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EXTRATO

SOGLIA, Silvio Luiz de Oliveira, M.S. Universidade Federal de Vigosa outubro
de 1996. Enriquecimento de leite tipo C com ferro aminoacido quelato:
biodisponibilidade e caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais. Professor
orientador: Sebastido César Cardoso Brand&o. Professores conselheiros:
Gilberto Paixdo Rosado e June Ferreira Maia Parreiras.

Foram enriquecidas amostras de leite tipo C com ferro aminoéacido
quelato e sulfato ferroso, em diferentes niveis de adicdo (0, 6, 12, e 24
mg/l). Metade delas foi homogeneizada e todas as amostras foram
submetidas a analises fisico-quimicas de pH, acidez, teor de gordura e
indice de TBA, além de teste sensorial com julgadores treinados para sabor
oxidado, durante um periodo de estocagem de trés dias, sob refrigeracéo a
5°C. Estudou-se, ainda, a biodisponibilidade relativa do ferro aminoéacido
quelato, por meio da regeneracdo dos niveis de hemoglobina em ratos
anémicos. Os resultados obtidos mostraram que o ferro aminoéacido quelato,
adicionado ao leite, apresentou uma biodisponibilidade que n&o diferiu
estatisticamente (p>0,01) do sulfato ferroso, sendo capaz de restabel ecer,
em 14 dias, os niveis de hemoglobina em ratos anémicos, quando adicionado

nos niveis de 12 e 24 mg/l. O uso de 24 mg de ferro/l de leite, na forma de

Xiii



ferro aminoacido quelato, manteve as caracteristicas fisico-quimicas do
leite, ndo alterando o sabor, durante todo periodo de estocagem a 5°C,
enquanto o sulfato ferroso, nas dosagens de 12 e 24 mg/litro, promoveu
alteracdes na oxidacao da gordura, influenciando no sabor do leite, que foi
perceptivel pelo painel de julgadores, sem contudo alterar as suas
caracteristicas fisico-quimicas de acidez e pH. Para ambas as fontes de
ferro, o processo tecnoldgico de enriquecimento do leite mostrou-se simples
e de fécil execucdo, sem modificar apreciavelmente a rotina de
processamento do leite tipo C. Desta forma, o ferro aminoacido quelato
mostrou-se superior ao sulfato ferroso no enriquecimento do leite tipo C, dadas as
suas caracteristicas nutricionais, fisico-quimicas e sensoriais satisfatorias, nos
niveis de 12 e 24 mg/l, com potencial para uso em programas institucionais de

suplementacdo alimentar, no combate a anemia ferropriva
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ABSTRACT

SOGLIA, Silvio Luiz de Oliveira, M.S., Vicosa Federal University, october 1996.
Universidade Federal de Vigosa Julho de 1996. Fortification of “type C* milk
with iron amino acid chelate: bioavailability and physical, chemical and
sensory characteristics. Adviser: Sebastido César Cardoso Brandéo.
Committee Members: Gilberto Paixd Rosado and June Ferreira Maia
Parreiras.

Four different levels of ferrous aminoacid chelate and ferrous
sulfate were added to grade C padronized (3,2%) milk. The influence of
homogenization and the pH, acidity, fat, lipid oxidation (TBA test) , and
sensorial analysis were evaluated during three days of storage at 5°C. The
bioavailability of both iron sources was determined by the hemoglobin
depletion-repletion technique using rats. The results demonstrated that the
bioavailbility did not present statistical difference (p>0,01) of both iron
sources, since they were capable to restaure hemoglobin levels in anemic
rats in 14 days, when added in the levels of 12 e 24 mg/l elemental iron.
The highest concentration of ferrous aminoacid chelate (24 mg/l iron)
presented no influence in the physical-chemical characteristics studied,

and also in the flavor evaluation. However the ferrous sulfate at 12 and

XV



24 mg/l , presented flavor and lipid oxidation changes, statistically detect
by the judges panel, but without changing the pH and acidity.
Homogenization, followed by LTLT pasteurization (65°C for 30 min.)
increase the TBA level from 0,019 (absorbance at 532 nm) to 0,033 at zero
time. This difference in TBA was maintained during the three days of
storage. The ferrous aminoacid chelate was then considered superior to
ferrous sulfate at 12 and 24 mg/l because it did not change the flavor and
the characteristics of milk during storage for three days at 5°C. We
therefore recommend that it can be used in institucional program for milk

suplementation, to reduce iron deficiency.
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1. INTRODUCAO

O leite € um alimento, que faz parte da dieta diaria do ser humano,
sendo de grande importancia na alimentagcdo de grupos biologicamente
vulneraveis, em especial criancas e adolescentes, por ser um bom
suprimento de proteinas, vitaminas e alguns minerais, como calcio e
fosforo. No entanto, a ingestdo média de 400 ml, por dia, fornece apenas
2% da recomendacdo diaria de ferro, considerando o Recommended
dietary allowances (RDA) igual a 10 mg (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1989).

A adicdo complementar de nutrientes ao leite tem sido, ha muito
tempo estudada e recomendada, em virtude de sua contribuicdo no
combate a deficiéncias nutricionais graves de populacdes, cuja dieta ndo
permite o suprimento adequado de algum nutriente essencial. Contudo, a
adicéo de micronutrientes em alimentos, no Brasil, ao contrario de paises
desenvolvidos, ainda é muito reduzida, em virtude, dentre outras coisas,
de falta de uma legislacéo especifica, que garanta a sua obrigatoriedade.

A anemia ferropriva decorrente da deficiéncia alimentar de ferro é
um distarbio nutricional de grande prevaléncia em nossa populagéo,
principalmente em criangas até dois anos de idade, gestantes e lactantes.

As consequéncias desta anemia incluem a susceptibilidade a infecgbes, o
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atraso no desenvolvimento e a reducdo das capacidades fisica e intelectual
dos individuos anémicos.

Estima-se que cerca de 1 bilhdo de pessoas, em todo o mundo,
apresentam deficiéncia de ferro. No Brasil, dados do Instituto Nacional de
Alimentacdo e Nutricdo (BRASIL, 1986) mostram que esta prevaléncia é
cerca de 40%, em média, afetando principal mente criancas, adolescentes e
mulheres gravidas.

A fortificagdo de alimentos tem sido recomendada, como o melhor
método de prevencdo e combate a deficiéncia de ferro em uma popul agéo.
No entanto, esta pratica ainda é controvertida, devido aos resultados
conflitantes, que tém sido obtidos com as varias fontes de ferro utilizadas.
Uma das questbes mais importantes é a disponibilidade do ferro e sua
assimilagéo pelo organismo humano. Outros aspectos relevantes da adig&o
de ferro, em alimentos, envolvem a identificacdo de alimentos adequados
ao enriquecimento, alteragcéo na cor do produto, desenvolvimento de sabor
estranho, sedimentacdo de compostos pouco sollveis, entre outros.

Tendo em vista a importancia da anemia ferropriva, como
problema de salde publica, e a fortificagdo de alimentos, como um
mecanismo capaz de corrigir esta deficiéncia nutricional, a proposta deste
trabalho foi estudar os efeitos do enriquecimento do leite tipo C com ferro
aminoacido quelato, procurando obter-se um produto com caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais satisfatorias e que oferecesse, a0 mesmo
tempo, uma alta biodisponibilidade de ferro. Para isso, foram avaliadas os
efeitos da adicdo de diversas dosagens de ferro aminoacido quelato ao
leite pasteurizado, homogeneizado, ou ndo, em comparagdo com sulfato
ferroso.

Desta forma, visou-se oferecer a industria uma tecnologia viavel de
enriquecimento do leite fluido com ferro de alta biodisponibilidade,
obtendo-se um produto final de boa qualidade, com baixo custo, adequado

para utilizacdo em programas institucionais de suplementacéo alimentar.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia do ferro na dieta humana

Desde 1860, o ferro é considerado como um nutriente essencial
para animais. No inicio do século XX, houve um grande interesse pelos
estudos de absorcdo e excrecéo de ferro, apesar de as técnicas utilizadas
para andlise serem tediosas. Por volta de 1920, produziu-se um modelo
animal para estudo da anemia ferropriva, por meio da alimentagéo de ratos
com uma dieta de leite. O interesse pelo ferro e pela anemia ferropriva
continua na atualidade e, apesar de existirem mais informagdes sobre o
ferro do que qualquer um dos outros micro minerais, ha ainda questdes e
problemas ndo-solucionados (KRAUSE e MAHAN, 1993).

O ferro é encontrado em todas as células dos seres vivos, tanto
vegetais quanto animais. E constituinte de véarias proteinas complexas,
envolvidas no processo de respiracéo celular e na sintese de DNA. No ser
humano, a maior parte, cerca de 60 a 70%, é integrante da hemoglobina,
transportadora de oxigénio nos glébulos vermelhos; de 10 a 12% est&o na
mioglobing; e de 16 a 29% est&o nas formas de ferritina e hemossiderina,

armazenados no figado, no baco e na medula 0ssea, que constituem o ferro
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de reserva ou nao-essencial (KRAUSE e MAHAN, 1993 e ANGELIS e
CTENAS, 1993).

GUTHRIE (1975) sumariou as funcbes do ferro em seu livro
"Introductory Nutrition". Segundo o autor, existe consideravel evidéncia
de que o ferro € importante em diversas fungdes, muitas destas associadas
com a formagé&o sangiinea e transporte de oxigénio. Estas fungdes incluem
a conversao catalitica de beta-caroteno para vitamina A; a sintese de
purinas, parte integrante do acido nucléico; transporte de lipidios no
sangue; sintese de colageno; producéo de antibiotico; e desintoxicacao de
drogas no figado.

O ferro participa do transporte de oxigénio dos pulmdes para 0s
tecidos e do transporte de CO, das células para os pulmdes. Estas duas
funcdes sao exercidas pela hemoglobina nos eritrécitos. A mioglobina da
célula muscular tem uma fungéo similar a da hemoglobina. Os citocromos
presentes em todas as células participam do processo de respiracéo celular,
funcionando como transportadores de elétrons pela oxidacdo e pela
reducdo do ferro (Fe"™* « Fe™).

Estudos da func&o do ferro como agente antiinfeccioso sugerem
gue, embora o ferro seja necessario para 0 crescimento de microrganismos,
ele € um componente essencial de enzimas e imuno-substancias
necessarias para destruir organismos invasores infecciosos. A lactoferrina,
presente no leite materno, é especialmente efetiva contra E. coli no trato
gastrointestinal de criangas (ASHMEAD, 1989).

2.2. Absor¢ao, transporte e armazenamento do ferro

Existem dois tipos de ferro, de acordo com seu mecanismo de
absorcdo: ferro heminico (ou heme) e ferro ndo-heminico (ou ndo-heme).
O ferro heme encontra-se na estrutura do anel porfirinico, ligado a
hemoglobina e a mioglobina, representando cerca de 40% do ferro do
tecido animal (Crichton, citado por ANGELIS e CTENAS, 1993).

4



O ferro heme tem elevada absor¢cdo e n&o sofre influéncia de
fatores que interferem na absorcéo do nao-heminico, como aionizagéo e a
capacidade de se ligar a outras substancias. As duas formas de ferro
constituem microrregides distintas de absor¢éao no trato gastrointestinal. O
ferro heminico é absorvido como um complexo ferro porfirinico,
diretamente, para as células da mucosa do intestino, por vias diferentes do
n&o-heminico (ANGELIS e CTENAS, 1993).

De acordo com KRAUSE e MAHAN (1993), num individuo sem
suplementos de ferro, pode ser esperada uma absorcdo de,
aproximadamente, 35% do ferro heme e 8% do ferro ndo-heme, na
presenca dos fatores que aumentam sua absorc¢éao.

COOK (1990) estudou a absorcéao intestinal de ferro em individuos
normais e deficientes, apos a ingestédo de ferro heminico e ndo-heminico.
A absorcéo de ferro heminico para individuos do sexo masculino normais
foi de 19% contra 46%, em individuos deficientes do mesmo sexo. Para
ferro ndo-heme, os valores foram de 2,5% e 22% para individuos normais
e deficientes, respectivamente.

No duodeno, dada a alcalinidade do meio, os sais inorganicos de
ferro tém sua absorcéo prejudicada, em decorréncia da precipitacédo na
forma de hidréxido de ferro insoltvel. No estdbmago, por acdo do HCl e
das enzimas, ocorre uma ionizag&o destes compostos, que liberam os seus
radicais constituintes. No estado iGnico, 0s minerais tornam-se instaveis e
um grande percentual destes (de 70 a 99,5%) reagem com elementos
comuns na alimentagéo, como o acido fitico, o acido oxalico, as fibras, as
gorduras, entre outros, tornando-os inaproveitaveis pelo organismo
(ASHMEAD et al., 1994).

