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RESUMO

O aleitamento materno é reconhecido como a forma ideal de alimentacdo do recém-
nascido, proporcionando varios beneficios para a sua salde. Assim, a amamentacdo deve
ser promovida ativamente, protegida e apoiada. Os bebés que ndo podem ser alimentados
com leite humano tém como opcdo a alimentacao artificial através de formulas lacteas. As
formulas para lactentes sdo géneros alimenticios com indicagdes nutricionais especificas,
destinados a lactentes durante os primeiros meses de vida, que satisfagam as suas necessi-

dades nutricionais até a introdug&o de alimentagdo complementar adequada.

A inddstria alimentar tem-se esforcado na melhoria da qualidade nutricional de férmulas

infantis, numa tentativa de as assemelhar a composicéo do leite humano.

No presente trabalho pretendeu avaliar-se a estabilidade fisico-quimica de quatro férmulas
para recém-nascidos, trés para prematuro (designadas FPT1, FPT2 e FPT3) e uma para
recém-nascido a termo para fins medicinais especificos (denominada FME), ao longo de 4
semanas (tempo de vida util do produto apds abertura da embalagem). Para o efeito, anali-
sou-se o teor de humidade, cinza, acidez, teor de azoto, gordura total e perfil em acidos
gordos por cromatografia gasosa. Os teores de azoto e de cinza foram determinados na
semana de abertura da embalagem e na 42 semana ap0s abertura enquanto o teor de humi-

dade, a acidez e a gordura total foram quantificados semanalmente ao longo de 1 més.

Verificou-se um aumento do teor de humidade ao longo do tempo de armazenamento,
obtendo-se os valores mais elevados para as féormulas FME e FPT3 (3,14+0,18 e
3,54+0,49, respetivamente) As formulas FME e FPT2 apresentaram o teor de acidez mais
elevado (8,97%=1,01 e 8,53%=0,58, respetivamente) conjuntamente com a formula FPT1
(4,99%2=0,01). Relativamente ao teor de proteina, as formulas para prematuro apresentaram
os valores mais elevados, ndo se observando alteraces significativas ao longo do tempo de
armazenamento. A matéria gorda apresentou alguma inconsisténcia ao longo do tempo,
sendo FPT1 a férmula com menor teor de gordura inicial. A cinza total sofreu uma dimi-
nuicdo acentuada ao longo de 4 semanas, verificando-se a maior perda de matéria mineral
nas formulas FPT1 e FPT3 (1,02%).
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As andlises por cromatografia gasosa indicaram que o acido oleico é o &cido gordo maiori-

tario nas férmulas analisadas.

Palavras-chave: formulas infantis, qualidade nutricional, &cidos gordos, armazenamento.
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ABSTRACT

Breastfeeding is recognized as the ideal way of feeding the newborn, providing many ben-
efits to his own health. Therefore, breast-feeding should be actively promoted, protected
and supported. Babies that can’t be fed by human milk have the option of artificial feeding
through milk formulas. Infant formulas are food with specific nutritional indications for
infants during the first months of life that satisfy their nutritional needs until the introduc-

tion of appropriate complementary nourishment.

The food industry has continually dedicated to improve the quality and nutritional content

of infant formula in an attempt to resemble the composition of human milk.

The present work aimed to evaluate the physical and chemical stability of four formulas for
new born, three for premature (designated FPT1, FPT2 and FPT3) and one for term
new born to special medical purposes (called FME), along 4 weeks (shelf life of the prod-
uct after opening the packing). To this end, the moisture, ash content, acidity, nitrogen con-
tent, total fat and fatty acid profile by gas chromatography were assessed. The nitrogen and
ash contents were determined in the opening week of the packing and in the 4th week after
opening while the moisture content, acidity and total fat were measured weekly over 1

month.

There was an increase in moisture content over the storage period, resulting in higher val-
ues for the FME and FPT3 (3,14 + 0.18 and 3,54 + 0.49, respectively). FPT2 and FME
showed the highest level of acidity (8,97% + 1,01 and 8,53% *0,58, respectively), together
with formula FPT1 (4,99%+0,01). Regarding protein content, the formulas for preterm
showed the highest values and there were no significant changes over storage time. The fat
showed some inconsistencies over time, being FPT1 the formula with the lowest initial fat
content. The total ash suffered a sharp decline over 4 weeks, checking the greatest loss of
mineral matter in the formulas FPT1 and FPT3 (1.02%).

Analysis by gas chromatography indicated that oleic acid is the major fatty acid in the for-

mulas analyzed.

Keywords: infant formulas, nutritional quality, fatty acid, storage
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1  Aleitamento materno

O leite materno é considerado pela Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) o alimento
ideal nos primeiros meses de vida do recém-nascido. Pela sua composi¢do nutricional, o
leite humano é um alimento completo e suficiente para suprimir as necessidades nutri-
cionais do recém-nascido nos primeiros seis meses de vida (Espgan 1982; Uauy et al
2001).

O ato de amamentar esta claramente associado a elevados beneficios para o latente.
Com efeito, a amamentacdo diminui a incidéncia e gravidade da diarreia e doencas gas-
trointestinais (Dewey, et al 1995; Beaudry et al, 1995), infecBes respiratorias (Wright et
al, 1989), otite média (Dewey et al 1995; Beaudry et al, 1995; Monobe et al, 2003),
meningite bacteriana (Cochi et al,1986; Istre et al, 1985), enterocolite necrosante (Chan-
Yeung et al 2000), malocluséo ou desalinhamento dos dentes (Palmer, 1998), doengas
alérgicas (Lucas et al, 1999), asma na infancia (Palmer, 1998), leucemia infantil (Shu et
al, 1999), obesidade infantil (Fisher et al 2000), e Sindrome da Morte Subita Infantil
(SMSI) (McVea et al 2000).

A mée beneficia também do ato de amamentar, associado a uma redu¢do da incidéncia
de cancro da mama na pré-menopausa e de cancro do colo do Utero, a reducdo do peso
gestacional, a prevencao da diabetes mellitus tipo 2, do enfarte do miocardio e da sin-

drome metabdlica.

Diversos fatores influenciam o inicio e a duragdo da amamentacdo, sendo de salientar
fatores socioculturais e profissionais, bem como pessoais (percecdo da mae em relacéo a
sua capacidade de amamentar) e educacionais (nivel de escolaridade da mée). Os profis-
sionais de saude desempenham também um papel preponderante no aconselhamento as

mdes sobre os beneficios da amamentacgdo para o recém-nascido. O aleitamento materno
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foi perdendo relevancia ao longo do século XX, em paralelismo com a emancipacao

feminina e a crescente participacdo da mulher no mercado laboral (Weaver 2009).

Estudos epidemioldgicos realizados em Portugal, sobre a incidéncia e prevaléncia do
aleitamento materno, demonstram que 80 % das maes portuguesas iniciam a amamenta-
¢do, mas quase metade destas desiste nos dois primeiros meses de vida do latente, sendo
que apenas 55-64% das mades amamentam até aos trés meses, e s 34% até aos seis
meses, (Cattaneo et al 2005; Sande et al 2007). A duracdo da amamentagdo esta assim
muito afastada da meta preconizada pela OMS (Cardoso, 2006). Estes estudos sugerem
ainda que a evolucdo do aleitamento materno em Portugal se processou de forma anélo-

ga a de outros paises europeus.

Na década de 90, a OMS e o Fundo das Na¢des Unidas para a Infancia (UNICEF) cria-
ram a Iniciativa Hospitais Amigos dos Bebés, de modo a proteger e promover o aleita-
mento materno, através da formacdo dos profissionais de saude de hospitais e materni-
dades (Caldeira et al 2007; Cattaneo et al 2005).

1.1.1 Composic¢ao do leite humano

O leite humano ndo é um fluido corporal uniforme, mas sim uma secrecdo da glandula
mamaria cuja composi¢cdo pode variar consideravelmente de dia para dia, ao longo do
dia, (Shubat et al, 1989) e mesmo durante o periodo de suc¢do. (Michaelsen, 1994; But-
te et al, 1988).

O colostro é produzido, normalmente, cinco a sete dias ap6s 0 nascimento do bebé,
embora em alguns casos possa ser produzido logo apds o nascimento, fornecendo todos
0S nutrientes essenciais, ao recém-nascido. Devido a presenga de -caroteno, o colostro
tem uma consisténcia pegajosa e amarela, variando o volume de produgédo de 2 a 20
mL/dia, nos trés primeiros dias, podendo atingir 580 mL/dia até ao sexto dia (Lawrence
e Lawrence 2007). O colostro possui uma quantidade elevada de proteina (97% na for-

ma de imunoglobulina A, IgA), vitaminas lipossollveis, lactoferrina, fatores de cresci-



Estabilidade fisico-quimica de formulas infantis | 2013

mento, enzimas, anticorpos maternos, células vivas (leucdcitos, neutréfilos e macréfa-
gos) e bactérias ndo patogénicas (Lactobacillus Bifidus), que atuam no intestino do
recém-nascido para limitar o crescimento de bactérias patogenicas e virus (DHSS, 1988;
Akre, 1989). Em menores concentragcdes encontram-se presentes a gordura, lactose e
vitaminas hidrossollveis (Manotas, 1994; Aguilar, 2005). O colostro protege ndo so6
contra infecdes e alergias mas também confere imunidade passiva ao recém-nascido por
absorcéo intestinal da imunoglobulina, além de que contém cerca de 2000-4000 linfdci-

tos/mm? e concentracdes altas de lisozima.

