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RESUMO

0 trabalho teve como objetivo desenvolver um concentrado proteico, ultrafiltrado e
liofilizado a partir de leite humano (LH) para a alimentacdo de recém-nascidos de
muito baixo peso. Foi realizado um estudo experimental com 5 amostras de leite
humano cru de um banco de leite. Amostras de 25 mL de leite humano previamente
desnatado foram ultrafiltradas a uma temperatura de 6 °C e uma pressao de 5 bar. Para
remocao desejada da lactose (> 80%) foram necessarias 4 etapas de diafiltracdo. Apos
a reconstituicao do concentrado proteico ultrafiltrado e liofilizado no LH, houve um
aumento proteico de 1,06 + 0,34 para 2,04 + 0,43 g/dL (p<0,0001), com uma
osmolalidade final de 360 mOsm/Kg. O concentrado produzido neste estudo mostra
ser um suporte proteico seguro e viavel, pois apresenta uma osmolalidade préxima a
fisiologica e atende as necessidades proteicas na dieta enteral recomendada aos recém-

nascidos de muito baixo peso.

Palavras-chave: Lactose. Ultrafiltracdo. Suplementos Dietéticos. Lactente. Prematuro.

ABSTRACT

Objective: To develop a protein concentrate, ultrafiltered and lyophilized from human
milk (HM) for feeding very low birth weight infants. Methods: Experimental study with

5 samples of raw human milk from a milk bank. The samples went through the

1 Nota de rodapé:

Eu (Dr. Durval Batista Palhares) e coautores deste artigo, reconhecemos o grande trabalho que
Leticia N. Herter Severino contribuiu para a coleta de dados durante a pesquisa que deu origem
a este artigo e, mesmo doente, ela participou niao apenas da coleta de materiais e exames
laboratoriais, mas também concluiu seu mestrado. Ela é coproprietaria da publicacio.
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following procedures: Determination of acidity in Dornic degrees; Ultrafiltration;
Determination of protein and lactose of the initial feed, permeate and final feed of
ultrafiltration; Lyophilization; Reconstitution; Analysis of the macronutrient content
and Osmolality of human milk added with the protein concentrate. Samples of 25 mL
of previously skimmed human milk were ultrafiltered at a temperature of 6 °C and a
pressure of 5 bar. 4 steps of diafiltration were required for the desired removal of
lactose (> 80%). Results: Quantitative analyzes of lactose and initial and final HM
ultrafiltered proteins were, respectively: lactose 6.90 +0.39 and 0.92 +0.11 g/dL (p =
0.0002); proteins 0.66 *0.11 and 0.93 *#0.13 g/dL (p<0,0001), demonstrating the
efficiency in removing lactose and the absence of protein loss in the technique. After
reconstitution of the lyophilized ultrafiltered protein concentrate in HM, there was a
protein increase from 1.06 +0.34 to 2.04 +0.43 g/dL (p<0.0001) with a final osmolality
of 360 mOsm/Kg. Conclusions: The concentrate produced in this study shows to be a
safe and viable protein support, as it presents osmolality close to physiological and
meets the needs of very low birth weight infants related to the recommended enteral

protein intake.

Keywords: Lactose. Ultrafiltration. Milk Banks. Dietary Supplements. Infant.

Premature.

INTRODUCAO

O leite humano é o melhor alimento para todos os recém-nascidos,
especialmente para os recém-nascidos de muito baixo peso ao nascer (RNMBP) e
também para os de baixo peso ao nascer (RNBP). No entanto, devido a imaturidade
gastrica e metabdlica dos recém-nascidos prematuros, ocorre uma ingestao
inadequada de proteina, e mesmo com o uso de leite humano de banco é necessario
adicionar uma suplementacao proteica ao leite para garantir o crescimento e o ganho
de peso.

Os fortificadores de leite humano comercialmente disponiveis usados na
alimentacao de recém-nascidos prematuros, em sua maioria, contém multinutrientes,

fornecendo ao leite humano de banco proteinas, minerais, vitaminas, eletrdlitos e
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lipidios, porém a proteina bovina constitui seu ingrediente principal. Seu uso esta
associado a taxas aumentadas de intolerdncia alimentar, distensio abdominal,
marcadores inflamatdrios intestinais e enterocolite necrosante.