Substéncias tais, como o tanino e os polifendis (encontrados no cha
e no café); fosfatos, como os fitatos nos cereais, fibras alimentares,
principalmente celulose, hemicelulose e lignina; proteinas (albumina e

fosfitina do ovo), além de outros elementos inorganicos, como calcio
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manganés, cobre, cadmio e cobalto sdo agentes inibidores da absor¢céo de
ferro. Ao contrario, certos acidos organicos (ascorbico, citrico, latico,
malico e tartérico), alcool e aminoacidos, como cisteina, lisina e histidina,
favorecem a absorcao de ferro (ANGELIS e CTENAS, 1993).

Apos absorgdo no trato gastrointestinal, o ferro liga-se a
transferrina, uma glicoproteina responsavel pelo transporte do ferro no
organismo. A taxa, na qual o ferro é liberado das células mucosas para a
circulagdo geral, € regulada pela quantidade e pela saturagcédo da
transferrina. Normalmente, apenas um terco da transferrina esta saturada
de ferro. Em individuos normais, a transferrina permanece saturada,
ocorrendo menor absorcdo e maior perda de ferro nas células da mucosa,
por descamacéo. Ja nos individuos deficientes, a transferrina € menos
saturada e mais ferro passa da célula da mucosa para a transferrina. O
contrério acontece nos que tém acumulo de ferro, ou seja, a absorcéao é
limitada e a excregdo € elevada (COOK et al., 1992 e KRAUSE e
MAHAN, 1993).

Ao alcancar a superficie das células, o complexo transferrina-ferro
liga-se a receptores especificos e o ferro penetra nas células, por meio da
formagdo de “receptosomas’. A transferrina libera o ferro, transforma-se
em apotransferrina e volta para a superficie celular, retornando, em
seguida, a circulagdo, continuando entdo o seu ciclo (ANGELIS e
CTENAS, 1993).

Aproximadamente, de 200 a 1.500 mg de ferro estdo armazenados
no organismo, na forma de ferritina e hemossiderina, sendo 30% no
figado, 30% na medula 6ssea e o restante no bago e nos musculos. Cerca
de 50 mg, por dia, podem ser mobilizados destas reservas de ferro. A
concentracao de ferritina plasmética reflete as reservas corporais de ferro
e € um instrumento inestimavel para avaliagcdo clinica do nivel de ferro
(KRAUSE e MAHAN, 1993).



2.3. Prevaléncia e caracterizacao da deficiéncia de ferro

A deficiéncia de ferro € um problema nutricional com grande
preval éncia no mundo inteiro, afetando cerca de um bilh&o de pessoas. Em
alguns paises desenvolvidos, a deficiéncia de ferro tem sido encontrada em
30 a 50% de toda populacdo. Os grupos, considerados mais,
freqlientemente como de maior risco, sdo criancas abaixo de dois anos de
idade, meninas e adolescentes, gestantes e idosos (SPOLIDORO, 1994).

No Brasil, a anemia ferropriva tem sido considerada um
inquestionavel problema de saude publica, por se manifestar de forma
endémica: a prevaléncia média no Pais € de 40%, atingindo principal mente
gestantes, criancgas e adolescentes (BRASIL, 1986).

SIGULEM et al. (1978) encontraram uma prevaléncia de anemia
ferropriva de 22,7%, no Municipio de S8o Paulo, numa populacéo
estudada de 278 criancas de seis a 60 meses. Outra observacéo, neste
estudo, foi que em criangas de até dois anos de idade a inadequacédo de
ferro da dieta independe da renda familiar, sendo inerente ao padré&o
alimentar préprio da idade, que dificilmente preenche as recomendacoes,
preconizadas para este grupo etario.

Estudos realizados em duas creches, no Municipio de Vigosa-MG,
demonstraram uma prevaléncia de anemia ferropriva, em torno de 62,5%,
para meninos e 44% para meninas, na faixa etéria de trés a quatro anos.
Para idade de quatro a cinco anos, os percentuais foram 83,3% e 62,5%,
respectivamente. Em criancas de cinco a seis anos, 50% eram anémicas,
independente do sexo (MAGALHAES e SILVA, 1993).

Pesquisas, realizadas nos EUA e em outros paises, identificaram a
anemia por deficiéncia de ferro, como 0 maior prejuizo a saude e a
capacidade de trabalho, nos adultos, e, como consequéncia, uma perda
econOomica para o individuo e para o Pais (KRAUSE e MAHAN, 1993).

Embora a deficiéncia de outros nutrientes (cobre, acido folico e
vitamina B12) sejam também responsaveis pela instalacdo da anemia, o
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ferro € o mais importante em saude publica, por determinar cerca de 90%
das anemias (SPOLIDORO, 1994).

A deficiéncia nutricional de ferro ocorre, quando a quantidade
absorvida da dieta é insuficiente para alcancar as exigéncias normais. As
necessidades abrangem as perdas obrigatorias do organismo e as
necessidades nutricionais, para o crescimento (ANGELIS e CTENAS,
1993).

Essa deficiéncia de ferro pode ser classificada como segue:
Deficiéncia sem anemia: é quando existe baixo armazenamento
de ferro (baixos niveis de ferritina e hemossiderina), baixa
concentragéo plasmatica, aumento da capacidade de ligar ao
ferro (aumento da transferrina livre) e valores normais de
hemogl obina.

Deficiéncia com anemia: é consequéncia do agravamento do
estado anterior, inexistindo armazenamento e sendo baixos 0s
valores relativos a hemoglobina.

De acordo com KRAUSE e MAHAN (1993), a anemia ferropriva é

o resultado final de uma caréncia, que exaure o0s estoques de ferro, ou seja,
0 suprimento de ferro € inadequado para sustentar uma eritropoiese
(formagé&o de hemaceas) normal, caracterizando-se, por baixa concentragao
de hemoglobina, e os eritrocitos tornam-se menores (microciticos) e com
menor conteudo de hemoglobina (hipocromicos). A deficiéncia pode ser
causada por ingestdo inadequada de ferro, absorcdo deficiente, utilizacdo
imperfeita, perda cronica de sangue, ou aumento das necessidades, como
na infancia, na adolescéncia e na gravidez.

Os sintomas ndo sdo especificos para a deficiéncia de ferro e
incluem, dentre outros, dor de cabeca, fadiga, alteracbes de apetite,
disturbios vasomotores, céimbras musculares, reducdo da capacidade de
trabalho, dispnéia, palpitacdo e reducdo da capacidade de manter a

temperatura corporal em ambiente frio.
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Os sinais mais freguentes da deficiéncia de ferro s&o: o aumento
do débito cardiaco a maior velocidade de captacdo de O, do sangue
arterial, a diminuicdo da capacidade de trabalho aerobico e fisico, a
reducdo na capacidade de concentrag&o, principalmente em criancas e a
maior dificuldade para decifrar situagdes confusas por parte de criancgas,
com valores da hemoglobina inferiores a 10 g/dl (ANGELIS e CTENAS,
1993).

2.4. Exigéncias, recomendacdes e fontes minerais e dietéticas de ferro

Uma exigéncia fisiolégica de ferro pode ser definida, como a
guantidade do ferro de origem alimentar biodisponivel, que o individuo
deve absorver, diariamente, para satisfazer suas necessidades fisiol6gicas
(homeostase). A manutencdo do processo de absorgdo juntamente com a
necessidade de ferro corpdreo regulam o balanco nutricional de ferro
(ANGELIS e CTENAS, 1993).

As quantidades de ferro, que devem ser absorvidas, diariamente,
paraindividuos de diferentes idades e sexo, s&o mostradas no Quadro 1.

Recomendacdes nutricionais de ferro séo quantidades, que devem
conter os alimentos consumidos, diariamente, para satisfazer as
exigéncias, corrigidas segundo a biodisponibilidade e a quantidade, para
satisfazer as variagdes individuais.

As doses diérias exigidas variam, conforme a idade, o estado
nutricional e, na mulher, na idade fértil, na gravidez e na lactacdo. As
recomendacdes do NRC estdo no Quadro 2 (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1989).

Tanto o leite humano quanto o de vaca contém apenas de 0,5 a
1,0 mg de ferro, por litro, taxa insuficiente para fazer do leite uma boa
fonte de ferro. Esta concentracéo € equivalente a cerca de 1 mg de ferro
por 1.000 Kcal no leite. Figado e outras visceras, carne de boi, gema de
ovo, cereaisintegrais, algumas frutas frescas, ou secas, folhas verdes,
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Quadro 1 - Quantidade de ferro que deve ser absorvida diariamente para
manter a homeostase

Categoria Quantidade
Lactentes de O a 4 meses 0,5 mg
Lactentes de 5 a 12 meses 0,7 mg
Criancas de 1 a 12 anos 1,0 mg
Garotos de 13 a 16 anos 1,8 mg
Garotas de 13 a 16 anos 2,4 mg
Homens 0,9 mg
Mulheres 1,8 mg
Mulheres em idade fértil 2,8 mg
Primeira metade da gravidez 0,8 mg
Segunda metade da gravidez 3,0 mg
Lactacao 2,4 mg

Fonte: Fao (1970), citado por CHAUD, 1993.

Quadro 2 - Recomendac®es diarias de ferro

Categoria Idade Recomendacdes diérias
criangas de 0 a 6 meses 6 mg
de 6 meses a 10 anos 10 mg
homens de 11 a 18 anos 12 mg
> 19 anos 10 mg
mulheres de 11 a 50 anos 15 mg
> 51 anos 10 mg
gravidez 30 mg
|actantes 15 mg

Fonte: NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1989.
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leguminosas, nozes e melado contém quantidades apreciaveis de ferro
(KRAUSE e MAHAN, 1993). A Figura 1 mostra alguns alimentos ricos

em ferro.

Ovos - um inteiro ( 50g)
Cereais enriquecidos ( 309 )
Ervilhas(909)
Vejetais cozidos ( 759 )
Galinha ou peru cozido ( 90g )
Paointegral (90g)

Fonte dietética
Ameixas cozidas (100g)
Carne de boi ou porco cozida (90g)

Figado de boi ou galinha ( 60g )

Figado de bezerro cozido ( 60g )

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
mg de Ferro/ porgéao

Fonte: KRAUSE e MAHAN, 1993.

Figura 1 - Quantidades de ferro em por¢des médias de varios alimentos.

O sucesso da fortificagdo com ferro depende tanto do composto, a
ser utilizado, quanto do veiculo ao qual vai ser adicionado. A fortificacao
de alimentos com ferro &, tecnicamente, mais dificil, em relagéo a outros
nutrientes, principalmente porque as formas mais absorvidas sdo muito
reativas e produzem efeitos indesejaveis, quando acrescentadas ao
alimento. Sais ferrosos solUveis produzem mudancgas de cor, por formarem
complexos com compostos sulfurados, taninos, polifendis e outras
substancias presentes na dieta. Compostos reativos de ferro catalisam
reacOes oxidativas, que resultam em sabor, odor e cor indesejaveis.

Substancias de alta densidade, como ferro elementar, podem exigir
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medidas especiais para uma distribuicdo uniforme e estavel (COOK e
REUSSER, 1983).

A composicgéo estrutural do sal, ou mineral, influi muito na escolha
da fonte de ferro, a ser utilizada no enriquecimento de alimentos, assim
como o custo, a solubilidade, a reatividade, a granulometria, a cor, 0
gosto, a densidade e o cheiro. A biodisponibilidade € também de grande
importancia nesta avaliagdo. O Quadro 3 mostra algumas fontes de ferro e
os fatores principais, a serem considerados na escolha de um mineral para

enriquecimento de alimentos (RUSIG, 1994).

Quadro 3 - Fontes de ferro para fortificagdo de alimentos e algumas
caracteristicas principais

Valor
biolégico Custo por grama  Solubili-
Produto relativo ao % Ferro de ferro dade Gosto Cor
sulfato ferroso biodisponivel

(100)

Sulfato ferroso 100 32 Baixo Levemente  Ruim
sollvel

Ferro reduzido 36-76 96-98 Baixo moderado InsolGvel  Ausente +
Ortofosfato férrico 6-46 28 Alto Baixa Leve _
Pirofosfato de sodio e ferro 13 14 Alto Insoltvel Leve _
Fumarato ferroso 95 32 Moderado Baixa Leve +
Gluconato de ferro 17 12 Alto SolGivel Leve +
Pirofosfato de ferro 45 24 Moderado Baixa Leve +
Citrato de ferro e aménio 100 16 Alto SolGivel Leve +
Citrato férrico 73 17 Alto SolGivel Leve +
Citrato ferroso 76 21 Alto Baixa Leve

Cor: (+) pronunciada (-) Leve.
Fonte: RUSIG, 1994.

O sulfato ferroso é a forma mais largamente utilizada, como
suplementacéo durante a gravidez, ou como tratamento de diversas formas
de anemias, por deficiéncia de ferro. Apresenta maior biodisponibilidade

do que os sais férricos, mas € inferior aos quelatos de ferro. O uso de
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ferros-quelatos proporciona melhores resultados quanto a absorgdo, em
virtude da resisténcia a liberagdo da forma i0nica do metal, por
decomposic¢éo naviagastrica (CARDOSO et al., 1970).