Cerca de sete a catorze dias apds 0 nascimento comeca a producgdo do leite de transi¢do
que dura, aproximadamente, 9 dias. Existe um aumento das concentracdes de lactose e
gordura devido ao aumento de colesterol, fosfolipidos e vitaminas hidrossoluveis, ocor-
rendo em contrapartida uma diminuicdo das proteinas, imunoglobulinas e vitaminas
lipossollveis. Observa-se um forte aumento da producdo de leite que pode atingir 660

mL/dia (Aguayo, 2001; Reyes, 2011; Lawrence e Lawrence, 2007).

A producdo de leite maduro inicia-se, aproximadamente, ao 15° dia apds o parto e pode
continuar durante mais 15 meses. O seu volume médio de producéo é de 750 mL/dia
mas pode alcancar 1200 mL/dia em mulheres que tiveram uma gravidez mdultipla
(Aguayo, 2001).

A composicdo em nutrientes do leite maduro depende da dieta materna e da duracgdo da
lactacdo. O teor de energia varia entre 650 e 750 Kcal/L, em grande parte como resulta-
do da variacao no teor de gordura. O leite humano contém hidratos de carbono (o grupo
de nutrientes predominante), lipidos (o segundo maior grupo de nutrientes) e proteinas.
O leite tem também na sua composic¢do vitaminas, tais como o retinol, vitaminas D, E,
C assim como eicosanoodides e minerais tais como o célcio, fésforo, magnésio, ferro,

zinco e potassio (Samour et al 2010).

Na tabela 1.1 apresenta-se a composic¢ao nutricional do leite humano maduro.
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Tabela 1.1. Composicdo nutricional do leite humano maduro (Fonte: Instituto Nacional Doutor Ricardo
Jorge).

Por 100g de parte

edivel
Energia Kcal 66
Agua g 87,5
Proteina g 1,4
Gordura Total g 3,4
Hidratos de carbono disponiveis g 75
Mono+dissacéridos g 7,9
Acidos Gordos Saturados g 1,5
Acidos Gordos Monoinsaturados g 1,3
Acidos Gordos Polinsaturados g 0,4
Acido Linoleico g 0,3
Colesterol mg 16
Vitamina A total (equivalentes de retinol), Mg 68
Caroteno mg 24
Vitamina D Mg 0,05
a-tocoferol mg 0,35
Tiamina mg 0,080
Riboflavina mg 0,030
Equivalentes de niacina mg 0,70
Niacina mg 0,20
Triptofano mg 0,50
Vitamina B6 mg 0,010
Vitamina B12 Mg 0,010
Vitamina C mg 4,0
Folatos Mg 6,0
Cinza g 0,20
Sédio (Na) mg 19
Pétassio (K) mg 69
Célcio (Ca) mg 32
Fésforo (P) mg 19
Magnésio (Mg) mg 4,0
Ferro (Fe) mg 0,1
Zinco (Zn) mg 0,1

No leite humano maduro cerca de 50% das calorias sdo fornecidas sob a forma de gor-
dura. A fracdo lipidica representa um conteido médio de 4,2g/dL, sendo constituida por
98% de triacilglicerois (TAG “Triacylglycerols”), fosfolipidos (0,8%) e colesterol
(0,5%). Os lipidos (3-5%) ocorrem na forma de glébulos emulsionados na fase aquosa
(87%) do leite.

Os TAG do leite humano possuem uma estrutura peculiar que se caracteriza pela pre-
senga de acidos gordos insaturados (essencialmente acido oleico, C18:1n-9) nas posi-
cOes externas (sn-1 e sn-3) do esqueleto de glicerol e pela presenca de acidos gordos
saturados (maioritariamente acido palmitico, C16:0) na posigdo interna (sn-2) do TAG.
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Esta composicdo em &cidos gordos € influenciada por diversos fatores, nomeadamente
pela dieta, duracdo da gestacéo, etapa da lactacdo, sendo que a dieta materna parece ser
a variavel mais importante na determinacdo da composicao em do leite (Rodriguez et al,
1999; Jensen et al, 1992). Manipulando a dieta é possivel alterar o teor de acidos gordos
no leite humano (Jensen, 1999).

O leite humano contém na sua composicdo acidos gordos essenciais como o acido lino-
leico (AL “Linoleic Acid) (C18:2 n-6) e o acido a-linolénico (AAL, “alfa-linolenic
acid”) (C18:3 n-3) e importantes metabolitos, como o acido araquidonico (AA, “Ara-
chidonic Acid”) (C20:4 <n-6), o &cido eicosapentaenoico (EPA, “Eicosapentaenoic
Acid”) (C20:5 n-3) e o 4cido docosahexaendico (DHA, “Docosahexaenoic Acid”)
(C22:6 n-3). E necessaria uma quantidade equilibrada destes acidos gordos para o nor-
mal desenvolvimento e funcionamento do sistema nervoso (Agostoni et al, 1995; Mak-
rides et al, 1995), bem como para uma produc¢do adequada de eicosandides (Uauy et al,
2000; Sellmayer et al, 1999; Bjerve et al, 1987).

1.1.2 Fatores que afetam a producéo e a composi¢ao do leite humano

A producdo méaxima de leite é alcancada entre o terceiro e o quinto més de lactacdo e é
influenciada por aspetos psicoldgicos, fisioldgicos, socioldgicos e bioldgicos que estéo,
frequentemente, inter-relacionados (Ronayne, 1993). Os fatores psicologicos e os dis-
tarbios emocionais causam ansiedade e influenciam a secrecdo de leite e, em casos
extremos, podem interromper a producdo glandular (Ronayne, 1993). Como fatores
fisioldgicos, considera-se que a frequéncia, a duracdo e a forca de succdo da crianca
influenciam a quantidade de leite produzido pela glandula maméaria (SAP, 2001). O
recurso a substitutos do leite materno (formulas ou suplementos) pode promover a
diminuicdo da producéo de leite. Se isto ocorrer entre os 3 e 0s 5 meses de vida do
recém-nascido, a diminuicdo da producdo de leite € permanente, enquanto se for mais
tarde, por volta do sexto més, o volume de producdo pode ser mantido acima de 500 mL
/dia, até aos 18 meses (Cohen, et al 1994).
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Dentro dos fatores bioldgicos, a nocéo de leite insuficiente por parte da mée é apontado
como o fator mais determinante para a interrupcao do aleitamento em exclusivo (Thulier
e Mercer, 2009). O fornecimento insuficiente de leite pode ter causas primarias ou
secundarias. As causas primérias sdo raras (ndo mais do que 5% dos casos) e resultam
de problemas anatémicos ou hormonais. A maior parte dos casos que sdo declarados
pelas maes sdo efetivamente falsas hipogalacteas, originadas por problemas na gestao
do aleitamento, nomeadamente, uma técnica de pega incorreta.

A obesidade e o tabagismo sdo outros fatores associados a cessacdo do aleitamento

materno (Thulier e Mercer, 2009).

A dieta materna tem uma influéncia significativa na producdo e/ou composicao do leite
humano. As maes com uma nutricdo insuficiente tém aproximadamente a mesma com-
posicdo em proteina, hidratos de carbono e gordura do que as mées que tém uma boa
nutricdo, apenas possuem uma menor producdo de leite (Gonzalez, et al 1998). Com o
auxilio de uma alimentacdo suplementar entre as mulheres desnutridas a producdo de
leite pode sofrer um aumento tal com a duragdo da amamentacdo (Gonzalez, et al 1998).
Em contraste com as mulheres mal nutridas as mulheres bem nutridas ndo mostram
quaisquer beneficios em possuir uma suplementacdo proteica ou energética. Alguns
nutrientes sdo refletidos no teor do leite materno dependendo da dieta materna, sendo o
caso de varias vitaminas, como por exemplo, a vitamina D, vitamina A, e vitaminas

hidrossollveis, iodo e a composicao em &cidos gordos.

Os lactentes cujas mées seguem uma dieta vegetariana estrita correm um elevado risco
de sofrerem de anemia megaloblastica e de alteracdes neuroldgicas devido a deficiéncia
de vitamina B12 (Roschitz, et al 2005). O Comité recomenda que seja feita uma suple-
mentacdo de vitamina B12 ao leite materno ou aos lactentes caso as maes adotem uma

dieta vegan.
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1.2 Férmulas Infantis

A férmula infantil € um produto a base de leite de vaca, ou de leite de outros animais,
e/ou de outros ingredientes que foram aprovados para serem adequados & alimentacéo
infantil. A seguranca nutricional e a adequacdo da formula infantil devem ser cientifi-
camente comprovadas por forma a sustentar o crescimento e desenvolvimento normais

da crianca.

1.2.1 Evolugéo

A primeira férmula infantil comercial foi produzida em 1867, idealizada por Justus von
Liebig, um quimico alemdo. Esta formula consistia em farinha de trigo, leite de vaca,
farinha de malte e bicarbonato de potéssio. O produto foi vendido inicialmente na forma
liquida, mas cedo se tornou disponivel em pé com a adi¢cdo de farinha de ervilha e um
teor de leite inferior. O sucesso comercial do produto rapidamente deu origem a concor-

rentes como a de Alimentos Infantis Mellin’s. (Palmer, 2009).

Em 1919, a gordura do leite foi substituida por uma mistura de gordura animal e vege-
tal, como parte do esforgo continuo para simular a composicéo do leite humano (Pal-
mer, 2009).

No final de 1920, Alfred Bosworth lanca a Similac e a Mead Johnson a Sobee. Em
1941, a Milk Dried Nacional foi introduzida no Reino Unido. Em meados da década de

1960 as férmulas foram enriquecidos com ferro (Palmer, 2009).

