadeia longa essenciais para o desenvolvimento
do cérebro e da retina, os probidticos cruciais no sistema gastrointestinal e as
vitaminas, nomeadamente o tocoferol (vitamina E) e o acido ascorbico (vitamina
C) com poder antioxidante, fulcrais no combate ao stress oxidativo causado pelas
infecbes respiratorias e gastrointestinais. Para além disso, esta evidenciado que a
amamentacao tem efeitos benéficos na salde psicologica e no desenvolvimento
do vinculo mae-bebé (- 6 7, 10,11,

No entanto, a producao de leite insuficiente é trés vezes superior em maes de
prematuros, do que em maes de bebés de termo, por razodes fisioldgicas como
desenvolvimento incompleto das glandulas mamarias, e ma resposta hormonal,
psicologicas e, por vezes, devido a doenca ou medicacao. Nestes casos, quando a
amamentacao nao € possivel, o leite humano de dadora (LHD) é a melhor opcao,
estando associado a uma baixa taxa de mortalidade e morbilidade, e por isso a um
melhor prognostico, comparativamente ao leite de formula, fornecendo os
nutrientes adequados, especialmente importantes para estes recém-nascidos,
onde o seu fornecimento foi interrompido prematuramente (12 13),

Atualmente, o LHD é processado antes de ser utilizado para alimentacdo dos
prematuros, sendo imperativo passar por pasteurizacao e congelacao para limitar
o crescimento de microorganismos patogénicos, garantindo a seguranca
microbiologica. Nos Bancos de Leite Humano (BLH), em geral, o leite é congelado
a -20°C, submetido a pasteurizacao Holder (aquecido a 62,5°C por 30 minutos,
seguido de arrefecimento rapido), e armazenado congelado a uma temperatura
de -20°C por tempo nao superior a 3 meses antes e apods pasteurizacao. Todavia,
todos estes processos, refrigeracao, ciclos de congelacao e descongelacao,

pasteurizacao, entre outros, podem destruir ou diminuir significativamente



elementos protetores do LHD, assim como propriedades nutricionais e bioldgicas,
e a microbiota. Ainda nao é claro o efeito exato do tempo de congelacao na
composicao do Leite Humano de Dadora Pasteurizado (LHDP), dado que entre os
varios BLH existe uma diversidade nos procedimentos de congelacao, que abrange
tempos de armazenamento entre 3 e 12 meses (¢ 10, 14),

Para além disso, o processamento e armazenamento do LHD é um processo
dispendioso. O reconhecimento de que um tempo de congelacao mais longo
reduziria o desperdicio de LHDP fora da validade, pelo Banco de Leite Humano do
Norte (BLHN), levou a necessidade de determinar se o tempo de congelacao do
mesmo poderia ser alargado para além dos 6 meses a partir da data da primeira
extracao, sem comprometer a sua qualidade nutricional, que tera um papel
fundamental em assegurar o crescimento e desenvolvimento infantil. Deste modo,
o presente estudo pretende avaliar a qualidade nutricional do Leite Humano de

Dadora ao longo de 12 meses'.

Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar o impacto da congelacao no
valor nutricional do LHD ao longo do tempo.

Como objetivos especificos:

1) Analisar os lotes de LHDP congelado ao longo de 12 meses (< 1 més, > 1 més <
2 meses, > 2 meses < 3 meses, > 3 meses < 6 meses, > 6 meses < 8 meses, > 8
meses < 12 meses);

2) Explorar a existéncia de diferencas significativas entre a analise inicial pos

pasteurizacao e a analise posterior poés tempo de congelacdo, ao nivel da



composicao nutricional do LHDP, incluindo proteina verdadeira e proteina total,
gordura, hidratos de carbono e valor energético total;

3) Testar a possibilidade de aumentar o tempo de congelacao do LHDP para além
dos 6 meses de armazenamento (pré e poOs pasteurizacao) com qualidade

nutricional.

Metodologia

Tipo de estudo

Este trabalho consiste num estudo observacional realizado entre fevereiro e abril
de 2024.