Com isso, o leite humano tem sido manipulado para produzir um fortificador
homdlogo, ou seja, produzido a partir do préprio leite humano que atende as
necessidades nutricionais dos prematuros sem trazer riscos a sua saude. Alguns
estudos mostraram que, a fortificacao do leite humano com componentes isolados
pode trazer beneficios para os RNMBP, especialmente para manter os niveis
recomendados de ingestdo de proteina.

Uma preocupacgao importante durante a producao do fortificador é o aumento
da osmolalidade devido as mudangas na concentracao de nutrientes e ao aumento do
conteudo de lactose, que altera as caracteristicas quimicas do leite humano.

A pesquisa sobre o uso de tecnologia de membrana no leite humano para
remover lactose e aumentar a concentracao de proteinas na alimentacdo de RNMBP é
escassa, portanto, o presente estudo propde desenvolver um concentrado de proteina
de leite humano ultrafiltrado e liofilizado para a alimenta¢do desses bebés, com

conteudo quantitativamente definido de macronutrientes e osmolalidade adequada.

METODO

Este é um estudo experimental com amostras de leite humano cru do Banco de
Leite Humano do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian / HUMAP /
EBSERH e da Associacdo Beneficente de Campo Grande, Hospital Santa Casa.

Os critérios de selecdo das amostras incluiram leite de maes lactantes com leite
maduro, mas considerado impréprio para consumo devido a presenca de
contaminacdo ou auséncia de diagnostico laboratorial prévio da mae lactante.
Amostras com acidez titulavel (método Dornic) superior a 4 foram excluidas, e 5
amostras foram selecionadas conforme os critérios estabelecidos.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul sob o nimero 2.920.429. A pesquisa foi realizada no Laboratério

de Metabolismo e Nutricdo da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) e
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no Laboratério de Processos de Separacao com Membranas da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC).

A ultrafiltracdo do leite humano é um método que concentra e fraciona em fases
aplicando-se pressao e difusdo em uma membrana semipermeavel; moléculas maiores
(proteinas) sao retidas, enquanto moléculas menores (agua, lactose e sais minerais)
sdo permeadas. Isso é complementado pela diafiltracdo, que promove a diluicao do
produto durante o processo.

O experimento de ultrafiltracdo utilizou um sistema de bancada equipado com
um tanque de ago inoxidavel com controle de temperatura, agitador magnético e
membrana Microdyn Nadir 30kDa (PESH UH030) com uma 4rea de 12,6 cm?.

A ultrafiltracgao foi realizada em modo diafiltracao com 5 amostras de 25 mL de
leite humano cru desnatado. O volume inicial foi definido pela capacidade do tanque de
alimentacao e pelo calculo do fluxo de permeacao. As amostras de leite de 30 mL foram
descongeladas em um banho-maria a 40 °C, foram centrifugadas a 6000 rpm por 10
minutos, resultando em 27 mL de leite, dos quais 25 mL foram separados para
ultrafiltracdo e 2 mL para andlise posterior. Aproximadamente 25 mL de &agua
ultrapura foram adicionados ao tanque de alimentacdo da unidade de ultrafiltracdo a
uma temperatura de 6 °C e uma pressao de 5 bar. Foram aplicadas quatro etapas de
diafiltracao para remover a lactose (= 80%), com a adi¢do de 25 mL de agua ultrapura
em cada etapa do processo. A concentracao de lactose no permeado das diafiltracées
foi verificada a cada etapa.

O conteudo de lactose foi determinado pela quantificacao de agticares redutores
pelo método colorimétrico do acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), e a
determinacdo das proteinas pelo método Bradford (1976) lido a 540 nm. Em todas as
anadlises, curvas de calibracao foram construidas com padrdes de referéncia.

