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BIOACESSIBILITY OF ZINC, CALCIUM AND PHOSPHORUS IN SOYBEAN EXTRACT AND COW, GOAT, SHEEP MILK
SAMPLES. This work describes the bioaccessibility in vitro simulated gastric digestion for levels of Zn, Ca, and P in milk and

soybean extract samples. Total and dialyzed levels were determined by ICP OES. According to results of the dialyzed samples, it can
be concluded that in 250 mL of milk (a glass) the body can be absorb about 1.2 + 0.2 mg, 14.8 = 1.2 mg, 4.5 + 0.8 mg, 2.2 + 0.4 mg
and 4.9 = 0.6 mg of Zn; 2079 + 133 mg, 305 + 4 mg, 2396 + 16 mg, 2444 + 54 mg, and 1527 + 71 mg of Ca; and 2023 + 275 mg,
811 + 14 mg, 2688 + 39 mg, 5089 + 474 mg and 3467 + 63 mg of P for raw sheep’s milk, soybean, raw cow’s milk, UHT goat’s
milk, and UHT cow’s milk, respectively. These results correspond to approximately 45, 118, and 267% of diary human needed of

Zn, Ca, and P, respectively. Accuracy was verified using CRM (NIST 8435) for total levels, and dialyzed samples were compared

with FAAS, statistically evaluated by Student’s 7-test. Results confirmed the methodology efficiency and allowed an estimate of the

bioacessibility of nutrients.
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INTRODUCAO

A estimativa da biodisponibilidade, isso €, a proporcio de um
dado nutriente em um dado alimento ou dieta que o corpo realmente
utilize e a bioacessibilidade, que se refere a “fracdo de um composto
que € liberado de sua matriz no trato gastrointestinal e, assim, tor-
na-se disponivel para absor¢@o intestinal (ou seja, entra na corrente
sanguinea)”,"? juntamente com a determinacdo das formas quimicas
relacionadas as fontes de minerais utilizados sdo importantes, consi-
derando que os elementos normalmente nao se encontram totalmente
disponiveis do ponto de vista nutricional ou ambiental. Os minerais
podem se apresentar na forma inorganica (6xidos, sulfatos, carbo-
natos, etc), ou na forma organica, sendo que geralmente as fontes
inorganicas apresentam baixa biodisponibilidade.*

Do ponto de vista nutricional, € de grande interesse o conheci-
mento dos teores de zinco (Zn), célcio (Ca) e fésforo (P) no leite e
as fragdes desses elementos que podem ser absorvidas ou utilizadas,
ou seja, a sua bioacessibilidade.®> A abordagem ideal seria a avalia¢do
in vivo, porém esses estudos sdo, em geral, demorados e até impra-
ticavel para aplicagdes em grande escala.®

Os métodos in vitro constituem uma boa alternativa para os mé-
todos in vivo na avaliacdo da bioacessibilidade de nutrientes, sendo
assim, os mais estudados. Esses métodos normalmente se baseiam na
simulagdo da digestdo gastrointestinal, seguida pela determinagdo da
quantidade de um determinado elemento soldvel ou dialisado através
de uma membrana de certo tamanho dos poros.”®

Peptideos fosforilados (CPPs), codificados como o;-, 0.,- €
B-caseinas podem formar complexos soldveis com minerais
como calcio, ferro e zinco em pH intestinal, modulando sua
bioacessibilidade, possibilitando sua acdo como minerais soliveis ou
transportadores, conhecidos como caseinas fosfopeptidicas (CPPs)
que podem ser liberadas durante a digestdo enzimadtica de produtos
derivados do leite.”!” Dessa forma, com o conhecimento das principais
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formas quimicas € possivel se estudar a bioacessibilidade de um dado
elemento, sendo possivel aprimorar, por exemplo, a dieta dos animais
para a producdo de alimentos mais indicados para as populagdes.