1.2.2 Tipos de Formulas

Existem varios tipos de formulas infantis, entre as quais se destacam as formulas para
bebés a termo, férmulas enriquecidas com DHA e AA, férmulas enriquecidas para pre-
maturos, férmulas a base de soja, férmulas sem lactose, hipoalergénicas, anti-refluxo e

férmulas para criancas a partir dos 12 meses.
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As formulas para recem-nascidos a termo sdo formulas habitualmente recomendadas a
recém-nascidos que ndo sao alimentados com leite humano. A fonte de hidratos de car-
bono € a lactose e contém proteina de leite de vaca. O recém-nascido pré-termo tem
necessidades caloricas e proteicas diferentes de um recém-nascido a termo, requerendo
teores de célcio, magnésio e fosforo (minerais transferidos no Gtero durante o terceiro
trimestre) mais elevados. Estes requisitos especiais levaram ao desenvolvimento de
formulas enriquecidas para prematuros. As férmulas para prematuros contém 24 kcal
por grama, enquanto as formulas enriquecidas contém apenas 22 kcal por grama. As
férmulas enriquecidas estdo disponiveis tanto na forma liquida como em p6. O peso e a

idade gestacional sdo fatores decisivos para a prescricao destas formulas.

As formulas a base de soja possuem na sua composicao hidratos de carbono a base de
milho e proteina de soja, tornando-as livres de lactose e proteina de leite de vaca. Mui-
tos pais acreditam que este fator melhora a digestibilidade do leite. De acordo com
algumas instituicdes o uso de férmulas infantis deve ser limitado a criangas com defi-

ciéncia em galactosemia ou em lactase. (Bhatia, 2008)

As formulas sem lactose sdo uma alternativa as formula de soja para os pais que dese-
jam evitar a lactose. Formulas sem lactose sdo indicadas para criangas com deficiéncia

de galactosemia e lactase.

Apenas uma pequena minoria dos recém-nascidos tem alergia a proteina do leite. Nestes
casos, os lactentes produzem anticorpos que reagem contra as moléculas de proteina do
leite de vaca. Como a maioria dos recém-nascidos pode ser igualmente sensivel a pro-
teina de soja, formulas hipoalergénicas e ndo alergénicas sao atualmente as mais utiliza-
das e recomendadas nestes casos (Bhatia et al, 2008). Formulas hipoalergénicas contém
proteinas extensamente hidrolisadas, tornando assim menos propicio a estimulacdo da

producéo de anticorpos (Agostoni et al, 2007).

O refluxo gastroesofagico é comum em recem-nascidos, podendo ser considerado fisio-
l6gico ndo necessitando de tratamento. No entanto, o refluxo é uma fonte comum de
preocupacdo para os pais assim foram criadas formulas anti-refluxo para diminuir epi-

sodios diarios de regurgitagdo (Craig et al 2004; Moukarzel et al 2007).
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Recentemente, formulas para criangas ou formulas follow up foram desenvolvidas para
criancas dos nove aos 24 meses de idade. Estas formulas a base de leite contém ferro,
vitamina C, vitamina E, e zinco contendo também DHA e AA e célcio em maior con-

centracdo do que as formulas infantis normais

1.2.3 Composigéo nutricional

A Comissdo do Codex Alimentarius reviu em 2007 o quadro regulamentar para as for-
mulas infantis, incluindo disposi¢cfes para a sua composi¢do. As recomendacdes para a
composicdo essencial das formulas especificam tanto os valores minimos como 0s
méaximos para 31 nutrientes, com o objetivo de fornecer produtos seguros e nutricio-
nalmente adequados que atendam as necessidades nutricionais de bebés saudaveis
(Tabela 1.2).
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Tabela 1.2. Valores nutricionais minimos e méaximos estipulados para férmulas para lactentes quando
reconstituidas de acordo com as instrugdes do fabricante (Fonte: Decreto lei n°217/2008 e Current trends
in the composition of infant milk formulas, European comission, 1999)

Valores Minimos Valores Maximos por
por 100 Kcal 100 Kcal

Proteina leite de vaca (9) 1,8 3

Hidrolisados de Proteina (9) 1,8 3

Lipidos (9) 4.4 6,0

Acido alfa-Linolénico (AAL (mg) 50

1% do teor total de

n-3 LC-PUFA lipidos

1% do teor total de

Acido Araquidénico lipidos

Acido Docosahexaenéico (DHA) )

©

Hidratos de carbono 14

20% do total de hidra-
tos de carbono(3)

Sacarose

Sédio (mg) 20 60

Cloro (mg) 50 160

Fosforo (mg) 25 90

Ferro (mg) 0,5 1,5

Cobre (mg) 35 100

Selénio (mg) 1 9

Vitaminas

Vitamina D (na) 1 2,5

Riboflavina (na) 80 400

Acido Pantoténico 400 2000

Biotina (na) 15 7,5

Vitamina B12 (ug) 0,1 0,5

Vitamina K (Hg) 4 5

Total 5

5°- monofosfato de uridina (mg) 1,75

5°- monofosfato de guanosina (mg) 0,5

10
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(1) O teor de é&cido Eicosapentandico (C 20:5 n-3) ndo deve ser superior ao teor de &cido
docosahexandico (C 22:6 n-3)

(2) O teor de acido docosahexandico (C22:3 n-3) ndo deve ser superior ao de LC-PUFA n-6

(3) O teor de sacarose eventualmente adicionado ndo deve ser superior a 20%

(4) 0,5¢g de acidos gordos polinsaturados expressos em acido linoleico corrigido para as ligacdes duplas
mas nunca inferior a 0,5 mg /100 Kcal disponiveis.

ER- Todos os equivalentes do retinol Trans.

A-ET- Equivalente de d-a-tocoferol.

As formulas infantis prontas para consumo devem conter, por 100 mL, um teor caldrico
entre 60 kcal (250 kJ) e 70 kcal (295 kJ) e devem reportar, a 100 kcal, os niveis mini-

mos e maximos aplicaveis de nutrientes (Koletzko et al 2005).

Dados disponiveis sugerem que um teor de proteina bruta de 1,8 g/100 kcal em férmu-
las para lactentes, embora superior ao valor no leite humano, pode ser Util para o cres-
cimento normal do recém-nascido (LSRO,1988; Scientific Committee on Food, 2003).
Recomenda-se que os valores de proteina em formulas estejam compreendidos entre 1,8
e 2,0 g/100 kcal, para garantir uma quantidade minima de azoto e aminoacidos disponi-

veis para a sintese de proteinas.

O teor de proteina nas férmulas infantis ndo deve exceder 3g/100Kcal (Koletzko et al
2005).

O conteudo de gordura total recomendado € de 4,4 a 6,0 g/100 kcal, equivalente a cerca
de 40-54 % do teor de energia, que é semelhante aos valores encontrados no leite huma-
no (Koletzko et al, 2001). A absorcdo de gordura a partir de formulas infantis € menor
do que a partir de leite humano (Jarvenpaa, 1983; Alemi et al 1981; Signer et al 1974).
Esta diferenca tem sido explicada pela presenca de lipases no leite humano
(Hamosh,1989; Bernback et al 1990) e pela estrutura estéreo-especifica Unica dos TAG

do leite humano, que favorecem a sua digestao e absorcao.

Tal como referido anteriormente, o acido palmitico estd maioritariamente esterificado
na posicdo sn-2 do TAG da gordura de leite humano (Jensen, 1989; Breckenridge,
1978). Na gordura de leite de vaca e em Gleos vegetais, presentes na composicao de
formulas infantis, este acido gordo encontra-se predominantemente esterificado nas
posicdes sn-1 e sn-3 do TAG (Breckenridge, 1978).

11
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A lipase pancreética 1,3 seletiva hidrolisa, preferencialmente, as posi¢des externas do
TAG, libertando o acido palmitico que se complexa com o calcio conduzindo a forma-
c¢do de sabdes de calcio insoluveis, como exemplificado na figura 1.1 (Zoppi et al 1972;
Fredrikzon et al 1978).

Leite Humano Formulas infantis
/ Ca2
9 .. ™~ o @
sn-1
LIPASE Sn-2 > LIPASE | — I
N7 ¢
S- Saturado I- Insaturado S- Saturado I- Insaturado

Figura 1.1. Mecanismo de absorcdo de gordura de leite humano e de leite de formula.

A formacdo de sabdes de célcio no intestino pode explicar as diferencas substanciais
nos habitos intestinais e consisténcia das fezes de bebés alimentados com leite humano
e de bebés alimentados com férmula (Brueton et al 1978; Murphy, 1974). Com efeito,
um lactente alimentado com férmula sofre, na maioria dos casos, de obstipacdo intesti-
nal, quer sejam bebés nascidos a termo ou a pré-termo. Em contraste, a prisdo de ventre
é rara em criancas a termo amamentadas, verificando-se que a regiodistribuicdo dos

acidos gordos no TAG é importante.

