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RESUMO

FRACIONAMENTO DE ZINCO EM AMOSTRAS DE LEITE. Neste trabalho foram
feitos estudos voltados ao preparo de amostras e a especiacao quimica dos teores
de zinco presentes em amostras de diferentes tipos de leite (bovinos, ovelha, cabra
e origem vegetal (soja). A proposta visou estabelecer as diferentes proporgdes dos
teores de zinco existentes em proteinas das amostras procurando-se observar a
biodisponibilidade e a distribuicdo do Zn em funcdo de tratamentos como a
pasteurizacdo. As amostras foram digeridas em forno de radiagdo microondas com
cavidade e os teores totais de Zn, Ca e P presentes nos extratos foram
determinados por espectrometria de emissdo O6ptica com plasma acoplado
indutivamente (ICP OES). Paralelamente, foi feito um estudo de separacdo de
proteinas das amostras dos diferentes tipos de leite empregando eletroforese em gel
de poliacrilamida em presenca de uréia (UREA-PAGE) e posterior determinagcéo do
Zn ligado as bandas protéicas. Para isso, as mesmas amostras (bandas protéicas)
foram digeridas em forno de radiagdo microondas com cavidade e os teores de Zn
foram determinados por espectrometria de absor¢cao atbmica com atomizacao
eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS). Os resultados apresentados indicam que
0 Zn esta ligado principalmente a proteina de 32 kDa (3-caseina) nos leites bovino
integral UHT e in natura e na proteina de 24 kDa (a-caseina) no leite de ovelha in
natura. Nao houve grandes diferengas entre a ligagdo de Zn-proteinas, considerando
0 processo de pasteurizagdo. Apos otimizagdo das condigdes experimentais,
digestédo gastrica simulada in vitro foi aplicada para verificagdo da bioacessibilidade
do Zn, Ca e P nas amostras estudadas. Os resultados confirmaram a eficiéncia do
procedimento empregado. O processo de pasteurizagdo do leite bovino ndo afetou a

concentracao total das proteinas.
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ABSTRACT

ZINC FRACTIONATION IN MILK SAMPLES. This work studies were aimed at
samples preparation and chemical speciation levels zinc in samples of different kind
of milk (milk cattle, sheep, goat, and soybean milk base). The proposal aimed to
establish the differences in the zinc levels in protein samples, trying to observe the
distribution and zinc bioavailability due to treatments such as pasteurization. The
samples were digested in a cavity microwave oven and the total Zn, Ca and P levels
in extracts were determined by inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP OES). An additional study was conducted for protein samples
separation in different kinds of milk using the urea polyacrylamide gel electrophoresis
(UREA-PAGE) methodology and posterior determination of Zn bound to protein
bands. Therefore the protein bands were digested in the cavity microwave oven and
the Zn levels were determined by graphite furnace atomic absorption spectrometry
(GFAAS). The results displayed that Zn is mainly bound to 32 kDa (3-casein) protein
in UHT whole milk and to the 24 kDa (a-casein) protein in raw sheep milk. There
were not major differences between the Zn-proteins binding at the pasteurization
process. After optimization experimental conditions, in vifro simulated gastric
digestion was applied to Zn, Ca and P bioaccessibility in the studied samples. The
results confirmed the adopted methodology efficiency. Furthermore, the

pasteurization process did not affect the total proteins concentration of bovine milk.
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Introducéo 2

1 — Introducao

O leite € uma fonte de alimento complexa que contém todos os
nutrientes para o crescimento e o desenvolvimento, principalmente dos recém-
nascidos (CAVA-MONTESINOS, et al., 2005). Sua importancia, sob o ponto de vista
nutricional, deve-se a qualidade de suas proteinas, aos elevados teores de calcio,
fésforo, magnésio, vitamina A, riboflavina e niacina, sendo considerado o alimento
natural mais proximo da composi¢ao ideal. Normalmente, o leite € de facil digestao,
porque contém os aminoacidos essenciais, ou seja, aqueles que o organismo
humano ndo é capaz de sintetizar, em quantidades e propor¢cbes adequadas
(ALEIXO, 2000). O leite bovino apresenta um lugar especial na dieta humana porque
é utilizado como alimento desde a infancia até a idade adulta. Além disso, a
composicdo quimica e a determinagcdo dos teores de minerais no leite s&o
importantes para o entendimento da influéncia fisiolégica na nutricio humana e
animal e sobre a toxicidade e essencialidade dos elementos traco. Esses
conhecimentos também contribuem com o monitoramento das espécies
responsaveis pelos processos de transformagdo, tais como fermentacdo, onde
varios anions (ex. fosfatos e cloretos), devem ser controlados para obtengdo de
condigdes satisfatorias, entre as quais o sabor (BULDINI et al., 2002).

Por se tratar de uma matriz muito complexa para analises devido aos
elevados teores de compostos organicos, varias abordagens usando digestdes
apropriadas, como digestdes assistidas por radiagdo microondas e métodos de
solubilizacdo tém sido propostas para determinar o conteudo total de espécies
inorgadnicas em amostras de leite (SILVA et al., 2001). Outros estudos mostram
meétodos de decomposi¢cado acida de amostras de leite utilizando via seca, via umida
e forno de radiagdo microondas com cavidade (DE LA FUENTE et al.,, 1995;
KRUSHEVSKA et al., 1992).

Todas as praticas de manejo de ordenha, assim como uma
suplementacdo adequada de minerais sao importantes para a saude do animal e a
qualidade do leite. Desta forma, a determinagao dos teores de minerais no leite € um
importante parametro do ponto de vista sanitario e nutricional (COSTA, 1998).

O leite é responsavel por cerca de 25% do total diario de zinco
recomendado (BULDINI et al., 2002; RUZ et al., 2005). Outras fontes de zinco sao
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ostras, camarao, carne bovina, de frango e de peixe, figado e gérmen de trigo
(COZZOLINO, 2005).

O zinco é um elemento trago essencial na nutricdo humana e animal e
participa da sintese e da degradagao de carboidratos, lipidios, proteinas e acidos
nucléicos. Pode também estar presente na dieta, associado as moléculas orgéanicas
e na forma de sais inorgénicos (SCHEPLYAGINA, 2005). Aminoacidos como a
histidina e a metionina, além de fosfatos e acidos organicos ajudam na
biodisponibilidade deste elemento e alguns fatores que podem afetar essa
disponibilidade sao o fitato e alguns elementos potencialmente téxicos como cadmio
que podem formar complexos insoluveis no trato intestinal, sendo excretados.

A deficiéncia de zinco pode provocar anorexia, baixo crescimento e
problemas na pele. Estudos que envolveram diferentes separagdes cromatograficas
indicaram a existéncia de diferencas quanto a forma de associacido entre o Zn e
proteinas nos leites humano e bovino, sendo que no leite bovino o Zn formaria o
complexo Zn-caseina-Ca-P e no leite humano a espécie Zn-citrato seria a
predominante (MICHALKE, 2003). O calcio e o fésforo sdo alguns dos minerais
encontrados em maiores concentragdes no leite, além de estarem também
associados as proteinas mais importantes, dentre elas, a caseina.

O calcio apresenta um importante papel na estrutura do organismo,
como a sustentagdo para o esqueleto e como protetor dos érgéos internos e sua
deficiéncia podem causar osteoporose, raquitismo e hipertensdo. A vitamina D é
essencial na absor¢cdo do calcio e este é bastante absorvido pelo consumo de
alguns alimentos, principalmente o leite. (COZZOLINO, 2005).

O fésforo apresenta uma funcdo de tampao em sistemas acidos ou
alcalinos nos organismos vivos. Armazena a energia do metabolismo e participa da
ativacao de diversas enzimas pela fosforilagao. A deficiéncia de fésforo € muito rara,
porém pode ser causada pela ingestdo crbnica de antiacidos e problemas de
alcoolismo. A maior parte da absor¢géo ocorre como fosforo inorganico no organismo.
E absorvido por todo intestino delgado, no duodeno se d& por mecanismos de
transporte ativo e neste caso o transporte de fésforo se da pelo co-transporte do ion
sédio (COZZOLINO, 2005).

Na area ambiental, biologia, medicina e bioquimica, estudos a respeito

da ligagao metal-proteina tornam-se cada vez mais necessarios para conhecimentos
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sobre a toxicidade, biodisponibilidade, transporte e a determinagcao das propriedades
fisico-quimicas de um elemento.

A estimativa da biodisponibilidade, isto €, a capacidade do nutriente
ingerido se tornar parte integrante do organismo que o ingeriu e a bioacessibilidade,
que se refere a informagdes quanto a absor¢do de um determinado nutriente,
juntamente com a determinacdo das formas quimicas relacionadas as fontes de
minerais utilizados é importante, pois muitas vezes podem ser determinados altos
teores, porém esses teores totais ndo se encontram disponiveis do ponto de vista
nutricional ou ambiental. Os minerais podem se apresentar na forma inorganica
(6xidos, sulfatos, carbonatos, etc), ou na forma organica, sendo que geralmente as
fontes inorgénicas apresentam baixa biodisponibilidade. Em alguns casos, ja foi
observado que a suplementacdo com o6xido esta relacionada a deficiéncia do
mineral. Assim, informar somente o conteudo total de um elemento em uma amostra
nao é suficiente na avaliacdo de seu potencial de agcao (COZZOLINO, 2005; SILVA
et al., 2001).

A técnica de eletroforese em gel, bem como outras técnicas como
eletroforese capilar (CE), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) entre outras
técnicas cromatograficas, sao utilizadas para estudos de especiacdo (GARCIA,
2006). A eletroforese em gel de poliacrilamida € uma técnica relativamente simples e
com alta seletividade. Consiste na separagdo de moléculas (e.g. proteinas, acido
desoxirribonucléico — DNA e acido ribonucléico — RNA) carregadas em um
determinado meio sobre a influéncia de uma diferenca de potencial. Dessa forma, as
moléculas sdo separadas de acordo com o tamanho — as de menores massas
molares migram primeiro do que as de maiores massas molares (SILVA Jr., 2001).

Assim, existe uma grande demanda por procedimentos que
possibilitem a determinagdo da concentracéo, da forma quimica e do valor nutritivo
de elementos tragco nos alimentos, os quais podem viabilizar a possibilidade de se
obter informagdes relevantes a respeito da ligagdo metal-proteina. O
desenvolvimento de metodologias analiticas exatas e seletivas para a quantificagéo

dessas diferentes espécies é de extrema importancia (MICHALKE, 2003).
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2 — Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a distribuigdo de zinco em
diferentes fragdes protéicas das amostras de leite bovino integral UHT e bovino
integral in natura, leite de ovelha in natura, leite de cabra integral UHT e “leite” de
soja.

Estimar a bioacessibilidade dos elementos zinco, calcio e fésforo nas
diferentes amostras de leite apds a aplicacdo do método de digestdo gastrointestinal

in vitro.
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3 — Reviséo Bibliografica

3.1 — Especiacdo quimica em amostras de leite

A importancia da especiagdo quimica de elementos traco € hoje
bastante reconhecida, sendo que o seu desenvolvimento metodoldgico, iniciado nos
anos 70, apresentou significativo avango na ultima década. O termo especiacao,
definida pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of
Pure and Applied Chemistry, IUPAC) é usado para indicar a distribuicdo de uma
espécie em uma determinada amostra ou matriz, e refere-se a atividade analitica na
identificacdo e nas medidas de espécies, ja fracionamento foi definido como o
processo de classificagdo ou grupo de analitos para uma determinada amostra de
acordo com suas propriedades fisicas (e.g., tamanho, solubilidade) ou quimicas
(e.g., ligantes, reatividade) (TEMPLETON et al., 2000; CARUSO e BAYON, 2003;
CAMPOS e GRINBERG, 2001). Uma espécie quimica é definida como uma forma
especifica de uma substancia ou elemento quimico, como uma molécula, estrutura
de um complexo ou um estado de oxidacao (espécies redox), pela fase na qual se
encontram, ou seja, dissolvidas, coloidais, suspensas e adsorvidas ou também pela
solubilidade em solvente especifico que pode ser agua, solugdes salinas e acidas
(CARUSO e BAYON, 2003; DE LA GUARDIA et al., 1999).

A amostragem é de extrema importancia para especiagdo, pois deve
ser representativa e usada para preservar a informagao original sobre as espécies
em equilibrio. Para isso, a sequéncia analitica (amostragem, pré-tratamento,
separagao, deteccdo e tratamento dos dados) requer uma maior preocupagado do
que a determinacdo da concentragao total. A etapa de pré-tratamento da amostra
que pode ser uma simples diluicdo, métodos de extracao, filtragcao, derivatizacao,
pré-concentragao, entre outras, deve ser bastante controlado, evitando problemas
de contaminagéo, perdas e alteragdo do equilibrio biolégico ou quimico da espécie
nativa (CARUSO, et al., 2003; MICHALKE, 2003).

Algumas das razbes mais importantes de se estudar especiagéo
quimica é que a toxicidade, a biodisponibilidade, o transporte e as propriedades
fisico-quimicas de um elemento podem ser um diferencial, dependendo de sua
forma quimica. Por exemplo o Zn, que é um elemento tragco essencial, no leite

bovino ocorre em complexos Zn-caseina-Ca-P, forma na qual sua biodisponibilidade
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para recém-nascidos € baixa. Por outro lado, no leite humano as espécies de zinco
estdo na forma de complexos Zn-citrato, facilmente quebrado no intestino da crianga,
fazendo com que esse elemento seja prontamente disponivel (MICHALKE, 2003).

A maior parte das técnicas utilizadas para separacdo de diferentes
espécies sao as técnicas cromatograficas, especialmente em elementos associados
com proteinas, complexos inorganicos e macromoleculares, tais como cromatografia
gasosa e liquida, eletroforese capilar (CE), cromatografia liquida de alta eficiéncia
com coluna de troca aniénica (AE-HPLC), cromatografia de exclusdo por tamanho
(SEC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa (RP-HPLC)
(CARUSO e BAYON, 2003).

Para identificacdo e caracterizacdo, tém sido utilizadas técnicas
acopladas, tais como ionizagdo por eletrospray acoplada a espectrometria de
massas (ESI-MS), espectrometria de massas por bombardeamento atdémico rapido
(FAB-MS) e dessorcao da matriz por meio de laser por espectrometria de massas
(MALDI-MS). Porém, as técnicas mais utilizadas para detecgdo sdo as
espectrometrias de absor¢ao atdmica (AAS), espectrometria de emisséo optica com
plasma acoplado indutivamente (ICP OES) e a espectrometria de massas com
plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) (CAMPOS e GRINBERG, 2001;
BERMEJO et al., 2001; MIQUEL et al., 2005).

Nas ultimas trés décadas, a especiacdo de zinco em leite tem se
apresentado como importante campo para a ciéncia nutricional com relacdo a saude
humana. Sintomas de Acrodermatitis enteropathica (AE) ocorreram especialmente
em criancas com desordem hereditaria de reabsor¢cédo de zinco quando estas nao se
alimentavam mais do leite materno e sim de leite bovino. Duas matrizes de leite
foram retiradas de gordura e separadas em filtragcdo em gel. As fragdes protéicas
foram obtidas e analisadas por espectrometria de absorgdo atémica. Observou-se
que o zinco estava ligado, no leite bovino, a proteinas de alta massa molar,
enquanto que no leite humano, a proteinas de baixa massa molar (Zn-citrato)
(CORNELIS et al., 2005).

Estudos simples de fracionamento do leite mediram os conteudos
selecionados de nutrientes, incluindo gordura, proteina, lactose, calcio, fosforo,
zinco, ferro, cobre e vitamina A em amostras de banco de leite materno. No caso do
zinco, 40 a 70% estéo presentes no soro, 10 a 30% na gordura e 10 a 45% na

caseina. Além disso, foi descrito que o processamento do leite ndo altera o conteudo
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dos nutrientes, mas pode resultar em mudancga significativa da distribuicao relativa
de zinco, com diminuigdo na fragéo do soro e aumento na fracdo de gordura (GOES
et al., 2002).

BLAKEBOROUGH et al. (1983) estudaram a ligagdo do zinco em
amostras de leite de vaca e leite humano depois de analises em coluna de
Sephadex e concluiram que em ambas as amostras, o zinco estava associado a
proteinas de alta massa molar (maiores que 100 kDa). A precipitagado da caseina em
pH 4,6 e a filtracdo do soro acido em coluna de Sephadex possibilitaram a
recuperagao em torno de 90% do zinco como compostos de baixa massa molar (Zn-
citrato). As caseinas do leite bovino, apds ultracentrifugacéo, foram colocadas na
coluna de Sephadex resultando em dois picos que continham zinco e mostra que
95% do zinco esta ligado a micelas da caseina, conhecidas por apresentar altas
massas molares e subunidades de 20 a 30 kDa; outra resolugao mostra que fracdes
das misturas complexas de a — k — caseina e a — 3 — caseina apresentam-se ligadas
a significativas quantidades de zinco. Ja no precipitado do leite humano obtido por
ultracentrifugacédo foram encontrados apenas 40% do total de zinco. Porém, analises
do precipitado e do sobrenadante, em coluna de Sephadex indicaram que 85% do
zinco esta associado com proteinas maiores que 150 kDa, podendo se tratar da
lactoferrina.

Para estudos de especiacdo de selénio e telurio em diversas amostras
de leite foi desenvolvido um método para diferenciar os estados de oxidacado do Se e
Te em seus estados de oxidagao (IV) e (VI) por espectrometria de fluorescéncia
atbmica com geragao de hidretos (HG-AFS). O procedimento envolveu uma prévia
sonicacdo com agua régia por 10 min em banho de ultrasom. O Se(lV) e o Te(lV)
foram determinados sem uma etapa de pré-reducao da amostra, sendo que os
teores totais de Se e Te foram determinados depois da redugdo com KBr. O método
proporcionou limites de deteccédo, respectivamente, de 0,012 e 0,023 ng mL™" para
Se(lV) e Te(lV) e desvios padrao de 10,5%, 3,9%, 12,0% e 12,5% foram
encontrados para as determinagdes de Se(lV), Se(VI), Te(lV) e Te(VI) em amostras
de leite contendo selénio de 11,1 a32,2ng g’ e Te de 1,1 a 10,0 ng g"'. Os valores
de recuperacédo variaram de 93,5 a 103,5% para Se (IV), de 96,2 a 104,9% para Se
(VI), de 92,1 a 104,8% para Te(lV) e 92,7 a 102,3 % para Te(VI), isso evidencia que
nao houve modificacdo do estado de oxidagao ou perdas durante a sonicacido com

agua régia dos elementos considerados. Para a validagdo do método desenvolvido a
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soma dos resultados da especiacado de Se e Te em amostras sonicadas por HG-AFS
foi comparada com os obtidos por ICP-MS depois da digestdo acida assistida com
radiacdo microondas, apresentando resultados coincidentes (CAVA-MONTESINOS
et al, 2004).