Selecao da amostra

Este estudo envolveu a consulta da “Lactoteca” do BLHN, constituida por 1016
amostras de Leite Humano de Dadora Cru (LHDC) e LHDP, correspondentes a 101
dadoras, desde 20 de setembro de 2022 até 30 abril de 2024.

O processo de recolha consistiu em selecionar inicialmente as amostras de LHDP
e seguidamente identificar, de acordo com os intervalos de tempo de congelacao
definidos (T1, T2, T3, T4, T5, Té6 - ver esquema 1), os lotes de LHDP que
pertenciam a cada intervalo de tempo de armazenamento congelado. Para além
disso, procedeu-se a eliminacao das amostras que correspondiam a varios sublotes
do mesmo lote, incluindo apenas LHDP do sublote um. Desta forma, identificaram-
se 264 amostras de LHDP, e procedeu-se apenas a analise de 145 amostras de

LHDP, devido a falta de tempo para tratar todos os lotes selecionados.



Total de 1016 amostras de LHDC e LHDP.

Excluidas 508
amostras de LHDC.

Selecionadas 508 amostras de LHDP.

Selecionadas 356 amostras de LHDP correspondentes aos
intervalos de tempo de congelagéo definidos.

Excluidas 92 amostras de
LHDP n&o correspondentes ao
sublote um.

Selecionadas 145 amostras de LHDP correspondentes aos
intervalos de tempo de congelagéo definidos.

- T2 T3 T4 T5 T6
< 1més >1mése < 2meses|[~ 9 meses e < 3 meses || >3 meses e < 6 meses [ [>6 meses e < 8 meses||>8 meses e < 12 meses
n=23 n=24 n=21 n=27 n=25 n=25

Esquema 1 - Diagrama de selecdo da amostra

Preparacao da amostra

A preparacao das amostras de LHDP realizou-se de acordo com os procedimentos
implementados no BLHN. O leite materno foi extraido pelas dadoras nas suas casas
através de uma bomba ou de forma manual para frascos de polipropileno
esterilizados fornecidos pelo BLHN, devidamente identificados, e armazenado a
uma temperatura <-5°C. Seguidamente, o LHDC foi recolhido por uma
transportadora e armazenado a uma temperatura <-18°C no BLHN, por no maximo
3 meses até ao processamento.

Nas 24h anteriores a pasteurizacao, o LHDC foi descongelado no frigorifico a uma
temperatura de 4-5°C. Foi realizado o pooling dos varios frascos de LHDC de uma
mesma dadora, correspondentes a uma doacao (lote), sob fluxo laminar e
submetido a pasteurizacao Holder (aquecido a 62,5°C por 30 minutos, seguido de
arrefecimento rapido). Apds a pasteurizacao, o LHDP foi inserido num banho

termostatico de 40°C, colocado em eppendorfs de 5ml, homogeneizado através de




um processador ultrassonico por 8 segundos (MIRIs Ultrassonic Processor) e foi
realizada a analise nutricional quantitativa pds pasteurizacao (T0), e o restante
foi congelado a uma temperatura <-18°C e armazenado na “Lactoteca”.
Posteriormente, as amostras correspondentes ao T1, T2, T3, T4, T5, Té de
congelacao foram descongeladas, aquecidas, homogeneizadas e analisadas.

Analise da amostra

O aparelho MIRIs HMA™ (Human Milk Analyzer, Miris AB, Uppsala, Sweden) foi
utilizado para analisar as amostras. Este aparelho determina o valor em gramas
de proteina verdadeira (aminoacidos totais), proteina total (quantidade total de
azoto proteico e nao proteico, multiplicado pelo fator de conversao 6,25), gordura
e hidratos de carbono e o valor energético total numa Unica leitura. O instrumento
foi pré-calibrado pelo fabricante e internamente calibrado de forma regular
durante a sua utilizacao de acordo com as recomendacoes do fabricante, usando
uma solucao denominada MIRIs Check. Esta calibracao foi realizada a cada 10
analises de LHDP. Procedeu-se, inicialmente, a lavagem do aparelho, com agua
destilada e MIRIs Cleaner (solucao de detergente), e por fim a calibracao, com
injecao da solucdo MIRIs Check. E de salientar que todas as soluces supracitadas
permanecem em banho termoestatico a 40°C durante a sua utilizacao.
Seguidamente, foram utilizadas solucdées denominadas MIRIs 1 e MIRIs 2 de
composicao nutricional conhecida, que tal como as amostras de LHDP, foram
aquecidas, homogeneizadas e analisadas, de forma a verificar se o aparelho estava
a analisar de forma correta. Ainjecao destas amostras apenas se realiza uma vez,
depois da primeira calibracao, nao sendo necessario a sua repeticao nas seguintes

calibracoes.



