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Influéncia da lecitina sobre os niveis de retinol do leite materno
Influence of lecithin on retinol concentration in human milk
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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da adigdo de lecitina sobre a concentragdo e consequente
disponibilidade de retinol do leite humano processado. Para tanto, coletaram-se 400mL de leite materno
do banco de leite humano da Maternidade Escola Januario Cicco, Brasil. Foram retiradas 10 aliquotas
de 1 mL (leite sem lecitina), e em seguida foram adicionados 2g de lecitina. Posteriormente, mais 10
aliquotas foram removidas (leite com lecitina). O leite, ap6s saponificacdo, foi extraido com hexano e a
determinacéo do retinol foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para anélise
estatistica utilizou-se o teste t de Student. As concentragdes médias de retinol nas amostras de leite sem
e com lecitina foram respectivamente de 28,0+5,1ug/100mL e 35,3+5,0ug/100mL, sendo estatisticamente
diferentes (p<0,001). Os resultados sugerem que a adi¢do de lecitina ao leite proporciona uma maior
oferta de vitamina A. Assim, esta informagdo é vélida para os bancos de leite, pois garantiria o fornecimento
de um leite com maior valor nutricional, e para estudos que utilizam o leite como indicador do estado
nutricional de lipidios ou vitaminas lipossollveis.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the effect of lecithin addition on retinol concentration,
and its consequent availability in processed human milk. For this purpose, 400mL of human milk were
collected at the Januario Cicco Maternity Hospital. Ten samples of 1 mL of human milk (milk without
lecithin) were separated, and 2g of lecithin were added into each aliquot. After saponification, the milk
was extracted with hexane, and retinol amount was determined by means of High Performance Liquid
Chromatography. Statistical analysis was conducted using Student’s t-Test. The average concentrations
of retinol in milk samples without and with lecithin were 28.0+5.1ug/100mL and 35.3+5.0ug/100mL,
respectively, being the difference statistically significant (p<0.001). The observed findings suggest that
the addition of lecithin into milk results in high vitamin A provision. Therefore, reporting these data is
of great value as for the Milk Banks, as it would guarantee the provision of human milk with high
nutritional value, and for other studies that make use of milk as an indicator for monitoring nutritional
state of lipids or liposoluble vitamins.
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INTRODUCAO

O leite humano é a Unica fonte de vitamina A para o
lactente totalmente alimentado ao seio e a capacidade da crianca
adquirir seu requerimento depende da concentracéo e do volume
consumido®. Além disso, é fornecedor de energia e nutrientes
em quantidades apropriadas para uma boa nutricdo nos
primeiros seis meses de vidaZ.

Algumas criancas que por algum motivo ndo puderam
ser amamentadas pelas suas mées, como as de nascimento
prematuro, de baixo peso e com doencas infecciosas, utilizam
o leite proveniente do Banco de Leite Humano (BLH) para
garantir o aporte de nutrientes.

Entretanto, durante o procedimento de coleta e posterior
processamento (congelamento, pasteurizacdo e re-
congelamento) podem ocorrer perdas que comprometem o valor
nutricional do leite, ja que alguns nutrientes séo passiveis de
sofrer modificacOes na presenca de calor, oxigénio e luz. Como
exemplo, o retinol que é uma vitamina fotossensivel®.

Ribeiro et al.“sugerem a utilizacdo de frascos opacos
para coleta de leite materno como medida para minimizar as
perdas do retinol durante o processamento do leite obtido em
BLH. Porém, essa medida ndo previne a redugédo no contetdo
de retinol, ja que este esta presente nos globulos de gordura,
que por sua vez aderem-se aos recipientes de coleta e
armazenamento do leite materno, podendo levar a diminuicao
da disponibilidade da vitamina A em solugdo®.

Para tornar os glébulos de gordura estaveis em
suspensao, seria necessaria a adicdo de um agente emulsificante.
Um dos agentes bastante utilizado na indUstria de alimentos é
a lecitina (fosfatidilcolina), que tem por objetivos favorecer e
assegurar as caracteristicas fisicas das emulsfes e das
suspensdes, sendo bastante utilizada em férmulas infantis®.
Além disso, ela é fonte de colina, um nutriente importante no
desenvolvimento cerebral e mental do feto e da crianga’®.

Né&o existe até o momento um estudo que avalie 0s
beneficios da adicdo de um agente emulsificador ao leite
materno sobre a concentracdo de nutrientes lipossoliveis e
consequentemente sobre sua disponibilidade. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da adicao de lecitina sobre o nivel
de retinol do leite processado em BLH.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido entre os meses de
dezembro/2005 e janeiro/2006. O leite materno foi obtido do
Banco de Leite Humano (BLH) da Maternidade Escola Januario
Cicco (MEJC), Natal/RN, Brasil.

Um pool (400mL) de leite materno foi agitado, em
agitador magnético, e foram retiradas dez aliquotas de 1mL de
leite (amostras sem lecitina). Posteriormente, foi acrescido ao
pool de leite 2g de lecitinaem p6 do tipo Centrolex ™F, segundo
recomendagfes do fabricante The Solae Company (0,5g/

100mL). A lecitina foi submetida a analise para presencga de
retinol, sendo comprovada a auséncia de qualquer traco desta
vitamina. O leite foi mantido sob agitacdo para obter-se a
dissolugdo da lecitina. Foram coletadas mais 10 amostras, cada
qual contendo 1 mL de leite (amostras com lecitina).