MUNIZ-NAVEIRO e colaboradores (2005) determinaram a
concentragdo total de selénio apos digestdo acida assistida por radiagdo microondas
usando espectrometria de absorgdo atbmica com geragcdo de hidretos em 19
amostras de leite bovino integral e 18 de leite desnatado. Os niveis de selénio total
encontrados foram na faixa de 8,5 a 21 ug L. A distribuicdo de selénio em soro,
gordura e micelas da caseina do leite de vaca comercial foi estudada depois da
separacgao por ultracentifugagéo. Os niveis de selénio no soro foi entre 7,1 - 14,8 ug
L™, na caseina foi de 3,3 - 7,8 yg L e na gordura 1,2 - 3,2 ug L™. Os limites de
deteccdo para o leite bovino integral, soro e caseina foram, respectivamente, 0,074,
0,065 e 0,075 ug L™ e as recuperacdes foram em torno de 100,9 e 96,9% para o
soro e as micelas da caseina, respectivamente.

Estudos de fracionamento e especiagcao dos soros de leite humano,
UHT (do inglés — Ultra High Temperature), bovino e leite formulado foram feitos
utilizando HPLC acoplado a ICP-MS para elementos Fe, Cu, Zn, Mn, Sr, |, Br, Ca e
Mg. Para estudos de especiacédo de cobre, 61-81% estdo presentes em regides de
alta massa molar (>180 kDa) no leite UHT. No soro do leite bovino integral, o perfil
do cobre mostra um importante pico em 107 kDa (33-41%), regido relacionada a
lactoferrina e a ovoalbumina. Esse elemento quimico mostrou comportamento similar
no soro de leite formulado, no soro de leite UHT e no soro do leite humano, sendo o
primeiro pico (>180 kDa) equivalente a 32-50% e o segundo pico (94 kDa) a 29-46%
do teor total. O elemento Fe obteve um pico para soro de leite bovino na fragao
equivalente a 2,7 kDa. No leite humano houve a presenca de dois picos, o primeiro
de 47-75% e o segundo de 25-52%. Para soro de leite formulado, a distribuicdo
obtida foi: >180 kDa (5-8%), 81 kDa (15-22%), 52 kDa (22-30%), 13,5 kDa (7-14%),
2,7 kDa (16-22%) e <1,4 kDa (18-25%). Estudos com o elemento Zn mostraram para
soro de leite bovino, que em massas molares >180 kDa foram observados 26-51% e
em 2,7 kDa de 44 a 69%. No soro de leite formulado existe uma distribuicdo
homogénea e no soro de leite humano, obedeceu a seguinte distribuicdo: >180 kDa,
25 a 45% e 2,7 kDa, de 22 a 55%. A maior parte do manganés encontrado no leite

humano e no leite formulado (de 86 a 95%) estava presente em fragbes de baixas
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massas molares (<1,4 kDa). Para os elementos Ca, Mg e Sr foram observados perfis
semelhantes para os diferentes tipos de leite presentes em regides de baixas
massas molares (<1,4 kDa), o que também foi observado para iodo e bromo
(MARTINO et al., 2002). Estudos similares para elementos como Cd e Pb indicaram
uma distribuicdo equivalente, com 52 a 50% dos elementos ligados a porgdes de
altas massas molares e de 48 a 50% ligados a proteinas de baixas massas molares
(CONI et al., 2000). Os elementos Al, Cr e Ni foram encontrados em fragdes de
baixas massas molares (a-Lactoalbumina (a-La), B-Lactoglobulina (B-LG), peptonas,
proteases, etc) e altas massas molares (caseinas (CNs), imunoglobulinas (Igs) e
albumina de soro bovino (BSA) (CONI et al., 1996).

Analises de especiacao de calcio, ferro e zinco foram feitas em fragoes
de caseina fosfopeptidicas (CPP), depois de obtidas as fra¢gdes soluveis por método
de digestao in vitro, em leite formulado, através de AE-HPLC, identificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa acoplada com ionizagao por
eletrospray acoplada a espectrometria de massas (RP-HPLC-ESI-MS-MS) e
determinacdo por espectrometria de absor¢do atémica com chama (FAAS) e o
fésforo foi determinado pelo método espectrofotométrico baseado na formagao do
complexo fosfomolibdato. Calcio e fosforo foram detectados em todas as fragdes
analisadas por AE-HLPC. Ja calcio e zinco poderiam estar ligados a CPP derivadas
da as¢-CN e as,-CN e o ferro estaria ligado a CPP e ao -CN(15-34)4P que estavam
presentes na sequéncia do grupo S(P)S(P)S(P)EE (MIQUEL et al., 2005).

A especiacao de manganés foi feita em leite humano com o emprego
de cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) combinada com cromatografia de
troca ibnica e deteccdo em espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (SAX-ICP-MS). Uma das primeiras tentativas desse trabalho foi
produzir sub-fragdes por centrifugagcdo e a determinacdo de Mn por ICP OES. A
concentragéo total foi de 3,00 ug L' 2,85 Mg L™ em fragdes sem gordura e 0,25 pg
L™ em fracdes de granulos e 2,60 pg L™ em fracdes do sobrenadante. As fragdes
sem gordura foram investigadas por cromatografia de exclusdo por tamanho
acoplada com espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (SEC-
ICP-MS) e o Mn foi encontrado predominantemente em proteinas de baixa massa
molar em torno de 600 Da, 500 Da, 300 Da e 260 Da. Nas investigacbes em SEC-
SAX-ICP-MS, ou seja, com um esquema analitico em duas dimensdes (SEC+SAX)

permitiu monitoramento, caracterizagao e identificacdo, assim, foram encontradas
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espécies de Mn-citrato e espécies inorganicas, como MnCl, (MICHALKE e
SCHRAMEL, 2004).

Outro estudo de fracionamento foi feito para analise da distribuicdo de
zinco, cobre, selénio, manganés e ferro, agora comparando o leite de camelo com os
leites humano, vaca e leite formulado. O leite de camelo € maior em concentracdes
de Mn e Fe comparado com os leites de vaca, humano e formulado. O leite humano
contém baixa concentracdo de Zn e alta concentracdo de Cu em relagao aos leites
de camelo, vaca e formulado e a concentracdo de Se foi similar em todas as
amostras estudadas. Aproximadamente 50 a 80% de zinco, cobre e manganés em
leite de camelo estavam associados a fracdo da caseina, similar ao leite bovino e
grande parte de Se e Fe em leite de camelo e leite bovino estavam associados a
proteinas de baixas massas molares. Além disso, no leite humano, Zn, Cu, Mn e Se
estavam associados a fragdo do soro. Exceto para Se, a fragdo de gordura do leite
humano contem altas concentracbes de Zn, Cu, Se, Mn e Fe em relagdo a esta
mesma frag&do para os leites dos animais (AL-AWADI e SRIKUMAR, 2001).

Devido a poucos estudos sobre a absor¢gdo de magnésio em dietas
infantis, sua absorcao foi avaliada em filhotes de ratos. Foram variadas as fontes de
proteinas e de carboidratos, assim como os teores de Mg, Ca e P; e magnésio
fortificado. Foram separadas fragbes de gordura, soluveis e insoluveis, sendo que
mais de 62% do Mg foi encontrado na fracdo soltvel. A comparacdo de *®Mg e o Mg
natural em fragbes nas dietas mostraram similaridades e métodos de digestao in
vitro diminuiram a porcentagem de magnésio. A retencdo de Mg — labil em dietas
para filhotes de ratos, depois de quatro horas intubados, foi de 51 a 92%-95% do Mg
se encontrava associado a compostos de baixas massas molares. Nao houve
diferencas significativas para o Mg entre as amostras de leites humano, de vaca e de
leite formulado e apresentou alta biodisponibilidade nas dietas para criangas nos
primeiros anos de vida, sem influéncia da mudanca da composi¢édo (LONNERDAL et
al., 1993).

Fracionamento de elementos como Ca, Mg, Fe e Zn em leite bovino
UHT também foi feito em duas colunas de troca iénica e detecgao por FAAS. O
meétodo foi baseado na sorcdo de diferentes espécies metalicas em duas colunas,
uma de troca catibnica e outro de troca anidnica, e os grupos metalicos foram
eluidos com HCI 2,0 mol L' e posteriormente determinado no FAAS. Alguns

resultados mostraram 67% do total de calcio e de 92 a 98% de magnésio estdo
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associados as micelas de caseina (CPP). No caso do ferro, este apresenta uma
tendéncia a se ligar a lactose ou a oligossacarideos, capazes de formar complexos
aniénicos com cations metalicos, sendo que quase todo zinco pode estar ligado a
espécies inertes como imunoglobulinas e residuos de caseina (POHL e PRUSISZ,
2007).

BERMEJO et al. (2001) estudaram o fracionamento de cobre utilizando
cromatografia por exclusdo de tamanho acoplada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (SEC-HPLC) e determinagéo por espectrometria de absor¢gado atémica com
atomizagao eletrotérmica (ETAAS) em soro de leite materno e formula infantil. O
cobre se apresentou predominantemente em fragdes com bandas protéicas de 76
kDa (30% do conteudo da fracdo protéica estudada) e 15 kDa (25%) em leite
materno e para formulagao infantil de leite bovino apresentou bandas protéicas de
14 kDa (36%) e 38 kDa (31%). Outro trabalho com soro de diferentes leites
(BRATTER et al., 1998) utilizou métodos de separacdo de proteinas combinados
com métodos de determinacédo de elementos traco nas fragdes eluidas com HPLC e
ICP OES e ICP-MS para Ca, K, Mg, P, S, Co, Cu, Fe, I, Mn, Mo, Se e Zn e também
em metais potencialmente toxicos, como Cd e Pb. No soro do leite humano foi
encontrado cobre, selénio e zinco em regides de baixa massa molar. A comparagao
do teor de ferro no leite materno com leites formulados (soja, bovino) mostra que é
muito maior a concentracdo deste elemento em leite formulado, devido as
suplementagdes desses alimentos, sendo que as formas de ligagdo do ferro séo
muito diferentes nessas duas amostras. Investigacdo em amostras de leite materno
em diferentes regides do mundo mostrou que o perfil de Se e Mo depende da dieta
regional materna. Além disso, estudos em leite materno demonstraram que o
aumento no conteudo de selénio muda significativamente a ligagao Zn-citrato, ou
seja, o citrato, que € um componente ligante do Zn, diminui com o aumento da dieta
em selénio.

Pelo exposto é possivel se verificar o grande interesse e a importancia
que vem sendo dada ao desenvolvimento de procedimentos que possibilitem avaliar
a forma quimica dos elementos nos alimentos em geral, mais especificamente,
conforme a revisdo ndo sistematica apresentada, as amostras de leite, dada a
grande disponibilidade deste alimento para as populagbes em geral. Fica claro
também que ndo existe um consenso com respeito a distribuicido do Zn nas

diferentes formas e fontes de leite. Com o conhecimento das principais formas
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quimicas € possivel se estudar a biodisponibilidade de um dado elemento. Assim,
sera possivel aprimorar a dieta dos animais para a producdo de alimentos mais

indicados para as populagdes.

3.2-7inco

O zinco, nome de origem alema “zink” foi descoberto por Andreas
Marggraf em 1500 na Alemanha. Cem anos depois, o zinco foi reconhecido como
um elemento distinto, usado para fazer bronze (mistura de cobre e zinco). A fusdo do
minério zinco com cobre foi descoberta em Cipros e mais tarde em Roma. O zinco
metalico era produzido no século 13 na india pela reducdo da calamina (carbonato
de zinco, ZnCO0O3) com substancias organicas como a E]
(http://www.webelements.com/zinc).

O zinco apresenta uma maior tendéncia a formar compostos
covalentes. Pertence ao grupo 12 da tabela periddica, com estado de oxidacéo +2. E
empregado em grandes quantidades para revestir objetos de ferro e evitar a
corrosdo e pode ser aplicado na eletrélise (galvanizagédo). Grandes quantidades de
zinco sdo utilizadas na fabricacdo de ligas como bronze. E o metal mais usado em
pecas metalicas e o 6xido de zinco pode ser usado como pigmento branco em tintas
(LEE, 2001). O zinco difere dos outros metais de transi¢do, pois contém o nivel
eletrénico “d” completo. Além disso, age como acido de Lewis para aceitar um par de
elétrons, fazendo com que seja um ion estavel e pode ter carater anfétero quando
seus compostos comportam-se como acido/base de Bronsted-Lowey (MAFRA e
COZZOLINO, 2004).

O zinco em agua do mar foi determinado diretamente por
espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite usando as condigbes STPF
(Stabilized Temperatura Plataform Furnace) com corretor radiagdo de fundo baseado
no efeito Zeeman. Este elemento foi determinado sem modificador quimico e o limite
de deteccdo foi de 0,11 pg L. Com modificador NH4VOs3, o limite de deteccéo foi
diminuido para 0,024 pg L™ (HUANG e SHIH, 1995). Estudos também utilizaram
analise por injegdo em fluxo com decomposi¢cdo em linha, empregando forno de
microondas com radiacdo focalizada para amostras de tecido adiposo e
determinacao de zinco e ferro por GFASS. Os resultados indicaram teores entre 2,3-
8,6 e 1,5-4.4 ug L' de Zn e Fe, respectivamente (BURGUERA et al., 1995).
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Estudos foram feitos com o propdsito de comparar a digestdo de
amostras de leite por via seca e via umida. Para aquecimento por via seca foram
utilizadas temperaturas de 400 a 700 °C e H3;BOsz;, Mg(NOs3), e H,SO4. Como
resultados a temperatura de 500 °C teve uma recuperagao de zinco superior a 95%,
carbono residual inferior a 0,05%, porém houve perdas do zinco em altas
temperaturas, especialmente na presenca de cloretos, sendo que o tempo de
digestdo foi de 700 min. Ja para digestdo em via umida incluindo chapa de
aquecimento, HPA (High Pressure Asher) e frascos abertos e fechados em sistemas
de radiacdo microondas, utilizando apenas HNO3; ou combinagdes de H,O, ou
H,SO4, pode-se obter recuperagdes maiores que 95% em todos os procedimentos e
menores teores de carbono residual quando se aumentavam as pressdes em
sistemas de radiacdo microondas com cavidade, com frascos construidos com PFA
(polietileno modificado). Os teores de Zn foram determinados por ICP OES
(KRUSHEVSKA et al., 1992). Em trabalhos utilizando digestdo acida de leite bovino
com radiacdo microondas com cavidade comparado com decomposi¢ao por via seca
foram determinados os teores de Zn por espectrometria de absorcdo atdbmica com
chama (FAAS). Nessas mesmas amostras, os teores totais de Mn e Zn em fragdes
do soro do leite foram determinados por espectrometria de absor¢do atébmica com
atomizagao eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS), com limites de deteccdo de
0,07 e 0,28 pg L™, respectivamente. O procedimento de digestdo por radiagao
microondas foi de apenas 15 min, tendo apresentado melhor precisao
(reprodutibilidade) (DE LA FUENTE et al., 1995).

Os teores de Cu e Zn em leite bovino e suco de frutas foram
determinados por espectrometria de absorgdo atémica por spray térmico (TS-AAS).
Nao houve a necessidade de pré-tratamento das amostras, apenas diluicdo em agua
ou em aminas terciarias solluveis em agua. Os limites de deteccédo para Cu e Zn
foram de 2,2 e 0,91 pg L™, respectivamente e 3,2 pg L de cobre para aminas
terciarias soluveis em &gua, com recuperagbes variando de 97,7 a 105,3%
(NASCENTES et al., 2004).

O zinco é o segundo elemento-tragco mais abundante no corpo humano
e sua essencialidade para organismos vivos foi comprovada em 1869 por Raulin
citado por COZZOLINO (2005). Estudos mostram que o zinco € um dos elementos
traco mais importantes na nutricdo humana, sendo um componente essencial para a

atividade de mais de 300 enzimas e estabilizador de estruturas moleculares, além de
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fazer parte da sintese e da degradagao de carboidratos, lipidios, proteinas e acidos
nucléicos. Pode estar presente na dieta, associado as moléculas organicas, por
exemplo, proteinas, fitatos e carboidratos, ou na forma de sais inorganicos, como em
suplementos ou em alimentos fortificados (SCHEPLYAGINA, 2005).

A recomendacao deste nutriente para a populagdo sadia € de 8 mg
dia” para mulheres e 11 mg dia” para homens. Alguns alimentos diferem no seu
conteudo de zinco, variando de 0,002 mg/100 mg de clara de ovo, 1 mg/100 g de
frango até 75 mg/100 g de ostras. Mariscos, ostras, carnes vermelhas, figado,
miudos e ovos sao considerados as melhores fontes de zinco (MAFRA e
COZZOLINO, 2004).

Fontes de zinco que nao contém constituintes quimicos que inibem sua
absorcdo como aminodacidos (cisteina e histidina) melhoram sua solubilidade
(MAFRA e COZZOLINO, 2004). Porém, o conteudo de fitato presente nos alimentos
reduz a biodisponibilidade do zinco. A presenca do calcio pode acentuar o efeito do
fitato na baixa disponibilidade do zinco e o ferro em altas concentragdes, como
alimentos com suplementacao deste nutriente, inibem a agédo do zinco (PEDROSA e
COZZOLINO, 1993). Por outro lado, altas concentragbes do zinco inibem a
biodisponibilidade de cobre. Cadmio pode complexar com zinco no trato intestinal e
ser excretado, comprometendo sua agao (COZZOLINO, 2005). A caseina em leite
tem mostrado um efeito negativo na absor¢do do zinco. Foi encontrado que a
absorcao do zinco é maior com leite bovino formulado para criangas do que em leite
bovino puro, pois os soros dos leites formulados sao ajustados. Em vista disso,
trabalhos concluiram que a caseina tem efeito menor na absor¢do do zinco com
relacéo as proteinas do soro (LONNERDAL, 1998).

Foram feitos estudos da biodisponibilidade de zinco nos leites humano,
leite bovino, leite bovino formulado, soro de leite bovino formulado e férmula a base
de soja. Na adigao de isotopo de zinco na alimentagdo de ratos pode-se concluir que
o zinco disponivel foi 28% para leite humano, 24% de soro de leite bovino formulado,
15% de leite bovino, e 10% na férmula de soja (SANDSTROM et al., 1983). O zinco
pode ser eliminado do organismo por meio dos rins, da pele e do intestino. As
perdas enddgenas intestinais podem variar de 0,5 a 3 mg dia' (MAFRA e
COZZOLINO, 2004).