Tratamento e analise de dados

A estatistica descritiva dos dados foi efetuada através do calculo das medianas e
percentis (P25; P75) das amostras de cada intervalo de tempo de congelacao.
Utilizou-se o teste de Wilcoxon para comparar ordens médias de amostras
emparelhadas nao paramétricas. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. A analise estatistica foi realizada no programa

IBM® SPSS® Statistics for Windows, versao 27.0.1.0.

Resultados

Foram analisadas 145 amostras de LHDP correspondentes a 60 dadoras. A
distribuicao do valor de proteina verdadeira, proteina total, gordura e hidratos de
carbono do LHDP congelado ao longo de 1 ano pods-pasteurizacao, desde T1 a Té6,
encontra-se representada no Grafico 1 e a distribuicao do valor energético total
no Grafico 2. Foi possivel observar que a composicao nutricional e o valor
energético total do LHDP nao se alteraram significativamente ao longo do tempo
de congelacado, verificando-se que o valor nutricional se mantém visualmente

linear, com o aumentar dos meses de armazenamento.

Grafico 1 - Distribuicdo do valor proteina verdadeira, proteina total, gordura e hidratos de carbono durante 12
meses de congelacdo (Mediana). Legenda: g - gramas; ml - mililitro; PV - proteina verdadeira; PT - proteina total;
G - gordura; HC - hidratos de carbono; T1 - < 1 més (n=23); T2 - > 1 més < 2 meses (n=24); T3 - > 2 meses < 3 meses
(n=21); T4 - > 3 meses < 6 meses (n=28); T5 - > 6 meses < 8 meses (N=25); T6 - > 8 meses < 12 meses (n=25).
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Grafico 2 - Distribuicdo do valor energético total durante 12 meses de congelacdo (Mediana). Legenda: kcal-
quilocalorias; ml - mililitro; T1 - < 1 més (n=23); T2 - > 1 més < 2 meses (n=24); T3 - > 2 meses < 3 meses (N=21);
T4 - > 3 meses < 6 meses (n=28); T5 - > 6 meses < 8 meses (n=25); T6 - > 8 meses < 12 meses (n=25).
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A avaliacao da existéncia de diferencas significativas ao nivel dos macronutrientes
e valor energético total, entre analise inicial pds pasteurizacao (T0) e a analise
posterior pos tempo de congelacao (T1-<1més, T2 ->1 més <2 meses, T3 - >
2 meses < 3 meses, T4 - > 3 meses < 6 meses, T5 - > 6 meses < 8 meses, T6 - > 8
meses < 12 meses) sao descritas nas Tabelas 1, 2, 3, 4, 5, 6. Verificou-se que, ao
nivel do teor de proteina verdadeira, apenas existem diferencas significativas em
T1 (p<0,001), com um aumento de 12,5%. Em relacdao as proteinas totais,
observou-se um aumento significativo (p=0,002) de 10,0% em T1. Relativamente
ao valor de hidratos de carbono, verificaram-se diferencas significativas em T1
(p=0,001), T3 (p=0,002), T4 (p<0,001), T5 (p<0,001) e T6 (p<0,001), tendo se
verificado um aumento do seu teor ao longo do tempo de armazenamento,
correspondendo a 2,4%, 3,7%, 5,5%, 5,0%, 7,5%, respetivamente. Verificou-se que,
existem diferencas significativas, ao nivel do teor de gordura total, em T3
(p=0,001) e T5 (p=0,026), justificada pela diminuicao do seu valor, correspondente
a 6,0% e 10,3%, respetivamente. Em relacao ao valor energético total, apenas se
observou um aumento estatisticamente significativo em Té6 (p<0,001), de 7,5%.
Constatou-se, ainda, que LHDP congelado a > 1 més < 2 meses (T2), nao apresenta
diferencas estatisticamente significativas na sua composicao em relacao a T0. A

média de diferenca do teor em hidratos de carbono e gordura, entre o momento



imediatamente apos a pasteurizacao (T0) e no final de > 6 meses < 8 meses (T5),

é de 0,4g /ml e 0,9g/ml, respetivamente.