Em estudos sobre biodisponibilidade, realizados em criangas
anémicas, demonstrou-se que a absorcdo do ferro foi de 75% na forma de
aminoacido quelato, contra apenas 27% quando se utilizou sulfato ferroso.
Em individuos n&o-anémicos, estes valores foram de 15% e 4%,
respectivamente (Pineda, citado por ASHMEAD et al., 1994).

2.5. Prevencao ou tratamento da deficiéncia de ferro

Em paises como o Brasil, onde as deficiéncias alimentares s&o
freqlentes, o problema da anemia ferropriva assume ainda maior
importéancia. Portanto, sua prevencdo, ou tratamento, deve assumir uma
funcéo estratégica, em termos de saude publica.

O tratamento imediato da anemia ferropriva é feito pela reposicéao
dos estoques de ferro no organismo. Para isso, recomenda-se a
administracdo oral de sais ferrosos, sendo o sulfato ferroso o mais
utilizado. A utilizagcdo de sais de ferro, apesar de mais bem absorvido,
guando ingerido isoladamente, pode provocar efeitos colaterais, como
nauseas, vomitos, desconforto epigastrico, distenséo gastrica, pirose,
diarréia, ou constipagdo. As doses por via oral, recomendadas em mg de
ferro/dia para o tratamento da anemia ferropriva, sao: sulfato ferroso 240,
gluconato ferroso de 160 a 240, fumarato ferroso 264 e sulfato de ferro
glicina 200 mg (ANGELIS e CTENAS, 1993).

A administragéo preventiva de sais de ferro a grupos de riscos é
feita pelo uso de 20 a 30 mg de ferro elementar/dia. Esta alta quantidade
(de duas a trés vezes, 0 RDA para um adulto de sexo masculino) é devida
a baixa biodisponibilidade de ferro nas formulacdes (SELIGMAN et al.,
1983).
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O enriguecimento ou fortificagdo de alimentos basicos, como meio
de prevenir o desenvolvimento desta deficiéncia nutricional, tem sido
citado e recomendado por varios autores, como uma estratégia eficaz para
melhorar a qualidade da dieta individual e familiar. Além disso, o
enriquecimento de alimentos minimiza os efeitos colaterais apresentados

pela administracéo oral de sais de ferro.

2.6. Enriquecimento de alimentos com ferro

O ser humano, por diversos fatores, tem alterado seu habito
alimentar. Aliado a isso, as variacdes naturais dos alimentos tém
influenciado na saiude da populagdo, em muitos casos, pela ingestéo
deficiente de determinados nutrientes (CARVALHO, 1994).

No Brasil, apesar da evolucdo positiva do quadro de desnutricéo
nos ultimos 20 anos, permanecem, paradoxalmente, caréncias nutricionais
béasicas, tais como: energético-protéica e minero-vitaminica com énfase ao
ferro, ao iodo e a vitamina A. Estas deficiéncias sao justificadas pela baixa
ingestdo quantitativa de alimentos, principalmente de origem animal, pela
ma qualidade da dieta e por hébitos alimentares restritos, ou erroneos
(SPOLIDORO, 1994).

Vérias experiéncias tém demonstrado que o enriquecimento, ou
fortificagéo de alimentos, consumidos em larga escala pela populacéo, tem
sido a forma mais eficiente no combate a esta inadequacédo nutricional, a
um custo compensatorio.

A legislacao brasileira considera enriquecido todo alimento ao qual
for adicionado nutriente, com o objetivo de reforcar seu valor nutritivo,
seja repondo, quantitativamente, aqueles destruidos, durante o processa-
mento do alimento, seja suplementando-os com nutrientes em nivel
superior ao seu conteudo normal. Especifica, ainda, que para o alimento
ser considerado enriquecido, ele deve conter 60% do valor recomendado,
segundo o “Recommended Dietary Allowances” (BRASIL, 1978).
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Apesar de ndo existirem diferencas, do ponto de vista tecnol 0gico,
varias terminologias tém sido empregadas para definir a adicdo de
nutrientes nos alimentos. Estes procedimentos podem ser definidos, de
acordo com a OMS/FAO (1984), citada por SPOLIDORO, 1994, em:

padronizacédo: adi¢cdo de nutrientes para compensar as variagoes
naturais dos alimentos,

reposicdo: compensacdo de perdas ocorridas durante o
processamento e a estocagem dos alimentos;

enriquecimento : adi¢cdo dos nutrientes ja presentes no alimento,
mas em quantidade insuficiente;

fortificacdo: adicdo de nutrientes que normalmente ndo est&o

presentes no alimento.

A OMS/FAO, citada por ARAUJO (1994), estabeleceu os
principios gerais para adicdo de nutrientes essenciais aos alimentos.
Portanto, ao enriquecer um novo produto, ou criar um programa que atinja
uma camada substancial da populagdo, alguns critérios devem ser
seguidos:

1. O alimento escolhido deve fazer parte da dieta do grupo a que se
pretende atingir, ou seja, ndo deverdo ser mudados os hébitos
alimentares.

2. Os nutrientes essenciais deverdo estar presentes nos alimentos, dentro
de um nivel adequado.

3. As guantidades de nutrientes deverdo ser suficientes para corrigir, ou
prevenir a deficiéncia nos casos, em que as quantidades de alimentos,
consumidos pela populagdo, sejam normais.

4. A adicdo de um nutriente ao alimento ndo devera influir no metabolismo
de outros nutrientes.

5. Os nutrientes, adicionados ao alimento, devem ser suficientemente
estaveis ao armazenamento, a distribuicéo e ao uso.

6. O nutriente devera ser biologicamente disponivel.
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7.0 nutriente ndo devera agregar caracteristicas indesejaveis aos
alimentos, como odor, gosto, textura, ou modificar as propriedades de
coccao.

8. A tecnologia e as instalagOes utilizadas devem permitir a adicdo de
nutrientes, de maneira satisfatoria.

9. O custo adicional do alimento enriquecido devera ser acessivel ao
consumidor.

10. Deverédo ser utilizados métodos para medir e controlar o nivel de

nutrientes, adicionados ao alimento.

Segundo ARAUJO (1994), o enriquecimento de alimentos oferece
beneficios nutricionais consideraveis e é a forma mais viavel de enfrentar
alguns dos problemas nutricionais de uma populagéo. O autor refere-se ao
enriguecimento de alimentos, como uma das propostas para concretizagéo
das resolugdes, tomadas durante a Conferéncia Internacional de Nutric&o,
sob os auspicios da FAO-OMS, realizada em dezembro de 1992, em Roma.
Neste evento, a eliminacéo da caréncia de ferro até o ano 2000 figura entre
as metas destas resolucgoes.

O grave problema das anemias e suas repercussdes no crescimento
e no desenvolvimento de criancas levaram o Instituto Nacional de
Alimentacéo e Nutricdo - INAN/MS - a apresentar, em 1991, uma proposta
de combate a anemia, a ser aplicada em todo Brasil. Os principais itens
desta proposta foram:

Fortificacdo de alimentos especificos e de uso habitual pela
populacdo alvo, tais como: leite, amido de milho, farofa,
formulas infantis, aglcar e biscoitos.

Avaliagdo do programa de fortificagdo, sugerindo a
concentragdo de hemoglobina e de protoporfirina, como
parametros hematol dgicos de avaliagdo, com medidas no inicio

do programa e a cada 3 meses.
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Contudo, existem dificuldades em estabelecer padrdes, em funcéo
das variagdes na absorgéo e no consumo dietéticos das diferentes regioes e
dos grupos populacionais, que influenciam a disponibilidade de ferro
(BRASIL, 1991).

Conforme recomendacdes do INAN, as intervencdes no combate a
anemia ferropriva devem conter, além da suplementacdo de ferro, a
preocupacdo com a eliminagéo das infestaces parasitarias, da educagéo
sanitaria e nutricional e das medidas de saneamento basico (BRASIL,
1991).

Véarios paises tornaram o enriquecimento com ferro obrigatorio
nas farinhas de trigo, de arroz, ou nos derivados de trigo (p&o e massas).
Entre os paises, estdo Inglaterra, Chile, El Salvador, Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Panama, Porto Rico, indias Ocidentais e Republica Dominicana
(SPOLIDORO, 1994).

2.7. Adicao de ferro em leite e derivados

Os produtos lacteos séo apreciaveis fontes de proteinas, célcio,
vitaminas e outros nutrientes, porém sdo pobres em vitamina C e ferro.

O ferro no leite é principalmente encontrado, ligado a caseina, a
membrana do glébulo de gordura e como constituinte da lactoferrina. O
conteddo meédio de ferro no leite bovino é de, aproximadamente, 0,5
mg/litro (Quadro 4). O leite de vaca ndo € apenas uma fonte pobre de
ferro, mas contém este elemento numa forma pouco disponivel e, em
algumas criancas, sua ingestéao esta associada com hemorragias intestinais.
A incidéncia e a gravidade dessas hemorragias agravam ainda mais o
guadro de anemia ferropriva, durante o primeiro ano de vida. Esta
patologia pode ser diminuida, pela reducdo na ingestéo de leite fresco, que
ndo deve ultrapassar a 750 ml/dia, apds os seis meses de vida. Isto
favorece uma dieta mais variada, que inclua alimentos fortificados
(DALLMAN et al., 1980).
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Quadro 4 - Conteudo de ferro em leite e derivados

Produto Porcao Ferro (mgQ)
Leite “in natura” 250 ml 0,12
L eite condensado 20 g 0,06
Manteiga 14 g 0,02
Requeijéo 10g 0,03
logurte com frutas 100 g 0,24

Fonte: ANGELIS e CTENAS, 1993.

Por ser amplamente consumido, o leite pasteurizado tem-se
destacado, como excelente veiculo para suplementacdo de ferro e outros
nutrientes a populacgéo.

RIVERA et al. (1982), no México, mostraram que o leite € um
veiculo ideal para administracdo de ferro e cobre, quando empregado em
programas de intervengao nutricional.

No Chile, o Servico Nacional de Saude, por meio de um programa
de suplementacéo alimentar de leite em po, fortificado com 15 mg/kg de
sulfato ferroso, promoveu uma reducéo na prevaléncia de anemia de 29,9%
para 5,5%, em 654 criancas de até 15 meses de idade (STEKEL et al.,
1988).

OLIVARES et al. (1989) avaliaram o estado nutricional de
lactentes de 3 a 12 meses de idade, que recebiam leite fortificado com
ferro. Resultados bioquimicos permitiram concluir que a suplementacéo
foi bastante positiva. Os autores mostraram ainda que 29% dos lactentes
gue nao receberam o leite fortificado desenvolveram anemia ferropriva.

No Brasil, apesar de algumas experiéncias bem sucedidas, nos
ultimos 20 anos, ainda néo s&o conclusivos os estudos no sentido de tornar

obrigatoria e permanente a fortificagdo de alguns alimentos basicos ou
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industrializados destinados a populagéao carente e aos grupos biologicamente
vulneraveis, atendidos pelos programas oficiais (SPOLIDORO, 1994).

Em um estudo, para testar a eficacia do enriquecimento do leite
com ferro polimaltosado, ANDRADE et al. (1992) evidenciaram que a
suplementag&o de ferro foi capaz de melhorar as condi¢des nutricionais de
criancas, mesmo sem interferéncia direta na dieta .

Em termos de fortificacdo de leite, a experiéncia nacional mais
recente € a do Estado de Sdo Paulo, cuja prevaléncia de anemia, em
criancas de 6 a 23 meses de idade, € de 59,1%. A Secretaria de Saude
deste Estado, por meio do Grupo de Atengdo a Nutricdo (GAN), vem
utilizando o leite, distribuido gratuitamente, como veiculo para
enriquecimento com ferro. Num estudo, utilizando leite em po,
enriquecido com sulfato ferroso, a ocorréncia de anemia foi reduzida de
72,8% para 18%, em seis meses de uso deste leite (SAO PAULO, 1994).

Na regido de Tupd no mesmo Estado, o uso de leite fluido,
fortificado com ferro, distribuido a criangcas carentes, decresceu a
prevaléncia de anemia de 72% para 40%, em 100 dias (COPLAP, 1994).

2.8. Efeitos da adicdo do ferro ao leite

A adicdo direta de ferro ao leite é considerada um meio eficiente,
para aumentar a ingestao dietética de ferro em uma populacdo. Contudo,
este enriquecimento provoca efeitos prejudiciais a sua qualidade e a
aceitabilidade (WANG e KING, 1973).

Uma limitagdo do enriquecimento do leite com ferro é o fendbmeno
da oxidagcdo da gordura, catalisada por este metal, acompanhada por
indesejaveis mudancas no sabor. O efeito catalitico do ferro € maior,
guando este se encontra, na forma ferrosa, do que na forma férrica
(DEMOTT, 1971, EDMONDSON et al.; 1971, WANG e KING, 1973 e
DOUGLAS et al., 1981).
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BALDWIN et al. (1982), utilizando ferro reduzido, complexado
com &cido fosforico e acido citrico, constataram um significante
incremento no sabor oxidado, quando o ferro foi adicionado apos a
pasteurizagdo a 72°C, durante 17 segundos, comparado com o tratamento
a 80°C, durante 25 segundos. Maior concentracdo de malonaldeido, no
teste de TBA (&cido tiobarbitarico), foi relacionado com adicdo de ferro,
apos pasteurizacgdo a 72°C, durante 17 segundos.