Existe uma grande demanda por procedimentos que possibilitem
a determinagdo da concentracao, da forma quimica e do valor nutri-
tivo de elementos traco nos alimentos, os quais podem viabilizar a
possibilidade de se obter informacdes relevantes a respeito da liga-
¢do metal-proteina. O desenvolvimento de metodologias analiticas
exatas e seletivas para a quantificacdo dessas diferentes espécies ¢
de extrema importincia.>!!

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi estimar a bioacessi-
bilidade e redistribui¢do de Zn, Ca e P nas amostras de leite bovino
integral in natura, ovelha in natura, bovino integral UHT, cabra
integral UHT e extrato de soja ap6s a simulacio in vitro da digestdo
gastrointestinal.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacao

Espectrometro dptico de emissdo com plasma acoplado indu-
tivamente (ICP OES) com configurag@o radial (Varian, Vista RL,
Mulgrave, Australia) foi empregado para a determinagao dos teores
totais e os digeridos in vitro de Zn, Ca e P. Nesse equipamento foi
empregado nebulizador V-Groove, cdmara de nebulizacdo Sturman
Master, poténcia da rddio freqiiéncia de 1,05 kW. As vazdes do gis
no nebulizador, do plasma e do géds auxiliar foram 0,60 L min™,
15 L min™ e 1,50 L min!, respectivamente. Os comprimentos de
onda foram otimizados, sendo utilizados 213, 857 nm para o Zn,
396, 847 nm para Ca e 178, 222 nm para P.

Reagentes e solucgoes

Todos os materiais empregados foram previamente lavados com
detergente neutro e dgua corrente, abundantemente enxaguados com
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dgua destilada e deixados em banho de HNO; 10% (v/v) por no mini-
mo 24 h. A seguir, os materiais foram enxaguados com dgua ultrapura.

Todo o preparo de solugdes, os procedimentos de preparo de
amostras e bioacessibilidade foram feitos em capela de fluxo laminar
para evitar problemas de contaminacao.

Reagentes de grau analitico e dgua deionizada a 18 MQ cm em
sistema Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, USA) foram emprega-
dos para preparo das solucdes. As solugdes estoque de Zn, Ca e P
foram preparadas a partir da dilui¢do de solucio padrdao comercial
1000 mg L' (Teclab, Brasil). As curvas de calibragdo para as de-
terminagdes de teores totais em meio HNO, (Aldrich Chemical,
Milwaukee, WI, USA) 1% (v/v) e dos teores dialisados em meio
0,1 mol L' de NaHCO; (Vetec Quimica Fina Ltda., Brasil) foram de
10 2200 mg L' para Cae Pe de 0,1 a2 mg L' para Zn.

Amostras e teores totais

Amostras de leite puro de vacas Holandesas e ovelha Santa Inés
foram coletadas na Embrapa Pecudria Sudeste, localizada em Sao
Carlos, SP, enquanto amostras de leite de vaca UHT, leite de cabra
UHT e extrato a base de soja foram adquiridas no mercado local de
Sdo Carlos, SP, Brasil. As amostras foram armazenadas em geladeira a
-4 °C antes das andlises e o material de referéncia certificado utilizado
para avaliar a exatiddo do método proposto foi o National Institute
of Science and Technology (NIST, Gaithersburg, MD, USA) Whole
Milk Powder (NIST 8435).

Os teores totais de Zn, Ca e P foram determinados nas amos-
tras empregando forno com radiacdo micro-ondas com cavidade
(Multiwave, Anton Parr) contendo rotor com 6 frascos de polietileno
modificado. Basicamente, 2,5 mL das amostras de leite ou 250 mg de
material certificado de referéncia (NIST 8435 Whole Milk Powder),
foram utilizados na determinacdo. Assim, 1,0 mL de H,O, (Aldrich
Chemical, Milwaukee, WI, USA) (30% m/m) e 2,0 mL HNO,
(50% v/v) foram utilizados nas digestdes. O programa de aquecimento
utilizado foi de 5 min de 0 a 100 W, 5 min a 600 W, 5 min a 1000 W
seguido por 15 min de resfriamento. Apés a digestdo, as amostras
foram diluidas para 20 mL com dgua deionizada e as fracdes de massa
foram determinadas por ICP OES.