Tabela 1 - Estudo das diferencas entre as varaveis em estudo referentes a informacao nutricional do LHDP
congelado apos pasteurizacao (TO) e analisado apds < 1 més de congelacao (T1) (n=23). Legenda: g - gramas;
ml - mililitro; P - percentil.

TO T1
Mediana (P25-P75) Valor de p*
Valor Energético Total (kcal/ml) 72,0 (63,0-80,0) 73,0 (61,0-83,0) 0,474
Proteina Verdadeira (g/ml) 0,8 (0,7-0,9) 0,9 (0,8-1,0) <0,001
Proteina Total (g/ml) 1,0 (0,9-1,2) 1,1 (1,0-1,2) 0,002
Gordura (g/ml) 3,7 (2,7-4,4) 3,6 (2,5-4,5) 0,154
Hidratos de Carbono (g/ml) 8,3 (8,2-8,5) 8,5 (8,4-8,6) 0,001

*Teste Wilcoxon

Tabela 2 - Estudo das diferencas entre as varaveis em estudo referentes a informacao nutricional do LHDP
congelado apo6s pasteurizacao (TO) e analisado apds > 1 més < 2 meses de congelacao (T2) (n=24). Legenda:
g - gramas; ml - mililitro; P - percentil.

TO T2
Mediana (P25-P75) Valor de p*
Valor Energético Total (kcal/ml) 67,0 (56,75-72,5) 65,0 (57,25-72,25) 0,775
Proteina Verdadeira (g/ml) 0,8 (0,7-0,9) 0,85 (0,78-1,0) 0,138
Proteina Total (g/ml) 1,0 (0,9-1,13) 1,1 (0,98-1,2) 0,265
Gordura (g/ml) 3,05 (1,90-3,75) 2,95 (1,95-3,65) 0,107
Hidratos de Carbono (g/ml) 8,4 (8,3-8,53) 8,4 (8,3-8,6) 0,497

*Teste Wilcoxon

Tabela 3 - Estudo das diferencas entre as varaveis em estudo referentes a informacao nutricional do LHDP
congelado apos pasteurizacao (T0) e analisado apds > 2 meses < 3 meses de congelacao (T3) (n=21). Legenda:
g - gramas; ml - mililitro; P - percentil.

TO T3
Mediana (P25-P75) Valor de p*
Valor Energético Total (kcal) 70,5 (61,5-75,75) 70,0 (60,25-75,75) 0,317
Proteina Verdadeira (g) 0,8 (0,7-0,9) 0,8 (0,7-0,9) 0,439
Proteina Total (g) 1,0 (0,9-1,18) 1,0 (0,9-1,1) 0,108
Gordura (g) 3,5(2,63-4,18) 3,3 (2,4-3,88) 0,001
Hidratos de Carbono (g) 8,2 (8,1-8,3) 8,5 (8,7-8,4) 0,002

*Teste Wilcoxon

Tabela 4 - Estudo das diferencas entre as varaveis em estudo referentes a informacao nutricional do LHDP
congelado ap6s pasteurizacdo (T0) e analisado apds > 3 meses < 6 meses de congelacao (T4) (n=28). Legenda:
g - gramas; ml - mililitro; P - percentil.

TO T4
Mediana (P25-P75) Valor de p*
Valor Energético Total (kcal/ml) 73,0 (61,25-84,75) 72,5 (64,25-83,5) 0,033
Proteina Verdadeira (g/ml) 0,9 (0,8-0,9) 0,9 (0,8-0,9) 0,377
Proteina Total (g/ml) 1,1 (1,0-1,1) 1,1 (1,0-1,1) 0,821
Gordura (g/ml) 3,8 (2,58-4,98) 3,6 (2,7-4,58) 0,285
Hidratos de Carbono (g/ml) 8,15 (8,03-8,2) 8,6 (8,5-8,7) <0,001

*Teste Wilcoxon
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Tabela 5 - Estudo das diferencas entre as varaveis em estudo referentes a informacao nutricional do LHDP
congelado apds pasteurizacao (T0) e analisado apos > 6 meses < 8 meses de congelacao (T5) (n=25). Legenda:
g - gramas; ml - mililitro; P - percentil.