A deficiéncia de zinco pode provocar anorexia, baixo crescimento e

defeito no crescimento fetal, cicatrizagao lenta, intolerancia a glicose pela diminuigao
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de producéao de insulina, impoténcia sexual e atrofia testicular, atraso na maturacao
sexual e esquelética, restricdo da utilizagdo da vitamina A, desordens de
comportamento, aprendizado e memoaria, diarréia e dermatites (SENA e PEDROSA ,
2005).

No organismo bovino, cerca de um tergo da absor¢do do zinco ocorre
no abomaso, sendo o restante absorvido pelo intestino delgado. O zinco absorvido
no intestino é levado até o figado, que € o maior 6rgdo do metabolismo de zinco,
sendo excretado principalmente pelas fezes, mas quantidades significativas s&o
excretadas no suor, especialmente em regides tropicais (CONRAD et al., 1985).

Antigamente, acreditava-se que a deficiéncia de zinco era rara em
bovinos. Conhecia-se somente a sua deficiéncia em suinos, em geral condicionada
por excesso de Ca na alimentagcédo. Hoje se sabe, porém, que a deficiéncia de Zn
ocorre em bovinos, em extensas regides do mundo, inclusive no Brasil (GONZALEZ
et al., 1998).

A deficiéncia de zinco para animais em pastejo pode causar consumo
reduzido de alimentos, reducdo do crescimento e da eficiéncia alimentar, seguido
por desordens na pele. Essa deficiéncia severa de zinco manifesta-se no pescoco,
estdmago, escroto e pernas do animal, além de interferir nos érgaos sexuais do
macho e em todas as fases do processo reprodutivo na fémea, interferindo, dessa
forma, na produgao do leite (CONRAD et al., 1985).

Em resumo, a determinagcdo dos teores de Zn em amostras
alimenticias contribui tanto na prevencao de doengas como no entendimento dos
mecanismos envolvidos no seu metabolismo, tanto na nutricio humana como

animal.

3.3 - Calcio

O elemento calcio, do latim "calx" que significa “cal”, foi descoberto por
Sir. Humphrey Davy em 1808 na Inglaterra. O metal foi isolado pela eletrolise de
uma mistura de cal e 6xido de mercurio (HgO). Compostos como a cal (CaO, 6xido
de calcio) foram preparadas pelos romanos no primeiro século sob o nome de “calx”
(http://www.webelements.com/calcium).

O calcio é quimicamente classificado como um dos elementos alcalinos

terrosos, isto €, no Grupo 2 da tabela peridédica e o quinto elemento mais abundante



Revisao Bibliografica 19

na crosta terrestre, encontrado em diversos minerais, incluindo como calcario, gesso
e fluoreto. As estalagnites e estalactites contém carbonato de calcio (CaCOs), que é
a base da industria do cimento (LEE, 2001).

O calcio € o mineral mais abundante no corpo humano, responsavel
por cerca de 1 a 2% do peso corporal e 99% é encontrado em dentes e ossos. O
calcio também se encontra associado com proteinas, participando da secrec¢ao de
horménios e neurotransmissores, adesdo celular e fungcdo de proteinas do
citoesqueleto. Além de seu papel na estrutura do organismo, 0 0SSO serve como
reservatorio de calcio e fésforo visando a manutencao das concentragcdes normais
no plasma e no fluido extracelular e também com importantes fun¢gdes na contragao
muscular e coagulagao sanguinea (COZZOLINO, 2005).

A presenca da vitamina D é essencial na absorgdo de calcio. Leite e
seus derivados sao as melhores fontes naturais de Ca, sendo que 75 a 89% da
ingestdao e absorgdo de todo o calcio vém destas fontes. (NICKEL et al., 1996).
Outras fontes de Ca sao vegetais, frutas, graos, peixes, aves e carnes. A ingestéao
recomendada (DRIs) tem sido estabelecida em diferentes idades do individuo,
variando entre 800 a 1300 mg dia™ (COZZOLINO, 2005). O acido oxalico presente
principalmente no espinafre, bata-doce e feijao é o inibidor mais potente da absorgcao
de calcio. Fitatos, a cafeina, o ferro e o zinco em altos niveis também podem
interferir de forma negativa na absorgéo (JOVANI et al., 2001). A ingestdo de sédio
em altas concentragdes apresenta bastante influéncia na perda éssea, liberando
quantidades consideraveis de calcio na urina. Em relagao a solubilidade dos sais de
Ca, a faixa de absorgédo de sais de acetato, lactato, gluconato, citrato e carbonato
estdo entre 25 a 40% e estes tem sido utilizados em suplementos. A deficiéncia
deste metal pode causar osteoporose, hipertensao, raquitismo. E o excesso na
ingestao de calcio pode provocar insuficiéncia renal, sindrome da hipercalcemia e
formagdao de pedras nos rins (FAIRWEATHER-TAIT e HURRELL, 1996;
COZZOLINO, 2005).
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3.4 — Fosforo

O fésforo, da palavra grega "phosphorus" que significa “portador de luz”
foi descoberto pelo alquimista Hennig Brand em 1669, na Alemanha. Era preparado
a partir da destilagdo de uma mistura de urina e ureia na procura da pedra filosofal.
A partir dai obteve-se um material branco que brilhava no escuro. Fosforo existe em
varias formas, incluindo alotrépico branco e vermelho. O fésforo branco é
extremamente venenoso e muito inflamavel e o fosforo vermelho se inflama
espontaneamente em presenca de ar, porém nao €  toxico
(http://www.webelements.com/phosphorus).

Cerca de 90% do fésforo encontra-se nos ossos e o restante em
processos metabdlicos. Nos alimentos ocorre uma mistura de fésforo na forma
inorganica e organica e a fungao na dieta € participar do crescimento de tecidos e
repor as perdas por excrecao e pela derme, além da fungcdo de tampao em sistemas
acidos e alcalinos para manutencao do pH, armazenamento de energia provindo dos
macronutrientes na forma de ATP e ativacdo das enzimas por fosforilagdo. O
transporte de fosforo para sua absorgao no duodeno se da pelo tranporte dos ions
sodio. Na maior parte dos alimentos existe uma boa disponibilidade, com excessao
de alimentos que contém grande teor de acido fitico e ocorre em maior parte como
estér de fosfato utilizado nos processo metabdlicos. A ingestdo recomendada para
adultos é de 700 mg dia™ , para criancas de 1 a 8 anos a faixa de ingestdo é de 460
a 500 mg dia” e de 9 a 18 anos é de 1250 mg dia™'. A deficiéncia deste nutriente é
rara, mas pode ser causada pela ingestdo crénica de antiacidos baseados em
aluminio, que inibem sua absorgao, e pelo alcoolismo (COZZOLINO, 2005). Excesso
no consumo de fosforo, relacionado a um baixo consumo de calcio pode causar
hiperfosfatemia e hipocalcemia, conduzindo a baixa densidade Ossea e
suscetibilidade para fraturas (CERKLEWSKI, 2005).
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3.5—- A importancia do leite

3.5.1 — Leite Bovino

O leite e seus derivados sdo conhecidos desde a pré-histéria, quando o
homem domesticou alguns animais. Essa domesticagao iniciou-se entre 10.000 e
6.000 a.C. (ALEIXO, 2000).

Na antiguidade, a necessidade de sobrevivéncia fez com que o homem
identificasse a importancia do leite e de pelo menos dois de seus derivados, a
manteiga e o queijo, como importantes fontes nutricionais (LEITE et al., 2006).

Com o avancgo da ciéncia tem sido possivel melhorar a tecnologia da
industria de laticinios no Brasil. As modificagcdes no processo de pasteurizacdo do
leite, a melhoria da qualidade do rebanho e a adog¢do de boas praticas de higiene,
desde a ordenha até as diferentes etapas do processamento industrial, para
obtencdo dos produtos desejados, formam um conjunto que assegura leite e
derivados de qualidade (LEITE et al., 2006).

O leite é fonte de macro e micronutrientes essenciais para o
crescimento, desenvolvimento e manutencdo da saude e constitui umas das
principais fontes de proteinas de origem animal para jovens e humanos de todas as
idades (PEREIRA, 2003). E também uma excelente fonte de calcio, sendo que o
consumo de um copo de leite (cerca de 250 mL) sustenta 32% da ingestao diaria
recomendada (IDR) deste mineral, essencial na composi¢do dos ossos (BEHRENS
e SILVA, 2004).

Todos os leites contém proteinas especificas, gorduras designadas de
facil digestdo. A maior parte contém lactose, minerais, vitaminas e outros
componentes que podem apresentar importantes funcbdes. Os lipidios estao
presentes em globulos emulsificadores recobertos com membranas. Proteinas em
dispersao coloidal se apresentam na forma de micelas e quantidades de minerais e
lactoses na forma de solugdes (SILVA et al., 2001).

Conhecimentos sobre a estrutura e os componentes idnicos do leite
sao importantes para o entendimento das secre¢des, absor¢cbes de ions no trato
gastrointestinal e seus efeitos. Por outro lado, cations divalentes como calcio,
magneésio e zinco sao distribuidos entre as estruturas e componentes protéicos de
alta especificidade (JENSEN, 1995).
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As proteinas do leite sao precursoras de peptideos bioativos, sendo um
topico bastante investigado na area da bioquimica para melhoramentos da saude,
de alimentos funcionais e para preparagcbes farmacéuticas. As caseinas no leite
podem formar complexos soluveis com minerais como calcio, ferro e zinco em pH
intestinal, os quais permitem o monitorando da biodisponibilidade (MIQUEL e
FARRE, 2007).

As caseinas (CN) sao fosfoproteinas ou peptideos fosforilados obtidos
por precipitacdo através da acidificacdo em pH 4,6 a uma temperatura de 20°C.
Podem ser identificadas de acordo com suas estruturas primarias: as+-, as,-, B- € k-
CN. O termo proteinas do soro pode ser usado para descrever o grupo de proteinas
do leite apds precipitacdo das CN em pH 4,6 a 20°C e a -Lactoglobulina (B-LG), a-
Lactoalbumina (a-LA), soroalbumina (SA), e Imunoglobulina (Ig), caracterizam a
maior parte dos componentes dessa fracdo (FARRELL et al., 2004).

A proteina total contida no leite bovino apresenta uma faixa de
concentragdo de aproximadamente 30 a 35 g kg'1, podendo também variar de 23 a
44 g kg (SILVA, 1997). As proteinas podem ser consideradas como a fragdo de
grande destaque para compostos nitrogenados do leite, pois para o leite bovino,
aproximadamente 95% desses ocorrem como proteinas e 5% como compostos
nitrogenados nao-protéicos. Em torno de 80% do nitrogénio protéico constitui-se de
nitrogénio caseinico e 20% de nitrogénio ndo-caseinico. Diversos fatores influenciam
a composicao e a distribuicdo das fragbes nitrogenadas do leite bovino, tais como:
temperatura ambiente, doengas do animal, estagio de lactagdo, numero de parigdes,
raga, e alimentacédo (PEREIRA, 2003).

3.5.2 — Leite de Cabra

O leite de cabra apresenta baixo teor de colesterol, alto valor protéico,
alta digestibilidade e altos teores de acidos graxos. E recomendado para pessoas
idosas, doentes, criangas e pessoas que apresentam alergia ao leite de vaca que
pode ocorrer em criangas, sobretudo nos primeiros anos de vida (RIBEIRO e
RIBEIRO, 2001). Seu grande valor nutritivo se deve a riqueza em proteinas,
gorduras, vitaminas e sais minerais e a tolerancia ao uso do leite de cabra se traduz
positivamente quando a alergia as proteinas do leite de vaca se manifesta

geralmente em sintomas gastrointestinais (BEDA, 2002).
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Nos ultimos anos tem sido observado aumento na procura e no
consumo de leite de cabra e seus derivados, principalmente queijos. As quantidades
de nutrientes presentes, além das proteinas, sdo satisfatérias do ponto de vista
nutricional quanto ao calcio, fésforo, tiamina (vitamina B+), riboflavina (B>), retinina
(vitamina A) e niacina (B3). Porém, apresenta-se deficiente quanto ao ferro, acido
ascorbico, calciferol, cobalamina, piridoxina e folato. Embora o leite de vaca e o leite
de cabra apresentem variagdes quanto as propor¢cbes e tipos de proteinas
presentes, a composigao total em aminoacidos € bastante similar (PEREIRA, 2003).

As proteinas do soro do leite de cabra (B-lactoglobulina e a-
lactoalbumina) sdo imunologicamente diferentes das do leite bovino, mas estudos
mostram que cinco proteinas do leite de cabra sdo semelhantes as do leite bovino
(k-caseina, B-caseina, as,-caseina, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina). A B-caseina
€ a principal componente do leite de cabra (60% da proteina em relagédo a 30% no
leite bovino) e a caracteriza em estudos de adulteragcdo (MAYER, 2005; EGITO et
al., 2006; VELOSO et al., 2002a).

3.5.3 - Leite de Ovelha

Atualmente a ovinocultura encontra-se difundida em praticamente todo
o0 mundo, sendo uma das principais atividades econdmicas de varios paises, dentre
os quais se destacam a Australia e Nova Zeléandia (MACEDO Jr., 2004).

A producéo de leite em ovinos pode ser uma alternativa sustentavel, de
baixo investimento e de facil adog¢ao pela mao de obra familiar, podendo melhorar a
qualidade de vida dos pequenos e médios produtores rurais. Atualmente, a utilizacao
desta valiosa matéria-prima para a fabricacao de derivados do leite, pode aumentar
o retorno financeiro do ovinocultor. A composi¢cdo quimica do leite ovino pode variar
devido a influéncia de fatores como: raga, estagio de lactagado, variagdo durante a
ordenha, condigdes climaticas, alimentagao, entre outros (SOUZA et al., 2005).

Segundo GUTIERREZ (1991) citado mais tarde por SOUZA et al.
(2005), a maior quantidade de caseina, fosfatos e demais componentes acidos da
matéria seca faz com que o pH oscile entre 6,3 e 6,6, sendo um pouco mais acido
que os leites de cabra e vaca. Além disso, a gordura € um dos componentes mais
importantes do leite de ovelha, pois tem funcdo nutricional e influéncia as

caracteristicas fisicas e organolépticas. Esta presente no leite em forma de globulos,
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e sua quantidade varia muito, dependendo da raga, alimentagdo, periodo de
lactagao, etc.

Com excecéao de algumas situagdes de economias de subsisténcia em
que o leite € consumido in natura, a maior parte do leite de ovelha obtido é
transformado em queijo e, em menor escala, em iogurte. Mais concentrado que o
leite de vaca e cabra, o leite de ovelha é indicado para a fabricagdo de queijos com
aromas e sabores especiais, famosos e de alto valor comercial no mundo inteiro,
como o Roquefort e o Gorgonzola (SOUZA et al., 2005).

A producgao animal esta estritamente relacionada com a nutricao, a qual
depende basicamente de quatro fatores: exigéncias nutricionais, composicdo e
digestibilidade dos alimentos e quantidade de nutrientes que o animal ingere
(MACEDO Jr., 2004). Além da raca Santa Inés, outras ragas de ovelhas como a
Lacaune, Texel, llé de Francga, Corriedelle relacionadas a producao de leite foram
avaliadas quanto a influéncia da qualidade do leite, quanto a alimentagao com fibras,
consumo de nutrientes, produgédo, composicdo do leite, estagio de gestagdo e
lactacdo, entre outros (MACEDO Jr., 2004; BRITO et al., 2006; HUBNER et al.,
2007; SOUZA et al., 2005).

A origem da raga Santa Inés é devido ao cruzamento de ovelhas
Morada Nova com carneiros Bergamascia, e por ser uma raga bem adaptada ao
clima nacional, vem sendo a mais difundida no territério brasileiro. Sdo animais mais
pesados e de maior porte que alcangam 40 kg de peso vivo aos seis meses; 0 peso
corporal médio é de 80 a 100 kg, para os machos, e 60 a 70 kg, para as fémeas.
Produzem carne de boa qualidade e peles fortes e resistentes. As fémeas sao
otimas criadeiras e apresentam excelente capacidade leiteira (MACEDO Jr., 2004).
Durante as primeiras semanas de vida, o desempenho dos cordeiros depende, em
grande parte, da producgao de leite das ovelhas. A condigdo nutricional no periodo
pos-parto afeta diretamente a quantidade de leite produzida por ovelhas em
lactacdo. Neste periodo, geralmente observa-se perda de peso das ovelhas, a qual
depende da qualidade e quantidade de alimento disponivel, assim como do numero
de cordeiros amamentados, de fatores ambientais e do potencial produtivo da ovelha
(HUBNER et al., 2007).

A quantidade de leite produzida e sua composicdo apresentam
variagdes ocasionadas por diversos fatores, como espécie, raga, sexo, idade,

finalidade produtiva, potencial genético, ambiente, balango energético ou protéico,
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alimentagao, estacdo do ano, doencas, periodo de lactagdo, ordenhas (ALEIXO,
2000). No caso de animais em pastejo, as forrageiras tropicais apresentam
quantidades ou equilibrios inadequados de minerais e, por esta razdo, a
suplementagdo de macros (calcio, fésforo, magnésio, enxofre, sodio, potassio e
cloro) e microminerais (zinco, ferro, cobalto, cobre, manganés, iodo, selénio,
molibdénio, fluor, niquel e crébmio) torna-se extremamente importante para o
processo produtivo. Nem todos os minerais citados estdo em niveis deficientes e
também ha a existéncia das interagbes entre eles, algumas positivas e outras
negativas, ou seja, o excesso de uns prejudica a absorgao ou fixagao de outros, por
exemplo, os excessos de fosforo na dieta de ovinos, principalmente os confinados,
também podem provocar calculo urinario ou urolitiase obstrutiva. Em animais
manejados em pastejo, a forma mais pratica e adequada para evitar a ocorréncia
das deficiéncias nutricionais € a utilizacdo dos suplementos mineralizados em
cochos saleiros, de preferéncia cobertos, bem localizados nas pastagens e nucleos
para racgoes.

As exigéncias de alguns minerais para ovinos (NRC 1985) como zinco,
célcio e fosforo sdo 20 — 33 mg kg™, 0,2 - 0,8% e 0,16 - 0,38%, respectivamente
(<http://www.cppse.embrapa.br/080servicos/070publicacaogratuita/documentos/Doc

umentos65.pdf>).

3.5.4 —“Leite” de Soja

O consumo de “leite” de soja tem aumentado no Brasil em fungéo de
novos produtos a base de extrato hidrossoluvel de soja, em combinagdo com sucos
de frutas, que vém sendo comercializados com sucesso no mercado nacional desde
o final da década de 90 (BEHRENS e SILVA, 2004).