Um volume de 20 mL do concentrado ultrafiltrado foi congelado em um
ultrafreezer a -22 °C por 72 horas para subsequente liofilizagdo em um equipamento
de bancada L101 (Liobras®, SP, Brasil). As amostras foram pesadas em uma balanca
de precisdo e a média do p6 do concentrado ultrafiltrado liofilizado foi obtida.

A osmolalidade foi quantificada apdés a reconstituicio do concentrado

ultrafiltrado liofilizado em 10 mL de leite humano fresco, com a concentracao
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peso/volume (p/v) previamente definida em um estudo piloto, e determinada pelo
método crioscépico (Henriques; Rosado, 1999).

Os conteudos de lipidios, proteinas, carboidratos totais e energia do leite
materno cru e do produto liofilizado foram medidos pelo método analitico de
espectroscopia no infravermelho no Analisador de Leite Humano Miris HMA™. Todo o
processo seguiu os padrdes para operacao de banco de leite humano e controle
microbiolégico.

Os dados foram expressos como valores médios com seus respectivos desvios
padrido, representados por figuras graficas. Os dados apresentaram distribui¢ao ndo
paramétrica nos diferentes tempos entre as etapas de ultrafiltracdo. A comparagao da
concentracao de lactose entre os tempos de ultrafiltracao foi realizada pelo teste de
Friedman, seguido pelo pds-teste de Dunn. Enquanto a concentragao de proteinas, que
apresentou distribuicdo paramétrica, foi verificada por ANOVA e pelo pds-teste de
Tukey. A andlise comparativa entre as diferentes amostras de leite foi avaliada pelo
teste t pareado de Student. Utilizou-se o software estatistico Bioestat 5.0, com nivel de

significancia de 5%.

RESULTADOS

A taxa de fluxo média geral do processo variou entre 5,1 e 8,7 L m? h™?, e quatro
ciclos de diafiltracao mostraram alteracdes significativas nas concentra¢des de lactose
durante o processo (p=0,0002), evidenciando a eficacia do método ao comparar o valor
na amostra inicial e ap0ds as quatro fases da técnica, com uma diminuic¢do (figura 1). O
oposto foi observado na quantidade de proteina, que aumentou apés a diafiltracao
(figura 2), permitindo afirmar que no sistema ndao ha perda de proteina durante a
remocdo da lactose. Isso apenas indica a desidratacdo das amostras por grama,
resultando em um peso final de 0,59 *+ 0,11 g de p6 (1:33 p/v) e um valor médio de

proteina total de 31,58 * 3,32%.
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Figura 1. Concentracdes de lactose em diferentes momentos da ultrafiltracdo do LH. Campo
Grande, 2020.
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Inicio: D1, D2, D3, D4. Fim: Permeado coletado em cada ciclo de diafiltracdo. As letras nas

colunas referem-se a diferencas significativas de acordo com o teste de Friedman e o pos-teste
de Dunn (p=0,0002).

Figura 2. Concentracoes de proteinas em diferentes momentos da ultrafiltracio do LH.
Campo Grande, 2020.
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Inicio: D1, D2, D3, D4, Fim: Permeado coletado em cada ciclo de diafiltracio. As letras nas
colunas referem-se a diferencas significativas de acordo com a ANOVA de medidas repetidas
e o pos-teste de Tukey (p<0,0001).

O concentrado de proteina ultrafiltrado e liofilizado foi reconstituido com leite
humano do mesmo lote de onde as amostras foram coletadas. Nao houve diferenga
ap6s a adicdo nos contetdos de lipidios (p=0,21) e s6lidos totais (p=0,83), mas houve
ganhos em relacdo a concentracao de proteinas (p<0,0001), carboidratos (p=0,03),
energia (p=0,0009) e osmolalidade (p=0,001), conforme mostrado na figura 3.