TO T5
Mediana (P25-P75) Valor de p*
Valor Energético Total (kcal/ml) 66,0 (62,0-74,5) 65,0 (62,0-72,5) 0,930
Proteina Verdadeira (g/ml) 0,8 (0,7-0,9) 0,8 (0,7-0,95) 0,752
Proteina Total (g/ml) 1,0 (0,85-1,15) 1,0 (0,85-1,2) 0,721
Gordura (g/ml) 3,2 (2,7-4,1) 2,9 (2,55-3,7) 0,026
Hidratos de Carbono (g/ml) 8,0 (7,9-8,1) 8,4 (8,3-8,6) <0,001

*Teste Wilcoxon

Tabela 6 - Estudo das diferencas entre as varaveis em estudo referentes a informacao nutricional do LHDP
congelado apods pasteurizacao (T0) e analisado apos > 8 meses < 12 meses de congelacdo (T6) (n=25).
Legenda: g - gramas; ml - mililitro; P - percentil.

TO T6
Mediana (P25-P75) Valor de p*
Valor Energético Total (kcal/ml) 67,0 (63,0-73,0) 72,0 (63,5-77,0) <0,001
Proteina Verdadeira (g/ml) 0,8 (0,7-1,0) 0,8 (0,7-0,9) 0,593
Proteina Total (g/ml) 1,0 (0,8-1,2) 1,0 (0,9-1,15) 0,542
Gordura (g/ml) 3,4 (2,95-4,05) 3,6 (2,75-4,05) 0,985
Hidratos de Carbono (g/ml) 8,0 (7,8-8,1) 8,6 (8,4-8,7) <0,001

*Teste Wilcoxon

Discussao

Nos BLH, o LHD, antes de ser fornecido ao prematuro, é submetido a congelacao
e pasteurizacado, para que este esteja completamente in6cuo, cumprindo as regras
de seguranca alimentar, onde se incluem as analises microbiolégicas antes e
depois da pasteurizacao. Todavia, o LHD nao é equivalente ao leite humano
“fresco”, visto que o processamento (ciclos de descongelacao e congelacao,
pasteurizacao, entre outros), além de destruir microrganismos patogénicos,
também afeta a composicao nutricional. Além disso, o tempo de congelacao do
LHDP é um ponto critico, que ira influenciar o conteldo em macronutrientes e
valor energético total '>.

Neste contexto, e tratando-se de um estudo observacional, foi analisado o efeito
do tempo de congelacdo na composicao nutricional do LHD durante 1 ano pos-

pasteurizacao, e os resultados demonstraram que o armazenamento do LHDP a -
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18°C por 12 meses nao resultou em perdas nutricionais significativas, sendo que
as diferencas observadas no teor de proteina, gordura e valor energético total sao
variaveis e nao constantes.

No estudo de Waard M et al (") é descrito que durante 8 meses de congelacao,
tempo que os autores constatam ser seguro microbiologicamente, se verificou um
aumento significativo de 13,4% do teor de proteina (0,12g/100ml), justificado pela
homogeneizacao subotima das amostras. No presente trabalho, os resultados nao
mostram diferencas significativas no valor da proteina, quando analisados os
valores correspondentes ao intervalo de tempo T5 (> 6 meses < 8 meses). Apenas
foi observado um aumento da proteina verdadeira (12,5%) e proteina total (10,0%)
em amostras correspondentes a T1 (< 1 més). No entanto, este aumento nao foi
constante ao longo do tempo de congelacao, nao se verificando alteracoes a este
nivel em intervalos de tempo de congelacao superiores (T2, T3, T4, T5, T6). Este
resultado possivelmente se devera, tal como os autores do estudo supracitado (4
referem, a homogeneizacao sub6tima das amostras, visto que a congelacao
provoca a destabilizacao das micelas de caseina e anormalidades nas estruturas
das proteinas, o que causa uma reacao de precipitacao. No entanto, no nosso
estudo os 8 segundos de homogeneizacao, apesar de superiores ao tempo descrito
no estudo anterior, 7 segundos, podem nao ser suficientes para ultrapassar este
problema. Adicionalmente, verificou-se que, em amostras congeladas a > 6 meses
< 8 meses (T5), houve uma diminuicao do teor de gordura (10,3%) e um aumento
do valor de hidratos de carbono (5,0%), que nao se refletiu na diminuicao do valor