DOUGLAS et al. (1981) revelaram que o leite, enriquecido com
ferro, geralmente exige técnicas especiais de processamento para prevenir
0 desenvolvimento de sabor estranho, causado por efeitos cataliticos do
ferro, na oxidacdo da gordura do leite. Para prevenir este defeito, os
autores recomendam temperaturas mais elevadas de pasteurizagéo (77°C,
durante 16 segundos), quando o leite cru € enriquecido com sais férricos.

WANG e KING (1973) verificaram que a estabilidade oxidativa do
leite pasteurizado e homogeneizado foi influenciada pela adi¢é&o de varios
sais de ferro. Neste experimento, o citrato férrico amoniacal, na dosagem
de 10 ppm de ferro, mostrou-se téo estavel quanto o leite sem adig&o
(controle), apds sete dias de estocagem sob refrigeracdo. Foram
comparados os valores do indice de TBA e as médias dos escores para
sabor oxidado, definidas por um painel de julgadores treinados. O sulfato
ferroso na mesma dosagem foi o0 mais instavel e desenvolveu forte sabor
oxidado, apoés dois dias de estocagem.

O ferro e o cobre, que ocorrem naturalmente no leite, ndo afetam a
oxidacdo, porque eles estdo complexados com proteinas e ndo s&o
dializaveis no pH normal do leite (BALDWIN et al., 1982).

O uso de quelatos como aditivos € mais vantajoso do que 0 uso de
metais livres, ou sais metdlicos. Uma das vantagens refere-se a sua
estabilidade. A forma do metal aminoacido quelato permanece inerte, no
alimento, que esta enriquecendo. O cétion € preso ao ligante, que o isola

de reacbes com outros compostos. O ferro aminoacido quelato comporta-se
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em solugcdo, como um dipeptidio, sendo ionizado somente apOs sua
absorcao pelo organismo (ASHMEAD, 1994).

Alguns estudos, citados por RANHOTRA et al. (1981), indicam
gue o leite e suas fosfoproteinas constituintes, provavelmente, diminuam a
absor¢éo de ferro suplementar. No entanto, 0s mesmos autores, utilizando
ferro BioPlex (complexo de ferro ferroso com citrato e fosfato
monossodico), adicionado ao leite fluido, relataram que os componentes
do leite, aparentemente, nd&o exerceram efeito adverso na
biodisponibilidade do ferro.

Segundo ANGELIS e CTENAS (1993), a caseina inibe a absorcéao
de ferro, por ligar-se a este elemento, por meio do grupo serina-fosfato e
fosfopeptidios, sendo esta uma das causas da menor biodisponibilidade do
ferro, oriundo do leite de vaca.

Tendo em vista a frequéncia e a gravidade das deficiéncias
nutricionais de ferro, e o fato de o tratamento preferencial das anemia
ferropriva com sulfato ferroso apresentar efeitos colaterais fregientes,
graves e de dificil previsdo, seria util o desenvolvimento de compostos
alternativos que, adicionados aos alimentos, apresentassem alta
biodisponibilidade de ferro e auséncia, ou reducéo de efeitos colaterais, ou
adversos (CHAUD, 1993).

Desta forma, o wuso de aminoacido quelato de ferro
(FERROCHEL), adicionado ao leite fluido, pode preencher os requisitos
necessarios para ser utilizado em programas estratégicos de prevencéo, ou
tratamento da anemia ferropriva, principalmente, quando inseridos em
politicas de alimentacdo (programas sociais de distribuicdo de leite, por
exemplo), que concedem prioridade aos grupos vulneraveis da populagéo,

tanto do ponto de vista biolégico, quanto econémico e social.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido, no Laboratério de Anélises
Fisico-quimicas de Alimentos do Departamento de Tecnologia de
Alimentos e no Laboratorio de Nutricdo Experimental do Departamento
de Nutricdo e Saude, da Universidade Federal de Vigosa.

Foram realizados trés ensaios, que caracterizaram este estudo.
Um ensaio de biodisponibilidade do ferro, em que se procurou medir o
valor biolégico relativo do ferro aminoacido quelato contra o padréo
sulfato ferroso, utilizando-se a recuperagcdo dos niveis de hemoglobina
em ratos anémicos. Outro ensaio consistiu em avaliar o efeito da adicao
de vérios niveis de ferro, em algumas propriedades fisico-quimicas do
leite pasteurizado, homogeneizado ou n&o, ao longo de trés dias de
estocagem a 5°C. E por fim, uma avaliacéo sensorial do leite fortificado,
em varias dosagens de ferro, analisando-se o desenvolvimento de sabor
oxidado no inicio e no final do tempo de estocagem. O fluxograma,

representando os procedimentos experimentais, € mostrado na Figura 2.
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Figura 2 - Fluxograma dos procedimentos experimentais.
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3.1. Preparo das amostras (obtencéo do leite enriquecido)

Duas fontes de ferro foram adicionados ao leite, o ferro
aminoacido quelato (Albion Laboratories, Inc. Clearfield-Utah-USA),
contendo 20,35% de ferro e o sulfato ferroso (Vetec Com. & Repr.-RJ-
BR), contendo 20,01% de ferro nas dosagens de 6, 12 e 24 mg de
Ferro/litro. Para melhor solubilizagdo das amostras, foi preparado um
premix, dissolvendo-se previamente os compostos de ferro em 500 ml de
leite.

As fontes de ferro foram adicionadas ao leite cru tipo C,
padronizado a 3,2% de gordura, proveniente do Laticinio-Escola da
FUNARBE/UFV. Em seguida foi pasteurizado pelo sistema Low
Temperature Long Time (LTLT) a 65°C, durante 30 minutos, em cubas de
aco inoxidavel. A metade do leite foi homogeneizada a 140,62 kgf/cm?, no
primeiro estddio, e 35,15 kgf/cm®’, no segundo estddio. Apés a
homogeneizacéo, todo leite foi embalado em sacos de polietileno de um
litro e estocado, durante um periodo de trés dias, sob refrigeracdo a 5°C.

Considerando um consumo médio diario de 500 ml, estas doses
representam 30, 60 e 120% da recomendacéo diaria necessaria (RDA =
10 mg - NRC, 1989). O leite pasteurizado n&o-enriquecido foi usado como
controle (nivel zero de ferro adicionado).

Para 0 ensaio de biodisponibilidade, as amostras de leite, apos
serem enriquecidas com sulfato ferroso, ou ferro aminoacido quelato, nas
dosagens de 6, 12 e 24 mg/l, foram submetidas ao processo de secagem em
atomizador “Spray dry” (NIRO ATOMIZER tipo FU11 BAA 06) com
temperatura de entrada do ar, em torno de 225+1°C, e temperatura de saida
préxima a 94+1°C. Em seguida, foram analisadas em duplicata para o teor
de umidade, ferro e proteina, sendo entdo utilizadas nas preparacdes das

dietas, fornecidas aos animais experimentais.
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Os equipamentos, utilizados no processamento desta etapa, foram

aqueles normal mente encontrados, numa fabrica de laticinios.

3.2. Ensaio de biodisponibilidade

A  metodologia, empregada para a determinacdo da
biodisponibilidade do ferro, foi baseada no modelo de recuperacdo dos
niveis de hemoglobina em ratos anémicos. Este procedimento experimental
foi dividido em duas fases distintas. A primeira, com duracdo de 28 dias,
visou obter ratos anémicos e denominou-se fase de deplecdo. A segunda,
desenvolvida durante 14 dias, teve por objetivo a recuperacdo dos niveis
de hemoglobina dos ratos anémicos, utilizando-se, as dietas experimentais

(fase de regeneracao).

3.2.1. Procedimentos analiticos

3.2.1.1. Caracterizagéo das dietas

Para melhor caracterizacdo das dietas, foram procedidas andlises,
em duplicata, da composicéo fisico-quimica, que constaram dos valores
percentuais de umidade, lipidios, proteinas e cinzas.

A umidade das dietas foi determinada por secagem, em estufa, até
peso constante, conforme metodologia descrita nos métodos analiticos
oficiais do Laboratério Nacional de Referéncia Animal (LANARA, 1981).
O teor de lipidios totais foi obtido por extragdo com éter etilico em
aparelho “Soxleht”, de acordo com procedimento descrito nos métodos
oficiais do LANARA (1981).

Foram realizadas determinacdes do teor de nitrogénio total nas
dietas, empregando-se o0 método de Kjeldahl (AOAC, 1984). Para
conversdo dos teores de nitrogénio total para percentual de proteina,
utilizou-se o fator 6,25. O teor de cinzas foi determinado por incineracao
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em forno mufla a 550°C, conforme descrito nos métodos analiticos do
LANARA (1981).

3.2.1.2. Determinacgéo do ferro elementar

As concentragdes de ferro no leite e nas dietas foram determinadas
apos mineralizacdo das amostras por via Umida, utilizando-se mistura
digestora nitro-perclorica na proporcdo de 3:1. Pesou-se 1 grama de
amostra em Erlenmeyer de 250 ml e adicionaram-se 15 ml da mistura de
acidos, aquecendo-se até fervura e desprendimento de gases de coloracéo
marrom-avermelhada. Prolongou-se o0 aquecimento até a solucdo tornar-se
clara. Em seguida, resfriou-se e diluiu-se a solugdo restante em agua
destilada e filtrou-se para bal 6es volumétricos e o volume completado para
50 ml. Esta solucéo de ferro foi entdo analisada por espectrofotometria de
absorcdo atdmica, em espectrofotometro CG modelo AA 7000 de duplo
feixe, no comprimento de onda de 248,7 nm, lampada de 7,5 mA e tempo

de integracao de dois segundos.

3.2.1.3. Determinacgéo dos niveis de hemoglobina

As concentracdes de hemoglobina foram determinadas pelo método
da Cianometahemoglobina (AOAC, 1984), utilizando-se kit para teste
colorimétrico de hemoglobina da ANALISA Ind. & Com. LTDA, Belo
Horizonte-MG. Neste método, o sangue foi coletado da cauda do animal,
apos seccdo de um pequeno segmento, gotejado em placas de vidro e
pipetado, rapidamente, com micropipetas de 20 microlitros. O sangue foi
entdo misturado com 5 ml de uma solucdo de cianeto e ferro cianeto de
potassio (solucéo de Drabkin), que oxida o ferro da hemoglobina,
transformando-a em  metahemoglobina e, posteriormente, em
cianometahemoglobina, cuja concentracdo foi medida a 540 nm em
espectrofotometro VARIAN modelo 634-S.
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3.2.1.4. Determinagédo do valor biologico relativo (VBR) do ferro

aminoacido quelato

O valor biologico relativo (VBR) do ferro aminoacido quelato foi
determinado pelo método-padrdo da AOAC (1984). O VBR é determinado,
dividindo-se os coeficientes de inclinagao das retas, obtidas pelas médias
do ganho de hemoglobina, em func&o dos niveis de adicdo de ferro as

dietas experimentais.

3.2.2. Formulacgéo das dietas experimentais

A composicdo percentual dos ingredientes, utilizados na
preparacdo da dieta basal, oferecida aos animais na fase de deplecéo, foi
adaptada da AOAC, 1984 e esta apresentada no Quadro 5. As composi¢des
das misturas vitaminica e mineral sdo mostradas nos Quadros 6 e 7,

respectivamente.

Quadro 5 - Composicéo percentual da dieta basal oferecida aos ratos na
fase de deplecéo

Ingredientes g/100g
Caseina 20,0
Mistura vitaminica 1,0
Mistura mineral 3,5
Oleo de soja 5,0
Cloreto de colina 0,2
Amido de milho 65,3
Celulose 5,0
Total 100,0

Fonte: Adaptada da AOAC,1984.
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Quadro 6 - Composicéo percentual dos ingredientes da mistura vitaminica
utilizada no preparo das dietas

Ingrediente Quantidade em 100g
Tiamina- Bq 60 mg
Riboflavina-Bo 60 mg

Piridoxina - Bg 70 mg

D-pantotenato de célcio 160 mg

Acido nicotinico 300 mg

Acido félico 20 mg

D-Biotina 2 mg
Cianocobalamina-B12 0,1 mg

Retinil palmitato 600 mg ou 40.000 Ul de atividade de vit. A
DL- alfatocoferol acetato E 500 mg ou 500 Ul de atividade de vit. E
Colecalciferol-D 0,25 mg
Menadiona-vit. K 0,5mg

Sacarose g.s.p. 100 g

Fonte: Adaptada da AOAC,1984.
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Quadro 7 - Composi¢céo percentual dos ingredientes da mistura mineral
utilizada no preparo das dietas

Ingrediente Quantidade em 100 g
Fosfato de calcio dibéasico (CaH POy) 50 ¢
Cloreto de célcio (CaCl,) 749
Citrato de potassio monoidratado 229
Sulfato de potassio (K2804) 529
Oxido de magnésio (MgO) 2,49
Sulfato manganoso 0,49
Carbonato manganoso - 43-48% Mn 0,35¢
Carbonato de zinco, 70% de ZnO 0,16 g
Carbonato cuaprico, 53-55% de Cu 30 mg
lodato de potéassio (K103) 1mg
Selenito de sodio (NapSeO3.5H20) 1mg
Sulfato de cromo e potéassio (CrK(SOg)». 12H20) 55 mg
Sacarose g.s.p. 100 g

Fonte: Adaptada da AOAC,1984.