O acido a-linolénico (AAL, 18:3 n-3) é considerado um acido gordo indispensavel a
dieta e atua como um precursor para a sintese de DHA (22:6 n-3), cuja disponibilidade
tem sido relacionada com o desenvolvimento neuroldgico infantil. No entanto, em cer-
tas circunstancias, o consumo elevado de AAL pode aumentar o risco de peroxidagédo
lipidica, rancificagdo do produto, e pode afetar negativamente a estabilidade da formula.
O contetido de 50 mg/100 kcal (cerca de 0,45% do consumo de energia) é o recomenda-
do. Para assegurar um bom equilibrio entre os acidos linoleico (AL, 18:2 n-6) e 0 AAL,

bem como os LC- PUFA e eicosanoides resultantes do seu metabolismo, uma proporgéo

12
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de AL/AAL de 5-15 é o recomendado. A implementacdo desta relacdo também resulta
numa limitacdo do contetdo de AAL a ndo mais do que 1/5 de 1200 mg/100 kcal, ou
seja, 240 mg/100 kcal. A soma de acido miristico (C14:0) e de acido laurico (C12:0)
deve ser inferior a 20% para prevenir potenciais efeitos negativos sobre os niveis de
colesterol e de lipoproteina (Koletzko et al, 2005).

A acumulagdo de LC-PUFA nos tecidos dos bebés comeca no ultimo trimestre de gra-
videz, podendo os recém-nascidos prematuros sofrer de deficiéncia nestes AG.
(Hamosh, 2008). Dado que os 6rgdos em rapido desenvolvimento, como o cérebro, pre-
cisam de LC-PUFA, os recém-nascidos prematuros necessitam de férmulas que sejam
suplementadas de forma a obterem quantidades suficientes destes AG essenciais
(Sikorska e Szmura, 2007). Um estudo clinico revelou que criangas alimentadas com
formulas suplementadas com LC-PUFA possuiam concentracdes plasmaticas destes AG

semelhantes a bebés que foram amamentados (Schawartz et al 2010).

Os hidratos de carbono sdo uma fonte essencial de energia para o bebé. O teor total
minimo de hidratos de carbono recomendado € de 9,0 g/100 kcal e baseia-se num calcu-
lo das necessidades de oxidacédo de glicose (LSRO,1988; Scientific Committee on Food,
2003). O teor maximo de hidratos de carbono é de 14,0 g/100 kcal, sendo equivalente a

cerca de 56 % do teor de energia.

1.2.4 Estabilidade fisico-quimica de férmulas infantis

As formulas para lactentes sdo misturas estaveis de gorduras emulsionantes, proteinas,
hidratos de carbono, vitaminas e minerais. A separacdo de gorduras pode ocorrer duran-
te o tempo em que as latas de leite se encontram abertas e pode dispersar-se por agitacéo
do recipiente. O processo de fabrico de formulas infantis contempla diversas etapas que
incluem a mistura de componentes, homogeneizacao, pasteurizacdo e a secagem por
pulverizagdo. A aplicacdo de calor em algumas etapas origina reacdes entre os consti-
tuintes das formulas infantis. Uma das reacGes mais importantes que normalmente ocor-

re € a reacdo de Maillard. As formulas infantis ttm um elevado nivel de lisina, que pode

13
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reagir com acgucares redutores existentes. Esta reacdo pode ter lugar durante o armaze-
namento, especialmente sob condicBes adversas de temperatura e atmosfera. Dado que
as férmulas infantis podem ser a Unica fonte de lisina disponivel para as criancas, a rea-
cao de Maillard é indesejavel nestes produtos. (Erbersdobler and Hupe, 1991) Outras
reagdes que podem ocorrer incluem a desnaturacdo das proteinas, isomerizacéo e crista-

lizacdo da lactose, 0 que diminui acentuadamente a solubilidade do leite em po.

O tempo de prateleira do leite em p6 é geralmente estabelecido para garantir a seguran-
ca microbiol6gica e para manter as caracteristicas organoléticas aceitaveis (por exem-
plo, cor, sabor, oxidacdo lipidica). Embora a atividade microbiologica no leite em pé
seja estavel e aceitavel, muitas alteracdes fisico-quimicas, tais como a cristalizacdo da
lactose, oxidacdo lipidica, reacdes de Maillard e reacGes enzimaticas, podem ocorrer

durante o armazenamento.

Propriedades de modificacdo fisicas e funcionais como por exemplo a fluidez, proprie-
dades de reconstituicdo, propriedades emulsionantes e propriedades de formacdo de
espuma do po, podem também ocorrer (Thomas et al 2004). A extensdo destas altera-
cOes é fortemente dependente das condi¢fes de armazenamento (isto €, temperatura,
humidade relativa e do tempo de abertura da embalagem). A compreenséo destas altera-
cdes fisico-quimicas que ocorrem nas condi¢des de armazenamento € bastante Gtil para

prever o comportamento do pé durante a sua utilizacdo final.

14
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho centra-se no estudo da estabilidade fisico-quimica de quatro formu-
las para lactentes, sendo trés destinadas ao consumo por recém-nascido pré-termo
(FPT1, FPT2 e FPT3) e uma indicada para fins medicinais especificos (FME), ao longo

de 4 semanas (prazo de vida Util do produto ap6s abertura da embalagem).

Para o efeito, avaliou-se o teor de humidade, teor de cinza, proteina total, acidez, gordu-
ra total e perfil em &cidos gordos, por cromatografia gasosa, e estabeleceu-se a compa-

racdo com os limites maximos/minimos legalmente exigidos.

15
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Plano de amostragem

O plano de amostragem consistiu em quatro formulas lacteas, trés para recém-nascido pré-
termo (designadas por FPT1, FPT2 e FPT3) e uma destinada a lactente dos 0-6 meses para

fins medicinais especificos (denominada FME).

As quatro férmulas lacteas apresentavam-se em latas de 400g e foram conservadas a uma
temperatura de 18,6 °C + 0,97 ao longo de 4 semanas, que é o prazo de vida util do produto

apos abertura da lata.

As determinagOes do teor de humidade, acidez e gordura foram realizadas semanalmente
ao longo de 1 més. A proteina e a cinza foram quantificadas na semana de abertura das

latas e na quarta semana do més.

3.2 Determinacéo do teor de humidade

Determinou-se o teor de humidade num analisador de Humidade (Mettler Toledo HB 43

Halogen, Alemanha).

O equipamento dispde de uma lampada de halogéneo que permite um rapido e uniforme

aquecimento da amostra em apenas poucos minutos.

Colocou-se 0,507g £0,008 de amostra no prato de aluminio e programou-se a analisador de

humidade para a secagem a 105°C até atingir-se peso constante.

O teor de humidade é expresso em grama por 100g de amostra e calculado com base na

equacéo 1:

% Humidade = w x 100 (Eq 1)

m;

Sendo m; a massa inicial da amostra e ms a massa final da amostra (ap6s secagem).

17
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3.3 Determinacéo do teor de cinza

A cinza de um alimento é o residuo inorganico restante apos incineracdo da matéria orga-

nica.

O procedimento para a determinacdo do teor de cinza baseou-se no método (SNBN-
IT32_03) do Instituto Nacional Doutor Ricardo Jorge (INSA) com alteracdo na quantidade

de amostra analisada.

Pesaram-se 3g de amostra num cadinho de porcelana que foi previamente calcinado em

mufla (Nabertherm) a 550°C+10 e arrefecido antes da respetiva pesagem.

Figura 3.1. Cadinhos com amostra de leite em p6

Colocou-se o cadinho com a amostra sobre uma placa de aquecimento (Selecta Agimatic),
aquecendo-se o produto até a sua inflamacdo. A amostra foi colocada posteriormente na
mufla a 550°C+10 até a combustéo total

A cinza total no leite é calculada pela equacéo 2.

2 % 100 (Eq2)
my

Sendo m; a massa da toma de leite expressa em grama e m; a massa de cinza expressa em

grama.
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3.4 Determinacdo da acidez

O procedimento baseou-se na NP-1090:1980.

Pesou-se, aproximadamente, 1g de leite para um erlenmeyer esmerilado de 100 mL. Pipe-
taram-se 10mL de 4gua destilada para o erlenmeyer e colocaram-se 6 gotas de fenolftaleina
(Merck). Deixou-se em agitacdo magnética (Selecta Agimatic) até completa dissolucéo do

leite.

Titulou-se a amostra de leite com uma solucdo de hidroxido de sodio (Panreac) 0,1N até
obtencdo de uma fraca coloracdo rosea, persistindo durante 5s. Registou-se o volume de

hidroxido de sodio gasto na titulagéo.

O teor de acidez € expresso em grama por 100g de amostra e calculado com base na equa-
¢do 3.

. 10V
Acidez = 7 (Eq 3)

Sendo m a massa em grama da toma da amostra e V o volume (mL) da solucdo de hidroxi-

do de sddio 0,1 N gasto na titulagéo.

3.5 Determinacédo do teor de azoto total

Determinou-se o teor de azoto total pelo método de Kjeldahl (ISO/DIS 8986 N789. Este
método quantifica o azoto organico total, ou seja, 0 azoto proteico e ndo proteico.

Pesou-se cerca de 0,59 de amostra para um tubo de Kjeldahl, devidamente identificado.
Adicionou-se uma pastilha de mistura catalisadora cobre-selénio (Scharlau). Seguidamen-
te, adicionaram-se 13mL de &cido sulfurico 95-98% (Sigma-Aldrich) e homogeneizou-se
suavemente. Para a amostra em branco foi somente adicionada uma pastilha catalisadora e

13 mL de acido sulfarico. Colocaram-se os tubos na unidade de digestdo (200s Digestion
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System-Foss) inicialmente a 220°C e trinta minutos depois a 400°C durante 90 minutos até
obtencdo de uma solucdo limpida. Terminado o ciclo de digestdo, deixaram-se os tubos

arrefecer até a temperatura ambiente.