Estudos de bioacessibilidade in vitro

Para a simulacdo da digestdo gastrointestinal in vitro usou-se
potencidmetro (pH Meter Tec-2), banho-maria (Solab, Piracicaba,
Brasil), mesa agitadora (Marconi, Piracicaba, Brasil) e membrana de
didlise com tamanho de poros de 12000-16000 Da (Inlab, Sdo Paulo,
Brasil). A bioacessibilidade do Zn, Ca e P nas diferentes amostras
estudadas foi determinada com o emprego de procedimento in vitro
desenvolvido por Miller er al.,'”* com modificagdes. O experimento
baseou-se na simulacéo da digestdo gastrointestinal com pepsina-HCl
durante a fase géstrica e sais de bile-pancreatina na fase intestinal. A
solucdo de pepsina (Vetec Quimica Fina Ltda., Brasil) foi preparada
dissolvendo 16 g de pepsina em 100 mL de HCI (Aldrich Chemical,
Milwaukee, WI, USA) 0,1 mol L!. A solugdo de pancreatina
(Sigma—Aldrich, Germany) e sais biliares (Sigma—Aldrich, Germany)
foi preparada pela dissolucdo de 0,5 g de pancreatina e 3,13 g de
extrato de bile em 125 mL de NaHCO; 0,1 mol L"'. Adicionaram-se
40 mL de cada amostra, em triplicata, e ajustou-se o pH para 2 com
solu¢do de HCI 2 mol L. Em seguida, 6,4 mL de pepsina em meio
0,1 mol L' de HCI foi adicionado e a solucéo foi transferida para
banho-maria a 37 °C com agitagdo (127 rpm), permanecendo nesta
condigdo durante 2 horas. Essa etapa simula a digestdo do alimento
que ocorre no estdmago. Apés esta etapa, cada amostra de 40 mL
do digerido de pepsina foi separada em duplicatas de 20 mL, sendo
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uma delas utilizada para o procedimento de titulacdo e a outra para
a didlise. Para o procedimento de titulacdo, 5 mL de solugdo de
pancreatina e sais de bile foram adicionados nos 20 mL do digerido
de pepsina de cada amostra. Em seguida, titulou-se as amostras com
0,5 mol L' de solu¢do de KOH (Chemco, Campinas, Brasil) até
aproximadamente pH 7,5, para simulagio do valor de pH encontrado
no meio do intestino de um individuo. Anotou-se o volume de KOH
utilizado na titulagd@o. Esse volume de KOH anotado foi utilizado para
a preparagdo de NaHCO,; e, assim, colocado dentro da membrana de
didlise hidratada. Dessa forma, o interior da membrana de didlise deve
estar em meio tamponado (NaHCO;) para que, durante o processo de
didlise, ndo ocorra mudanca brusca de pH e precipitacdo das proteinas.
Transferiu-se 6 mL de solugio 0,5 mol L'! NaHCO; e ajustou-se o
volume para 25 mL com dgua deionizada. A seguir, colocou-se essa
solucdo dentro da membrana de didlise, que foi fechada cuidadosa-
mente nas duas extremidades. A membrana foi colocada dentro de
um becker em contato com a amostra digerida com pepsina e levado
ao banho-maria por 30 minutos a 37 °C e com 127 rpm de agitacao.
Em seguida, adicionou-se 5 mL de solu¢do de pancreatina e sais
de bile, juntamente com a amostra e a membrana de didlise, sendo
novamente colocada em banho-maria sob agitacdo a 127 rpma 37 °C
durante 2 horas.'®* Apds esse periodo, o conteddo das membranas foi
retirado e o dialisado analisado em triplicata, para a determinag@o de
Zn, Cae P por ICP OES. O célculo realizado para a determinagao da
porcentagem dialisada (E) estd apresentado na equacéo 1.