As dietas experimentais, utilizadas na fase de regeneracdo, foram
preparadas, adicionando-se a dieta basal o leite em po enriquecido, contendo as
fontes de ferro nas diferentes dosagens. Foram preparadas sete dietas isoprotéicas
e isocaldricas, que constituiram os tratamentos: trés dietas-referéncia, contendo
leite em po enriquecido com sulfato ferroso nas dosagens de 6, 12, e 24 mg de
ferro/kg de dieta, representando as dietas 1, 2 e 3, respectivamente; e trés dietas-
teste, contendo leite em pd enriquecido com ferro aminoacido quelato nas
dosagens de 6, 12, e 24 mg de ferro/kg de dieta, constituindo as dietas 4, 5 e 6,
respectivamente. Foi incluida uma dieta-controle, preparada pela adicdo a dieta
basal, de leite em pd ndo-enriquecido, cuja quantidade foi baseada no teor de
proteina das dietas experimentais, de modo que ndo diferissem entre si quanto a

este nutriente.
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A composicdo destas dietas foi idéntica, exceto para a fonte e a
concentracao de ferro. A concentracéo final de ferro para cada dieta foi
determinada por espectrofotometria de absorcdo atbmica, conforme
descrito nos procedimentos analiticos.

Os ingredientes de todas as dietas foram misturados, manual mente,
em recipientes pléasticos e, em seguida, peneiradas por quatro vezes. As
dietas prontas foram acondicionadas em sacos de polietileno e

armazenadas a-18°C.

3.2.3. Modelo experimental

Fase de deplecao

Setenta ratos machos albinos recém-desmamados da raca Wistar,
pesando entre 41 e 55 gramas, com niveis méedios de hemoglobina de
14,26 + 0,68 g/100 ml, foram colocados, individualmente, em gaiolas de
aco inoxidavel, em sala separada, sob ambiente controlado, mantido a
25+2°C com ciclo claro-escuro de 12 horas. Foram entdo submetidos a
dieta Basal (contendo 18,5 ppm de ferro ), durante 28 dias. Apos este
periodo, o sangue foi coletado por gotejamento, apds incisdo da porgéao
terminal da cauda e a hemoglobina, dosada pelo método da
cianometahemoglobina. Dieta basal e adgua deionizada foram oferecidas
“ad libitum”. Durante esta fase, 0 peso dos ratos e 0 consumo alimentar

foram monitorados semanal mente.

Fase de regeneracao

Nesta fase, 64 animais anémicos (cujo nivel de hemoglobina estava
abaixo de 6 g/100 ml de sangue) foram selecionados, dentre os 70 iniciais,
e divididos em oito grupos de oito animais/grupo, baseado no peso e no

nivel de hemoglobina, no final da fase de deplecéo. Este procedimento foi
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sistematizado, de forma a obter-se menor variagéo intra e intergrupos. Um
grupo continuou recebendo a dieta basal. Os grupos restantes foram
submetidos as sete dietas experimentais, que constituiram os tratamentos.
O estudo dos niveis de regeneracdo da hemoglobina teve duracéo de 14
dias e a hemoglobina foi medida no sétimo e no décimo quarto dias.
Durante esta fase, 0 ganho de peso e o consumo de dieta foram também

registrados.

3.3. Analises fisico-quimicas

3.3.1. Acidez titulavel

A acidez titulavel do leite, expressa em graus Dornic, foi
determinada, conforme descrita pelo Laboratorio Nacional de Referéncia
Animal (LANARA, 1981), titulando-se 10 ml das amostras com uma
solucdo de hidroxido de sodio N/9, utilizando-se fenolftaleina como

indicador.
3.3.2. pH
O pH das amostras foi determinado com auxilio de um
potencidmetro, aferido com solugbes-tampao padronizadas, de acordo com
a Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1984).
3.3.3. Teor de gordura
O teor de gordura foi analisado com uso do butirébmetro de Gerber,

conforme descrito nos métodos analiticos oficiais para controle de

produtos de origem animal e seus ingredientes ( LANARA, 1981).
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3.3.4. Efeito na oxidacao da gordura (indice de TBA)

A andlise dos produtos secundarios de oxidacdo da gordura foi
realizada pelo indice de TBA (acido tiobarbiturico), conforme descrito por
KING (1962). O teste € baseado na reagdo entre malonaldeido, produzido
durante a oxidacao de &cidos graxos insaturados e acido tiobarbitdrico, que
formam um pigmento roseo avermelhado, mensuravel  por
espectrofotometria a 532 nm, e os resultados expressos em absorvancia. O
procedimento deste teste € descrito a seguir.

Foram pipetados 17,6 ml de leite e colocados diretamente, em tubo
de vidro de 25 ml com tampa. Aqueceu-se a 30°C e foram adicionados 1 ml
de &cido tricloroacético (1g/ml) e 2ml de etanol 95%. Fechou-se e,
manual mente, agitou-se vigorosamente o tubo durante 10 segundos. Apos 5
minutos, em repouso, a temperatura ambiente, filtrou-se o conteido em
papel-filtro Whatman 42. Foram coletados 4 ml do filtrado claro, adicionou-
se 1 ml da solugéo de TBA a 1,4% em etanol a 95%, foram misturados os
contelidos e aquecidos, em seguida, em banho-maria a 60°C, durante uma
hora. Resfriou-se e entdo procedeu-se a leitura a 532 nm em
espectrofotometro VARIAN modelo 634-S, usando-se agua destilada como

referéncia.

3.4. Analise sensorial

Amostras de leite de todos os tratamentos foram analisadas,
sensorialmente, por um painel de seis provadores treinados, utilizando-se
um metodo descritivo, com uso de escala estruturada, de acordo com
técnica descrita por CHAVES (1993). A selecdo e o treinamento dos
candidatos, que participaram do painel de julgadores, foram feitas,
utilizando-se teste descritivo, no qual determinou-se a habilidade dos
participantes, em medir diferencas no sabor oxidado, e a reprodutibilidade
dos resultados. A escala de categoria e as variagdes simuladas foram as
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mesmas, utilizadas no teste sensorial das amostras de leite enriquecido
(CHAVES, 1990).

A realizagcdo de um teste-piloto determinou o final da avaliacéo
dos julgadores e o término do treinamento. O teste consistiu em oferecer
aos julgadores trés diferentes amostras de leite, sendo uma delas néo-
enriquecida (controle) e as outras duas, enriquecidas com sulfato ferroso
(24 mg/l) e ferro aminoacido quelato na dosagem de 6 mg/l. As amostras
foram oferecidas em duplicatas, procedendo-se duas repeticdes do teste,
num total de 12 analises por julgador.

A avaliacdo sensorial consistiu em apresentar aos julgadores uma
sequéncia das amostras, devidamente codificadas, solicitando-se ao
provador que degustasse a amostra e assinalasse a posi¢éo da escala, que
melhor refletia o seu julgamento da intensidade do sabor oxidado. Isto foi
feito para cada amostra, de acordo com uma escala estruturada de sete
pontos, de muito pronunciado até imperceptivel, conforme a ficha de
avaliagdo fornecida (Figura 3). A avaliagdo sensorial foi realizada, no
inicio, logo apds o preparo da amostra (tempo zero) e ao final de 72 horas
de estocagem.

As classificagdes da escala foram transformadas em valores
numeéricos de zero a seis e analisadas, estatisticamente, utilizando-se a

técnica da Andlise de Variancia.
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ANALISE SENSORIAL - FICHA DE AVALIACAO

ANALISE DO SABOR

Nome Data

Deguste as amostras de leite apresentadas e assinale o ponto da escala
que melhor reflita a sua percepcdo de intensidade de sabor metalico
(oxidado), para cada amostra codificada.

Cédigo da amostra

151 287 900 025 504 322 756

Muito pronunciado

M oderadamente
pronunciado

L evemente pronunciado

Perceptivel

M oderadamente
perceptivel

L evemente perceptivel

Imperceptivel

Comentérios

Figura 3 - Modelo de ficha para analise sensorial do leite enriquecido com
ferro aminoacido quelato e sulfato ferroso, em varios niveis de
adicao.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Ensaio de biodisponibilidade

4.1.1. Caracterizacao fisico-quimica do leite enriquecido e das dietas

experimentais

As amostras de leite em po, enriquecido com ferro, usadas na
preparacdo das dietas experimentais, foram caracterizadas quanto a sua
composi¢éao fisico-quimica, cujos resultados s&o mostrados no Quadro 8. A
composi¢éo fisico-quimica das dietas € apresentada no Quadro 9. As
concentragoes de umidade, proteina e cinzas das dietas ndo diferiram entre
si. O teor de gordura para a dieta basal foi, ligeiramente, inferior as
demais, por ndo conter leite em pd em sua constituicdo. As diferentes
concentracbes de ferro, determinadas nas dietas experimentais,
correspondem aos niveis de ferro, adicionados na forma de leite em poé

enriquecido.

35



Quadro 8 - Composi¢céo fisico-quimica das amostras de leite em po
enriquecido com ferro, usadas na preparacdo das dietas
experimentais

Amostra Ferro Ferro**  Umidade Proteina
(fonte) adicionado* determinado (g/100g) (g/100 g)
(mg/l) (mg/kg)
Controle 0 1,1 4,47 24,91
Sulfato ferroso 6 48,5 3,70 25,36
12 85,4 2,96 25,96
24 194,4 3,44 26,28
Ferro aminoé&cido 6 38,2 3,23 26,36
quelato
12 82,9 3,26 26,38
24 168,6 3,77 25,33

* Nivel deferro adicionado ao leite fluido.
** Teor de ferro determinado no leite em po.

Quadro 9 - Composicéo fisico-quimica das dietas experimentais

Dieta Umidade Gordura Proteina Cinzas Ferro Ferro
(%) (%) (%) (%) adicionado determinado
(mg/ kg) * (mg/kg)
Basal 9,02 4.8 17,1 3,23 0 18,5
Controle 7,42 8,2 18,8 3,83 0 13,9
Dietal (SF) 7,63 7.9 17,9 3,90 6 28,5
Dieta 2 (SF) 7,19 7.9 18,9 3,98 12 34,3
Dieta 3 (SF) 7,37 7,5 18,2 3,95 24 42.3
Dieta4 (FAQ) 7,15 8,3 18,8 3,94 6 26,4
Dieta5 (FAQ) 7,03 8,1 19,2 3,81 12 35,9
Dieta6 (FAQ) 7,75 7,5 19,3 3,82 24 42,2

* Niveis de ferro adicionado nas dietas, na forma de leite em pod
enriquecido.
SF = sulfato ferroso e FAQ = ferro aminoacido quelato.
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4.1.2. Valor biologico relativo do ferro aminoacido quelato

O Quadro 10 mostra os resultados dos niveis e o ganho de
hemoglobina, determinados durante a fase de regeneracdo do ensaio de
biodisponibilidade.

Os niveis médios de hemoglobina, obtidos ao final da fase de
regeneracao, mostram que as dietas, contendo leite enriquecido com ferro,
proporcionaram uma regeneracdo satisfatoria dos ratos anémicos, exceto
aquelas que continham teores mais baixos de ferro, cujos niveis de ferro
ndo possibilitaram a recuperagcdo da homeostase de hemoglobina. Os
grupos de animais que receberam, durante a fase de regeneracéo, dietas
contendo 6 mg de ferro por kg de dieta, de ambas as fontes (dietas 1 e 4 ),
obtiveram niveis de hemoglobina inferiores ao nivel inicial, medido no
comeco da fase de deplecdo (11,69+2,46 paraadietal e 11,99+0,93 paraa
dieta 4, contra 14,26+0,68 g/100 ml para o nivel inicial). Verificou-se o
mesmo resultado para as dietas-controle e basal, cujos niveis finais de
hemoglobina atingiram 9,08 e 9,81 g/100 ml, respectivamente.

Os resultados, observados para o ganho de hemoglobina, mostram
gue ndo houve diferenga significativa (p>0,01) entre as fontes de ferro
utilizadas, quando comparados em cada nivel de adicdo. As dietas
equivalentes quanto ao teor de ferro adicionado promoveram ganhos de
hemogl obina semel hantes, independente da fonte utilizada.