A soja, considerada alimento funcional, fornece nutrientes ao
organismo e beneficios para a saude. E rica em proteinas, contém isoflavonas,
saponinas, fitatos, inibidores de protease, fitosterdis, peptideos com baixa massa
molar, oligossacarideos e acidos graxos poliinsaturados, que auxiliam na redugéo de
riscos de doengas crénicas e degenerativas. Também constitui boa fonte de minerais
como ferro, potassio, magnésio, zinco, cobre fésforo, manganés e vitaminas do
complexo B (PENHA, 2007).
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A substituicdo do leite bovino pelo leite de soja contribui para a
diminuicdo da gordura corporal e pode ser preparada para que tenha o mesmo teor
de proteinas que o leite bovino. Entretanto, o valor biolégico das proteinas de soja é
inferior a das proteinas contidas no leite bovino, que apresenta como referéncia as
proteinas do ovo, reconhecidas como as de maior valor biolégico (BEHRENS e
SILVA, 2004). Apesar disso, estudos mostram que a soja pode ser utilizada de forma
preventiva e terapéutica no tratamento de doengas cardiovasculares, cancer,
osteoporose e sintomas da menopausa. A agao da soja na prevengao do cancer
ginecoldgico e alivio dos sintomas da menopausa sao atribuidos as isoflavonas,
compostos fendlicos heterociclicos que podem atuar como agentes antiestrogénicos,
competindo com estrogenos de origem endogena (como o 17@3- estradiol), cuja
funcdo biologica estd ligada ao desenvolvimento de alguns tipos de canceres
ginecoldgicos (HASLER, 1998).

Uma das importantes caracteristicas fisicas das proteinas da soja é
sua solubilizagcdo em agua, contribuindo significativamente para uma propriedade
funcional dos produtos da soja. Estudos de investigagdo do efeito da modificagédo
das proteinas da soja com sulfito de sdédio, bisulfito de sodio e cisteina em proteinas
soluveis desse alimento mostraram que houve um aumento da intensidade das
bandas protéicas separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-
sulfato de sodio (SDS-PAGE), identificando, assim, algumas proteinas da soja, como
a glicinina e a B-conglicinina (ABTAHI e AMINLARI, 1997; MA et al., 1997).

Alguns elementos trago presentes no leite de soja, como o ferro, zinco,
cobre e manganés podem se apresentar como espécies de sulfatos, sendo que o
elemento iodo se apresenta na forma de iodetos de K e Na (BRATTER et al., 1998).
Outros autores demonstraram que calcio, ferro e zinco apresentam
biodisponibilidade no organismo, porém menor no leite de soja formulado do que no
leite infantil formulado, observados em estudos in vivo e in vitro. Além disso,
polipeptidios de digestdo de proteinas gastrointestinais sdo capazes de se ligar ao
ferro e evitar a sua absor¢ao como a fragdo da proteina conglicina, liberada na
digestao da proteina de soja. Ja para o cobre ndo ha mudanca na biodisponibilidade
entre esses dois tipos de leite (JOVANI et al., 2001).

Os compostos de soja contém também grandes quantidades de
oligosacarideos a-D-galactosil, como a rafinose e stachinose, os quais séao

indigestos pelos mamiferos, podendo causar fatores como flatuléncias. Assim,
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estudos foram feitos incluindo fermentagdo com fungos, bactérias e enzimas para
melhorar a acessibilidade dos oligosacarideos a-D-galactosil no organismo (SAKAI
et al., 1987).

3.6 — Eletroforese em gel de poliacrilamida

No fim da década de 1950 e inicio dos anos 60 surgiu a eletroforese
em gel de poliacrilamida, que permitiu o desenvolvimento das eletroforeses
descontinuas que apresentam alto poder de resolu¢gdo e ganhou grande importancia
na avaliacdo da homogeneidade de preparagdes protéicas obtidas, normalmente por
sistemas cromatograficos (SILVA Jr., 2001).

A eletroforese € um processo de separagao relacionado a migracao de
particulas carregadas em um determinado meio, sob a influéncia de uma diferenga
de potencial. As técnicas de eletroforese em gel descontinuas conduzidas em gel de
poliacrilamida mostram, apds revelacdo adequada, bandas bem estreitas de
proteinas que conferem uma grande resolucao entre elas. Este sistema é definido
como descontinuo devido a trés caracteristicas diferenciadas: a porosidade dos géis,
a composicado quimica e o pH das solugdes-tampao dos géis e reservatérios (parte
anddica e catddica). No caso dos géis, um deles é chamado de gel concentrador ou
de empilhamento, decorrente da manutencao de uma fronteira movel finissima, que
€ mantida gragas a uma relagdo constante entre as concentragdes de glicina e
cloreto, onde se encaixam as proteinas (3-5% (m/v) de acrilamida), de poros mais
largos e o outro de gel fracionador ou de separacéo (5-20% (m/v) de acrilamida) de
poros menores que o anterior (SILVA Jr., 2001).

Alguns exemplos dos varios métodos de eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) mais empregadas sao: eletroforese em gel de poliacrilamida
com dodecil-sulfato de sodio (SDS-PAGE), eletroforese em gradiente de gel (PGE),
eletroforese por focalizacéo isoelétrica (IEF), eletroforese em gel de poliacrilamida
bidimensional (2D-PAGE), eletroforese em gel de poliacrilamida descontinua (DISC)
(CHIOU e WU, 1999; SILVA Jr., 2001), e também eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo uréia conhecida como UREA-PAGE (VELOSO et al.,
2002a).

Uma das principais aplicacbes da técnica de eletroforese em gel

contendo uréia é a diferenciacdo das proteinas de diversos tipos de leite (VAN
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HEKKEN e THOMPSON, 1992), assim como também a detecgdo e a quantificagao
do soro de leite adicional em leite e bebidas, em que as solugbes das amostras
estavam em meio de uréia (SOUZA et al., 2000). Desta forma, essa técnica tem sido
bastante utilizada em controle de qualidade como adulteracao de leite.

EGITO et al. (2006) avaliaram meétodos de eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) em presenca de uréia (UREA-PAGE) e dodecil sulfato de
sédio (SDS-PAGE) para identificar a adulteragao do leite de cabra pela adigdo de
leite de vaca. UREA-PAGE foi o método mais apropriado para a identificagao desse
tipo de fraude, em decorréncia da presengca da caseina as; com migragao mais
rapida no leite bovino. O limite de detecg¢do, a repetibilidade e o tempo para
execucao indicaram que esse método pode ser aplicado como rotina no controle de
qualidade do leite de cabra recebido pelas industrias.

Estudos de separacido e quantificagcdo das fracbes da caseina foram
feitos utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna de fase reversa
(RP-HPLC) comparando com o método UREA-PAGE e os resultados obtidos nos
dois métodos foram similares (VELOSO et al., 2002b). Em outros trabalhos, além
desses métodos, também se utilizou a metodologia de reagdo em cadeia de
polimerase (PCR) (MAYER, 2005).

Em outro estudo de adulteracdo de leite de vaca ao leite de cabra,
observou-se que a metodologia UREA-PAGE foi a mais aplicavel, uma vez que
permitiu uma diferenciagdo mais clara entre os perfis dos leites genuinos das
especies pesquisadas, além da maior rapidez e menor numero de etapas analiticas
(PEREIRA, 2003).

A investigacdo de espécies metdlicas é indispensavel para entender
sua essencialidade, toxicidade e impactos bioquimicos em sistemas bioldgicos. A
maioria desses ions metalicos esta ligada a proteinas e enzimas especificas e
mostram seus efeitos, como atividades ou centenas de estruturas das proteinas com
diferentes conformacdes. Na literatura existem trabalhos de especiacdo de metais
ligados a proteinas utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida com diversas
técnicas analiticas para determinacdo de metais (GARCIA, et al.,, 2006). Uma
revisdo na literatura em estudos de metaloproteinas por eletroforese em gel mostra
que essas técnicas correspondem a 17%, 7%, 33 e 43% para espectrometria de

absor¢cao atbmica (AAS), espectrometria de fluorescéncia atbmica (AFS),
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espectrometria de raios-X (XRF) e espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS), respectivamente (MA et al., 2004).

VERBI et al. (2005) investigaram bandas protéicas de callus (Citrus
sinensis L. Osbeck) embriogénicos in vitro, usando fluorescéncia de raios-X com
radiagcdo micro-sincrotron (USR-XRF) depois da separagcdao por SDS-PAGE. A
quantificacdo da ligacdo de metais-proteinas foi feita depois da decomposi¢céo do gel
por radiagdo microondas com cavidade, utilizando-se as técnicas de fluorescéncia
de raios-X por reflexdo total excitada com radiacdo sincrotron (SR-TXRF),
espectrometria de absorgdo atbmica com chama (FAAS) e espectrometria de
emissao optica com chama (FAES). Foi possivel observar que proteinas entre 81 e
14 kDa apresentam diferentes intensidades de ferro em diferentes posicées e a
analise da proteina de 53 kDa mostrou resultados mais interessantes. Além do ferro,
foram indicadas as presencas de Ca, Cu, K e Zn em experimentos com uSR-XRF.
Cobre, K, Fe e Zn foram determinados por SR-TXRF, Mg por FAAS, Na por FAES e
Ca por SR-TXRF e FAAS. Nas bandas de 81 e 14 kDa foi determinado Fe (105 e
21,8 ug g') e nas outras bandas (86 a 14 kDa) foram determinados Ca, Cu, K, Mg,
Na e Zn nas faixas de concentragdes de 42,4 a 283; 0,91 a 15,9; 2,47 a 96,8; 2,01 a
4,59; 29,3 a 305 e 3,39 a 29,7 ug g'1, respectivamente.

Um estudo de caso feito por MAGALHAES e ARRUDA (2007)
investigou 11 procedimentos diferentes para extracdo de proteinas e
metaloproteinas para castanhas (Aescullus hippocastanum L.) in natura. Depois de
cada extracao, a proteina total foi determinada e depois da separacao das proteinas
por SDS-PAGE, os metais pertencentes as estruturas protéicas foram mapeados por
fluorescéncia de raios-X com radiagao sincrotron (SR-XRF). Depois de mapeados os
elementos Cr, Fe e Mn em bandas protéicas (33 e 23 kDa), suas concentragdes
foram determinadas por GFAAS. Foram obtidos bons resultados com extracdo de
proteinas combinando moagem e sonicag&do, porém, essa estratégia ndo preserva
os ions metalicos na estrutura da proteina, mostrando que houve uma diminui¢cao de
42% da concentracdo de Mn comparado com agitagdo em agua (procedimento de
referéncia). Por outro lado, usando moagem e agitacdo em meio tamponado, houve
aumento significativo nos teores de Mn, quando comparado ao procedimento de
referéncia.

Estudos seguintes avaliaram dois métodos de extragao de proteinas da

semente do feijao de soja com o objetivo de preservar a ligacdo do metal com
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proteina apos dois diferentes procedimentos de extragdo. As proteinas foram
primeiramente separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
entdo as bandas foram mapeadas por SR-XRF. Algumas bandas mapeadas foram
decompostas por combustdo assistida por microondas e Ca, Cu, K, Mg, Mn e Zn
foram quantificados por ICP-MS ou ICP OES (SUSSULINI et al., 2007).

BINET e colaboradores (2003) usaram uma estratégia que envolve
acoplamento de diferentes técnicas analitica, ligando eletroforese em gel com
ablagcdo em laser acoplado com espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (LA-ICP-MS) para detectar, mapear e quantificar metal ligado a
proteina (zinco e cadmio) sintetizadas em Escherichia coli. Foi observada a indugao
da sintese da SmtA, uma proteina de baixa massa molar, com ligagdes de cations
de zinco e cadmio. Um perfil de Zn e Cd ligado as fragdes de proteinas obtidas do
citoplasma de E. coli e um alto conteudo de cada um desses metais foi obtido.

CHERY et al. (2006) apresentaram um método em que as proteinas de
leveduras foram previamente separadas por SDS-PAGE, sendo realizada, em cada
banda, a determinacdo de Se por vaporizacao eletrotérmica com espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ETVICP-MS). A analise foi feita
diretamente sobre o gel corado, o que torna o método ainda mais pratico. As
vantagens desse estudo foram alta resolugdo no fracionamento de proteinas e a
simples quantificagcao de selénio.

SILOTO (2005) investigou espécies de Cu e Zn em agua de coco e a
influéncia de processo de pasteurizacdo sobre essas espécies. Um dos estudos foi a
separagao das proteinas de agua de coco por SDS-PAGE e a determinagédo do Cu
por analise direta de sélidos em espectrometria de absorcdo atbmica com
atomizagao eletrotérmica em forno de grafite (SS-GFAAS) e Zn por GFAAS. Os
estudos foram semi-quantitativos e observou-se que o Cu estava associado as
proteinas de 22,4 a 23,2 kDa, 27,6 kDa, 29,7 kDa, 36,8 a 39,6; 45,6 a 47,3 kDa;
42,5 a 47 kDa e que o Zn estava ligado as proteinas na faixa de 29,8 a 30,9 kDa e
36,8 kDa para as diversas amostras de coco nao pasteurizadas. Apds a
pasteurizacdo, o Cu se distribuiu mais uniformemente nas diferentes faixas de
massas molares e o0 zinco, que se encontrava em proteinas de massas molares
maiores, apos processamento das amostras foi encontrado nas de menores massas

protéicas.
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4 — Materiais e Métodos

4.1 — Instrumentacéo

No preparo de amostras para determinagao dos teores totais de zinco,
calcio e fosforo no leite e para a decomposi¢cao das bandas protéicas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida, foi utilizado um forno com radiacéo
microondas com cavidade (Multiwave, Anton Parr) contendo rotor com 6 frascos de
polietileno modificado.

Os experimentos para os teores totais e para o método de digestao
gastrointestinal in vitro foram efetuados usando a determinagdo simultdnea de
diversos minerais por ICP OES com visao radial (Varian, Vista RL, Mulgrave,
Australia).

Para pesagem das amostras estudadas foi utilizada uma balanga
analitica (OHAUS-Analytical Plus).

Espectrdmetro de absorcdo atdbmica em forno de grafite (GFAAS,
Varian, modelo SpectrAA — 800) foi usado para determinagcédo das concentragbes de
zinco em bandas protéicas.

Para a separagao das proteinas das amostras de leite empregando
eletroforese em gel de poliacrilamida foram utilizados mini-cuba e aparatos para
eletroforese: placas de vidro e pentes (BioAmerica Inc. Equipments), potencidmetro
(pH METER TEC-2) e centrifuga (Eppendorf — centrifuge 5417R).

Para a simulagdo da digestdao gastrointestinal in vitro usou-se
potencidmetro (pH METER TEC-2), banho-maria (Solab), mesa agitadora (Marconi)
e membrana de didlise com tamanho de poros de 12000-16000 Da (Inlab).

Para a determinacio da proteina total das amostras de leite foi utilizado

espectrofotdmetro (Femto, modelo 432).

4.2 — Reagentes e Solucgdes

Reagentes de grau analitico e agua deionizada a 18 MQ cm em
sistema Milli-Q® (Millipore) foram empregados para preparo das solugdes, tais como
acido nitrico (Aldrich Chemical, Milwaukee, WI, USA) e perdxido de hidrogénio

(Aldrich Chemical, Milwaukee, WI, USA), usados para as digestdes das amostras
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(teores totais) e para a mineralizagdo das bandas protéicas. Para a mineralizacéo da
ragdo animal, além do acido nitrico, foi usado o acido perclorico (Impex ).

As solucbes estoque de zinco, calcio e fosforo foram preparadas a
partir da diluicdo de solugdo padrdo comercial 1000 mg L (Teclab). Todas as
solugdes e curvas de calibragdo foram preparadas com HNO3 1% (v/v).

Para as determinacdes de zinco em GFAAS, o acido nitrico utilizado foi
subdestilado (destilador de acido sub-ebulicdo, Marconi, Piracicaba, Brasil) e
solugdo 1,78% m/v Mg(NOs), (Mallenckrodt) foi empregada como modificador
quimico. O branco utilizado nessas analises foi resultado da mineralizacdo do branco
do gel sem a banda protéica em HNO3 1% (v/v).

Os reagentes utilizados para a eletroforese em gel de poliacrilamida de
proteinas foram TRIS (tris(hidroximetillamino-metano) (Synth, SP Brasil), acido
cloridrico (Aldrich Chemical, Milwaukee, WI, USA), Uréia (J.T.Baker, Alemanha),
acrilamida (Invitrogen, Carlsbad, CA, USa), N,N,N,N — metileno bisacrilamida(BIS),
N,N,N",N’-tetrametiletiienodiamina (TEMED), persulfato de aménio e glicina (Sigma,
Alemanha), 2-mercaptoetanol (Inlab, Brasil), azul de bromofenol (Merck), azul
brilhante de Comassie R-250 (Sigma), acido sulfarico 1,0 mol L™ (Quemis, Brasil),
hidroxido de potassio 10 mol L' e &cido tricloroacético (Synth), glicerina
(Proquimios, RJ, Brasil) e metanol (Proquimios). O padrdo protéico de massas
molares conhecidas empregado na UREA — PAGE foi da GE Healthcare, de 14,4 a
97 kDa.

Os reagentes utilizados para a digestao gastrointestinal simulada in
vitro para as amostras de leite foram acido cloridrico (Aldrich Chemical), pepsina
(Vetec, Brasil), hidréxido de potassio (Chemco, Campinas SP, Brasil), pancreatina —
Pancreatin from porcine pancreas (Sigma Aldrich), sais de bile — Bile extract porcine
(Sigma) e bicarbonato de sodio (Vetec).

Para a determinacéo da proteina total das amostras de leite foi utilizado
o reagente Comassie Brilliant Blue G-250 (Pierce da marca Perbio) e como padréao

de proteina albumina de soro bovino, BSA (Sigma).

4.3 — Descontaminacdo dos materiais

Todos os materiais utilizados no trabalho foram previamente lavados

com detergente neutro e agua corrente, abundantemente enxaguados com agua
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destilada e deixados em banho de HNO3; 10 % (v/v) por no minimo 24 h. A seguir, 0s
materiais foram enxaguados com agua ultrapura.

Todo o preparo de solugdes e os procedimentos para o preparo dos
géis de poliacrilamida e a corrida eletroforética foram feitos em capela de fluxo
laminar para evitar problemas de contaminacdo, principalmente referentes ao

elemento zinco.