o, E dialisado (mg/L) x volume dialisado (25 mL)
% de E dialisdvel = — x100 (1)
E total (mg/L) x volume inicial da amostra (20 mL)

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinacio dos teores totais

A composicdo quimica e a determinacio dos teores de minerais
no leite sdo importantes para o entendimento da influéncia fisiolégica
na nutricdo humana e animal e a toxicidade dos elementos trago.'*
Os resultados obtidos para o material de referéncia certificado e
para as amostras estudadas estdo apresentados respectivamente nas
Tabelas 1 e 2.

Os resultados obtidos para Zn e Ca em leite bovino (Tabela 2)
se encontram na mesma faixa de concentragio observada por outros
autores.'>!* O mesmo ocorreu com o fésforo, cujos teores obtidos
estdo de acordo com trabalho de Gaucheron'® e também para os
trés elementos em leite de cabra, de ovelha e bovino demonstrados
em Raynal-Ljutovaca et al.'” Para o extrato de soja, na fase soldvel,
valores similares aos obtidos neste trabalho foram observados na
literatura.'®!” Como esperado, Ca apresentou os valores mais elevados,
pois € o nutriente mais abundante no leite, seguido do P. Esses dois
nutrientes estdo bastante relacionados, apresentando uma razao Ca/P
normalmente constante e importante na dieta.

O Zn, dentre os micronutrientes presentes no leite, € o que apre-
senta uma maior concentragdo. Também se apresenta importante na

Tabela 1. Fracoes de massa (mg kg') de Zn, Ca, e P obtidas em material
de referéncia certificado de leite (NIST 8435) e coeficiente de variagdo
(CV, %),n=3

Valor certificado Valor obtido CV (%)
Zn 28,0 +3,1 30,5+0,4(0,9) 1,3
Ca 9220 + 490 10408 + 645 (2,6) 6,2
P 7800 + 490 8604 + 666 (2,1) 7,7

Valor de ¢ de Student com 95% de confianga = 4,30; () = valor de ¢ calculado.
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nutricdo humana e animal, associado as moléculas organicas e na
forma de sais inorgdnicos. No caso de aminodcidos como a histidina
e ametionina, além de fosfatos e dcidos organicos, ajudam na biodis-
ponibilidade deste elemento.® Além disso, esses trés elementos estdo
de certa forma associados a uma das mais importantes proteinas do
leite, a caseina, sendo que no leite bovino o Zn formaria o complexo
Zn-caseina-Ca-P.!

Com base nos resultados obtidos para o material de referéncia
certificado, comparando com os valores de referéncia, foi realizado o
teste #-Student ndo pareado e pode-se afirmar que o procedimento de
preparo e determinacio sdo adequados para a determinacao dos teores
totais. Deve ser observado que os valores apresentados pelo material
de referéncia se referem a matéria seca, razdo da disparidade aparente
entre os valores, pois o leite apresenta aproximadamente 90% de teor
de dgua. Assim, os trés elementos em estudo ficaram a um nivel de
95% de confianga, ndo apresentando diferengas significativas entre
os resultados obtidos e os valores certificados (Tabela 1). Os limites
de detecgdo e quantificacio foram calculados conforme descrito por
Thomsen et al.,”* a partir de 10 medidas da solucdo do branco anali-
tico considerando-se as medidas da razdo do sinal analitico / sinal de
fundo (SBR) e a concentragdo do analito que produz um sinal liquido
(altura de pico) equivalente a intensidade do sinal de fundo (BEC).
Os valores encontrados dos limites de deteccao e quantificacio foram
0,02 mg L' e 0,06 mg L'! para Zn, 0,2 mg L' ¢ 0,74 mg L' para Ca
e 2,1 mgL'e 7,0 mgL" para P, respectivamente.