A biodisponibilidade do ferro aminoacido quelato, em relagéo ao
sulfato ferroso, foi calculada pelo método-padrdo da AOAC (1984). A
Figura 4 mostra a recuperacdo dos niveis de hemoglobina de ratos no
estado depletado, em fungdo dos niveis de ferro, determinados nas dietas
experimentais. A inclinagdo da reta é uma indicagdo da velocidade de
regeneracao do estado de deplecéo de hemoglobina para cada dieta-teste.

A Dbiodisponibilidade relativa do ferro aminoacido quelato
(FERROCHEL), calculada pela razdo entre os coeficientes de inclinagdo
das retas, foi 104%. Apesar de numericamente superior, 0 FERROCHEL
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Quadro 10 - Niveis e ganho de hemoglobina (g/100 ml de sangue)
determinados durante a fase de regeneracdo de ratos
anémicos, submetidos a dietas contendo leite enriquecido
com ferro

Nivel de Hemoglobina Hemoglobina Hemoglobina Ganho de

Hemoglobina nodia 0 nodia7 no dia 14 Hemoglobina
Dieta 1 5,06 6,83 11,69 6,63
(+ 1,14) (+ 1,34) (+ 2,46) (+1,74)
Dieta 2 5,09 7,60 14,59 9,62
(+ 0,84) (+ 0,85) (+ 1,17) (+0,80)
Dieta3 5,16 9,06 17,07 11,91
(+ 0,81) (+ 0,49) (+ 0,75) (+1,39)
Dietad 5,10 6,79 11,99 6,88
(+ 0,58) (+ 1,01) (+ 0,93) (+0,81)
Dietab 5,14 7,10 14,35 9,33
(+ 0,83) (+ 0,77) (+ 1,81) (+2,12)
Dieta6 4,88 9,11 16,9 12,03
(+ 0,98) (+ 0,85) (+ 1,05) (+0,93)
Basal 4,76 5,81 9,81 5,05
(+0,99) (+1,29) (+1,92) (+1,41)
Controle 5,10 5,65 9,08 3,98
(+ 0,71) (+ 0,86) (+ 1,37) (+1,28)

38



[E=Y
N
|

N
N
LY

[Eny
o
I
T

[ee)
I

& Sulfato ferroso

o Ferro aminoacido
quelato

Ganho de hemoglobina (g/100 ml)

12 18 24 30 36 42 48

Nivel de ferro determinado nas dietas (ppm)

Figura4 - Andlise da biodisponibilidade relativa do ferro aminoacido
guelato calculada pela inclinacdo da reta (método-padrdo da
AOAC, 1984).

apresentou uma biodisponibilidade, quando adicionado ao leite, que ndo
diferiu estatisticamente (p>0,01) do sulfato ferroso.

Este resultado € consistente com valores de biodisponibilidade
relativa, reportados na literatura em ensaios com leite, fortificado com
ferro. Varios compostos de ferro, adicionados ao leite, tiveram sua
biodisponibilidade relativa, medida por outros investigadores, em diversos
experimentos de regeneracdo dos niveis de hemoglobina em ratos. Alguns
destes sdo mostrados no Quadro 11.

Vale ressaltar, no entanto, que 0S nOssos resultados sao
discordantes daqueles obtidos, quando as fontes testadas foram utilizadas
na forma livre (ndo-adicionadas ao leite). Pineda, citado por ASHMEAD
(1994), comparando os efeitos do FERROCHEL com sulfato ferroso,
administrados a adolescentes anémicos, verificou que o tratamento com
30 mg de FERROCHEL aumentou o nivel de hemoglobina na mesma

proporcéo que 120 mg de sulfato ferroso. O tratamento foi realizado
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Quadro 11 - Valor biolégico relativo (VBR) de algumas fontes de ferro,
adicionadas ao leite, determinado por varios autores

Fonte % deferro VBR (%) Autor
Ferro BioPlex 16,67 99 RANHOTRA et al., 1981
Complexo ferripolifosfato - 95 DOUGLAS et al., 1981
Pirofosfato férrico de sodio - 35 “
Ferro carbonilico 16,71 119 CLEMENS, 1981
Ferro eletrolitico 15,51 90 “
Ortofosfato férrico 15,06 31 “

durante quatro semanas e as fontes foram administradas, por via oral, na

forma de tabletes.

4.1.3. Ganho de peso e consumo de dieta

Os dados referentes ao peso final dos animais, ao ganho de peso e ao
consumo total de dieta, obtidos durante a fase de regeneracdo, encontram-se
no Quadro 12. A Andlise de Variancia dos dados mostra que houve
diferenca significativa ( p<0,01), entre os niveis de ferro, quanto ao ganho
de peso e ao consumo de dieta dos ratos, ndo ocorrendo diferenca
significativa (p>0,01), entre as fontes de ferro utilizadas.

Os animais que receberam dietas contendo menores niveis de
ferro (dieta basal e dieta-controle), apresentaram ganho de peso inferiores
aqueles, que foram submetidos a dietas experimentais, contendo as fontes
deferro (dietas 1, 2, 3, 4, 5 e 6).

Quanto ao consumo de dieta, os valores, obtidos para os grupos
submetidos as dietas basal e controle, diferiram significativamente

(p<0,01) das dietas contendo niveis mais elevados de ferro.
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Quadro 12 - Peso final, ganho de peso e consumo de dieta, obtidos durante
a fase de regeneracao de ratos anémicos, submetidos a dietas

contendo leite enriquecido com ferro

Dietas Peso no dia0 Pesonodia7 Pesonodial4d Ganhode Consumo
(9) (9) (9) peso de dieta
(9) (9)
Dieta 1 198,87 250,13 282,50 83,6 261,5
+19,92 +22,84 +27,06 (+153)  (+28,3)
Dieta 2 198,75 248,38 289,75 91,0 272,8
+19,57 +19,03 +22,66 (+ 16,5  (+ 46,1)
Dieta 3 197,50 250,12 293,00 95,5 287,2
+20,39 +13,95 +18,10 (+11,9)  (+20,1)
Dieta4 197,88 246,25 282,75 84,9 263,9
+17,83 +14,85 +19,70 (+5,9) (+ 22,8)
Dieta5 198,00 242,75 288,75 90,8 284,8
+17,11 +16,12 +17,47 (93  (+19,3)
Dieta6 198,00 250,12 285,25 87,3 285,4
+17,53 +23,39 +30,17 (+17,2) (£ 35,1)
Controle 197,63 240,88 274,75 77,1 249,6
+16,20 +16,91 +21,45 (+11,7) (£ 351)
Basal 197,63 234,75 268,12 70,50 251,01
+16,20 +20,78 +23,97 (+11,04)  (+35,65)
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De acordo com COOK e SKIKNE (1989), o comprometimento do
transporte de oxigénio para os tecidos, em virtude da diminuicdo da
concentragéo de hemoglobina circulante, € um dos principais sintomas da
deficiéncia de ferro. Contudo, a deplecéo tecidual de enzimas, contendo
ferro, estd relacionada com outros importantes sintomas da deficiéncia de
ferro, tais como fadiga, anorexia e disturbios da fome. Muito,
provavelmente, os grupos com maior deficiéncia de ferro (aqueles
submetidos as dietas basal e controle) desenvolveram estes sintomas, 0 que
contribuiu para um menor consumo de dieta e, consequentemente, menor
ganho de peso.

Ao ser relacionado o consumo de dieta com os niveis de ferro
encontrados em cada uma delas, foi obtida a quantidade de ferro ingerido,
durante a fase de deplecéo, para cada uma das fontes de ferro. A Figura 5
ilustra o0 ganho de peso dos ratos, em funcdo da quantidade de ferro
ingerido.

A Figura 5 mostra, ainda, que as duas fontes de ferro foram,
igualmente, eficientes em proporcionar ganho de peso aos ratos, em fungéo
do total de ferro ingerido, ndo havendo diferenca significativa (p>0,05),

entre elas.

4.2. Analises fisico-quimicas

4.2.1. Acidez titulavel

A acidez titulavel do leite resulta da contribuicdo natural de seus
componentes, destacando-se as caseinas e os sais fosfatos e citratos. A
acidez original do leite de conjunto varia de 12 a 19°D, considerando
18°D como limite méximo, conforme estabelecido pela legislacdo federal
(BRASIL, 1952). Trabalho, realizado na bacia leiteira de Vigosa,
demonstrou que a acidez titulavel do leite variou de 13 a 18°D
(FROEDER,1985).
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Figura5 - Ganho de peso de ratos, em funcéo da quantidade de ferro
ingerido, provenientes de diferentes dietas, contendo leite em
po, enriquecido com sulfato ferroso e ferro aminoacido quelato.

A acidez do leite € usada, como referéncia em diversos processos
de elaboracdo de derivados lacteos e, na plataforma de recepc¢do, como
padrdo para julgamento da matéria-prima, sendo, portanto, de grande
importancia para a industria de laticinios.

A Figura 6 ilustra a variacao da acidez do leite, enriquecido com
ferro, em funcédo das dosagens, utilizadas para cada uma das fontes de
ferro. Os resultados mostram que a adicdo de sulfato ferroso e ferro
aminoacido quelato ndo promoveu variacdo significativa (p>0,01) na
acidez Dornic, mesmo quando foram utilizados 24 mg/litro.

O efeito da presenca do sulfato ferroso e do ferro aminoéacido
guelato na acidez titulavel do leite, em funcdo do tempo de estocagem,
Figura 7, mostra comportamento de ambas as fontes semelhante ao

controle, ndo ocorrendo diferenca significativa (p>0,01), entre elas,
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Figura 6 - Variacdo da acidez titulavel do leite enriquecido com sulfato
ferroso e ferro aminoacido quelato, em diferentes dosagens.
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Figura7 - Variacdo da acidez titulavel do leite enriquecido com sulfato
ferroso e ferro aminoacido quelato, em fungéo do tempo de

estocagem a 5°C.
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independente da dosagem utilizada, pois a interagdo “dosagens x tempo”
nao foi significativa (p>0,01) pela Analise de Variancia.

Apesar da ligeira elevacao da acidez Dornic, ao longo do tempo de
estocagem, a acidez de ambas as fontes, ap0s 72 horas, encontrava-se em
niveis inferiores a 18°D, considerada normal para leite estocado sob
refrigeracdo, n&o implicando em diminuicdo da sua qualidade neste

aspecto.

4.2.2. pH

O pH do leite normalmente varia de 6,5 a 6,7 e, em média,
corresponde a 6,6. A Figura 8 mostra a variagdo de pH, em funcdo das
dosagens e das fontes de ferro, utilizadas no enriquecimento do leite
fluido. Estes resultados indicam que ndo ocorreu mudanca significativa
(p>0,01) no pH do leite, quando foram adicionadas quantidades crescentes

do sal ferroso, ou do quelato.

6,7 +

—a— Sulfato
—@— Quelato

6,5

0 6 12 18 24

Dosagem (mg\litro)

Figura 8 - Variag&o do pH de leite enriquecido com sulfato ferroso e ferro
aminoéacido quelato em diferentes dosagens.
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A grande capacidade tamponante do leite, provavelmente,
contribuiu para a pequena variagcdo, observada no pH do mesmo. A
capacidade tamponante do leite € devida a uma mistura de acidos fracos
com seus sais, tais como citratos, fosfatos, proteinas e carbonatos.

Os valores de pH medidos a intervalos de 24 horas, no leite
estocado a 5°C, ndo indicaram variacgdo significativa (p>0,01), quando se
adicionou sulfato ferroso ou ferro aminoacido quelato (Figura 9). Este
comportamento foi independente da dosagem utilizada, uma vez que a

interacdo “dosagens x tempo” nao foi significativa pela Andlise de

Variancia.
6,7
I/\\=
L 66
—a— sulfato
—@— quelato
—x¥— controle
6,5 T T 1
0 24 48 72

Tempo de estocagem ( horas)

Figura9 - Variagéo do pH do leite enriquecido com sulfato ferroso e ferro
aminoécido quelato, em fungdo do tempo de estocagem a 5°C.

Estes resultados s&o semelhantes aqueles, encontrados por
ROSENTHAL e BERNSTEIN (1993). Os referidos autores promoveram o
enriquecimento do leite fluido com lactato férrico, na dosagem de
50 mg/litro e obtiveram uma variacdo de pH de 6,62, 6,60 e 6,59, quando

medidos a zero, trés e cinco dias de estocagem a 4°C, respectivamente.
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4.2.3. Teor de gordura

O teor de gordura do leite para todos os tratamentos foi
padronizado para 3,2%. A adigdo de ferro ao leite nos diferentes niveis
utilizados né&o promoveu alteracbes significativas, neste valor, ao longo

do tempo de estocagem.
4.2.4. Oxidacgéo da gordura (indice de TBA)

A estabilidade oxidativa do leite pasteurizado, expressa pelo indice
de TBA, foi influenciada pela adi¢cdo das fontes de ferro, ndo ocorrendo,
pela Analise de Variancia, diferenca significativa (p>0,01), entre elas. A
Figura 10 mostra a evolucdo da estabilidade oxidativa para ambas as
fontes, em funcdo da dosagem de ferro, adicionada em mg/litro. Os
resultados mostram que a presenca do ferro promoveu um ligeiro aumento
na oxidacdo da gordura do leite, quando foram adicionados niveis
crescentes de ferro, independente da fonte utilizada. Contudo, em nenhum
dos casos, estes valores superaram a absorvancia de 0,040, acima da qual,
segundo KING (1962), o grau de oxidacdo pode ocasionar sabores
distintos ao leite.