O processo de ultrafiltracao por diafiltracao provou ser eficaz para a remogao
da lactose do leite humano, com uma reducdo média de 86,7 +1,2%, e manteve a

osmolalidade abaixo de 450 mOsm/Kg.
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Figura 3. Concentragdes de macronutrientes e osmolalidade do LH na linha de base e apds
adicao. Campo Grande, 2020.
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DISCUSSAO

A ultrafiltracao do leite humano € pouco referenciada e atualmente é utilizada
pela Prolacta Bioscience para produzir Prolact® +4, +6, +8, +10 e RTF 24, 26 e 28,
suplementos e férmulas infantis para prematuros com leite humano exclusivo (Knake
et al,, 2020; O'Connor et al., 2018). Além do alto custo, ha questdes éticas e legais que
proibem a comercializa¢cdo desses produtos no Brasil.

A literatura cita a importancia da lactose para o controle da osmolaridade e
fornecimento seguro para os RNMBP (Grance et al., 2015), informacao que esta
alinhada com os achados deste estudo, onde a lactose variou de 6,9 +0,39 g/dL para

0,92 £0,11 g/dL apds a remocgao por ultrafiltracao.
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E necessario desnatamento da amostra para favorecer o fluxo de permeacao
através da membrana no sistema, embora a literatura relacione uma perda de proteina
associada. No entanto, a proteina em nosso estudo nao foi reduzida, representando na
amostra um valor de 0,93 £0,13 g/dL.

A liofilizagdo é empregada para a concentragdo de nutrientes na formulagdo de
aditivos homologos ao leite humano, promovendo a preservacdo de compostos
bioativos e caracteristicas nutricionais (Grance et al., 2015; Oliveira et al., 2019).

No Brasil, o fortificante comercial mais utilizado é o FM85™ da Nestlé, que
contém 0,36 g de proteina bovina parcialmente hidrolisada em 1 g do produto. Esse
valor é similar ao encontrado neste estudo, que, considerando o calculo matematico de
proporcionalidade de 0,31g no mesmo peso, destaca que a proteina homologa foi
utilizada para a produg¢do de um concentrado ultrafiltrado de alto valor biolégico e com
um perfil de aminoacidos adequado e seguro para os RNMBP (Thomaz et al., 2012).

Pesquisas recentes relatam a importancia do uso de concentrados de proteina
para atender as necessidades dos RNMBP (Dorum et al., 2019). Os dados previamente
descritos reforcam a importancia dos aditivos proteicos no leite materno em unidades
neonatais.

O aumento da quantidade de concentrado proteica no ultrafiltrado para 1,0
g/dL no leite humano garantiu uma ingestao média de proteinas de 2,04 +0,43 g/dL,
tornando possivel uma ingestdo de proteinas de 3,0 a 3,6 g/kg/dia para uma dieta de
leite de150 a 180 mL/kg/dia. Isso atende a faixa minima das recomendagdes da
Sociedade Europeia de Gastroenterologia Pediatrica (ESPGAN) (Agostoni et al,, 2010),
definida como 4,0 a 4,5 g/kg/dia para individuos com até 1000 g e 3,5 a 4,0 g/kg/dia
para aqueles entre 1000 e 1800 g, e concorda com o estabelecido por Koletzko;
Poindexter; Uauy (2014), que recomenda 3,5 a 4,5 g/kg/dia.

Estudos que utilizam aditivos do proprio leite humano sao descritos por Grance
etal. (2015), com um conteudo proteico de 2,20 0,36 g/dL, e por Oliveira et al. (2019),
com um valor proteico de 1,4 g/dL, adicionando um concentrado liofilizado obtido por
um método tradicional de secagem para adicionar multinutrientes.

A osmolaridade da nutri¢do enteral é de interesse substancial para aqueles

envolvidos na alimentagdo dos RNMBP em unidades neonatais, pois, em alta
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concentracdo, estd associada a intolerancia alimentar e desenvolvimento de
enterocolite necrosante (Kreissl et al.,, 2013). Em geral, os aditivos de leite humano tém
uma osmolaridade mais baixa (391-412 mOsm/kg) do que os produtos de leite bovino
(431 mOsm/kg), garantindo seguranca (Thomaz et al.,, 2012). Valores acima de 452
mOsm/kg sdo considerados de risco de acordo com a American Academy of Pediatrics.