energético total.
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Por outro lado, Garcia-Lara et al ('") e outros autores, sugerem uma diminuicao da
gordura, lactose e valor energético total durante 6 meses de congelacao de 2,8%,
1,7% e 2,2%, respetivamente. No presente estudo, nao se verificou 0 mesmo.
Amostras correspondentes ao intervalo de tempo T4 (> 3 meses < 6 meses),
revelaram apenas um aumento significativo do valor de hidratos de carbono de
0,45g/ml (5,5%). No entanto, podemos observar que, em T3 (> 2 meses < 3 meses)
e T5 (> 6 meses < 8 meses), ocorreu uma diminuicao do teor de gordura, de 6,0%
(0.2g/ml) e 10,3% (0,9g/ml), respetivamente. Tal como os autores do estudo
supracitado (") justificam, este resultado pode ter sido causado pelos ciclos de
congelacao e descongelacao, que alteraram a membrana do glébulo de gordura,
permitindo a acao das lipases sobre os triglicerideos, aumentando assim a
concentracao de acidos gordos livres. Mesmo com a diminuicao da atividade das
enzimas apos a pasteurizacao, os processos a que o LHDC é submetido antes,
elevam o teor de acidos gordos livres, que nao conseguem ser lidos pelo aparelho
de analise, devido a sua estrutura modificada, o que explica a diminuicao do teor
de gordura observada '3. Relativamente a diminuicdo do valor energético total, os
autores explicam que este resultado se deve a diminuicao do teor de gordura, uma
vez que, em geral, este macronutriente é responsavel pela maior parte do valor
energético do LHD. No entanto, o mesmo nao se verifica em T4 (> 3 meses < 6
meses). Em contrapartida, em Té6 (> 8 meses < 12 meses), verifica-se um aumento
do valor energético total (7,5%), que se devera, possivelmente, ao aumento
significativo do teor em hidratos de carbono (7,5%), uma vez que nao se observa
um aumento estatisticamente significativo da gordura total.

Durante os varios intervalos de tempo de congelacdo, T1, T3, T4, T5, Té6, foi

possivel observar um aumento significativo do teor de hidratos de carbono. Além
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disso, verificou-se que, em tempos de armazenamento mais prolongado, T4 (> 3
meses < 6 meses), T5 (> 6 meses < 8 meses), T6 (> 8 meses < 12 meses), 0s
aumentos foram mais significativos, 0,45g/ml, 0,4g/ml, 0,6g/ml, respetivamente.
No entanto, a causa deste resultado nao é clara. Apesar da evidéncia cientifica
apresentar resultados controversos quanto a variacao dos macronutrientes e valor
energético total ao longo do tempo, nenhum estudo verificou o aumento do teor
de hidratos de carbono no LHDP. Possivelmente, este resultado nao seria o mesmo
se fossem avaliadas mais amostras correspondentes a cada intervalo de tempo de
congelacao, visto que o nUmero de amostras analisadas, representantes de cada
intervalo de tempo, foi reduzido. Desta forma, sao necessarios mais estudos para

perceber a real causa deste resultado distinto, e a sua repetibilidade.