A Andlise de Variancia detectou diferenca significativa (p<0,01)
entre as absorvancias, encontradas para as diferentes dosagens, utilizadas
no enriquecimento do leite com ferro aminoacido quelato, ou sulfato
ferroso.

Os dados, obtidos com o leite ndo-enriquecido (dose 0), foram
semelhantes aos encontrados por outros autores (WANG e KING, 1973;
KING, 1962 e BATILDE LIMA et al., 1995). No entanto, WANG e KING
(1973) obtiveram valores de TBA mais elevados (0,092 apés dois dias de
estocagem), quando adicionaram 10 ppm de ferro, como FeSO, 7H,0O ao
leite pasteurizado. A avaliagdo sensorial, realizada por esses autores,
mostrou diferenca significativa (p<0,01) entre o leite, fortificado com

sulfato ferroso e
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Figura 10 - Valores de absorvancia como expressao do indice de TBA em
leite enriquecido com diferentes dosagens de sulfato ferroso e
ferro aminoacido quelato.

outras fontes de ferro, e foi considerado inaceitavel pelo painel de
provadores. Este comportamento ndo esta de acordo com BATILDE LIMA
et a. (1995), que obtiveram valores de TBA, variando de 0,039 a 0,042,
guando utilizaram a mesma dosagem de sulfato ferroso no mesmo tempo de
estocagem. Os resultados da avaliag&o sensorial evidenciaram que o leite,
enriquecido com sulfato ferroso, foi igual ao controle, obtendo-se
classificacdo de “excelente”, durante todo periodo de estudo.

Os resultados referentes a oxidacdo do leite, em funcdo do tempo
de estocagem para as duas fontes de ferro adicionadas, s&o mostrados na
Figura 11.0Observou-se que os valores médios de absorvancia do leite
controle foram mais baixos que os valores, obtidos para os leites
enriquecidos. A Analise de Variancia mostrou, ainda, que ndo houve
diferenca significativa (p> 0,01) entre as fontes de ferro quanto ao tempo
de estocagem.

Observa-se variacdao nos valores de TBA no leite, durante a
estocagem, em virtude da decomposicdo dos aldeidos. O malonaldeido e

outros produtos de cadeia curta, provenientes da oxidacao lipidica, ndo
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Figura 11 - Valores de absorvancia como expressao do indice de TBA em
leite enriquecido, em funcéo do tempo de estocagem a 5°C.

sdo estaveis, durante um longo periodo de tempo. Além disso, a oxidacdo
destes produtos produz alcoois e &cidos organicos, que nao s&o
guantificados pelo teste de TBA. Essa oxidacéo dos aldeidos, no entanto, é
responsavel pelo declinio no valor de TBA, ao longo do tempo. Isso
provavelmente explica a reducdo nos valores de TBA, apo6s 48 horas de
estocagem.

Outras explicacbes sugerem que as substancias, que reagem com o
TBA, formam complexos com o0s constituintes dos alimentos, ou se
polimerizam (Seo, citado por HOYLAND e TAYLOR, 1991).

Do exposto acima, é possivel afirmar que o enriquecimento do leite
fluido com sulfato ferroso, ou ferro aminoacido quelato, produziu
pequenas alteracdes do tipo oxidativa na gordura do leite, ao longo de trés
dias de estocagem a 5°C, quando comparado com o leite sem adicdo de
ferro (controle) e analisado pelo indice de TBA.

Os resultados demonstraram também que o leite homogeneizado,
processado comercialmente no sistema LTLT (65°C durante 30 min),

apresentou maior instabilidade oxidativa, com valores de TBA superiores,
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guando comparados ao leite ndo-homogeneizado. A Figura 12 mostra a
evolucao da oxidacéo do leite, em funcédo dos niveis de ferro, adicionados

para as amostras homogeneizada e ndo-homogenei zada.

—a&— Homogeneizado

—&— Nao Homogeneizado.

Absorvanciaa 532 nm.

0 6 12 18 24

Dosagem (mg / litro)

Figura 12 - Valores de absorvancia como expressao do indice de TBA em
leite homogeneizado e ndo-homogeneizado enriquecido, com
diferentes dosagens de sulfato ferroso e ferro aminoéacido
quelato.

Estes resultados s&o inconsistentes com os apresentados por varios
autores, com respeito a estabilidade do sistema lipidico no leite fluido.

A homogeneizagdo é um dos mais eficientes tratamentos, freqUentemente,
empregado para controlar sabor oxidado, em leite fluido comercial, mas 0 mecanismo
€ desconhecido e as hipoteses, conflitantes (BASSETE et d., 1986).

Varias explicagdbes tém ddo propostas a respeito do efeito da
homogeneizagZo e, talvez, amais plausivel sgja a de que ocorre uma reorientacdo, ou
reestruturamento da membrana do glébulo, de gordura influenciando a associacéo
entre 0 meta cataisador e os lipidios insaturados. Outra hipdtese sugere que a
homogeneizagdo torna o leite menos susceptivel a oxidagdo, como resultado,
possivelmente, da dteracdo da membrana do glébulo de gordura, que expde
substéncias inibidoras, presentes na camada mais interna, restringindo a acéo
cataliticado ferro (Smith e Dunkley, 1962, citados por WANG e KING, 1973).
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No entanto, o nivel de oxidacdo para as diferentes concentragdes de ferro,
para o leite homogeneizado, ndo diferiu estatisticamente (p>0,01). Estes dados séo
coerentes com aqueles, obtidos por WANG e KING (1973). Os referidos autores
demonstraram que a homogenei zacdo em um sistema comercia com pistéo de duplo
estédio e pressies de 35,15 e 140,62 kgf/cm? foi eficiente, na prevencdo de sabor
oxidado em leite enriquecido, com citrato férrico amoniaca nas dosagensde 0, 10, 20
e 30 ppm. Para estas doses, os vaores de TBA foram, respectivamente, 0,020, 0,023,
0,025 e 0,026, apos sete dias de estocagem.

Para o |eite ndo-homogenei zado, ocorreu umavariacdo no nivel de oxidaco,
em funcdo das dosagens utilizadas (Figura 12). A rancidez oxidativa, medida pelo
indice de TBA, foi mais intensa nas amostras enriquecidas, quando comparadas com
o controle (nivel zero). A Andlise de Variancia demonstrou diferenca siginicativa
(p<0,01) paraosniveisdeferro utilizados.

4.3. Analise sensorial

As alteracdes do sabor do leite constituem um sério problema para
a industria de laticinios, afetando desfavoravelmente o consumo de leite e
derivados. Estas alteragOes tornam-se ainda mais importantes, em raz&o
das inimeras fontes e dos tipos de defeitos de sabor, aliados a grande
suscetibilidade do leite.

Os objetivos dessas anadlise foram detectar e quantificar o
desenvolvimento de sabor oxidado ao leite, quando adicionado de ferro em
véarios niveis, no inicio e no final do tempo de estocagem a 5°C. Este sabor
oxidado resulta da oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados do leite,
catalisada por metais, como cobre e ferro (VIOTTO e ROIG, 1993).

As amostras de leite, enriquecidas com ferro, foram avaliadas para
sabor oxidado, aplicando-se um método descritivo com uso de escala
estruturada, utilizando-se painel de seis julgadores treinados.

O Quadro 13 mostra os resultados obtidos para as amostras,
enriguecidas com as duas fontes de ferro em diferentes niveis de adi¢&o, em
func&o do tempo de estocagem.
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Quadro 13 - Avaliagéo sensorial para sabor oxidado das amostras de leite
enriquecido com ferro (*)

Tempo de estocagem (horas)

Fontes Niveis de adigéo 0 72
de ferro (mg/litro)
Controle 0 2,0 1,7
Sulfato ferroso 6 2,8 2,3
12 2,6 3,1
24 3,1 3,9
Ferro aminoéacido quelato 6 2 1,5
12 1,8 2,3
24 2,1 2,3

(*) Os valores obtidos correspondem as médias dos escores, atribuidos a
cada amostra.

Foi verificada diferenca significativa (p<0,01), entre as fontes de ferro
utilizadas, em relacdo ao sabor oxidado, avaliado pelo painel de julgadores
treinados. A média geral, atribuida ao leite enriquecido com ferro aminoécido
gquelato (2,0), foi semelhante a do leite sem adicdo de ferro (1,9), obtendo-se
classificacdo de “moderadamente perceptivel”. Ao leite enriquecido com sulfato
ferroso foi atribuida média geral igua a 3,0, cuja classificacdo na escala de
categorias corresponde a“ perceptivel”.

Os resultados da Andlise de Variancia evidenciaram, ainda, que o
efeito dos diferentes niveis de adicdo de ferro ndo foi significativo
(p>0,01), quando o leite foi enriquecido com ferro aminoacido quelato,
tanto no inicio quanto no final do tempo de estocagem. No entanto, a
adicéo de diferentes dosagens de sulfato ferroso foi significativamente,
diferente (p<0,05), quando testada pela Andlise de Variancia. O escore
médio para o nivel de adicdo de 24 mg/l, ao final do tempo de estocagem,
foi de 3,9, indicando uma classificacao “levemente pronunciado” na escala
de categorias.

As Figuras 13 e 14 ilustram o efeito da adi¢éo de diferentes niveis

de ferro no desenvolvimento de sabor oxidado para o leite homogeneizado
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Figural3 - Efeito da adicdo de diferentes niveis de ferro no
desenvolvimento de sabor oxidado para o leite
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Figura 14 - Efeito da adicdo de diferentes niveis de ferro no
desenvolvimento de sabor oxidado para o leite
homogeneizado e ndo-homogeneizado enriquecido com ferro
aminoacido quelato.
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e ndo-homogeneizado, enriquecido com sulfato ferroso e ferro aminoacido
guelato, respectivamente.

Os resultados testados pela Andlise de Variancia mostram gque nao
houve diferenca significativa (p>0,01), entre as diferentes dosagens, para
o leite homogeneizado, enriquecido com ferro aminoacido quelato. Estes
resultados confirmam aqueles, obtidos na analise da estabilidade oxidativa
do leite enriquecido, medido pelo indice de TBA.

O leite ndo-homogeneizado apresentou diferenca significativa
(p<0,01) para os diferentes niveis de adi¢éo de ferro, tanto para o sulfato
ferroso quanto para o ferro aminoacido quelato. Observou-se um incremento
nos escores, atribuidos para sabor oxidado, em funcdo do aumento dos
niveis de ferro adicionados (Figuras 13 e 14). Resultados semel hantes foram
obtidos nos testes de TBA.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Foram enriquecidas amostras de leite fluido tipo C com ferro
aminoacido quelato e sulfato ferroso, nos niveis de adicao (0, 6, 12 e 24
mg/litro), e realizou-se estudo da biodisponibilidade relativa, por meio da
recuperagdo dos niveis de hemoglobina em ratos anémicos. Foram
promovidas, ainda, andlises fisico-quimicas e sensorial das amostras
enriquecidas com ferro, submetidas a homogeneizag&o, ou nédo, estocadas
sob refrigeracdo a 5°C, durante 72 horas.

Os resultados apresentados indicam as seguintes conclusoes:

O valor biologico do ferro aminoacido quelato, adicionado ao leite tipo
C, foi equivalente ao do sulfato ferroso, indicando que a ingestéo diéaria
deste composto, nos niveis de 12 e 24 mg/l, é capaz de proporcionar
concentracdo suficiente de ferro disponivel para, rapidamente,
restabel ecer os niveis de hemoglobina em ratos anémicos.

Os animais, submetidos a dietas com menores niveis de ferro (igual, ou
inferior a 18,5 mg/kg), com possivel deplegdo tecidual deste elemento,
tendem a um menor consumo alimentar, com consegiiente menor ganho
de peso, quando comparados a animais normais.

E possivel enriquecer o leite fluido pasteurizado com 24 mg de

ferro/litro, na forma de ferro aminoacido quelato, sem afetar sua
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gualidade fisico-quimica, ou sensorial, durante o periodo de estocagem
de 72 horas, quando mantido sob refrigeracdo a 5°C.

O uso de sulfato ferroso nas dosagens de 12 e 24 mg de Ferro/litro
promove alteracbes perceptiveis, no sabor do leite pasteurizado
homogenei zado, ou ndo, mantido a 5°C.

O ferro aminoécido quelato mostrou-se uma fonte de ferro promissora
para enriquecimento do leite tipo C, podendo ser empregado em
programas institucionais de suplementacéo alimentar, em substituicéo
ao sulfato ferroso.