Procedeu-se a destilacdo da amostra num destilador (2100 Kjeltec System, Destillation
Unit-Foss). Para o efeito, adicionaram-se 50 mL de agua destilada ao tubo de Kjeldahl e 50
mL de &cido bérico (Panreac) a um erlenmeyer de 250mL. Colocou-se o tubo e o erlenme-

yer nos respetivos locais no equipamento e procedeu-se a destilacdo das amostras.

As amostras e o branco foram titulados com uma solucdo de acido cloridrico (Panreac)
0,1M. O ponto de viragem da titulacdo foi identificado pela mudanca de cor da solucéo de
verde para azul acinzentado. Registou-se 0 volume de acido cloridrico gasto na titulacdo da

amostra e do branco.

O teor de azoto é expresso em grama por 100g de amostra e é calculado pela equacéo 4:

1,4007 x (V;= V) (Eq4)
m

% de azoto =

Sendo v; 0 volume (mL) da solucéo de &cido cloridrico 0,1M gasto na titulacdo da amostra,
Vo 0 volume (mL) da solucdo de &cido cloridrico 0,1M gasto na titulacdo do branco e m a

massa (g) da toma de amostra.

O teor de proteina é expresso em percentagem por massa pela equagio 5

% de proteina = % de azoto X 6,38 (Eq5)
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3.6 Determinacéo do teor de gordura total

O método de Rose-Gottlieb foi o utilizado para a extracdo da gordura no leite em pé. Esta
técnica consiste na extracdo da matéria gorda por um solvente apropriado, evaporagdo do
solvente e pesagem do residuo.

Pesou-se, aproximadamente, 1g de leite em po6 para um erlenmeyer de 250mL. Adicionou-
se ImL de &gua destilada e 9mL de &gua destilada ligeiramente aquecida e homogeneizou-
se numa placa de agitacdo magnética (VELPR Scientifica). Adicionou-se 2mL de hidroxi-
do de amonia a 25% (VWR) e agueceu-se a amostra em banho-maria (memmert) a 60°C
durante 15 minutos, agitando-se para promover a dissolucdo da caseina. Arrefeceu-se a

amostra a temperatura ambiente.

Posteriormente, transferiu-se a amostra para uma ampola de decantacdo, adicionou-se 10
mL de alcool etilico 96% (v/v) (Merck) e homogeneizou-se. Adicionou-se, 25 mL de éter
etilico (Merck e agitou-se durante cerca de 1 minuto. Colocou-se a ampola de decantacdo
na posi¢do vertical no suporte e adicionou-se 25 mL de éter de petréleo (Prolabo) e homo-
geneizou-se.

Aguardou-se até separacao das fases.

Transferiu-se a fase etérea (camada superior) para um baldo de fundo redondo de 250 mL
previamente seco em estufa (memmert) a 105°C+5°C e pesado depois de arrefecido num

exsicador.

Extraiu-se a camada liquida inferior, mais duas vezes, como anteriormente descrito, e
transferiram-se as fases etéreas para o baldo de fundo redondo onde ja se encontrava a pri-

meira extracao.
O solvente foi evaporado num evaporador rotativo de vacuo (Laborota 4000, da Heidolph),

em banho a 40°C, até a secura. Seguidamente o baldo foi colocado numa estufa a

105°C+5°C até obtencgdo de peso constante.
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A percentagem, de matéria gorda do leite em pé é calculada através da equacéo 6:

% de matéria gorda = :2—1 x 100 (Eq 6)
2

Sendo m; a massa do residuo em grama e m; a massa da toma de leite em grama.

O residuo de gordura contido no baldo apds secagem foi dissolvido em éter de petroleo e
transferido para um tubo de Falcon. Evaporou-se o solvente num evaporador rotativo e

conservou-se a -80°C até posterior utilizacao.

3.7 Avaliacédo do perfil em &cidos gordos por cromatografia gasosa

Apbs descongelacdo da gordura, pesaram-se 0,05g para um tubo de ensaio de 16mL, adi-
cionou-se 1mL de n-hexano (Merck) e 0,2 mL de solucdo de KOH (Merck) em metanol 2
M. Agitou-se em vortex (Velp Scientifica) durante 3 minutos e deixou-se repousar durante
1 hora.

Posteriormente adicionaram-se 2 gotas de &cido acético glacial (Panreac Quimica S.A) e
homogeneizou-se durante 10 segundos. Seguidamente, transferiu-se a fase liquida para um
tubo de ensaio contendo 0,5g de sulfato de sodio anidro (Panreac). Agitou-se em vortex
durante 2 minutos e centrifugou-se (Eppendorf Centrifuge 5804 R) durante 5 minutos a
23°C e 2500 rpm.

Retirou-se cuidadosamente 150uL da fase organica para um vial (Thermo Scientific) de
2mL e adicionou-se 1350uL de n-hexano.

Os esteres metilicos de AG foram analisados por cromatografia gasosa num Cromatégrafo
Finnigan TRACE GC Ultra Gas Chromatograph (Thermo Electron Corporation), munido
de uma coluna capilar, Thermo TR-FAME (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), de um injetor
automatico AS 3000 da Thermo Electron Corporation (a operar em modo splitless) e de um
detetor de ionizacdo de chama. As temperaturas do injetor e do detetor mantiveram-se a
250°C e 260°C, respetivamente. Utilizou-se hélio como gas de arraste, a um caudal de 1,5
mL/min. O ar e o hidrogénio foram fornecidos ao detetor ao caudal de 350 mL/min e

35mL/min, respetivamente.
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A temperatura do forno foi programada para 60°C durante 1 minuto, aumentando para
150°C a 15°C/min e permanecendo 1 minuto a essa temperatura. Programou-se um novo
aumento até 180°C, a 5°C/min, onde permaneceu 3 minutos e um novo aumento de tempe-

ratura até aos 220°C, a 10°C/min e um patamar final nesta temperatura por 1 minuto.

3.8 Analise estatistica

Com o objetivo de averiguar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas ao
longo do tempo para os parametros em andlise foi realizada uma Analise de Variancia
(ANOVA) para medicGes repetidas com uma correcdo de Huynh-Feldt ou o teste ndo
paramétrico de Friedman, dependendo da violagdo ou ndo dos pressupostos de normalidade
dos dados e esfericidade (Maroco 2007).

Para algumas variaveis, foi realizado o teste t-Student para comparacdo de médias de

amostras emparelhadas, depois de verificado o pressuposto de normalidade.
Todos os procedimentos estatisticos foram realizados através do software IBM SPSS Sta-

tistics 21.0. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas ao nivel de

significancia (o)) de 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas diferentes analises realizadas encontram-se discriminados na
tabela 4.1.

Tabela 4.1. Resultados médios obtidos para as diferentes analises realizadas (Humidade, Acidez, Gordura,
Proteina e Cinza), onde FME corresponde a férmula lactea destinada a lactente dos 0-6 meses para fins medi-
cinais especificos e FPT1, FPT2 e FPT3 as formulas lacteas destinadas a recém-nascido pré-termo.

Semanas Humidade Acidez Gordura Proteina Cinza
(%) (%) (%) (%) (%)
0 3,14+0,18 8,97+1,01  22,08+1,63 11,35+1,27 2,27%0,05
1 3,28+0,13 11,02+0,25 23,12+0,64
% 2 3,35+0,51 11,10+0,28 23,12+1,09
- 3 3,64+0,11 11,11+0,25 23,33+1,46
4 3,80+0,30 11,43+0,51 25,22+0,48 14,64+1,22 1,36x0,10
0 2,76+0,21 4,99+0,01  21,65+0,86 15,93+1,08 3,46+0,14
1 2,7840,21 548+0,54  23,48+1,29
E 2 2,9040,11 5,99+0,008  23,55+0,81
- 3 3,30+0,30 6,66+0,29  23,98+0,46
4 3,31+0,55 6,82+0,28  25,45+2,13 17,11+0,54 2,44+0,17
0 2,63+0,47 8,53+0,58  26,38+0,39 13,87+0,50 2,96+0,05
1 2,83+0,22 8,72+0,08  25,36+1,99
E 2 3,03+0,33 8,99+0,009  28,01+0,53
- 3 3,10+0,10 8,97+0,02  27,98+0,16
4 3,43+0,10 8,95+0,02  28,64+2,38 15,18+0,64 1,98+0,03
0 3,54+0,49 4,65+0,57  25,42+1,16 14,26+1,25 3,27+0,02
1 3,71+0,11 5,60+0,58  26,32+0,12
E 2 3,84+0,50 5,62+0,29  27,39+0,40
- 4,16+0,01 5,65+0,26  27,45+1,84
4 4,28+0,12 5,96+0,02  25,50+0,47 14,87£1,06 2,25%0,05
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4.1 Quantificacdo do teor de humidade

Uma vez que néo se verifica o pressuposto de esfericidade (¢ de Huynh-Feldt <0,7), foi
realizado o teste de Friedman. Quando comparados 0s 5 momentos, os resultados indicam
a existéncia de diferencas estatisticamente significativas ao longo do tempo (teste de
Friedman, y° (4)= 16, p<0,05).
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Figura 4.1. Comparagéo dos valores médios de teor de humidade, quando comparados os valores das 5
semanas. As colunas representam os valores médios de teor de humidade. As linhas verticais represen-
tam a média + Desvio-Padrdo (DP).

Como sugere a figura 4.1, o teor médio de humidade aumentou ao longo do tempo, sendo
para a formula FME 0,66%, para FPT1 0,50%, para FPT2 0,80% e para FPT3 0,74%.