Estudos da bioacessibilidade in vitro

Com relag@o aos teores totais de Zn, Ca e P nas diferentes
amostras estudadas obteve-se também os teores absorvidos (Equacio
1) desses elementos com o experimento in vitro. Os resultados sio
apresentados na Tabela 3.

As curvas de calibracio e a linearidade preparadas na presenga
de HNO; 1,0% (v/v) e preparadas em presenca de 0,1 mol L' de
NaHCO, foram comparadas para verificacdo da possibilidade de
interferéncias. Assim, as inclinac¢des e os coeficientes de correlacio
dessas curvas de calibracdo para Ca foram, respectivamente, 165042
e 0,9992 para a curva preparada na presenga de 1,0% de HNO; e
205151 e 0,9981 para a curva preparada na presenca de 0,1 mol L™
de NaHCO;. Para P foram, respectivamente, 3,93 e 0,9987 para a
curva preparada na presenga de 1,0% de HNO; e 4,23 e 0,9999 para
a curva preparada na presenga de 0,1 mol L' de NaHCO,. E para Zn
foram, respectivamente, 1257 e 0,9993 para a curva preparada na
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presenca de 1,0% de HNO; e 1177 e 0,9999 para a curva preparada
na presenca de 0,1 mol L' de NaHCO,. A razdo de inclinagdo entre
as duas curvas de calibracdo para cada elemento foram de 1,20,
1,08 e 1,07 para Ca, P e Zn, respectivamente, ndo mostrando efeito
significativo de NaHCO; nas determinacdes.

Para avaliar a exatiddo, os resultados obtidos para as amostras
dialisadas de leite de ovelha in natura foram comparados com de-
terminacdes realizadas por espectrometria de absor¢do atdmica com
chama (FAAS), conforme método descrito na literatura,” especial-
mente para Zn, e ndo apresentaram diferencgas significativas pelo
teste t de Student, a 95% de confianca com recuperagdes entre 89 e
97% dos dialisados.

Os valores encontrados dos limites de deteccio e quantificacio
foram 0,06 mg L' e 0,2 mg L' para Zn, 0,1 mg L' e 0,23 mg L"! para
Cae 1,0 mgL"'e 3,4 mgL"' para P, respectivamente.

Os valores das porcentagens do Zn dialisado obtido neste estudo
para as amostras de leite de bovinos foram similares aos observa-
dos por Perales et al.,** quando foi aplicado o método de digestdo
in vitro. Em estudos com amostras ndo fortificadas com calcio, o
teor de zinco absorvido foi em torno de 14 + 1%. Por outro lado, em
amostras com maiores quantidades de célcio (fortificadas) os teores
de Zn bioacessivel (dialisado) se restringiram a faixa de 7 a 8%. Isso
pode ser explicado pelo efeito negativo de calcio sobre a bioacessi-
bilidade do Zn, em fungdo de efeito competitivo entre os elementos,
ou seja, quanto maior o teor de Ca, menor serd a bioacessibilidade
do Zn.** Dessa forma, nos resultados obtidos neste trabalho, apesar
das amostras estudadas ndo serem fortificadas com cdlcio, pode-se
observar também um menor teor bioacessivel de Zn nos leites caprino
e ovino, provavelmente em fun¢@o dos maiores teores de Ca presentes
nessas amostras.

Os maiores teores de Zn absorvidos nas amostras de leites de
caprinos e ovinos (87,5% em leite de cabra e 91,6% em leite de
ovelha) foram encontradas na fragdo micelar. A caseina € o princi-
pal ligante do Zn em leite ovino, caprino e bovino. Como resultado
desta distribuicdo, por se encontrar largamente ligado a moléculas
de citrato na frac@o solivel, o Zn se encontra mais bioacessivel em
leite humano.” Os autores observaram, em estudos in vitro, 15% de
bioacessibilidade de Zn em leite humano, sendo apenas 1% para leite
de ovinos? e, resultados similares aos aqui observados em relagido
as amostras de leite ovino.