4.4 — Amostras e materiais de referéncia certificados

As amostras estudadas foram leite bovino da raca Holandesa e leite de
ovelha da raca Santa Inés criadas na Embrapa Pecuaria Sudeste e leite bovino
integral UHT, leite de cabra integral UHT e “leite” de soja adquiridos no comércio
local.

As amostras foram analisadas para a determinacdo da concentracio
total de zinco, calcio e fésforo, estudos de separagao das proteinas, estudos da
digestao gastrointestinal simulada in vitro e determinagao da proteina total.

Para verificar a exatiddo do método proposto para determinagdo dos
teores totais, os analitos foram determinados em amostra de referéncia certificada
de leite (NIST 8435 — Whole Milk Powder), produzido pelo National Institute of
Science and Technology (NIST, Gaithersburg, MD, EUA).
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5 — Procedimento Experimental

5.1 — Determinacéo dos teores totais

Os teores totais de zinco, calcio e fésforo foram determinados nas
amostras segundo procedimento previamente desenvolvido e descrito por SILVA et
al. (2001), empregando forno com radiagao microondas para mineralizagdo das
amostras. Basicamente, 2,5 mL das amostras de leite ou 250 mg de material
certificado de referéncia (NIST 8435-Whole Milk Powder), foram utilizados na
determinagdo. Assim, 1,0 mL de HyO; (30% m/m) e 2,0 mL HNOj3; (50% v/v) foram
utilizados nas digestdes.

Apos a digestdo, as amostras foram diluidas para 20 mL com agua
deionizada e as concentragcdes de zinco determinadas por ICP OES. Abaixo, o
programa de aquecimento utilizado no forno de microondas com cavidade (Tabela
5.1.1) e os parametros empregados na analise por espectrometria de emissao optica

com plasma acoplado indutivamente — ICP OES (Tabela 5.1.2).

TABELA 5.1.1 - Programa de aquecimento empregado na digestdo acida assistida

por radiagao microondas

Etapa Poténcia (W) Tempo (min)
1 100 5
2 600 5
3 1000 5
4 0 15
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TABELA 5.1.2 - Pardmetros empregados na analise por ICP OES

Parametros Instrumentais ICP OES (visao radial)
Poténcia da radio frequéncia 1,05 Kw
Vaz&o do nebulizador 0,60 L min™
Vaz&o do gas do plasma 15 L min™
Vazdo do gas auxiliar 1,50 L min™’
Nebulizador V-Groove
Camara de nebulizagao Sturman Master
Altura de observacao 8 mm
Comprimento de onda Zn: 213, 857 nm
Ca: 396, 847 nm
P: 178, 222 nm

5.2 — Gel de Eletroforese

A eletroforese em gel de poliacrilamida com uréia (4% de acrilamida
para o gel de empilhamento e 10% para o gel de separagao) foi realizada segundo
método adaptado por ANDREWS (1983) e posteriormente descrito por PEREIRA
(2003) com modificacdes.

Primeiramente, a mini-cuba de eletroforese de tamanho 10,0 cm
(largura) x 8,5cm (altura) e as placas de vidro foram limpas com alcool e cloroférmio
1:1 (v/v). As placas de vidro foram montadas conforme instrugbes do fabricante,
formando um “sanduiche” com as placas separadas pelos espacadores.

Para a preparagao do gel de separagédo a 10% foram adicionados 2,25
mL de Acrilamida/Bis 40% (m/v) (40g de acrilamida e 2g de N,N,N,N — metileno
bisacrilamida (BIS) em 100 mL de solugao) e 7,10 mL de tampao do gel de
separacgao (6,43g de TRIS, 38,579 de uréia, 0,572 mL de HCI, com pH ajustado para
8,9 em 100 mL de solugdo). Essa mistura foi filtrada em papel-filtro e em seguida foi
acrescentado 30 puL de persulfato de aménio 10% (m/v) (0,5 g de perfulfato de
aménio em 4,5 mL de agua deionizada) e 10 uL de TEMED. Aplicou-se a mistura
desses volumes vagarosamente, no interior de cada uma das placas até

aproximadamente 0,5 cm da parte inferior do pente. Procedeu-se a preparagdo de
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um gel de cada vez e aplicou-se, aproximadamente, 0,5 mL de agua deionizada com
auxilio de uma seringa com agulha para que ocorresse a formagcédo de um filme
liquido sobre a superficie do gel para se evitar o contato do mesmo com o O, do ar,
que pode interferir na polimerizagdo e também nao formar bolhas, que podem surgir
durante a etapa de aplicagdo. Aguardou-se 40 minutos para a completa
polimerizagao do gel.

A seguir, foi preparado o gel de empilhamento, preparado da seguinte
maneira: foram misturados 0,39 mL de acrilamida/Bis e 3,52 mL de tampao do gel de
empilhamento (0,830 g de TRIS, 30 g de uréia, 0,44 mL de HCI, com pH ajustado
para 7,6 em 100 mL de solugdo). Entao, filtrou-se em papel-filtro a mistura e em
seguida, adicionou-se 30 uL de persulfato de aménio e 5 uL de TEMED. Colocou-se
os pentes e aguardou-se novamente 40 minutos para a completa polimerizagao.

Posteriormente, os pentes foram retirados com cuidado e onde os
dentes dos pentes estavam encaixados formaram-se pequenas cavidades (pogos),
as quais foram usadas para a aplicagao das aliquotas das amostras.

A solugéo de tampao de corrida (3,75 g de TRIS, 18,25 g de glicina em
250 mL de solugao e em seguida diluida 5 vezes) foi colocada cuidadosamente nos
pocos com o auxilio de uma pipeta. Em seguida, essa mesma solugao foi retirada de
cada pogo através de uma seringa. Assim, o gel estava pronto para a aplicacao das
amostras.

Para o preparo das amostras foram dissolvidos 30 uL dos diferentes
tipos de leite em 1,0 mL de tamp&o da amostra (0,375 g de TRIS, 24,5 g de uréia,
0,2 mL de HCI, 0,35 mL de 2-mercaptoetanol e 0,075 g de azul de bromofenol em 50
mL de solugdo). Apds dissolugdo, as amostras foram submetidas a banho-maria a
40 °C por 1 hora e centrifugadas em temperatura de 5 °C, por 10 minutos a 10000 g.
O aquecimento na presenca de 2-mercaptoetanol e uréia foram necessarios para a
desnaturacdo das proteinas. O reagente 2-mercaptoetanol atua como agente
redutor, quebrando as ligacbes dissulfidricas presentes em grande parte nas
proteinas. Isso se torna necessario para facilitar o acesso do desnaturante as partes
internas das proteinas, além de permitir a separagdo de cadeias polipeptidicas
mantidas por esta ligagao covalente (SILVA Jr., 2001).

Em seguida, aplicou-se 30 uL do sobrenadante nos pogos da
eletroforese em gel UREA-PAGE.
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Volumes restantes de tampéao de corrida ou eletrodo foram vertidos
dentro da cuba, na parte interna e externa. A tampa do conjunto foi encaixada,
atentando para a conexao dos eletrodos e os fios destes ligados a fonte. Depois de
seguir os procedimentos citados acima, aplicou-se uma voltagem de 90 V e
amperagem de 23 a 24 mA por 4 horas e 30 min. A finalizagdo da corrida foi
indicada pela linha frontal que migra a frente das proteinas e formada pelo azul de
bromofenol, presente no tampao de amostra. Dessa forma, quando a linha frontal
estava ao final do gel fracionador, foi desligada a fonte elétrica.

Para a revelagdo das bandas no gel, essas foram coradas em solugéo
de azul brilhante de Comassie (0,5 g de azul brilhante de Comassie e 3,75 mL de
H,SO,4 em solugéo total de 500 mL). Em seguida, apds repouso overnight (cerca de
12 horas), essa solugéo foi filtrada em papel filtro e misturada ao filtrado, na
proporcdo 9+1, 556 mL de 10 mol L' de KOH e 66,67 g de &cido tricloroacético
12% (m/v). Finalmente, os géis foram lavados com agua deionizada e armazenados
em glicerol 10% (v/v) e metanol 10 % (v/v) em solugao total de 100 mL.

A Figura 5.2.1 representa um esquema da separacéo de proteinas no
gel de UREA-PAGE e a Figura 5.2.2 mostra como foi montado o sistema de

eletroforese.

A

I maior massa molar
. B

I menor massa molar
+ —

FIGURA 5.2.1 — Esquema da separagéo de proteinas por UREA-PAGE: (A) Gel de

empilhamento, (B) Gel de separacédo e (C) Tampéo de corrida ou eletrodo
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FIGURA 5.2.2 — Sistema de eletroforese utilizado na separacao das proteinas

5.3 — Estimativa da Massa Molar das Proteinas

Para se obter uma primeira estimativa das massas molares das
proteinas dos leites bovino da raga Holandesa e leite de ovelha da raca Santa Inés
criadas na Embrapa Pecuaria Sudeste e leite bovino integral UHT, leite de cabra
integral UHT e “leite” de soja separadas por UREA-PAGE, foi utilizado padrao de
proteinas conhecidas. A preparagao dos padrbes foi feita da seguinte maneira: o
conteudo de um frasco (560 pg) do padrao das proteinas foi diluido em 200 yL de
solugdo tampao de amostra. A seguir, foram submetidos a aquecimento a 40 °C em
banho-maria durante uma hora e aplicados 10 yL em um dos pogos do gel. A Tabela
5.3.1 mostra as proteinas presentes no padrdo e as suas respectivas massas

molares.

TABELA 5.3.1 - Padrdes protéicos com diferentes massas molares

Proteina Massa molar (kDa)
Fosforilase b 97
Albumina 66
Ovoalbumina 45
Anidrase Carbénica 30
Inibidor Tripsina 20,1

a — Lactalbumina 14,4
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A estimativa das massas molares foi feita utilizando uma curva do
logaritmo do padrdo molecular das proteinas versus mobilidade relativa (Rf) apds a
separacao das proteinas por UREA-PAGE. Na equacgao 1 pode ser observado como

foi realizado o calculo de Rf.

distancia percorrida pelaproteina

Rf =
distanciapercorridapelalinha frontal

(Equacéao 1)

Os calculos do Rf e das bandas protéicas das amostras de leite foram

feitos utilizando-se o programa Lablmage 1D 2006 Professional.

5.4 — Determinacdo de zinco em bandas protéicas empregando
espectrometria de absorcédo atbmica com atomizacao eletrotérmica

em forno de grafite

Para determinar o zinco nas bandas protéicas das diferentes amostras
de leite, essas foram cortadas com o auxilio de uma faca de plastico
descontaminada em 10% (v/v) HNO3. O mesmo processo foi realizado para o branco
(definido como uma regido do gel, em que nado existia banda protéica). As
dimensbes de cada banda foram de aproximadamente 8 mm de largura por 3 a 5
mm de altura.

Depois de cortadas, as bandas foram lavadas com agua deionizada e
secas em papel fitro por 15 minutos em uma capela de fluxo laminar.
Posteriormente, cada uma das bandas foi pesada diretamente em uma balanca
analitica. As massas pesadas foram entre 20 e 50 mg e em seguida, colocadas em
um mini-frasco de Teflon®. Adicionou-se 75 pL de HNO3; 65% v/v subdestilado e 75
uL de H20, 30% m/m conforme procedimento descrito por ARAUJO (2004).

Apos a transferéncia, os mini-frascos abertos foram introduzidos nos
frascos de PTFE do forno com radiacdo microondas com cavidade, que continha
2 mL de agua deionizada através de uma pinga. Os 2 mL de agua foram adicionados
para a absorgédo de energia microondas excedente, ndo entrando em contato com o
interior dos recipientes que continham as amostras. A Figura 5.4.1 apresenta as

dimensbes do recipiente utilizado (mini-frasco) e o programa de aquecimento
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utilizado para a digestdo das bandas protéicas (gel de poliacrilamida) esta descrito
na Tabela 5.4.1.

16 mm
Thmm 1Tmm  mm e

E

-t

[ £

7 to
E
£
&

£

+—— recipiente de amostra TE

o

=
@;’_ agua I, I 9 mm I2 r:1m o

13 mm

(1) (i)

FIGURA 5.4.1 - (I) esquema do recipiente de amostras dentro do frasco do forno

microondas com cavidade, (ll) corte transversal do recipiente de amostras.

TABELA 5.4.1 - Programa de aquecimento para digestdo das bandas protéicas

empregando forno de microondas Multiwave (Anton Paar), programa para 6

amostras.
Etapa Poténcia (W) Tempo (min)
1 250 1
2 0 1
3 250 5
4 400 5
5 750 10
6 0 10

Apos digestdo, as amostras foram transferidas para frascos tipo
“Falcon” de 15 mL, sendo os volumes ajustados com agua deionizada para 3,5 mL.

Dessa forma, o elemento Zn foi determinado por GFAAS, sendo
levantadas curvas de pirdlise e atomizagéo introduzindo-se 18 uL de solugédo padrao
na concentracdo de 0,3 ug L™ de Zn em presenca do branco da amostra (gel sem

banda) em meio 1% v/v HNO3 e 5 yL de modificador quimico 1,78% m/v Mg(NO3)a.
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O comprimento de onda utilizado foi 213,9 nm, a resolugao espectral de 1,0 nm e a
corrente da lampada de 5 mA.

A curva analitica de calibragao foi feita a partir de solugado padrao 1000
mg L de Zn, contendo uma faixa de concentragdo de 0,5 a 3,0 ug L™ de Zn*? em

presencga do branco da amostra com acidez 1,0 % v/v HNOs.

5.5 — Estudos da bioacessibilidade in vitro para zinco, calcio e

fosforo nas diferentes amostras de leite

A bioacessibilidade do zinco, célcio e fosforo nas diferentes amostras
de leite estudadas foi determinada com o emprego de procedimento in vitro
desenvolvido por MILLER et al. (1981). O experimento baseou-se na simulagédo da
digestdo gastrointestinal com pepsina-HCI durante a fase gastrica e sais de bile-
pancreatina na fase intestinal. A solugédo de pepsina foi preparada dissolvendo 16 g
de pepsina em 100 mL de HCI 0,1mol L™". A solugdo de pancreatina e sais biliares foi
preparada pela dissolu¢cdo de 0,5 g de pancreatina e 3,13 g de extrato de bile em
125 mL de NaHCO3 0,1 mol L™

Adicionou-se 40 mL de cada amostra de leite em duplicata e ajustou-se
o pH para 2 com solucdo de HCI 2 mol L' e em seguida 6,4 mL de pepsina em meio
0,1 mol L™ de HCI e agitou-se em banho-maria a 37 °C a 127 rpm durante 2 horas.
Essa etapa simula a digestdo do alimento que ocorre no estbmago. Apos esta etapa,
cada amostra de 40 mL do digerido de pepsina foi separada em duplicatas de 20
mL, sendo uma delas utilizada para o procedimento de titulagcdo e a outra para a
dialise.

Para o procedimento de titulagdo, 5 mL de solugdo de pancreatina e
sais de bile foram adicionados nos 20 mL do digerido de pepsina de cada amostra e,
em seguida, titulou-se as amostras com 0,5 mol L' de solucdo de KOH até
aproximadamente pH 7,5 para simular o valor de pH encontrado no meio do intestino
de um individuo. Anotou-se o volume de KOH utilizado na titulacdo. Esse volume de
KOH anotado foi utilizado para a preparacdao de NaHCO3 e, assim, colocado dentro
da membrana de didlise. Dessa forma, o interior da membrana de dialise deve estar
em meio tamponado (NaHCO3) para que, durante o processo de dialise, ndo ocorra

mudanca brusca de pH e precipitacdo das proteinas.
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A didlise € uma técnica empregada na diferenga de concentragdes com
uma forga motriz para separar particulas grandes de particulas pequenas, por
exemplo, as proteinas dos sais. Uma solu¢gdo mais concentrada é colocada de um
lado da membrana e uma solugdo menos concentrada do lado oposto (LEHNINGER,
1976).

Primeiramente, para o preparo da membrana de dialise de porosidade
de aproximadamente 12 — 16 kDa, essa foi imersa em agua deionizada por 10
minutos para hidratacao.

Colocou-se, entdao, o volume variando aproximadamente de 3 a 6 mL,
dependo do tipo de leite, para cada amostra da titulagdo anterior, de solugao 0,5 mol
L™ NaHCO; e o volume foi ajustado com agua deionizada para 25 mL. A seguir,
colocou-se essa solugao dentro da membrana de diadlise e esta foi fechada
cuidadosamente nas duas extremidades da membrana de dialise.

A membrana foi colocada dentro de um Becker em contato com a
amostra digerida com pepsina, o Becker foi coberto e levado ao banho-maria por 30
minutos a 37 °C e com 127 rpm de agitagdo. Em seguida, adicionou-se 5 mL de
solucao de pancreatina e sais de bile, juntamente com a amostra e a membrana de
dialise. O Becker foi coberto e novamente colocado em banho-maria sob agitagao a
127 rpm a 37 °C durante 2 horas (MUNIZ-NAVEIRO et al., 2006; MILLER, 1981;
WHITTAKER et al., 1989).

Apos este tempo, o conteudo das membranas foi retirado e o dialisado
foi analisado por ICP OES. As condicdes de analise do ICP OES estdo na Tabela
5.1.2.

Na equacdo 2 pode ser observado como foi realizado o calculo da

porcentagem do elemento (E) dialisado.
(Equacéo 2)

E dialisado (mg/L) x volume dialisado (25 mL)
E total (mg/L) x volumeinicial daamostra (20 mL)

%de Edialisavel = x 100
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5.6 — Determinacdo das proteinas totais nas diferentes amostras de

leite

Para a determinacéao total de proteinas nas diversas amostras de leite
estudadas foi utilizado o método de Bradford (BRADFORD, 1976). Este é um
método espectofométrico que utiliza o corante Coomassie Brilliant Blue G-250. Esse
corante, conhecido como reagente de Bradford, se complexa com as proteinas
presentes na amostra conferindo propriedade absorvente a elas em comprimento de
onda de 595 nm.

A calibragao do espectrofotdbmetro foi realizada com solugdes padrao
de albumina de soro bovino — BSA, utilizando uma faixa de concentragdo de 50 a
250 mg L™ a partir de uma solugao estoque de 1000 mg L™,

O procedimento consistiu na adicdo de 1,25 mL do reagente de
Bradford com 100 pL das solugdes de padrdao de BSA ou das amostras estudadas.
Em seguida, esperou-se 5 minutos e os valores das absorbancias foram obtidos em
comprimento de onda de 595 nm. Esse procedimento foi realizado para 3 replicatas

da mesma amostra.