Todas as aliquotas foram extraidas segundo Giuliano
et al., como descrito a seguir: em 1000uL de leite foram
adicionados 2000uL de etanol absoluto e 1000uL de hidréxido
de potéssio (50%). A mistura foi submetida a agitagdo e levada
ao Banho-Maria, na temperatura de 45°C durante duas horas.
Em seguida, foram adicionados 2000uL de hexano e apés
agitacéo, o tubo foi centrifugado por dez minutos a 4.000 rpm.
A camada hexéanica foi removida e a operacao repetida mais
duas vezes, sendo as fases hexanicas reunidas em outro
recipiente. O extrato hexanico foi evaporado sob atmosfera de
nitrogénio, em banho-maria a 37°C e posteriormente
ressuspendido em 1,0 ml de metanol (Merck) em grau de
pureza para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
A concentragdo de retinol das amostras foi determinada por
CLAE em cromatdgrafo LC-10 AD Shimadzu, acoplado a um
detector SPD-10 A Shimadzu UV-VIS e integrador
Chromatopac C-R6A Shimadzu, com uma coluna LC Shim-
pack CLC-ODS (M) de 4,6 mm x 25 cm. Foram injetados
20uL da amostra e o cromatograma evoluiu nas seguintes
condigdes: fase mével metanol 100% e fluxo 1,0 mL/min.

A identificacdo e a quantificacao do retinol nas amostras
foram estabelecidas por comparac¢do com os tempos de retencdo
e as areas dos respectivos padrdes de all-trans retinol — SIGMA
(Figura 1). As concentragBes dos padrfes foram confirmadas
pelo coeficiente de extingéo especifico (E™ = 1.850) em
etanol absoluto (Vetec) e comprimento de onda de 325nm?.
Os valores de retinol foram expressos pela média e desvio
padrdo dos resultados obtidos.

A exatiddo do método foi avaliada através do teste de
recuperacdo da extracdo, obtendo-se 95% de recuperacdo do
retinol acetato (padréo interno) adicionado as amostras. A
precisdo foi avaliada pelo teste de reprodutibilidade, em que
triplicatas de uma mesma amostra de leite foram aferidas para
retinol durante 3 dias seguidos. Os valores encontrados
apresentaram variacdo inferior a 1 desvio padréo. Os limites
de detec¢do e quantificacdo foram baseados na linearidade da
curva do padrdo, obtendo-se valores de 0,05 ug/mL e 0,1 ng/
mL, respectivamente.

Figura 1. Cromatograma do padrdo de all-trans retinol, 24ng/20uL e tempo de
retencdo 4,3 minutos.
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Para testar as diferencas entre as médias dos dados
numéricos paramétricos, foi utilizado o teste t de Student em
amostras pareadas. As diferencas foram consideradas
significativas quando p < 0,05.

RESULTADOS

Os valores de retinol das amostras com e sem lecitina
encontram-se na Tabela 1. Os resultados obtidos mostraram que a
diferenga entre as médias foi estatisticamente significativa (p <
0,001).

DISCUSSAO

Assim como encontrado por Ribeiro et al.#, neste estudo
verificou-se uma baixa concentracéo de retinol, provavelmente
a predominancia de leite maduro na amostra analisada, leite
com menor concentracéo de vitamina A quando comparado ao
colostro, secregdo da primeira semana pos-parto'.

Apds o descongelamento do leite, existe uma tendéncia
da gordura aglomerar-se e até mesmo se fixar a parede do frasco
ocasionando perda no valor nutricional, durante o reenvase do
leite ou separagdo de aliquotas®.

O leite acrescido de lecitina apresentou uma
concentracdo de retinol 28% maior quando comparado a
amostra sem lecitina, demonstrando que a utilizacdo do
surfactante contribuiu para a manutencao dos glébulos de
gordura em uma emulsdo estavel. A auséncia de um fator
emulsificante em amostras de leite que foram armazenadas
sob refrigeracdo ou congelamento pode resultar em grande
variabilidade, afetando analises bioquimicas que tenham como
objetivo quantificar lipideos ou vitaminas lipossolaveis.

A concentracdo de retinol encontrada no leite com
lecitina estd de acordo com os dados da literatura'**® e acima
do ponto de corte estabelecido para normalidade, 30ug/
100mL*. Analisando o leite sem lecitina, a média de retinol
encontrada parece estar abaixo da normalidade, o que poderia
caracterizar a populacdo estudada como de risco para o
desenvolvimento da hipovitaminose A, caso o retinol presente
no leite fosse considerado um indicativo do estado nutricional
de vitamina A.

Assim, a utilizagdo de um surfactante natural, como a
lecitina, auxiliaria na estabilidade da emuls&o, reduzindo as

Tabela 1. Distribui¢do das amostras segundo a concentragéo
de retinol no leite com lecitina e sem lecitina.

Leite humano Média e Desvio - padrao
Amostras com Lecitina *35,3 £ 5,0 ug/2100mL
Amostras sem Lecitina 28,0 + 5,1ug/100mL

* Médias significativamente diferentes p<0,001
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perdas decorrentes do processamento, permitindo a
uniformizagdo dos valores encontrados na determinacdo da
concentragdo de retinol no leite. Além do mais, a lecitina é
uma excelente fonte de colina* e ao ser adicionada ao leite
conferiria vantagens para o desenvolvimento do bebé.

A padronizag&o do uso de um emulsificante natural em
amostras de leite materno armazenadas em BLH, bem como
em metodologias que visam quantificar lipideos ou vitaminas
lipossoluveis, seria de extrema importancia, principalmente
quando se pretende utilizar o leite materno como indicador de
estado nutricional em vitamina A.

Portanto, existe influéncia da lecitina adicionada ao leite
materno, proporcionando um maior aproveitamento do retinol
em amostras de leite, como aquelas armazenadas em BLH.
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