Estudos in vitro*” sobre a ligacdo do Zn-proteinas do leite bovino
para determinar os fatores que influenciariam a acessibilidade do Zn,
indicaram que em pH levemente alcalino, 1 mg de caseina estaria

Tabela 2. Teores totais de Zn, Ca e P (mg L) obtidos nas amostras de extrato de soja e leite bovino integral UHT, bovino integral in natura, cabra integral UHT

e ovelha in natura e coeficiente de variagdo (CV, %), n=3

Bovino

Ovelha

Soja CV (%) Bovino UHT CV (%) in natura CV (%) Cabra UHT CV (%) in natura CV (%)
Zn 2,7x0,1 3,7 34+0,1 0,9 34+0,1 2,9 3,22+0,02 0,6 2,76 £0,01 0,4
Ca 153+5 33 1074 +6 0,6 955 + 10 1,0 1121 +8 0,7 1671 +5 0,3
P 324+9 2,8 8541 0,1 709 + 1 0,1 1144 + 18 1.6 1575 + 44 2,8

Tabela 3. Teores bioacessiveis (%) de Zn, Ca e P obtidos pelo método in vitro nas amostras de leite bovino integral UHT, leite bovino integral in natura, extrato
de soja, leite de cabra integral UHT e leite de ovelha in natura, e coeficiente de variagdo (CV, %), n =3

Bovino UHT ~ CV (%) lf";z;‘;fa CV (%) Soja CV (%) CabraUHT CV (%) morfaeizfa CV (%)
Zn =1 9 11=+2 18,0 4454 8,0 5+1 20,0 35+04 12,0
Ca 12+1 8,0 20,1 +0,1 1.0 159+02 1.3 17,4+ 0,4 2.2 10+1 10,0
P 21 2,0 30,3 + 04 15 20,0 +0,4 17 36+3 9,0 10+ 1 10,0
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ligada a 8,4 g de zinco. Em meio 4cido do estdmago, Zn € liberado
a partir de caseina e absorvido no duodeno. Para recém nascidos, a
absor¢do de Zn pode diminuir ainda mais devido a presencga de zinco
ligado a fosfopeptideos resultantes da a¢do enzimdtica da tripsina e
quimotripsina na caseina.”* Portanto, diferencas na conformagio e
saturacao da caseina com Zn e outros elementos, além de diferentes
condicdes experimentais e procedimentos de diversos trabalhos sobre
esse tema relacionados aos métodos in vitro e in vivo, podem explicar
algumas diferencas observadas em rela¢@o aos estudos propostos para
avaliar a absor¢do do Zn.?

No caso do extrato de soja foi observado maior teor bioacessi-
vel de Zn (44 = 4%). Como a proteina da soja contém &cido fitico
que interfere na absor¢do do Zn, produtos alimenticios a base de
soja sdo frequentemente considerados como pobres fontes de Zn
disponivel.?*3 Apesar disso, estudos da bioacessibilidade de Zn em
ratos (in vivo) mostraram resultados similares aos observados neste
trabalho. Para uma férmula a base de soja, experimentos in vivo
apresentaram cerca de 39,5 + 9,3% de Zn bioacessivel.>3! Assim, a
mera presenca de proteina de soja em produtos alimentares ndo pode
ser utilizada como o tnico critério para avaliar o valor nutritivo do
alimento em relag@o ao Zn. A bioacessibilidade de Zn em férmulas
a base de soja e outros alimentos pode ser influenciada por diversos
fatores, incluindo os processos de transformagao, fontes de proteinas
e outros componentes das férmulas nutricionais. Porém, os mesmos
autores observaram elevada bioacessibilidade também em amostras
de leite bovino, quando comparado ao método in vitro aqui estudado.
Em ratos obteve-se 42 + 5,9% para leite bovino ndo processado (puro)
€ 50,9 + 11,1% para leite bovino processado.’!