5.7 — Determinacdo de zinco, célcio e fésforo nas racdes dadas

como alimento da raca Santa Inés

Existem alguns métodos de decomposi¢cdo de amostras organicas e
bioldgicas, sendo um dos mais utilizados os métodos de decomposi¢do por via
umida. Este método implica no aquecimento da amostra na presenca de um acido
mineral oxidante concentrado, de mistura de acidos oxidantes ou mistura de um
acido oxidante com peréxido de hidrogénio. Apds aquecimento, as amostras séo
oxidadas deixando os elementos a serem determinados na solugao acida em formas
inorganicas simples e apropriados para analise, se os acidos forem suficientemente
oxidantes, e se o aquecimento for feito a temperaturas elevadas durante um periodo
de tempo adequado (KRUG, 2008).

Neste trabalho, o procedimento utilizado para determinacdo de zinco,
calcio e fosforo em amostras de ragdo animal utilizou a mistura nitrico-perclérica.
Pesou-se 500 mg de amostra de ragdo animal, em seguida, adicionou-se 6,0 mL da

mistura de acido nitrico/perclérico na proporcédo 4:1 e a decomposicido ocorreu em
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bloco digestor a uma temperatura de aproximadamente 200 °C. Apds a digestéo, os
volumes foram ajustados com agua deionizada para 50 mL.

A determinagéo dos nutrientes foi feita por ICP OES e o valor de 95%
da matéria seca foi corrigido nas concentragdes obtidas. As condi¢cdes de operagao
do ICP OES s&o os mesmos descritos na Tabela 5.1.2 e os comprimentos de onda
utilizados foram 213,857 nm para Zn, 396,847 e 422,673 nm para Ca e o

comprimento de onda de 213,618 nm para P.
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6 — Resultados e Discussao

6.1 — Determinacéo dos teores totais

A composicdo quimica e a determinacdo dos teores de minerais no
leite sdo importantes para o entendimento da influéncia fisiolégica na nutricao
humana e animal e a toxicidade dos elementos traco (BULDINI et al., 2002). Devido
a complexidade desse tipo de matriz, com a presenca de muitos compostos
organicos, varias abordagens usando digestdes apropriadas, como digestdes
assistidas por radiagdao microondas foram estudadas para determinar o conteudo
total de espécies inorganicas em amostras de leite (SILVA et al., 2001).

Para a determinacao dos teores totais de zinco, calcio e fésforo nas
diferentes amostras de leite, primeiramente utilizou-se digestdo assistida por
radiacdo microondas com cavidade, conforme descrito no item Procedimento
Experimental. Adicionou-se 2,5 mL dos diferentes tipos de leite, 1,0 mL de H,0O»
(30% m/m) e 2,0 mL HNO3 (50% v/v). Apos a digestdo, as amostras foram diluidas
para 20 mL de agua deionizada e determinadas por ICP OES (SILVA et al., 2001).
Essa técnica foi escolhida em funcdo de sua caracteristica multielementar e ampla
faixa linear (VANDECASTEELE e BLOCK, 1993).

A eficiéncia de digestdo usando acidos diluidos na decomposi¢céo de
compostos organicos deve-se a agao do HNO3; formando NO gasoso, removido do
meio reacional e que reage com o O, presente na fase gasosa. Em seguida, o NO, é
gerado e reabsorvido na solugdo, formando NO3; e NO. Esse ciclo de reagdes se
repete até que ndo exista mais a presenga de O, gasoso. A geragdo de solugdes
com menor acidez é conveniente, quando se utilizam métodos que empregam
sistemas de nebulizagao para a introdugao dos digeridos e previnem a ocorréncia de
danos aos equipamentos. A adicao de moléculas de agua ao sistema microondas é€,
em funcdo da alta capacidade calorifica da agua, o que facilita o aquecimento. Pode
prevenir também tanto a formacido de sais insoluveis, que poderiam ser formados
com o emprego de HNO3; concentrado, como elevadas pressdes e temperatura em
sistemas com cavidade, agindo como um amortecedor. Além disso, utilizagdo de
acidos diluidos diminui residuos, custos, contaminagao e valores do branco analitico
(KRUG, 2008).
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O programa de aquecimento utilizado em microondas com cavidade
esta indicado na Tabela 5.1.1 e os parametros empregados na analise por ICP OES
estao presentes na Tabela 5.1.2.

Os resultados dos elementos quimicos em estudo, zinco, calcio e

fésforo, estdo apresentados nas Tabelas 6.1.1, 6.1.2 e 6.1.3, respectivamente.

TABELA 6.1.1 - Teores totais de zinco nas diferentes amostras de leite em

comprimento de onda A = 213,857 nm, *n=3, **mg kg".

Amostras de leite Zinco (mg L™)*
Bovino integral UHT 3,42 + 0,03
Soja 2,66 £+ 0,07
Cabra 3,22 £ 0,02
Ovelha “in natura” 2,76 £ 0,01
Bovino integral “in natura” 3,44 £ 0,05
M.R. 30,53 + 0,36**

M.R. - Material de Referéncia - NIST 8435 para Zn = 28 + 3,1 mg kg™

TABELA 6.1.2 - Teores totais de calcio nas diferentes amostras de leite em

comprimento de onda A = 396,847 nm, *n=3, **mg kg".

Amostras Calcio (mg L™
Bovino integral UHT 1074 + 6
Soja 153+ 5
Cabra 1121+ 8
Ovelha “in natura” 1671 +5
Bovino integral “in natura” 955 + 10
M.R. 10408 + 645**

M.R. - Material de Referéncia - NIST 8435 para Ca = 9220 + 490 mg kg’
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TABELA 6.1.3 - Teores totais de fésforo nas diferentes amostras de leite em

comprimento de onda A = 178,222 nm, *n=3, **mg kg'1.

Amostras Fosforo (mg L ™)
Bovino integral UHT 854 + 1
Soja 324 +9
Cabra 1144 £ 18
Ovelha “in natura” 1575 + 44
Bovino integral “in natura” 709 + 1
M.R. 8604 + 666**

M.R. - Material de Referencia - NIST 8435 para P = 7800 + 490 mg kg™

Os resultados obtidos para os elementos zinco e calcio em leite bovino
se encontram na mesma faixa de concentracao obtida por outros autores, tais como
DE LA FUENTE et al. (1995) e SILVA et al. (2001) e GAUCHERON (2005).

O mesmo ocorreu com o fésforo, cujos teores obtidos estdo de acordo
com trabalho de GAUCHERON (2005). Também para os trés elementos em leite de
cabra, de ovelha e bovino demonstrados em RAYNAL-LJUTOVACA et al. (2008) e
GULER (2007). Para o ‘“leite” de soja, no extrato soluvel, valores similares aos
obtidos neste trabalho para calcio e fosforo foram observados por PENHA et al.
(2007) e para zinco (MOMCILOVIC et al., 1976).

Como esperado, os maiores valores encontrados foram para o
elemento calcio, pois € o nutriente mais abundante no leite, seguido do fdsforo.
Esses dois nutrientes estdo bastante relacionados, apresentando uma razdo Ca/P
normalmente constante e importante na dieta. O Zn, dentre os micronutrientes
presentes no leite, € o que apresenta uma maior concentracdo. Também se
apresenta importante na nutrigio humana e animal, associado as moléculas
organicas e na forma de sais inorganicos. No caso de aminoacidos como a histidina
e a metionina, além de fosfatos e acidos organicos, ajudam na biodisponibilidade
deste elemento (SCHEPLYAGINA, 2005). Além disso, esses trés elementos estéao
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 (MICHALKE,
2003).
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Com base nos resultados obtidos para o material de referéncia
certificado e comparando com os valores de referéncia - 28 + 3,1 mg kg™, 9220 +
490 mg kg™, 7800 + 490 mg kg™ - respectivamente para zinco, calcio e fésforo, foi
realizado o teste t-student ndo pareado (BARROS et al., 2001). 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 agua.

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. Desta forma, pode-se confirmar a exatiddo do método de
decomposicao e determinagao para ICP OES.

Os limites de deteccao e quantificagao foram calculados considerando-
se as medidas da razao do sinal analitico / sinal de fundo (SBR) e a concentragéo do
analito que produz um sinal liquido (altura de pico) equivalente a intensidade do sinal
de fundo (BEC). As equacbes envolvidas foram deduzidas conforme sugerido por
THOMSEN et al. (2000). O BEC e o SBR sao calculados pelas formulas:

SBR = Isr - Ibranco BEC _ Csr

Ibranco SBR

Onde, Cs € a concentracao da solucao de referéncia mais concentrada, lpranco € @
intensidade de emissdo do branco analitico e I € a intensidade de emiss&o da
solucao de referéncia mais concentrada.

O limite de detecgdo (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ) sao

calculados aplicando-se as formulas e considerando-se o BEC:

10BEC xRSD 3BEC xRSD
HoQ 100 100

Onde RSD é o desvio padréao relativo para 10 medidas da solugdo do branco
analitico.

Os limites de deteccdo e quantificacdo para os elementos Zn, Ca e P
estdo apresentados na Tabela 6.1.4 e os resultados encontrados estdo de acordo
com VIEIRA (2007), que otimizou as condigdes do equipamento (ICP OES), as quais

foram utilizadas neste trabalho.
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TABELA 6.1.4 — Valores dos limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) para

os elementos zinco, calcio e fésforo.

Elementos LOD (mg L™ LOQ (mg L™
Zn (A = 213,857 nm) 0,02 0,06
Ca (A =396,847 nm) 0,22 0,74
P (A=178,777 nm) 2,10 7,01

6.2 — Gel de Eletroforese

Primeiramente, foram realizados testes com eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE para a separacao das proteinas do soro do leite. O soro
do leite foi submetido a ultracentrifugagéo e injetado no gel SDS — PAGE (10% de
concentragdo do gel). Observou-se que nao houve separagdo alguma entre as
proteinas.

A seguir foi testado e utilizado o método UREA-PAGE somente com
algumas amostras de leite, ou seja, sem os padrdes de proteina. A eletroforese em
gel de poliacrilamida com uréia (4% de acrilamida para o gel de empilhamento e
10% para o gel de separagao) foi realizada segundo método adaptado por
ANDREWS (1983) e posteriormente descrito por PEREIRA (2003) com
modificagdes. Porém, houve alguns problemas de polimerizagéo e volume adequado
das solugdes para a preparagao do gel, pois neste trabalho foi utilizado outro tipo de
cuba eletroforética (mini-cuba). Assim, os volumes foram modificados conforme
descrito na parte experimental e realizado um novo experimento.

A definicdo quanto aos volumes dos reagentes utilizados na
polimerizagao do gel de poliacrilamida (10%) com uréia possibilitou a separagao das
proteinas das amostras de leite. O volume dos reagentes fixados para preparagao
do gel de separagéo a 10% foram: 2,25 mL de acrilamida/BIS 40% (m/v); 7,10 mL de
tampéao do gel de separacdo; 30 uL de persulfato de aménio e 10 uL de TEMED. E
para a preparagao do gel de empilhamento: 0,39 mL de acrilamida/BIS 40% (m/v);
3,52 mL de tamp&o do gel de separacéo; 30 uL de persulfato de aménio e 5 uL de
TEMED.
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A Figura 6.2.1 mostra os géis de eletroforese obtidos para cada uma
das amostras de leite. A figura apresenta colunas numeradas de 2 a 6, as quais
correspondem as bandas protéicas estudadas de cada uma das amostras. Na
coluna 1 sdo apresentadas as bandas do padrao que contém proteinas conhecidas
(de 14,4 a 97 kDa). Os retangulos tracejados representam as bandas estudadas com
as respectivas massas molares aproximadas, pois esta € uma analise qualitativa, de
cima para baixo, 52 e 39 kDa para o “leite” de soja (coluna 2), 32 e 24 kDa para leite
de ovelha in natura (coluna 3), bovino integral UHT (coluna 4), 32 kDa para leite de

cabra integral UHT (coluna 5) e bovino integral in natura (coluna 6).

1 2 3 4 5 6
97 kDa A

66 kDa i i

45kDa _-llllllli

30 kDa g e g e
20,1 kDa i I i . a-------E
14,1 kDa

R

Ovelha Integral Cabra Integral

Padrdo  SO&  natura UHT  UHT  innatura

FIGURA 6.2.1 — Imagem do gel de poliacrilamida (10%) com uréia de amostras de
“leite” de soja (coluna 2), leite de ovelha in natura (coluna 3), leite bovino integral
UHT (coluna 4), leite de cabra integral UHT (coluna 5) e leite bovino integral in

natura (coluna 6).
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A eletroforese em gel UREA-PAGE foi realizada separadamente para
cada uma das amostras para evitar problema de contaminacédo e cada uma delas
em 3 replicas.

De acordo com dados do padrao molecular das proteinas e de suas
mobilidades relativas (Rf) foi possivel gerar uma curva entre Log de cada padrao
molecular (Log PM) versus Rf. Por meio desta curva foi possivel obter uma equagéo
da reta. Esta equacao foi utilizada para estimar as massas molares das proteinas
separadas das amostras de diferentes tipos de leite. Na Figura 6.2.2 é apresentada

a equacgao gerada e o coeficiente de correlagéo (R).
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FIGURA 6.2.2 — Curva de calibragdo para gel de poliacrilamida (10%) com uréia
gerada pela plotagem do Log de cada padrdo molecular de proteina (Log PM)

versus mobilidade relativa (Rf).

Os géis utilizados neste trabalho apresentaram concentragdes de 4,0%
(m/v) para o gel concentrador e 10% (m/v) para o gel fracionador. Essa combinagao
permitiu separar as bandas protéicas dos diferentes tipos de leite. O didmetro do
poro do gel esta diretamente ligado ao mecanismo de separagdo das proteinas e
essa propriedade esta relacionada com a concentracdo de acrilamida

(monémero)/bis-acrilamida (agente de ligagao cruzada) (SILVA Jr., 2001).
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Apesar de nao se utilizar padrdes das caseinas a e B, os perfis dos
géis de ovelha in natura (EGITO et al., 2006), bovino integral UHT, bovino integral in
natura, de cabra integral UHT (PEREIRA, 2003) e de soja (ABTAHI e AMINLARI,
1997) apresentaram perfis condizentes com a literatura. As a-caseinas estdo na
faixa de aproximadamente 23 kDa, e nos resultados obtidos, incluindo os calculos
feitos utilizando o programa de eletroforese, foi observada banda de
aproximadamente 24 kDa. A [(-caseina, apresenta-se em torno de 25 kDa
(PEREIRA, 2003). Nos resultados obtidos neste trabalho as bandas de maior
intensidade para os leites de ovelha in natura, bovino integral UHT, bovino integral in
natura, de cabra integral UHT foi na faixa de massa molar de 32 kDa.

Assim, pode-se afirmar que as bandas protéicas observadas podem
ser considerados representativos das caseinas mencionadas. E possivel verificar
também que as bandas de 32 e 24 kDa apresentam-se mais intensas, indicando
maior abundancia dessas proteinas.

Com relagao ao leite bovino integral in natura e ao bovino integral UHT,
verificou-se similaridade entre as bandas de caseinas presentes nas duas amostras,
nao apresentando modificacdo dessas proteinas em funcdo do processo de
pasteurizacao do leite.

Para o “leite” de soja, as bandas estudadas neste trabalho foram as de
52 e 39 kDa. Na literatura foram feitos estudos com separacéo das proteinas da soja
em SDS-PAGE e relatada uma faixa de massa molar de aproximadamente 42 a 53
kDa, onde pbéde-se encontrar subunidades da proteina 3-conglicina e na faixa de 37
a 42 kDa, apresentam-se acidos polipeptidicos de glicina (ABTAHI e AMINLARI,
1997; REN at al., 2009).

Dessa forma, pode-se concluir que a proteina obtida de 52 kDa pode
ser uma subunidade de B-conglicina e a de 39 kDa condiz com acidos polipeptidicos
de glicina.

Em quaisquer das técnicas desnaturantes que podem ser utilizadas em
eletroforese, a migracao eletroforética observada refere-se as cadeias polipeptidicas
de uma determinada proteina (SILVA Jr., 2001). Assim, neste estudo como exemplo
pode-se citar as caseinas, pois quando estas sdo quebradas, formam os chamados
peptideos fosforilados (CPPs) codificados em as1- 0s2- € B-caseinas e que podem
também formar complexos soluveis com minerais como calcio, ferro e zinco
(MIQUEL e FARRE, 2007). No caso da soja, 80% das proteinas extraidas sdo a -
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conglicina (7S) e a glicina (11S) e quando desnaturadas pelo aquecimento ocorrem
interacdes entre essas proteinas, que podem formar subunidades basicas de 11S, B-
subunidades de 7S e a-, a’-subunidades de 7S (REN et al., 2009).

6.3 — Determinacdo de zinco em bandas protéicas empregando
espectrometria de absorcédo atbmica com atomizacéao eletrotérmica

em forno de grafite

As bandas protéicas das diferentes amostras indicadas na Figura 6.2.1
foram cortadas com o auxilio de uma faca de plastico descontaminada em 10% (v/v)
HNO3. Depois de cortadas, as bandas foram lavadas com agua deionizada e secas
em papel filtro durante 15 minutos em uma capela de fluxo laminar. As massas
pesadas foram entre 20 e 50 mg e em seguida decompostas conforme descrito no
item Procedimento Experimental. Com o programa de aquecimento descrito na
Tabela 5.4.1 ndao se notou particula ou solugdo turva a olho nu nas solucdes
decompostas. Dessa forma, foi possivel o emprego das bandas de proteinas
decompostas para a determinagdo dos teores totais de zinco nas proteinas dos
diferentes tipos de leite por espectrometria de absor¢do atbmica com atomizacgao
eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS).

A utilizacdo do GFAAS como técnica analitica de determinacao
elementar requer que o programa de aquecimento seja otimizado para que as 6timas
temperaturas de pirdlise e atomizagao sejam encontradas. A pirdlise € uma etapa de
separacao térmica para a remocido de concomitantes sem perdas do analito por
volatilizagcdo e a atomizacdo é a etapa de aquecimento rapido para gerar uma
nuvem atdbmica mais densa e posterior leitura do sinal analitico (VANDECASTEELE
e BLOCK, 1993). A Figura 6.3.1 mostra as curvas de temperaturas de pirdlise e
atomizacdo usando 0,3 ug L™ de Zn em presenca do branco da amostra (gel sem
banda) 1% v/v HNO3 e 5 pL de modificador quimico 1,78% m/v Mg(NOs3)s.
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FIGURA 6.3.1 — Curvas de temperaturas de pirdlise e atomizagéo para 0,3 ug L' de
Zn em presencga do branco da amostra (gel sem banda) 1% v/v HNOs. (m) Curva de

Pirdlise e (o) Curva de Atomizagao. Modificador utilizado: 1,78% m/v Mg(NOs),.