Para avaliar se o teor de humidade aumentou significativamente no decurso da experiéncia,
recorreu-se ao teste t-Student para amostras emparelhadas. Observou-se um aumento esta-
tisticamente significativo do teor de humidade do inicio da experiéncia (média=3,02) para
o final (média=3,71) (t (3)=-3,486, p<0,05).

26



Estabilidade fisico-quimica de formulas infantis | 2013

4,5
! X
4 X o FME
- ’ :
§ 35 s } ; FPT1
S 3 A = t I A
€25 FPT2
>
< 2 X FPT3
T 1,5
S
0,5
0
0 1 4 5

2 3
Semanas

Figura 4.2. Variacdo do teor de humidade para as formulas FME, FPT1, FPT2 e FPT3. Os resultados
referem-se a média de quatro analises realizadas em triplicado para cada semana. As linhas verticais
correspondem aos valores do Desvio-Padrdo (DP).

As formulagdes infantis sdo higroscépicas e tendem a absorver dgua da atmosfera. O teor
de humidade aumentou ao longo das quatro semanas de ensaios para as quatro férmulas.
As férmulas FME e FPT3 foram as que exibiram um teor de humidade mais elevado no
inicio da analise, aumentado em 3,14%z=0,18% e 3,54%:=0,49%, respetivamente, ao longo
das quatro semanas. As restantes amostras possuiam valores relativamente inferiores, sen-
do que a férmula FPT2 continha um teor de humidade de 2,63%20,47 e a formula FPT1 de
2,76%0,21.

O aumento do teor de humidade pode justificar-se pelo fato da lactose existente no leite em
po ter a capacidade de absorver dgua da atmosfera e, num certo instante, transitar direta-
mente do estado amorfo para o estado cristalino (Celestino et al, 1997). Erhinyodavwe et al
(2009) determinou o teor de humidade em diferentes formulas lacteas e constatou estar
compreendido entre 0,90 e 2,45%. Semeniuc et al (2012) refere valores entre 2,25% e
3,75% para formulas lacteas e estipula um limite maximo de teor de humidade na ordem de
3% Fitzpatrick et al (2005) analisou dois tipos de leite em po e refere valores entre 3,3% e
4,7%.

Os valores médios de teor de humidade obtidos para as formulas FME, FPT1 e FPT2

(3,80%=0,30; 3,30%0,30 e 3,43+0,10, respetivamente), ao longo das 4 semanas encon-

tram-se dentro dos parametros descritos na bibliografia.
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4.2 Quantificacdo do teor de cinza

O teor médio de cinza no inicio das analises para as formulas FME, FPT1, FPT2 e FPT3
foi respetivamente 2,27%=0,05, 3,46+0,14, 2,96%=0,05 e 3,27%0,02 e no final foi
1,36%z0,10, 2,44%=0,17, 1,98%=0,03 e 2,25%+0,05. Quando comparadas as duas sema-
nas analisadas, conclui-se que o teor de cinza média sofreu alteracdes estatisticamente sig-

nificativas (Teste t-Student para amostras emparelhadas, t (3)= 42,747, p< 0,05).
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Figura 4.3. Comparagdo dos valores médios de teor de cinza, quando comparados os valores das
semanas inicial e final. As colunas representam os valores médios de teor de cinza. As linhas ver-
ticais representam a média + Desvio-Padréo (DP).

Ao analisar os resultados obtidos, figura 4.3, observou-se que o teor de cinza total sofre
uma diminuicdo da semana O para a semana 4, ou seja, nas quatro formulas analisadas
existe uma perda significativa de matéria inorganica, sendo o teor de cinza o teor de mine-

rais presentes num alimento, como o sadio, potassio, célcio entre outros.
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Figura 4.4. Variacao do teor de cinza para as formulas FME, FPT1, FPT2 e FPT3. Os resultados
referem-se a média de quatro analises realizadas em triplicado para cada semana. As linhas verti-

cais correspondem aos valores do Desvio-Padréo (DP).

A férmula que apresentou um menor teor de cinza inicial (semana 0) foi a formula FME
(2,27%z0,05), para fins medicinais especificos, seguindo-se as formulas para prematuros
FPT2 (2,96%+0,05), FPT3 (3,27+0,02) e FPT1 (3,46+0,14). Verificou-se que as formulas
que obtiveram a maior perda de matéria mineral foram as férmulas FPT1 e FPT2 (1,02%, e

0.98%, respetivamente) seguindo-se a formula FME com 0,91%.

Segundo Ekpete et al (2013) o teor de cinza em férmulas lacteas esta compreendido entre
2,30% e 3,56%. Os valores obtidos nesta andlise sdo concordantes com os valores reporta-

dos pelo autor supracitado.

4.3 Quantificacdo do teor de acidez

Quando comparados os dados dos 5 momentos em que as formulas foram analisadas, 0s
resultados obtidos no teste ANOVA de medidas repetidas com uma corre¢do de Huynh-
Feldt (¢=0,871) mostram que a acidez sofreu alteragdes estatisticamente significativas entre

os diferentes periodos de tempo F (3,484;10,451) = 8,613, P <0,05).
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Figura 4.5. Comparacdo dos valores médios de teor de acidez, quando comparados os valores das 5
semanas. As colunas representam os valores médios de teor de acidez. As linhas verticais representam
a média = Desvio-Padréo (DP).

A figura 4.5 mostra que a % média de acidez aumentou gradualmente sendo que a formula
FME sofreu um aumento de 2,46% a formula FPT1 1,67% a formula FPT2 0,42% e a for-
mula FPT3 1,31%.

Adicionalmente, realizou-se um teste t-Student para amostras emparelhadas, comparando a
% de acidez média nos momentos inicial e final deste estudo, concluindo-se que a diferen-
ca de acidez média do inicio para o fim da experiéncia é estatisticamente significativa (t
(3)=-3,486; p<0,05).
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Figura 4.6. Variagdo do teor de acidez para as formulas FME, FPT1, FPT2 e FPT3. Os resultados
referem-se a média de quatro analises realizadas em triplicado para cada semana. As linhas verticais
correspondem aos valores do Desvio-Padrdo (DP).

Verificou-se um aumento do teor de acidez ao longo das quatro semanas de ensaios. As
formulas FPT3 e FPT1 foram as que apresentaram valores mais baixos no inicio dos
ensaios (4,66%zx0,57 e 4,99%=0,01, respetivamente). As formulas FPT2 E FME apresenta-
ram valores iniciais de acidez muito proximos (8,53%z=0,58 e 8,97%z=1,01, respetivamen-
te).

Comparando as diferentes férmulas é possivel verificar que as formulas FME, FPT1 e
FPT3 foram as que sofreram um maior aumento do teor de acidez da semana 0 para a
semana 1. A formula FPT2 apresentou valores de acidez relativamente constantes ao longo
de 4 semanas. As analises efetuadas por Semeniuc et al (ano2012) em formulas lacteas
revelam um teor de acidez entre 2%-7%. Os valores obtidos no presente trabalho encon-
tram-se acima dos valores obtidos pelo supracitado autor. O aumento significativo do teor
de acidez pode dever-se a formagdo de CO, pela reagdo de Maillard, e de &cido lactico
(Semeniuc et al 2012).
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4.4 Quantificacdo do teor de azoto total

Como se ilustra na representacdo grafica do 4.7 o teor médio de azoto total aumentou, do
inicio da experiéncia (média=13,85) para o final (média=15,45).
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Figura 4.7. Comparacéo dos valores médios de teor de proteina, quando comparados os valores das
semanas inicial e final. As colunas representam os valores médios de teor de proteina. As linhas verti-
cais representam a média + Desvio-Padrao (DP).

Recorrendo ao teste t-Student para amostras emparelhadas, observou-se um aumento esta-

tisticamente significativo do teor de azoto total (t (3) =-2,725, p< 0.05).

32



Estabilidade fisico-quimica de formulas infantis | 2013

20

18 1

16 I
< 14
=
[
5 0 ® FME
[a . -
S 8 FPT1
(=]
> 6 FPT2

4 FPT3

2

0

0 4
semanas

Figura 4.8. Variacéo do teor de proteina para as formulas FME, FPT1, FPT2 e FPT3. Os resultados
referem-se a média de quatro analises realizadas em triplicado para cada semana. As linhas verticais
correspondem aos valores do Desvio-Padrdo (DP).

A férmula que apresentou um menor teor de proteina foi a formula FME (2,38g/ 100 Kcal)
destinada a fins medicinais especificos. A formula FPT1 apresentou o valor mais elevado
(3,11g/ 100 Kcal), seguindo-se a formula FPT3 (2,85g/ 100 Kcal) e, por fim, a formula
FPT2 (2,73g/ 100 Kcal). Diversos autores (Atkinson et al, 1981; Atkinson et al, 1983 e
Lucas et al, 1984) referem que as formulas para prematuros sdo desenvolvidas com um
perfil de nutrientes diferente do leite humano e de formulas de termo dado que os prematu-
ros tém um melhor crescimento quando a formula € suplementada com proteinas e sais

minerais.

Segundo o decreto-lei n°217/ 2008 ¢ o “European Union for the composition of stating
infant milk formula” os valores obtidos na semana 0 encontram-se dentro dos limites esta-
belecidos, excepto para a formula FPT1 que continha um valor acima do admitido na legis-
lacdo (3,11 g/100 Kcal) sendo o maximo permitido de 3 g/ 100 Kcal. Na ultima semana
duas das quatro férmulas possuiam um valor acima do permitido, 3,07 g/100 Kcal para a
formula FME e 3,11 g/100 Kcal para a férmula FPTL.
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4.5 Quantificacédo do teor de gordura

Uma vez que ndo se verifica o pressuposto de normalidade para os dados referentes a
semana 4, foi realizado o teste de Friedman. Quando comparados 0os 5 momentos, os resul-

tados indicam a existéncia de diferencas estatisticamente significativas ao longo do tempo

(teste de Friedman, 5 (4)= 11, p<0,05).