Em geral, comparando os resultados obtidos neste trabalho com
os resultados de trabalhos citados utilizando métodos in vitro, pode-se
confirmar grande concordancia, principalmente quanto aos leites
de bovinos e ovinos, indicando uma adequagdo do procedimento
empregado.

Os valores de Ca bioacessivel (Tabela 3) obtidos nesse estudo
para as amostras de leite bovino foram similares aos observados na
literatura.>

Roig et al.” estudaram amostras de leite bovino, extrato de soja,
leite humano e férmulas infantis utilizando didlise in vitro e obtiveram
20,0 = 0,9% como valor bioacessivel para o leite bovino, sendo que
para o extrato de soja obtido de trés diferentes fabricantes foram
encontrados os valores 18,0 + 0,7%, 12,7 + 1,6% e 17,6 + 0,9% de
bioacessibilidade de Ca, indicando resultados similares aos obtidos
no presente trabalho. Os mesmos autores,*” também utilizando didlise
in vitro observaram 20,2 + 1,4% e 13,0 = 1,3% respectivamente em
amostras de leite bovino e férmula a base de soja, concordando com
os aqui observados para leite bovino e indicando pequena variacido
em relacdo ao extrato de soja. Além disso, autores mostraram que a
bioacessibilidade de Ca nos diferentes tipos de leite (humano, bovino,
cabra e ovelha), avaliados por método in vitro através de didlise, ndo
diferiram significativamente, variando entre 18 e 23%.%

O Ca coloidal presente no leite pode ser definido como uma
mistura de caseinato de cdlcio (contendo fosfato organico) e fosfato
de célcio (que € um fosfato inorginico). Existem quantidades sig-
nificativas de célcio-fosfato e calcio-citrato nas micelas de caseina.
Esse fosfato de cdlcio micelar, que € principalmente associada a
os,-, 08,- € B-caseinas, € responsdvel pela estabilidade e estrutura
das micelas de caseina.'® Uma possivel influéncia da composigao da
fracdo protéica de férmulas infantis e leite na bioacessibilidade do
Ca tem sido relatada por vdrios autores.”*32 O efeito favoravel da
caseina sobre a acessibilidade de Ca tem sido atribuido a inibicdo
de precipitagdo do Ca por fosfato no limen intestinal pela acdo de
fosfopeptideos provenientes da hidrdlise enzimdtica da caseina, que
mantém o Ca em uma forma solivel e absorvivel.”” O Ca dialisdvel
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¢ maior nas férmulas em que caseina € a principal fragdo protéica e
no hidrolisado de proteinas do que nas outras formulas.”

Dessa forma, em relagdo aos resultados obtidos para o Ca bioa-
cessivel, utilizando método in vitro e didlise, pode-se observar grande
similaridade em relac@o aos obtidos na literatura que utilizaram esta
mesma metodologia, principalmente para as amostras de leite bovino
integral in natura, leite de cabra integral UHT e extratos de soja.

Pode-se verificar que os resultados obtidos para P dialisado foram
pouco maiores em relacdo ao Ca bioacessivel, com excegdo ao leite
de ovelha, que apresentou resultado similar. Em geral, esse comporta-
mento pode ser explicado, pois o P estd intimamente associado ao Ca
na nutri¢do humana, sendo que a propor¢do Ca/P deve se apresentar
em torno de 1:1, para manter o equilibrio normal sérico.?

Os resultados para leite bovino integral in natura, bovino integral
UHT e de cabra integral UHT também foram préximos, apresentando
destaque para leite de cabra. Estudo sobre a presenca de minerais nas
fragdes soliveis, em que os elementos podem ser bem absorvidos,
mostraram que para leite de cabra, 38,6% de P estava nesta fracao,
similar ao aqui observado. No entanto, para o leite de ovelha, os
resultados se mostraram diferentes.