A maxima temperatura de pirdlise obtida sem perdas de Zn foi de 1000
°C e a melhor sensibilidade na atomizacao foi obtida a 1600 °C (DE LA FUENTE et
al., 1995). Nessas temperaturas foram observados os melhores perfis dos sinais
analiticos de absorbancia com os menores desvios entre as medidas. O desvio
padrao relativo (RSD) obtido foi em torno de 3,0% (n=3).

Apos a otimizagdo do método, o programa de aquecimento utilizado
para a determinagdo da concentracdo total de Zn nas bandas protéicas das
diferentes amostras de leite esta apresentado na Tabela 6.3.1. A Figura 6.3.2 mostra
a curva analitica de calibragao de Zn obtida em meio do branco da amostra (pedago

do gel de poliacrilamida sem a banda protéica).
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TABELA 6.3.1 — Programa de aquecimento otimizado para a determinacéo de Zn por
GF AAS.

Etapa T (°C) Tempo (s) Fluxo (L min™) Leitura
Secagem 85 2,0 3,0 Nao
Secagem 95 8,0 3,0 Nao
Secagem 120 10 3,0 Nao
Pirdlise 1000 50 3,0 Nao
Pirdlise 1000 1,5 3,0 Nao
Pirdlise 1000 2,0 0 Nao
Atomizacao 1600 0,8 0 Sim
Atomizacao 1600 2,9 0 Sim
Limpeza 2500 2,9 3,0 Nao
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FIGURA 6.3.2 — Curva analitica para Zn em meio do branco da amostra (gel sem
banda) 1% v/v HNOs. (y = 0,1457 x + 0,0316; R = 0,995).
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Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para o elemento
Zn foram calculados utilizando 10 medidas do branco analitico. Para o calculo do
LOD e do LOQ foram utilizadas as equacdes 3 e 4, respectivamente. E na Tabela

6.3.2 encontram-se os valores de LOD e LOAQ.
1 3Xo .
LOD (ug L™) = T (Equacéo 3)

10X o

LOQ (ng L) = (Equagéo 4)

o = desvio padrao de 10 medidas do branco analitico

a = coeficiente angular da curva de calibragao

Os limites de detecgdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) para
determinacao de Zn por GFAAS, utilizando-se as condi¢des otimizadas, foram 0,20
ng L' e 0,66 ug L', respectivamente.

Os resultados obtidos na distribuicdo do zinco em bandas protéicas
foram semi-quantitativos, sendo possivel obter informacdes das concentracdes
aproximadas de Zn entre as bandas protéicas das diferentes amostras de leite. Os
resultados obtidos est&o indicados na Figura 6.3.3 onde as bandas (amostras) estao
indicadas com suas faixas de massas molares e essas estdo relacionadas as

bandas selecionadas na Figura 6.2.1
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FIGURA 6.3.3 — Resultados da distribuicdo de Zn nas bandas protéicas das
amostras de leite de ovelha in natura, bovino integral in natura, cabra integral UHT,

bovino integral UHT e “leite” de soja.

A principal classe de proteinas na maioria das espécies € a caseina.
Ocorre como um complexo coloidal de proteinas e sais, principalmente os sais de
célcio. Quando o calcio coloidal € removido, as submicelas as¢-, asz-, B- e k-
caseinas sao produzidas e fosforiladas em diferentes niveis. Essas micelas sao
suscetiveis a agdo de enzimas proteoliticas. As ligagdes peptidicas da caseina
podem ser quebradas com a agédo das enzimas proteoliticas, produzindo cadeias de
peptideos soluveis ou aminoacidos soluveis, dependendo do grau da hidrélise.
Solugdes com baixos valores de pH podem também produzir mudancgas na estrutura
secundaria, terciaria e quartenaria da caseina (MIQUEL e FARRE, 2007; SILVA et
al., 2001). No trabalho de SILVA e colaboradores (2001) também foi possivel
observar que Ca, Mg e Zn estavam principalmente associados com o fosfato de
célcio coloidal nas micelas da caseina.

Os resultados apresentados na Figura 6.3.3 mostram que o elemento
Zn esta presente predominantemente, as proteinas do leite bovino integral UHT na

faixa de massa molar de 32 kDa seguida da de 32 kDa do leite bovino integral (in
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natura) e ovelha (in natura) na banda 24 kDa, que apresentaram teores similares de
Zn. Na Tabela 6.3.2 estdo indicados os valores percentuais de Zn obtidos nas

proteinas estudadas em relagcado a concentracao total de Zn encontrada no leite.

TABELA 6.3.2 — Valores percentuais da distribuicdo de Zn nas bandas protéicas das
amostras de leite de ovelha in natura, bovino integral in natura, cabra integral UHT,
bovino integral UHT e “leite” de soja.

Amostras Zn (%) Zn total (mg L™
Soja (52 kDa) 0
2,66 + 0,07
Soja (39 kDa) 3,4
Integral UHT (32 kDa) 15
3,42 £ 0,03
Integral UHT (24 kDa) 5
Cabra UHT (32 kDa) 3 3,22 + 0,02
Integral in natura (32 kDa) 9
3,44 £ 0,05
Integral in natura (24 kDa) 0
Ovelha in natura (32 kDa) 1,4
2,76 £ 0,01
Ovelha in natura (24 kDa) 9

De acordo com a Tabela 6.3.2 a porcentagem de Zn foi de 15% e 5%
para o leite bovino integral UHT nas bandas protéicas de 32 e 24 KkDa,
respectivamente. Para o leite bovino integral (in natura) foi encontrado, para a
banda de 32 kDa, 9% de Zn. No caso da banda de 24 kDa para essa amostra, néo
foi possivel encontrar este elemento.

Para a amostra ovelha in natura foi possivel estimar a provavel ligagéao
a proteina de 24 kDa, 9% de Zn e na de 32kDa, 1,4%. No “leite” de soja em torno de
3% na banda de 39 kDa, n&o sendo possivel observar a presenga de Zn na proteina
de 52 kDa. Em leite de cabra integral UHT, para a banda estudada de 32 kDa foi
possivel encontrar em torno de 3% de Zn presente. Assim, pode-se observar uma
possivel ligagdo do Zn a essas proteinas, as quais podem ser consideradas como
proteinas de metais ligantes.

Quanto a diferencga entre o processo de pasteurizagao e o leite bovino
integral in natura, ndo houve grandes diferencas entre as estimativas da ligagao Zn-
proteinas, apresentando as maiores concentragdes deste elemento na banda de 32

kDa para as duas amostras de leite. Porém, a maior propor¢ao encontrada na banda
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de 32 kDa foi no leite bovino integral UHT (15%). Isso também foi observado em
estudos de fracionamento no leite materno para Zn ligado a caseina. Nas amostras
de leite processadas houve uma mudanga significativa da distribuicdo relativa de
zinco, com diminuicdo na fragdo do soro e aumento na fragdo de gordura. Com
relacdo a caseina, ndo houve uma diferenga significativa na porcentagem de zinco,
embora houvesse uma tendéncia para o seu aumento em amostras processadas
(GOES et al., 2002).

BLAKEBOROUGH et al. (1983) apresentaram em um de seus estudos
que o zinco também poderia estar ligado a caseina e as fragbes a-caseina e [3-
caseina em leite bovino. Essas, apds ultracentrifugacao, foram colocadas na coluna
de Sephadex resultando em dois picos que continham zinco, o que demonstrou que
95% do zinco estava ligado a micelas da caseina, conhecidas por apresentar altas
massas molares e subunidades de 20 a 30 kDa. As fracbes das misturas complexas
de a — k — caseina e a — B — caseina apresentaram quantidades significativas de
zinco ligado, conforme também se pode demonstrar neste trabalho.

Em trabalho de revisdo, GAUCHERON (2005) discute que os grupos
fosfato de residuos de fosfoserina constituem os principais sitios ligantes de cations
nas caseinas e a capacidade de cations se ligarem aos componentes da caseina
pode diminuir na seguinte ordem: as; > as4 > 3 > k-caseina, que corresponde a sua
diminui¢cdo no conteudo de fosfoserina. Em trabalho anterior, GAUCHERON et al.
(1997) estimaram a ligagdo de cations em [-caseina com a seguinte ordem de
afinidade: ferro > zinco> calcio. O zinco foi encontrado com 3 CPP (caseinas
fosfopeptidicas) e na fragdo que contém a a-caseina e, apesar da auséncia dos
clusters S(P)S(P)S(P)EE em suas estruturas, os 3 CPPs contém aminoacidos (acido
glutdmico, serina e fosfoserinas), comprovando a formagao de complexos com zinco.
Foi reportado que 6 ions de Zn*? podem se ligar por molécula de CPP e que o
complexo Zn-CPP contém seis moléculas de CPP por complexo. Desta forma, 100 g
de fosfopeptideos podem fixar 5 g de Zn (MIQUEL e FARRE, 2007). Além do zinco,
o calcio também poderia estar ligado a CPP derivadas da as{-CN e as,-CN e o ferro
estaria ligado a CPP em B-CN(15-34)4P presente na sequéncia do grupo
S(P)S(P)S(P)EE (MIQUEL et al., 2005).

Além disso, a distribuicdo do zinco entre caseina, soro e outros
componentes ligados ao zinco podem ser afetadas pelo pH, aquecimentos e
concentragdo de outros cations na dieta (PABON e LONNERDAL, 2000). No caso do
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“leite” de soja, a desnaturagao e modificacao das caracteristicas fisico-quimicas das
duas principais proteinas de soja, glicina e [-conglicina, ocorre durante
processamentos de alta pressao (JUNG et al., 2008). Uma vez que as proteinas sao
desnaturadas devido a transformagdo, a sua capacidade de se ligar ao zinco é
provavelmente reduzida (PABON e LONNERDAL, 2000). Isso pode ser explicado
pelas porcentagens de Zn encontradas nas bandas. Assim, algumas diferencas de
resultados podem ocorrer.

Trabalho recentemente publicado salienta os problemas relacionados a
analise de metaloproteinas empregando eletroforese em gel (CHERY et al., 2006).
Por ser um processo moroso e que pode colocar em risco a estabilidade da espécie,
devem ser tomadas algumas precaugdes para garantir a qualidade da separacgéo
para que nao ocorra uma imagem totalmente errada da distribuicdo dos elementos
traco. No entanto, os autores afirmam que embora problemas de contaminacéo ou
conversdo de espécies ndao possam ser ignorados, a eletroforese em gel € uma
importante ferramenta para o fracionamento ou separacdo de compostos de alta
massa molar, tais como as metaloproteinas. Os resultados obtidos neste trabalho
confirmam essa afirmacao.

As determinacdes semi-quantitativas por GFAAS, com separagao
prévia das proteinas do leite por UREA-PAGE, utilizando 2-mercaptoetanol, foram
Uteis para avaliar a distribuicdo de Zn nas fracbes de proteinas reduzidas. Além
disso, foi possivel a definicdo de procedimento mais adequado para a preparagao
dos geéis de poliacrilamida, assim como os procedimentos de preparo e

determinagao das diferentes amostras de leite estudadas.

6.4 — Estudos da bioacessibilidade in vitro para zinco, calcio e

fosforo nas diferentes amostras de leite

Do ponto de vista nutricional, é de grande interesse conhecer os teores
de zinco, calcio e fosforo no leite e as fracbes desses elementos que podem ser
absorvidas ou utilizadas, ou seja, a sua biodisponibilidade. A biodisponibilidade pode
ser considerada em relagdo a quatro processos que consiste em ingestao,
bioacessilibidade (solubilidade), absorgéo, e primeira passagem no figado. Apds a
ingestdo, o processo de bioacessibilidade representa a fragdo do elemento, que é

liberada a partir de matrizes alimentares e esta disponivel para a absor¢ao no trato
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gastrointestinal. A abordagem ideal seria a de avaliar minerais biodisponiveis para
os seres humanos, porém esses estudos s&o, em geral, demorados e até
impraticavel para aplicagbes em grande escala (VELASCO-REYNOLD et al., 2008).
Os métodos in vitro constituem uma boa alternativa para os métodos in vivo na
avaliagao da biodisponibilidade de nutrientes, sendo assim, os mais estudados.

Métodos in vitro s&do geralmente baseadas na simulagdo de digestédo
gastrointestinal, seguida pela determinagdo da quantidade de um determinado
elemento soluvel ou dialisado através de uma membrana de certo tamanho dos
poros (ROIG et al., 1999a; CAMARA et al., 2005).

Os peptideos fosforilados (CPPs) codificados em ag1- 0s2- € B-caseinas
podem formar complexos soluveis com minerais como calcio, ferro e zinco em pH
intestinal, modulando sua biodisponibilidade que agem como minerais soluveis ou
transportadores, conhecidos como caseinas fosfopeptidicas (CPPs) e pode ser
liberada durante a digestdo enzimatica de produtos derivados do leite ou durante
alguma transformacdo (MIQUEL e FARRE, 2007). Com isso, pdde-se avaliar a
biacessibilidade de zinco, calcio e fésforo nas diferentes amostras de leite.

A Figura 6.4.1 mostra os valores em porcentagem de Zn absorvido,
considerado em relagdo ao Zn que passou pelo poro da membrana de dialise, nas
diferentes amostras de leite. Para os calculos das porcentagens dos elementos
dialisados foi utilizada a equagao 2 apresentada no procedimento experimental,

sendo todos os experimentos realizados em duplicata.
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FIGURA 6.4.1 — Resultados do Zn dialisado pelo método de digestdo gastrointestinal
in vitro nas amostras de leite de ovelha in natura, bovino integral in natura, bovino

integral UHT, cabra integral UHT e “leite” de soja.

Com relagdo ao teor total de zinco nas diferentes amostras de leite
apresentado na Tabela 6.1.1, obteve-se para os leite de ovelha in natura, bovino
integral in natura, bovino integral UHT e de cabra integral UHT as porcentagens do
elemento zinco de 6 + 1%, 11 £ 2 %, 11 £+ 1% e 5 + 2%, respectivamente, que
passaram pela membrana de dialise.

Os valores das porcentagens do Zn dialisado obtido neste estudo para
as amostras de leite de bovinos foram similares aos observados por PERALES et al.
(2006) quando foi aplicado o metodo de digestéo in vitro.

Em estudos com amostras né&o fortificadas com calcio, o teor de zinco
absorvido foi em torno de 14 + 1%. Por outro lado, em amostras com maiores
quantidades de calcio (fortificadas) os teores de Zn dialisado se restringiram a faixa
de 7 a 8%. Isso pode ser explicado pelo efeito negativo de calcio sobre a
porcentagem do zinco na didlise devido a um efeito concorrencial na passagem
através de membrana de didlise, ou seja, quanto maior o teor de calcio, maior sera

esse efeito (PERALES et al., 2006). Dessa forma, nos resultados obtidos neste
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trabalho, apesar das amostras aqui estudadas nao serem fortificadas com calcio,
pode-se observar também uma menor porcentagem de zinco dialisado para leite de
ovelha e leite de cabra, provavelmente em fungcdo dos maiores teores de calcio
presentes nessas amostras.

A maioria do zinco absorvido apés centrifugagdo, para leites de
caprinos e ovinos (91,6% em leite de ovelha e 87,5% em leite de cabra) foram
encontradas na fragdo micelar. A caseina é o principal ligante do zinco em leite de
ovelha, cabra e bovino. Como resultado desta distribuicdo, a biodisponibilidade de
zinco € maior em leite humano devido ao zinco estar largamente ligado a moléculas
de citrato na fragcdo soluvel (DE LA FUENTE et al., 1997). Também pode ser
observado em estudos in vitro que quanto a biodisponibilidade de zinco, SHEN et al.
(1995) encontraram valores mais elevados para o leite humano (15%), valores mais
baixos para o leite de ovinos (1,0%) e valores médios em amostras de leite de cabra
e de bovino, resultados similares aos aqui observados em relagdo as amostras de
leite de ovinos e bovinos.

HARZER e KAUER (1982), em estudos in vitro sobre a ligacdo do
zinco-proteinas do leite bovino para determinar a influéncia da disponibilidade deste
metal, observaram que em valores de pH levemente alcalino, 1 mg de caseina esta
ligada a 8,4 pg de zinco. No meio acido do estdbmago, zinco € liberado a partir de
caseina e absorvido no duodeno. Para recém nascidos, a absor¢ao de zinco pode
diminuir ainda mais devido a presenga de zinco ligado a fosfopeptideos resultante da
acao enzimatica da tripsina e quimotripsina na caseina (HARZER e KAUER, 1982;
PABON e LONNERDAL, 2000). Portanto, diferencas na conformagao e saturacdo da
caseina com zinco e outros elementos, além de diferentes condigbes experimentais
e procedimentos de diversos trabalhos sobre esse tema relacionados aos métodos
in vitro e in vivo, podem explicar algumas diferencas observadas em relagdo aos
estudos propostos para avaliar a absorgao do zinco (PABON e LONNERDAL, 2000).

No caso do “leite” de soja foi observada a maior porcentagem de zinco
dialisado, cerca de 42 £ 4%. Desde que a proteina da soja contém acido fitico que
interfere na absor¢gdo do zinco, produtos alimenticios a base de soja sao
freqlientemente considerados como pobres fontes de zinco disponivel (JOVANI et
al., 2001; LONNERDAL et al., 1984). Apesar disso, estudos da biodisponibilidade de
zinco em ratos (in vivo) mostraram resultados similares aos observados neste

trabalho. Para uma férmula a base de soja, experimentos in vivo apresentaram cerca
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de 39,5 £ 9,3% de zinco biodisponivel (JOHNSON e EVANS, 1978). Assim, a mera
presenca de proteina de soja em produtos alimentares ndo pode ser utilizada como
0 Unico critério para avaliar o valor nutritivo do alimento em relagdo ao zinco. A
biodisponibilidade de zinco em férmulas a base de soja e outros alimentos pode ser
influenciada por diversos fatores, incluindo os processos de transformacgao, fontes de
proteinas e outros componentes das férmulas nutricionais. Porém, os mesmos
autores observaram elevada absorgdo 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) e 50,9 £ 11,1% para leite bovino processado
(JOHNSON e EVANS, 1978).

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
adequacgao do procedimento empregado.