Pontos Fortes e Limitacées

O presente estudo é inovador, uma vez que segundo o nosso conhecimento da
literatura atual, esta é a primeira investigacdo com uma amostra relativamente
maior, representada por um numero mais elevado de dadoras, que analisa LHD
congelado ha mais de 6 meses, e que, para além disso, avalia a hipotese de
aumentar o tempo de congelacdo do LHDP para além dos 3 meses pos-
pasteurizacao, verificando a sua integridade nutricional. Realca-se também, como
sendo um ponto forte, a incorporacao dos procedimentos de rotina do BLHN, o
que permite representar a pratica real do banco. Contudo, apresenta algumas
limitacées que devem ser tidas em conta na interpretacao dos resultados. Em
primeiro lugar, nao foram avaliados os lotes das mesmas dadoras em todos os
intervalos, o que nao permitiu observar as diferencas intraindividuais do valor

nutricional de LHD de cada dadora ao longo do tempo. Deste modo, seria
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interessante criar uma subamostra, que permitisse fazer o seguimento do mesmo
lote da mesma dadora, ao longo de varios tempos de congelacao, de forma a
avaliar a evolucao da composicao nutricional desde o primeiro momento em que
€ congelado apds a pasteurizacao até aos 12 meses de congelacao. De seguida,
nao foi possivel comparar os grupos, T1, T2, T3, T4, T5, T6, entre si, uma vez que
os lotes de LHD analisados diferem entre os varios intervalos de tempo de
congelacao, e por isso o TO também sera diferente em cada grupo.

Em segundo lugar, a analise nutricional do LHDP apenas foi realizada aos
macronutrientes, devido ao instrumento de analise utilizado (MIRIs HWMA™), que
nao permite identificar alteracdes ao nivel, por exemplo, das diferentes formas
de gordura, com distintas funcoes bioldgicas, como os triglicerideos, acidos gordos
de cadeia longa, fosfolipidos, colesterol, e das vitaminas lipossolUveis. Além disso,
seria altamente desejavel determinar possiveis diferencas nos micronutrientes,
quando sujeitos a tempos de congelacao prolongados. Por outro lado, apenas foi
possivel avaliar LHD pds pasteurizacdo, nao permitindo perceber os efeitos da
pasteurizacao no valor nutricional do LHD congelado ao longo do tempo, uma vez
que muitos dos efeitos observados podem ter sido provocados pela pasteurizacao
e nao pela congelacao, sendo interessante futuramente comparar o LHD pré e pods
pasteurizacao congelado. Adicionalmente, nao foram analisadas todas as amostras
pertencentes a “Lactoteca” do BLHN, o que nao permitiu obter resultados mais
robustos e, por isso, no futuro seria desejavel analisar as 1016 amostras de LHDC
e LHDP. Para além disso, inclui-se também como ponto menos forte deste
trabalho, a possivel homogeneizacao subotima das amostras de LHDP, e por isso
seria interessante o aumento do tempo de homogeneizacao em amostras

congeladas a mais tempo para melhor uniformizacao do conteldo, ja que em
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tempos de congelacao mais longos existe a destabilizacao da matriz dos
macronutrientes e uma possivel adesao de certos compostos as paredes do
eppendorf.

Ainda assim, até ao momento sdao escassos os estudos que avaliem a possibilidade
de aumento do tempo de congelacao, tendo em conta a qualidade nutricional do
LHD. Desta forma, apesar das limitacdes, os resultados demonstram ser
importantes e inovadores, dado o papel crucial da nutricao na evolucao clinica
dos bebés prematuros, contribuindo para a robustez e inovacao da evidéncia

cientifica sobre este tema.

Conclusoes

Em conclusao, os resultados obtidos neste trabalho mostram que, o LHDP sofre
alteracoes a nivel da composicao nutricional, nomeadamente macronutrientes e
valor energético total, ao longo do tempo de congelacdao, com enfoque no
aumento do teor de hidratos de carbono com o aumentar do tempo de congelacao.
Ainda assim, sao necessarios mais estudos com amostras maiores, que avaliem
tempos de congelacao mais especificos e longos, de forma a perceber exatamente
em que altura do armazenamento é que se verificam as diferencas mais
significativas, e que suportem as conclusées encontradas. Desta forma, espera-se
que os resultados encontrados ajudem na robustez da evidéncia cientifica sobre
este tema, e que criem alavancas de desenvolvimento para a criacao de novos
métodos de processamento do LHD, e alteracao dos tempos de congelacao

permitidos, de forma a diminuir os custos e evitar o desperdicio de LHD.
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