Nos alimentos de origem animal, o P € encontrado principalmente
como composto organico e quando hidrolisado no trato gastrintes-
tinal, libera fésforo inorgénico, que fica disponivel para absorcdo.*
Individuos que consomem altas quantidades de produtos derivados
do leite terdo ingestdo mais elevada de P, uma vez que a densidade
do P no leite bovino € superior ao observado em grande parte dos
alimentos em uma dieta normal.?

A caseina € a principal protefna do leite e seus residuos de serina
sao fosforilados. Nesses grupos, fosfatos ligam-se aos ions Ca, que
ajudam a manter a estabilidade do complexo. Cerca de 30% do fosfato
no leite bovino ocorre na forma livre, como fosfato inorganico.*!°

Essas informacdes da literatura ajudam a confirmar os resultados
obtidos com os estudos in vitro para o leite bovino, isto €, 30,3 £ 0,4%
e 32 + 1% de bioacessibilidade de P para leite bovino in natura e
UHT, respectivamente. Além disso, pode-se concluir que a fragdo
bioacessivel se encontre como P inorgénico.

Em bebés, tanto a quantidade de P ingerida quanto sua bioacessi-
bilidade variam de acordo com a alimentagdo. Leite materno possui
de 85 a 90% como teor bioacessivel, seguido do leite de vaca (72%),
sendo que esses valores s3o menores em extratos de soja (59%) em
fun¢do da presenga de dcido fitico.> Comparando com os resultados
obtidos no presente trabalho em rela¢do ao extrato de soja, apesar
de ndo ser possivel fazer uma comparagido com os valores obtidos
nesse estudo em bebés, € possivel concluir que também ocorre uma
menor bioacessibilidade do P (20,0 + 0,4%) para o extrato de soja
em relacio as outras amostras.

CONCLUSAO

Os teores totais de Zn, Ca e P encontrados foram compardveis aos
de outros trabalhos descritos na literatura. Os estudos dos elementos
dialisdveis, por sua vez, para determinar a tendéncia em relagio a
bioacessibilidade relativa para valores de Zn, Ca e P a partir de dife-
rentes amostras estudadas, apresentaram-se adequados, pois evitam
a complexidade dos estudos in vivo.

Pode-se concluir que em 250 mL de leite (um copo) o organismo
pode absorver cerca de 1,2 + 0,2 mg, 14,8 = 1,2 mg, 4,5 + 0,8 mg,
2,2 + 0,4 mg e 4,9 £ 0,6 mg de leite de ovelha in natura, soja, bo-
vino in natura, cabra UHT e bovino UHT, respectivamente, para
o elemento Zn. J4 para Ca, com a ingestdo de um copo de leite
temos 2079 £ 133 mg, 305 + 4 mg, 2396 + 16 mg, 2444 + 54 mg,
1527 + 71 mg para leite de ovelha in natura, soja, bovino in natura,
cabra UHT e bovino UHT, respectivamente. E para P o organismo
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pode absorver com a ingestdo de um copo cerca de 2023 + 275 mg,
811 = 14 mg, 2688 + 39 mg, 5089 + 474 mg e 3467 + 63 mg para
leite de ovelha in natura, soja, bovino in natura, cabra UHT e bovino
UHT, respectivamente. Todos esses resultados de ingestdao de um copo
de leite estdo apresentados em relagdo aos teores totais de Zn, Cae P.

Os valores de ingestdo didria recomendada na dieta humana para
Zn, Cae Psdo 11, 1300 e 1250 mg por dia, respectivamente. Os re-
sultados apresentados neste trabalho correspondem aproximadamente
45, 118 e 267% dessa ingestdo didria recomendada para Zn, Cae P,
respectivamente, se por exemplo, for ingerido um copo de 250 mL
de leite bovino UHT.

Assim, os procedimentos in vitro possibilitam uma estimativa
preliminar da bioacessibilidade dos nutrientes minerais, contribuindo
de maneira positiva na defini¢@o de dietas.
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