Nos estudos dos valores em porcentagem de Ca dialisado nas

diferentes amostras de leite, a Figura 6.4.2 mostra os resultados obtidos.
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FIGURA 6.4.2 - Resultados do Ca dialisado pelo método de digestao
gastrointestinal in vitro nas amostras de leite de ovelha in natura, bovino integral in

natura, bovino integral UHT cabra UHT, e “leite” de soja.
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De acordo com os resultados para leite de ovelha in natura, bovino
integral in natura, bovino integral UHT, de cabra integral UHT e de soja, as
porcentagens de calcio dialisado foram em torno de 10 £ 1%, 20 £ 1 %, 12 £ 1%, 17
t 1% e 16 £ 1%, respectivamente. Os valores das porcentagens do Ca dialisado
obtidos nesse estudo para os leites bovinos foram similares aos observados por
PERALES et al., (2006) para amostras de leite bovino que estudou o calcio soluvel e
dialisavel, bem como o transporte e a absorc¢ao (retengdo + transporte) por células
Caco-2 como indicadores da biodisponibilidade de calcio nos leites nao fortificados e
em leites fortificados. Valores em torno de 27 a 29% foram estimados na digestao
gastrointestinal in vitro para o Ca dialisado para as amostras nao fortificadas.

Um estudo (ROIG et al., 1999a) com amostras de leite bovino, soja,
leite humano e formulas infantis utilizando dialise in vitro mostrou que o leite bovino
foi dialisado em 20,0 + 0,9% e no “leite” de soja em tres diferentes fabricantes
18,0 £ 0,7 %, 12,7 £ 1,6 %, 17,6 £ 0,9 %, repectivamente. Pode-se observar, entao,
grande proximidade com os resultados obtidos nesta pesquisa para esses dois tipos
de leite mencionados. Os mesmos autores (ROIG et al., 1999b), também dialise in
vitro observaram 20,2 £ 1,4% e 13,0 £ 1,3% respectivamente em amostras de leite
bovino e formula a base de soja, concordando com os aqui observados para leite
bovino e indicando sutis diferengas em relagéo ao leite de soja.

Da mesma forma, autores mostraram que a biodisponibilidade de calcio
no leite de cabra é semelhante ao obtido com vacas leiteiras (SHEN et al., 1995).
Alem disso, a disponibilidade de calcio dos diferentes tipos de leite (humano, bovino,
cabra e ovelha), avaliada por método in vitro através de dialise, ndo diferiram
significativamente, variando entre 18 e 23%.

Pesquisa feita quanto a presenca de minerais nas fragdes soluveis
apos centrifugagao, nos quais os elementos podem ser bem absorvidos, mostraram
que 32,8 % de calcio estava nesta fracdo para leite de cabra e para o leite de ovelha
20,8 % (DE LA FUENTE et al., 1997), valores maiores em relagdo ao encontrado
neste trabalho, conforme o esperado, devido a diferengcas nas condicbes
experimentais.

O calcio coloidal presente no leite pode ser definido como uma mistura
de caseinato de célcio (contendo fosfato organico) e fosfato de calcio (que € um

fosfato inorganico). Existem quantidades significativas de calcio-fosfato e calcio-



Resultados e Discussao 69

citrato nas micelas de caseina. Este fosfato de calcio micelar, que é principalmente
associada a asq-, asy- € 3-caseinas, € responsavel pela estabilidade e estrutura das
micelas de caseina (GAUCHERON, 2005).

Uma possivel influéncia da composi¢cao da fragao protéica de férmulas
infantis e leite em biodisponibilidade de calcio tem sido relatada por varios autores
(JOVANI et al., 2001; ROIG et al., 1999a; PERALES et al., 2006; ROIG et al.,
1999b). O efeito favoravel da caseina sobre a absor¢cdo de calcio tem sido atribuido
a inibicdo de precipitagdo do calcio por fosfato no lumen intestinal pela acdo de
fosfopeptideos provenientes da hidrolise enzimatica da caseina, que mantém o
calcio em uma forma soluvel e absorvivel (MILLER et al., 1981). O calcio dialisavel é
maior nas féormulas em que caseina € a principal fracdo protéica e no hidrolisado de
proteinas do que nas outras férmulas (ROIG et al., 1999a).

O mesmo ocorreu em estudos in vivo em macacos e ratos, com alta
biodisponibilidade de calcio em férmulas infantis que tinham a caseina como
principal fonte protéica. Além disso, um aumento na proteina e no conteudo de
calcio aumentou a biodisponibilidade de calcio. No caso dos hidrolisados e féormulas
infantis a base de soja houve menor biodisponibilidade de calcio do que as formulas
infantis a base de leite, diferenca descrita pelo tipo de peptideo liberado durante a
digest&o da proteina e pelo fitato (JOVANI et al., 2001; ROIG et al., 1999a).

Dessa forma, em relacdo aos resultados obtidos para o calcio
dialisado, utilizando método in vitro, neste trabalho pode-se observar grande
similaridade em relacdo 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 “leite” de soja.

Na Figura 6.4.3, sao apresentados os resultados observados em
relagao ao fésforo dialisado, que resultaram em valores equivalentes a 10 + 1%, 30
1%, 32 £ 1%, 36 + 3% e 20 £ 1% respectivamente para amostras de leite de ovelha
in natura, leite bovino integral in natura, lete bovino integral UHT, leite de cabra

integral UHT e “leite” de soja.
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FIGURA 6.4.3 — Resultados do P dialisado pelo método de digestdo gastrointestinal
in vitro nas amostras de leite de ovelha in natura, bovino integral in natura, bovino

integral UHT, cabra integral UHT e “leite” de soja.

Pode-se observar que foi obtido fosforo dialisado em porcentagens
pouco maiores em relagao ao calcio absorvido, com excegao ao leite de ovelha, que
apresentou resultado similar. Em geral, esse comportamento pode ser explicado,
pois o fésforo esta intimamente associado ao calcio na nutricdo humana, sendo que
a proporcao Ca/P deve se apresentar em torno de 1:1, para manter o equilibrio
normal sérico (COZZOLINO, 2005).

Os resultados para leite bovino integral, 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 soluveis, em que os elementos
podem ser bem absorvidos, mostraram que para leite de cabra, 38,6% de fésforo
estava nesta fracao, similar ao aqui observado. No entanto, para o leite de ovelha,
os resultados se mostraram diferentes (DE LA FUENTE et al., 1997).

Nos alimentos de origem animal, o fésforo € encontrado principalmente
como composto organico e quando hidrolisado no trato gastrintestinal, libera fésforo

inorganico, que fica disponivel para absor¢dao (SHAPIRO e HEANEYB, 2003).
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Individuos que consomem altas quantidades de produtos derivados do leite terdo
ingestdo mais elevada de fésforo, uma vez que a densidade do fésforo no leite
bovino é superior ao observado em grande parte dos alimentos em uma dieta normal
(COZZOLINO, 2005).

A caseina é a principal proteina do leite. Seus residuos de serina séao
fosforilados, esses grupos fosfatos ligam-se aos ions calcio que ajudam a manter a
estabilidade do complexo. Cerca de 30% do fosfato no leite bovino ocorre na forma
livre, como fosfato inorganico.

Essas informagdes da literatura ajudam a confirmar os resultados
obtidos com os estudos in vitro para o leite bovino, isto €, 30 + 1% e 32 + 1% para
leite bovino in natura e UHT, respectivamente. E também concluir que possivelmente
esta absorgéo ocorra como fosforo inorganico.

Em bebés, tanto a quantidade de fésforo ingerido quanto a
biodisponibilidade variam de acordo com a alimentacao fornecida a eles. A eficiéncia
de absorg¢ao € maior em leite materno com 85 a 90%, seguido do leite de vaca (72%)
e menor em extrato de soja que contem &cido fitico (59%) (COZZOLINO, 2005).
Comparando com os resultados obtidos in vitro em relagao ao leite de soja, apesar
de nao ser possivel fazer uma comparagcéo com os valores obtidos nesse estudo em
bebés, é possivel concluir que também houve uma menor absor¢ao do fésforo (20%)
para a soja em relagédo as outras amostras.

Assim, estudos do elemento dialisavel, por sua vez, para determinar as
tendéncias do bioacessibilidade ou biodisponibilidade relativa para valores de zinco,
calcio e fosforo a partir de diferentes tipos de leites foram de grande valor. Embora
ensaios com animais sejam menos complexos, ha limitagées pelas diferengas no
metabolismo entre animais e seres humanos. Os procedimentos in vitro possibilitam
uma estimativa preliminar da biodisponibilidade dos nutrientes minerais, por
exemplo, em diversos alimentos, solo, espécies, cultivos, processamentos,

armazenamentos e cozimentos, entre outros.

6.5 — Determinacdo das proteinas totais nas diferentes amostras de

leite

A determinacdo da concentracdo total de proteinas foi feita pelo

método de Bradford (BRADFORD, 1976). Varias vantagens caracterizam o método
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de Bradford, dentre eles, a boa sensibilidade por proteinas, determinagao apenas do
nitrogénio protéico, simples execugdo e menor tempo (5 min) de reagdo quimica
(KAMIZAKE et al., 2003).

Esse procedimento baseia-se na interacdo entre o corante “Coomassie
Brilliant Blue” BG-250 com as proteinas, ou seja, as macromoléculas que contém
aminoacidos de cadeias laterais basicas (histidina e lisina) ou aromaticos (tirosina,
triptofano e fenilalanina). No pH de reacgéo, a interagdo entre a proteina de alta
massa molar e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante
para a forma aniénica, formando uma solugcdo de coloracdo azul que corresponde a
espécie que absorvera no comprimento de onde de 595 nm (BRADFORD, 1976;
ZAIA et al., 1998).

As concentracdes de proteinas encontradas foram concordantes com
as encontradas na literatura para os dois tipos de leite bovino integral. A proteina
total contida no leite bovino apresenta uma faixa de concentracao podendo variar de
23 a 44 g kg (SILVA, 1997). Um estudo comparativo de varios métodos de
determinacdo das proteinas totais do leite com extracdo dos lipideos e sem
extracdo, concluiram que para o método de Bradford ndo havia necessidade da
extragao dos lipideos para determinagao das proteinas totais do leite. Dessa forma,
a determinacdo em estudo foi feita com o leite todo, utilizando apenas a diluigao
necessaria (KAMIZAKE et al., 2003).

Para a obtencdo da curva de calibracdo foi utilizada uma solucéo
estoque de BSA e o coeficiente de correlacado (R) da equagao da reta foi 0,9969.

Uma das finalidades foi observar se o processo de pasteurizacio
(UHT) teria ocasionado mudangas na concentragdo total de proteinas, quando
comparado com as amostras de leite bovino integral. Os resultados obtidos estédo

apresentados na Tabela 6.5.1.
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Tabela 6.5.1 — Concentracao total de proteinas nas amostras de leite de ovelha in
natura, bovino integral in natura, bovino integral pasteurizado (UHT), cabra

pasteurizado (UHT) e “leite “de soja.

Amostras de leite Concentracdo total de proteinas (g L™)
Ovelha in natura 34 +1
Bovino integral in natura 21 +1
Bovino integral pasteurizado (UHT) 23+ 1
Cabra pasteurizado (UHT) 18+ 1
Soja 16+ 1

A pasteurizagao é feita por aquecimento do leite a temperatura de 72 a
75 °C durante 15 a 40 segundos, seguido do resfriamento a 5 °C. Esse tratamento
visa diminuir ao maximo o numero de microorganismo nocivos a saude, aumentando
assim sua durabilidade, inativa algumas enzimas, mas nao altera as propriedades do
leite. A pasteurizacado do leite pelo sistema UHT (Ultra Hight Temperature) consiste
no aquecimento do leite a temperatura de 150 °C durante 2,5 segundos e posterior
resfriamento a 28 °C. Esse processo esteriliza o leite e torna-o isento de
microorganismos, além de minimizar as mudangas quimicas. O leite UHT
armazenado de forma adequada tem uma longa vida de prateleira, mesmo a
temperatura ambiente (ALEIXO, 2000; GONZALEZ, 2001).

O processo de pasteurizacéo do leite bovino nao afetou a concentragao
total das proteinas e pelos resultados das concentracdes dos nutrientes analisados
também nao houve grande alteragdo nas concentragcdes totais, conforme afirma
GOES et al. (2002) que comparou o leite materno processado e ndo processado e
reportou que os nutrientes como a gordura, lactose, proteina, zinco (total e em
fragdes) e vitamina A ndo mostraram diferengas nos dois tipos de amostras.

A soja é um alimento fornecedor de proteinas, acidos graxos saturados
e insaturados, vitaminas, e compostos polifendlicos, como as isoflavonas (AVILA et
al., 2007). Diferentes propostas foram feitas. Por exemplo, em programas de
alimentagao escolar foi comprovado que a soja pode substituir a proteina animal até
o nivel de 30% (PENHA, 2007) e pode ser preparada para que tenha o mesmo teor
de proteinas que o leite bovino (MOMCILOVIC et al.,, 1976), o que pode ser
confirmado com os resultados apresentados na Tabela 6.5.1. Entretanto, o valor
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bioldégico das proteinas de soja é inferior ao das proteinas contidas no leite bovino
ou as proteinas do ovo, reconhecidas como as de maior valor biolégico (BEHRENS
e SILVA, 2004).

As proteinas encontradas no leite de cabra apresentaram valores
proximos em comparagdo as presentes no leite bovino. Em algumas dietas,
principalmente as relacionadas a deficiéncia de digestao ou alergias, o leite de cabra
€ o mais indicado, pois pode ser digerido em 40 minutos no estdbmago humano
enquanto que o leite bovino levara duas horas e meia. Além disso, o leite de cabra
tem melhor capacidade de protecao devido a caseina e fosfatos, sendo bom para o
tratamento de ulceras (BEDA, 2002). Existe uma maior concentracdo de proteina
total do leite de ovelha em relagdo aos outros tipos de leite, conforme descrito no
estudo por RAYNAL-LJUTOVACA et al. (2008) e nos resultados obtidos neste
trabalho. No entanto, a razdo de caseina na proteina total também pode variar entre
espécies e de acordo com o animal (RAYNAL-LJUTOVACA et al., 2008).

6.6 — Determinacdo de zinco, calcio e fosforo nas racdes dadas

como alimento da raca Santa Inés

Na Tabela 6.6.1 encontram os resultados da determinagcéo de zinco,
calcio e fosforo nas amostras de racido dada as ovelhas e na Tabela 6.6.2 sao
apresentados os resultados obtidos para zinco, calcio e fésforo no leite de ovelha in

natura.

Tabela 6.6.1 — Concentracdo total de zinco, calcio e fésforo em amostras de ragao

utilizadas para a nutricdo ovelha da raca Santa Inés criadas na Embrapa Pecuaria

Sudeste.
Elementos Amostra de rag&o animal
Zn (mg kg ™" 179 + 4
Ca(gkg™) 10 + 1

P (g kg™) 7 +1
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Tabela 6.6.2 — Concentragao total de zinco, calcio e fosforo em amostras de leite de

ovelha in natura da raga Santa Inés criadas na Embrapa Pecuaria Sudeste

Elementos Amostra de leite de ovelha in natura
Zn (mg L) 2,76 + 0,01

Ca(mgL™ 1671+5

P(mgL™") 1575 + 44

E possivel observar na Tabela 6.6.1 que a quantidade de zinco
introduzida na alimentagédo das ovelhas ultrapassou as exigéncias de minerais para
ovinos, porém isto nao influenciou a concentragdo deste elemento no leite, que
apresentaram os niveis esperados. Provavelmente este excesso de zinco tenha sido
eliminado através da urina e fezes. Altas concentracdes de calcio e fésforo na ragao
podem ter resultado altas concentracbes desses elementos no leite de ovelha,
maiores que as concentragdes nos outros tipos de amostras de leite estudadas
neste trabalho, porém esses niveis sdo geralmente elevados. Deve-se levar em
conta ndo apenas a quantidade de nutriente que esta presente na dieta, mas
principalmente a sua biodisponibilidade, para que se tenha a avaliacdo correta a
respeito da adequacgao da dieta para a saude do animal e consequente producéo de

leite de boa qualidade para o consumidor.
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7 — Conclusdes

Os teores totais de zinco, calcio e fosforo encontrados foram
comparaveis aos de outros trabalhos ja estudados. A técnica ICP OES apresentou
limites de deteccdo e quantificacdo adequados em fungdo dos teores presentes nas
amostras. A exatiddo do método de decomposicdo e analise foi comprovada por
determinagado dos teores em material certificado, apresentando nivel de 95% de
confianga

Os estudos relacionados a separacao e determinacao de espécies
quimicas em proteinas de diferentes tipos de leite demonstraram que o emprego da
técnica UREA-PAGE foi eficiente para a separacdo e estimativa das faixas de
massas molares das proteinas em amostras. Dessa forma, podem ser considerados
representativos das [-caseinas (bandas de 32 kDa) e a-caseinas (bandas de 24
kDa). Para o “leite” de soja, pode-se concluir que a proteina de 52 kDa pode ser uma
subunidade de B-conglicina e a banda protéica de 39 kDa condiz com acidos
polipeptidicos de glicina.

Com relag&o ao leite bovino integral in natura e ao leite bovino integral
pasteurizado (UHT), verificou-se similaridade entre as bandas de caseinas presentes
nas duas amostras, ndao indicando modificagdo dessas proteinas em fungao do
processo de pasteurizagao do leite.

Os resultados obtidos na distribuicdo do zinco em bandas protéicas
foram semi-quantitativos, sendo possivel obter informacdes das concentracdes
aproximadas de Zn entre as bandas protéicas das diferentes amostras de leite.

A estimativa de Zn presente nas proteinas de 32 kDa indicou 15% para
leite bovino integral pasteurizado (UHT), 9% para o leite bovino integral in natura
(9%), 3% para leite de cabra integral (UHT) e 1,4% em leite de ovelha in natura.

Para Zn nas bandas protéicas de 24 kDa — 9% no leite de ovelha in
natura e 5% para leite bovino integral pasteurizado (UHT).

No leite de soja foi possivel estimar 3% de Zn somente na banda
protéica de 39 kDa.

Nao houve grandes diferengas entre a estimativa da ligacdo de Zn-
proteinas, considerando o processo de pasteurizagdo e o leite bovino integral in

natura, que apresentaram as maiores concentragdes de zinco na banda de 32 kDa
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para as duas amostras de leite, com maior tendéncia para o leite pasteurizado
(UHT).

Nos estudos de simulagéo da digestao gastrointestinal in vitro:

Para Zn, “leite” de soja > bovino integral in natura = bovino integral
UHT > ovelha in natura > cabra integral UHT;

Para Ca, bovino integral in natura > cabra integral UHT > “leite” de soja
> bovino integral UHT > ovelha in natura;

E para P, cabra integral UHT > bovino integral UHT > bovino integral in
natura > “leite” de soja > ovelha in natura;

O leite bovino integral pasteurizado (UHT) apresentou concentragao

total das proteinas proxima ao valor encontrado para o leite bovino integral in natura.
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