Uma alta oferta de proteinas em aditivos de leite humano é o principal elemento
de interferéncia na seguranca e osmolaridade (Agostoni et al.,, 2010). Kreissl et al.
(2013) relataram que concentragdes de proteinas superiores a 2 g/dL promovem um
aumento da osmolaridade acima de 500 mOsm/kg quando utilizados aditivos baseados
em multinutrientes e proteina bovina.

Em nossa pesquisa, embora tenha ocorrido um aumento na osmolaridade do
leite humano adicionado com o aditivo ultrafiltrado, os valores ficaram entre 265
mOsm/kg e 360 mOsm/kg, proximos ao fisiolégico de 338 mOsm/kg, garantindo uma
margem de seguranca para o uso de suplementos minerais e vitaminicos
rotineiramente utilizados em unidades neonatais com o objetivo de corrigir a
osmolaridade no limen intestinal (Pearson et al., 2013).

O conteudo de lipidios ap6s a reconstitui¢do do leite ultrafiltrado liofilizado nao
mudou, justificado pelo desnatamento antes da ultrafiltracao. A concentragdo final de
lipidios permaneceu em 2,52 g/dL, o mesmo valor encontrado para o leite humano sem
aditivo (Agostoni et al., 2010; Koletzko et al., 2014).

Observou-se também uma diminuicdo nos sélidos totais no leite humano
ultrafiltrado, especialmente no contetido de lactose. Isso estd de acordo com a
literatura que descreve os solidos totais do leite como os conteudos de gordura,
proteina, lactose, minerais, vitaminas e microelementos, sendo a lactose
aproximadamente metade do componente de sélidos ndo gordurosos do leite (Ribas et
al,, 2004).

Embora tenha havido uma menor oferta de energia para a cota de consumo
diario entre 150 e 180 mL/kg/dia, abaixo da sugerida de 110 a 130 Kcal/kg/dia, a
relacdo proteina/energia foi adequada a 3,4 g/100 Kcal e garante um substrato

apropriado para a sintese de novos tecidos nesses bebés (Agostoni et al., 2010).
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O conteudo de carboidratos totais aumentou apds a adicao, fato justificado por
outros estudos e analises quimicas, pois mesmo com a remocao da lactose, ainda foram
detectados glicose, galactose, oligossacarideos e glicoproteinas (Ballard; Morrow,
2013).

A determinacao de micronutrientes ndo foi quantificada diretamente porque
estava fora do objetivo desse aditivo, apesar de sua importancia para a alimentagao. O
mesmo ocorreu com a analise microbiolodgica, pois o produto final ndo seria destinado
diretamente a alimentagdo, mas para testar a metodologia. Para futura aplicacdo em
Bancos de Leite Humano, deve-se seguir os rigorosos padroes de sanitizagao.

O desnatamento, a remoc¢ao de lactose por ultrafiltracdo e a concentracdo de
proteina por liofilizacdo para subsequente adicao ao leite humano, sem mudanca
substancial no volume, forneceram um aditivo de leite humano com concentragdo de
proteinas compativel com a necessidade nutricional para os RNMBP, além de

proporcionar uma osmolaridade dentro do limite toleravel e seguro.

CONCLUSAO

O processo de ultrafiltracdo se mostrou eficaz para a remo¢do de lactose e
preservagdo da proteina do leite humano. O produto ultrafiltrado desenvolvido atingiu
concentracgdes de proteina e lactose adequadas para a alimentagdo de RNMBP e, apos

a reconstituicdo, manteve a osmolaridade dentro do limite seguro.

CONSIDERACOES

A ultrafiltracao do leite humano é uma técnica que utiliza pressao e difusao
sobre uma membrana semipermeavel, o que pode ser muito Util em paises em
desenvolvimento, tendo em vista a importancia de utilizar um aditivo completamente
homodlogo e seguro na alimentacdo de recém-nascidos, oferecendo mais calorias e
proteinas para o crescimento e um melhor progndstico para recém-nascidos de muito

baixo peso e extremamente baixo peso.
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