Como se pode observar na representagdo gréfica 4.10, o teor médio de gordura nas amos-

tras analisadas, aumentou ao longo das semanas.
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Figura 4.9. Comparacédo dos valores médios de teor de gordura, quando comparados os valores das 5
semanas. As colunas representam os valores médios de teor de gordura. As linhas verticais represen-
tam a média + Desvio-Padrdo (DP).
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De facto, desde o inicio da experiéncia até a 3.2 semana, houve um aumento significativo
da percentagem média de gordura (teste t-Student para amostras emparelhadas, t (3)=
-7,589, p<0,05).
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Figura 4.10. Variagdo do teor de gordura para as férmulas FME, FPT1, FPT2 e FPT3. Os resultados
referem-se a média de quatro analises realizadas em triplicado para cada semana. As linhas verticais
correspondem aos valores do Desvio-Padrdo (DP).

A férmula FPT1 apresentou 0 menor teor de gordura (4,21 g/100 Kcal), seguindo-se FME
com 4,63 g/100 Kcal, FPT3 com 5,10 g/100 Kcal e, por fim, FPT2 com 5,20 g/ 100 Kcal.
A férmula FME sofreu um aumento constante do teor de gordura ao longo das quatro

semanas de ensaios enquanto as restantes formulas sofreram oscila¢@es no seu valor.

Segundo Berlim et al (1968), a lactose amorfa € muito sensivel a absorcdo de humidade
durante o armazenamento de leite em pd. A temperatura a qual a lactose, que se encontra
no estado amorfo, sobre uma transformacdo para o estado elastico (fluido) é conhecida
como a temperatura de transicdo vitrea (Tg). A temperaturas superiores a Tg, a viscosidade
diminui e aumenta a mobilidade molecular, permitindo que as moléculas formem uma
estrutura cristalina mais ordenada (Hogan et al 2010). Assim o aumento de gordura obser-
vado ocorre devido a transformacédo da lactose do estado amorfo para o estado cristalino
durante o armazenamento que tem efeitos prejudiciais sobre a estabilidade do leite em po,

levando assim ao aumento dos niveis de gordura livre (Kim et al 1981)
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4.6 Avaliacao do perfil em acidos gordos por cromatografia gasosa

Tabela 4.2. Resultados médios obtidos para o teor de acidos gordos onde FME corresponde & formula lactea destinada a lactentes dos 0-6 meses para fins medicinais especificos e FPT1, FPT2 e
FPT3 as formulas lacteas destinas a recém-nascido pré-termo

FPT1 FME
Acidos gordos 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Saturados
C8:0 3,53+0,37 1,83+1,60 3,44+0,09 3,61+0,28 3,30+0,07 1,09+0,05 0,71+0,04 0,78+0,12 0,82+0,17 0,8+0,09
C10:0 2,95+0,13 1,46x1,10 2,82+0,09 2,85%0,10 2,76+0,01 0,90+0,04 0,84+0,04 0,84+0,02 0,87+0,06 0,87+0,02
C12:0 10,1+0,18 10,50+0,99 9,54+0,17 9,47+0,09 9,27+0,23 10,97+0,19 10,87+0,27 10,79+0,27 11,16+0,28 11,33+0,09
C13:0 N.D 0,035+0,007 0,04+0,01 0,03 0,03+0,01 0,02 N.D N.D N.D N.D
C14:0 4,71+0,04 4,62+0,23 4,34+0,02 4,32+9,41 4,35+0,01 4,71+0,14 4,63+0,02 4,69+0,08 4,84+0,10 4,83+0,05
C15:0 N.D N.D 0,03+0,01 0,03+0,01 0,04+0,01 0,025+0,02 0,01 N.D 0,03+0,02 0,01
C16:0 13,9+0,15 17,32+4,03 13+0,1 12,82+0,18 13,20+0,07 19,29+0,12 13,53+3,51 14,13+4,76 20,01+0,53
C18:0 6,34+0,08 5,35+1,42 8,41+0,36 9,12+0,47 6,34+4,69 5,32+4,55 6,13+4,70 11,22+1,50 1,62+2,71 9,38+7,91
Totais 41,53 41,115 41,62 42,25 46,15 42,325 36,72 42,45 39,35 27,22
C16:1 N.D 0,17+0,08 0,20+0,04 0,18+0,01 0,18 0,10+0,01 0,02 0,06+0,06 0,02 6,98+£12,04
C18:1n9 37,35+0,1 38,77+0,90 34,82+0,41 34,20+0,44 37,15+4,55 36,11+0,58 36,98+0,54 34,15+1,29 30,33+15,08 354
C20:1 n9 N.D 0,31+0,026 0,26+0,01 0,26+0,01 0,27 0,37+0,01 0,11+0,01 0,19+0,12 0,84+1,26 0,21+0,14
C24:1n9 0,34 N.D N.D N.D N.D 0,01 N.D N.D N.D 0,18+0,02
Totais 37,69 39,25 35,28 34,64 37,6 36,58 37,11 34,4 31,19 42,59
C16:2 N.D 0,11+0,06 0,01 0,01 0,02+0,01 0,06+0,02 N.D N.D N.D 0,01
C16:3 N.D N.D 0,05+0,02 0,06+0,01 0,07+0,01 N.D N.D 0,01 N.D N.D
C18:2 n6 17,57+0,18 15,85+3,53 19,76+0,28 19,78+0,74 19,61+0,22 13,75+0,23 14,05+0,17 13,94+0,17 13,55+0,38 12,86+0,08
C18:3n3 N.D 0,095+0,06 0,10+0,05 0,09+0,02 0,17+0,03 N.D N.D N.D 13,72+0,86 N.D
C18:4n3 1,37+0,05 2,25+0,47 1,65+0,08 1,67+0,02 1,68+0,04 2,54+0,05 1,92+1,03 2,55+0,08 2,55%0,03 2,26x0,07
C20:2 N.D 0,35+0,17 0,16+0,02 0,14+0,01 0,17 0,51+0,03 N.D N.D 0,26+0,15 N.D
C20:4 n6 0,37+0,04 0,35+0,07 0,44+0,01 0,44+0,02 0,44+0,01 0,33+0,03 0,30+0,01 0,32+0,02 0,22+0,19 0,28+0,02
C20:5n3 0,33+0,04 0,21+0,1 0,31+0,02 0,32 0,34+0,02 N.D 0,02+0,01 0,03 0,09+0,06 N.D
C22:5n3 0,12+0,02 0,07+0,03 0,11+0,01 0,11+0,02 0,11+0,01 0,07+0,03 N.D N.D 0,04£0,01 0,07£0,04
C22:6 n3 0,185+0,04 0,2+0,07 0,3+0,01 0,29+0,02 0,3£0,01 0,13+0,01 0,04 0,1+0,05 0,06+0,06 0,04+0,01
Totais 19,945 19,375 22,83 22,84 22,82 17,33 16,33 16,94 30,49 15,51
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FPT2 FPT3
Acidos gordos 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
©Saturados
C8:0 11,55+8,98 0,61+3,49 18,63+0,96 26,12+0,48 11,9+10,03 19,6620,57 18,99+0,18 10,05+7,94 0,51+0,03 6,44+10,11
C10:0 13,23+5,84 0,59+3,57 9,59+0,38 13,81+0,1 6,37+5,17 10,03+0,44 9,60+0,15 15,62+5,12 0,44+0,01 3,53+5,27
C12:0 4,85+5,79 4,10+3,65 0,72+0,04 1,07+0,05 1,81+1,86 0,92+0,04 0,72 6,58+5,04 3,850,09 2,95+1,87
C13:0 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D 0,02
C14:0 0,64+0,06 2,04+3,77 0,53+0,03 0,75+0,03 1,03+0,85 0,68+0,1 0,53+0,01 0,65+0,07 2,02+0,03 1,60+0,84
C15:0 N.D N.D N.D N.D N.D N.D 5,72+0,11 N.D N.D 0,04+0,014
C16:0 3,33+3,98 12,75%3,92 5,72+0,30 6,74+0,07 8,53+4,71 6,16+0,32 0,02+0,01 2,36+3,20 17,27+0,07 13,54+6,61
C18:0 0,61+0,83 6,21+2,62 13,85+6,26 16,39+14,96 2,58+0,53 9,76+3,58 4,55+3,44 10,78+0,99 9,53+6,90
Totais 34,21 26,3 49,04 64,88 29,64 40,03 45,34 39,81 34,87 37,65
C16:1 3,005+4,21 N.D N.D N.D N.D 0,08+0,01 N.D N.D 0,095+0,01 0,11+0,03
C18:1n9 1,20+0,13 3,32+2,34 1,27+1,33 2,29+171 4,76+3,85 35,3+0,66 1,96+2,52 1,70+1,00 43,96+1,18 41,5945 ,61
C20:1 n9 1,075+1,41 0,11+6,55 0,02+0,01 0,11+0,09 0,08+0,03 0,23+0,01 0,04+0,01 1,16+1,08 0,39+0,02 0,40+0,09
C24:1n9 N.D 0,11+6,72 N.D 1,35+0,02 N.D 0,03 N.D N.D 0,03+0,11 0,01
Totais 5,28 343 1,29 2.4 4,84 35,61 2 2,86 44,445 421
C16:2 N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D N.D
C16:3 N.D N.D N.D N.D N.D 0,05+0,01 N.D N.D 0,075+0,04 0,07+0,02
C18:2n6 5,51+6,77 7,32+2,38 17,46%5,66 8,80+3,22 6,79+5,88 20,6+0,78 10,27+9,58 10,67+11,09 16,90+0,54 18,19+2,77
C18:3n3 2,9 3,45+1,13 N.D N.D N.D 1,11+1,51 N.D N.D N.D N.D
C18:4n3 5,98+5,15 1,31+0,43 1,67+0,47 1,11+0,08 2,15+0,14 2,29+0,01 2,30+0,04 5,19+5,35 1,99+0,12 2,11+0,25
C20:2 0,045+0,01 0,24+6,92 0,01+0,01 0,10,14 0,13+0,19 0,11+0,01 0,025+0,01 0,02+0,01 0,46+0,035 0,33+0,13
C20:4 n6 0,32+0,42 0,14+6,39 0,43+0,24 0,26+0,03 0,48+0,15 0,63+0,02 0,59+0,01 0,21+0,34 0,32+0,01 0,43+0,18
C20:5n3 0,33+0,30 0,07+6,86 0,07+0,025 0,22+0,18 0,1+0,02 0,35 0,095+0,01 0,26+0,25 0,32+0,01 0,365+0,012
C22:5n3 N.D 0,04+6,72 N.D N.D N.D 0,09+0,02 N.D N.D 0,11+0,01 0,12+0,02
C22:6 n3 0,15+0,13 0,04+7,20 0,07 0,51+0,29 0,17+0,09 0,25+0,02 0,17+0,09 0,06+0,02 0,25+0,01 0,25+0,02
Totais 15,235 12,61 19,71 11 9,82 25,43 13,45 16,41 20,35 21,795
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Quando comparadas as cinco semanas analisadas concluiu-se que o perfil em acidos gor-
dos ndo sofreu diferencas estatisticamente significativas entre os diferentes periodos de
tempo. Os acidos gordos saturados (teste de Friedman, x* (4)= 2,4, p= 0,715), monoinsatura-
dos (teste de Friedman, x*(4)= 6, p= 0,205) e 0s 0s acidos gordos polinsaturados (ANOVA
para medidas repetidas, com correcdo de Huynh-Feldt, F (4,000;12,000) = 0,918, P <0,05)
ndo sofreram alteracOes estatisticamente significativas.
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Figura 4.11. Comparacdo dos valores médios de teor de acidos gordos saturados (SFA), quando com-
parados os valores das 5 semanas. As colunas representam os valores médios de teor de cinza. As
linhas verticais representam a média + Desvio-Padrao (DP).
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Figura 4.12. Comparagdo dos valores médios de teor de &cidos gordos monoinsaturados (MUFA),
guando comparados os valores das 5 semanas. As colunas representam os valores médios de teor de
cinza. As linhas verticais representam a média £ Desvio-Padrao (DP).
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Figura 4.13. Comparagdo dos valores médios de teor de &cidos gordos monoinsaturados (MUFA),
guando comparados os valores das 5 semanas. As colunas representam os valores médios de teor de
cinza. As linhas verticais representam a média + Desvio-Padrdo (DP).
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Figura 4.14. Variacdo do teor de 4cidos gordos saturados (SFA), para as formulas FME, FPT1,
FPT2 e FPT3. Os resultados referem-se a média de quatro analises realizadas em triplicado
para cada semana respetivamente. As linhas verticais correspondem aos valores do Desvio-
Padrdo (DP).
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Figura 4.15 Variacdo do teor de &cidos gordos monoinsaturados (MUFA) para as formulas
FME, FPT1, FPT2 e FPT3. Os resultados referem-se a média de quatro analises realizadas em
triplicado para cada semana respetivamente. As linhas verticais correspondem aos valores do
desvio padréo.
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Figura 4.16. Variacéo do teor de 4cidos gordos polinsaturados (PUFA) para as formulas FME,
FPT1, FPT2 e FPT3. Os resultados referem-se a média de quatro analises realizadas em tripli-
cado para cada semana respetivamente. As linhas verticais correspondem aos valores do desvio
padrao.

A andlise do perfil em &cidos gordos para as quatro formulas, ao longo de 4 semanas, con-
duziu a resultados inconclusivos. Assim, optou-se por considerar apenas 0s resultados

obtidos a semana O para as diferentes férmulas.

Estudos desenvolvidos por Carmen et al (2010) indicam nédo existirem alteracGes do teor
em acidos gordos ao longo do periodo de armazenamento de diferentes formulas infantis,

contrariamente ao observado no presente estudo.

O é&cido gordo maioritério na formula FPT1 foi o 4cido oleico (C18:1 n9) com 37,35%+0,1
seguindo-se o acido linoleico (C18:2 n6) com 17,57%=0,18. O teor de acidos gordos satu-
rados (SFA) foi de 42,53%, sendo 13,9% é&cido palmitico (C16:0). A totalidade de acido
miristico (C14:0) e &cido laurico (C12:0) ndo excedeu 20% do teor de gordura total. Os
LC-PUFA n-3 e n-6 ndo excederam o limite de 1% estipulado pelo decreto- lei. O &cido
eicosapentaendico excedeu o acido docosahexaendico, contrariamente ao indicado na
bibliografia, Carmen et al (2010). O teor de acido docosahexaenoico ndo excede o valor de
LC-PUFA n-6. O somatdrio de acidos gordos monoinsaturados (MUFA) foi 37,69% e de
polinsaturados (PUFA) foi 19,45%. No estudo realizado por Carmen et al (2010) sao refe-
ridos valores para 0s SFA de 37,26%, de MUFA 43,09% e de PUFA 19,0%, valores con-

sistentes com os resultados obtidos no presente trabalho.
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Para FME verificou-se que o acido oleico era o acido maioritario com 36,98%z=0,54 e que
0 &cido linoleico estava presente em 14,05%+0,17. O teor de &cidos gordos saturados,
monoinsaturados e polinsaturados foram 36,72%, 37,11% e 16,33%, respetivamente. Tal
como para FPT1, a soma dos acidos miristico e laurico ndo excedeu 20%, os valores de
LC-PUFA n-3 e de LC-PUFA n-6 também ndo ultrapassaram o limite legal de 1% e o &ci-

do eicosapentaendico excedeu o acido docosahexaendico.

Os valores obtidos para FPT1 e FME estdo concordantes com a bibliografia, sendo que
Lopez-Lopez et al (2002) e Romeu-Nadal et al (2007) referem valores semelhantes em

estudos realizados com varias formulas lacteas.

As férmulas FPT2 e FPT3 ndo possuem valores concordantes com a bibliografia, possi-
velmente devido a morosidade na sua analise no cromatografo gasoso, que pode ter condu-

zido a alteracdes no perfil em acidos gordos das amostras.
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Figura 4.9. Cromatograma do perfil em acidos gordos da formula FPT1 a semana 0

A- Acido caprilico (C8:0); B- Acido caprico (C10:0); C- Acido laurico (C12:0); D- Acido miristi-
co (C14:0); E- Acido palmitico (C16:0); F- Acido estearico (C18:0); G- Acido oleico (C18:1 n9);
H- Acido linoleico (C18:2 n6); I- Acido estearidonico (C18:4 n3); J- Acido araquiddnico (C20:4
n6); K- acido nervonico (C24:1 n9).
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5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPETIVAS FUTURAS

No presente trabalho estudou-se a estabilidade fisico-quimica de formulas infantis no que

respeita ao teor de humidade, cinza, acidez, proteina, gordura e perfil em &cidos gordos.

As formulas para prematuros FPT2 e FPT3 sofreram o maior aumento do teor de humidade
(0,80% e 0,74%, respetivamente) e também a maior perda de matéria mineral (1,02%). A
formula para recém-nascidos a termo, FME, foi a que apresentou o maior teor de acidez
inicial seguindo-se as férmulas para recém-nascido pré-termo FPT1 e FPT3. A férmula
FPT1 apresentou o menor teor de gordura inicial e a formula FPT2 o maior teor. Contra-
riamente, FPT1 foi a férmula que exibiu o maior teor de proteina inicial, seguindo-se as
formulas FPT3 e FPT2.

O perfil em &cidos gordos para as quatro formulas ndo conduziu a resultados conclusivos
uma vez que as analises no cromatégrafo gasoso ndo foram efetuadas com a celeridade
desejada, pela necessidade de se respeitar a ordem de utilizacdo do aparelho. Apesar de as
formulas FME e FPT1 apresentarem valores inconsistentes quando analisadas as 4 sema-
nas, foi possivel discutir os resultados para a semana inicial e retirar algumas conclusoes,
nomeadamente, que os &cidos gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados encon-

travam-se em proporc¢des semelhantes as reportadas na bibliografia.

Como trabalho futuro, seria interessante testar outras temperaturas de armazenamento, pro-
curando simular as condi¢des de conservagdo no verdo. Estudos de oxidacdo lipidica e de
regiodistribuicdo dos acidos gordos no TAG serdo igualmente interessantes de realizar

futuramente.

Sugere-se também que sejam testadas mais férmulas, com mais replicacbes para cada for-
mula, para ser possivel uma comparacgéo entre formulas para recém-nascidos pré-termo e
recém-nascidos a termo. Neste trabalho, para cada formula, foram feitas medi¢bes em 5
momentos distintos, para 3 amostras, mas todas retiradas da mesma embalagem, pelo que

nédo houve replicacao.
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