O processamento tecnologico do enriquecimento do leite com ferro
mostrou-se simples e viavel, dispensando grandes alteracbes nas

atividades normais de uma industria de laticinios.
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APENDICE

Quadro 1A - Analise de Variancia da regresséo para 0 ganho de

hemoglobina
Fontes de variagéo GL  Somade Quadrado F Significancia
Quadrado Médio
Fontes de ferro 1 0,091125 0,091125 0,048 ns
Niveis de ferro 4 677,8507 169,4627 88,876 *
Regresséo linear 1 658,9381 658,9381 345,585 *
Desvio da regresséo 3 18,9126 6,3042 3,30628 ns
Fontes x Niveis de ferro 1 0,21074 0,060187 0,032 ns
Residuo 70 133,4713 1,90673
Total 80 812,4440

ns - N&o-significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.

Quadro 2A - Analise de Variancia da regressao para o ganho de peso

Fontes de variagéo GL Soma de Quadrado F Significanci
Quadrado Meédio a

Fontes de ferro 1 42,05000 42,05000 0,265 ns

Niveis de ferro 4 5,189,297 1.297,324 8,186 *
Regresséo linear 1 3.822,025 3.822,025 21,117 *
Desvio da regressao 3 1.367,272 455,7574 2,875 ns

Fontes x niveis de ferro 1 236,7000 59,1750 0,373 ns

Residuo 70  11.093,50 158,4786

Total 80 16.561,547

ns - N&o-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
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Quadro 3A - Analise de Variancia da regressao para o consumo de dieta

Fontes de variagéo GL Soma de Quadrado F Significanci
Quadrado Médio a

Fontes de ferro 1 128,2709 128,2709 0,145 ns

Niveis de ferro 4 17.248,39 4.312,099 4,869 *
Regresséo linear 1 16.353,94 16.353,94 18,467 *
Desvio da regressao 3 894,4559 298,1519  0,34848 ns

Fontes x niveis de ferro 1 491,1317 122,7829 0,139 ns

Residuo 70  61.989,77 885,5681

Total 80  79.857,56

ns - N&o-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.

Quadro 4A - Andlise de Variancia dos valores de acidez Dornic

Fontes de variacéo GL Soma de Quadrado F Signif.
Quadrado Médio
Fontes de ferro 1 0,632812 0,632812 2,125 ns
Dosagens de ferro 3 2,898438 0,9661458 3,245 ns
Tratamento do leite 1 1,320313 1,320313 4,434 ns
Tempo de estocagem 3 6,648438 2,216146 7,443 *
Fonte x dosagens 3 2,210938 0,7369792 2,475 ns
Fonte x tratamento 1 0,195312 0,1953125 0,656 ns
Fonte x tempo 3 0,085937 0,02864583 0,096 ns
Tratamento x dosagens 3 0,273437 0,09114584 0,306 ns
Tratamento x tempo 3 0,273437 0,09114584 0,306 ns
Dosagens x tempo 9 0,382812 0,0425347201 0,143 ns
Residuo 97 28,88281 0,2977610
Total 127

ns - N&o-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
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Quadro 5A - Analise de Variancia dos valores de pH

Fontes de variacdo GL Soma de Quadrado F Signif.
Quadrado M édio
Fontes de ferro 1 0,00028203 0,00028203 0,459 ns
Dosagens de ferro 3 0,00480856 0,00160285 2.611 ns
Tratamento do leite 1 0,00158205 0,00158205 2.577 ns
Tempo de estocagem 3 0,00562108 0,00187369 3.052 ns
Fonte x dosagens 3 0,00412106 0,00137368 2.237 ns
Fonte x tratamento 1 0,00013202 0,00013202 0,215 ns
Fonte x tempo 3 0,00387109 0,00129036 2.102 ns
Tratamento x dosagens 3 0,00224609 0,00074869 1.219 ns
Tratamento x tempo 3 0,00312107 0,00104035 1.694 ns
Dosagens x tempo 9 0,00341328 0,00037925 0,618 ns
Residuo 97 0,05955699 0,00061398
Total 127

ns - N&o-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.

Quadro 6A - Andlise de Variancia dos valores de absorvancia como
expressao do indice de TBA

Fontes de variacdo GL Soma de Quadrado F Signif.
Quadrado Médio
Fontes de ferro 1 0,00008533 0,00008533 0,767 ns
Dosagens de ferro 3 0,00157700 0,00052566 4,725 *
Tratamento do leite 1 0,00205408 0,00205408 18,461 *
Tempo de estocagem 3 0,00138862 0,00046287 4,160 *
Fonte x dosagens 3 0,00006849 0,00002283 0,205 ns
Fonte x tratamento 1 0,00000675 0,00000675 0,061 ns
Fonte x tempo 3 0,00008420 0,00002806 0,252 ns
Tratamento x dosagens 3 0,00003375 0,00001125 0,101 ns
Tratamento x tempo 3 0,00157737 0,00052579 4,726 *
Dosagens x tempo 9 0,00032954 0,00003661 0,329 ns
Residuo 161 0,01791350  0,00011126
Total 191 0,02511863  0,00387049

ns - N&o-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
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Quadro 7A - Andlise de Variancia dos valores de absorvancia como
expressdo do indice de TBA, para o0 tratamento
homogeneizado

Fontes de variagéo GL Soma de Quadrado F Signif.
Quadrado Médio

Fontes de ferro 1 0,000017510 0,000017510 0,082 ns
Dosagens de ferro 3 0,000998864  0,000332954 1,566 ns
Tempo de estocagem 3 0,002564864 0,000854954 4,022 *

Fonte x dosagens 3 0,000026031  0,000008677 0,041 ns
Fonte x tempo 3 0,000075531  0,000025177 0,118 ns
Dosagens x tempo 9 0,000488760  0,000054306 0,255 ns

Residuo 73 0,015518090 0,000212576

Total 95 0,01968965 0,001506154

ns - Nao-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.

Quadro 8A - Andlise de Variancia dos valores de absorvancia como
expressdao do indice de TBA, para o tratamento né&o-
homogeneizado

Fontes de variacdo GL Soma de Quadrado F Signif.
Quadrado Médio

Fontes de ferro 1 0,000070041  0,000070041 2,487 ns

Dosagens de ferro 3 0,000621208 0,000207069 7,354 *

Tempo de estocagem 3 0,000350791 0,000116930 4,152 *

Fonte x dosagens 3 0,000038875 0,000012958 0,460 ns

Fonte x tempo 3 0,000027125 0,000009041 0,321 ns

Dosagens x tempo 9 0,000105958 0,00001177 0,418 ns

Residuo 73 0,002055625  0,00002815

Total 95 0,003269623  0,000455959

ns - N&o-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
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Quadro 9A - Analise de Variancia dos resultados da analise sensorial para

sabor oxidado
Fontes de variacdo GL Soma de Quadrado F Signif.
Quadrado Médio
Fontes de ferro 1 27,00000 27,00000 11,679 *
Dosagens de ferro 3 19,45833 6,486111 2,806 ns
Tratamento do leite 1 0,750002 0,750000 0,324 ns
Tempo de estocagem 1 0,083333 0,083333 0,036 ns
Julgador 5 114,3542 22,87084 9,893 *
Fonte x dosagens 3 9,458328 3,152776 1,364 ns
Fonte x tratamento 1 1,333333 1,333333 0,577 ns
Fonte x tempo 1 0,333333 0,333333 0,144 ns
Tratamento x dosagens 3 19,37499 6,458332 2,794 ns
Tratamento x tempo 1 2,083332 2,083332 0,901 ns
Dosagens x tempo 3 15,29167 5,097222 2,205 ns
Residuo 168  388,3958 2,311880
Total 191 597,916651  77,960492

ns - Nao-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.

Quadro 10A - Andlise de Variancia dos resultados da andlise sensorial
(sabor oxidado) para ferro aminoacido quelato

Fontes de variagéo GL Soma de Quadrado F Signif.
Quadrado Médio
Dosagens de ferro 3 2,2083 0,73611 0,316 ns
Tratamento do leite 1 0,04166 0,04166 0,018 ns
Tempo de estocagem 1 0,37500 0,37500 0,161 ns
Julgador 5 62,0833 12,4166 5,337 *
Tratamento x Dosagens 3 10,7083 3,56944 1,534 ns
Tratamento x Tempo 1 0,37500 0,37500 0,161 ns
Dosagens x Tempo 3 6,70833 2,23611 0,961 ns
Residuo 78 181,458 2,32638
Total 95 263,95789 22,0763

ns - N&o-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
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Quadro 11A - Andlise de Variancia dos resultados da andlise sensorial

(sabor oxidado) para sulfato ferroso

Fontes de variacdo GL Soma de Quadrado F Signif.
Quadrado Médio
Dosagens de ferro 3 26,70833 8,90277 3,435 *x
Tratamento do leite 1 2,041667 2,041667 0,788 ns
Tempo de estocagem 1 0,041666 0,041666 0,016 ns
Julgador 5 53,20890 10,6416 4,106 *
Tratamento x dosagens 3 11,0415 3,68055 1,420 ns
Tratamento x tempo 1 2,04166 2,04166 0,788 ns
Dosagens x tempo 3 9,70830 3,23611 1,249 ns
Residuo 78 202,1667 2,59188
Total 95 306,958723  33,177903

ns - Nao-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
** - Significativo em nivel de 5% de probabilidade.

Quadro 12A - Andlise de Variancia dos resultados da andlise sensorial

(sabor oxidado) para o tratamento homogeneizado

Fontes de variagéo GL Soma de Quadrado F Signif.
Quadrado Médio
Fontes de ferro 1 20,16667 20,16667 7,088 *
Dosagens de ferro 3 1,25000 0,41666 0,166 ns
Tempo de estocagem 1 0,66666 0,66666 0,234 ns
Julgador 5 52,3333 10,4666 3,679 *
Fontes x dosagens 3 6,25000 2,08333 0,732 ns
Fontes x tempo 1 0,66666 0,66666 0,234 ns
Dosagens x tempo 3 6,08333 2,02777 0,713 ns
Residuo 78 221,9167 2,8450

Total 95

ns - N&o-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
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Quadro 13A - Andlise de Variancia dos resultados da andlise sensorial
(sabor oxidado) para o tratamento ndo-homogeneizado

Fontes de variacdo GL Soma de Quadrado F Signif.
Quadrado Médio
Fontes de ferro 1 8,166667 8,166667 4,823 ns
Dosagens de ferro 3 37,58133 12,52778 7,398 *
Tempo de estocagem 1 1,500000 1,500000 0,886 ns
Julgador 5 91,83333 18,36666 10,846 *
Fonte x dosagens 3 5,58333 1,861111 1,099 ns
Fonte X tempo 1 1,8x10%° 1,8x10%° 0,0000 ns
Dosagens x tempo 3 11,07333 3,69444 2,183 ns
Residuo 78 132,0833 1,69337
Total 95

ns - Nao-Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
* - Significativo em nivel de 1% de probabilidade.
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Quadro 14A - Valores para ganho de hemoglobina, consumo de dieta e
ganho de peso durante a fase de regeneracao

Dieta Rato Ganho de hemoglobina  Consumo de dieta Ganho de peso
(9/100 ml) (9 (9)
Controle 1 6,5 268,8 75,0
Controle 2 2,6 282,0 94,0
Controle 3 3,9 238,0 76,0
Controle 4 4,1 270,8 81,0
Controle 5 4,2 232,6 65,0
Controle 6 4,3 230,1 58,0
Controle 7 4,0 240,8 89,0
Controle 8 2,2 233,7 79,0
Basal 1 4,7 283,6 74,0
Basal 2 5,2 288,0 85,0
Basal 3 4,0 259,5 68
Basal 4 4,7 279,6 83,0
Basal 5 2,8 212,9 53,0
Basal 6 5,3 265,0 73,0
Basal 7 7,5 193,5 58,0
Basal 8 6,2 226,0 70,0
Dietal 1 4,4 306,9 95,0
Dieta l 2 6,7 282,4 79,0
Dieta l 3 7,3 274,2 86
Dietal 4 10,3 237,6 66,0
Dieta l 5 5,5 254,5 78,0
Dieta l 6 5,7 274,6 115,0
Dietal 7 6,9 242,6 76,0
Dieta l 8 6,2 219,3 74,0
Dieta 2 1 10,1 326,5 106,0
Dieta 2 2 9,0 265,7 87,0
Dieta 2 3 8,9 297,0 82,0
Dieta 2 4 10,6 210,4 67,0
Dieta 2 5 9,2 204,2 89,0
Dieta 2 6 10,2 260,5 85
Continua...
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Quadro 14A, Cont.

Dieta Rato Ganho de hemoglobina  Consumo de dieta Ganho de peso
(9/100 ml) (9) (9)
Dieta 2 7 7,8 307,1 90,0
Dieta 2 8 9,2 310,7
Dieta 3 1 10,0 305,2 88,0
Dieta 3 2 12,0 282,3 105,0
Dieta 3 3 12,4 296,2 85,0
Dieta 3 4 14,4 323,8 106,0
Dieta 3 5 10,9 266,6 86,0
Dieta 3 6 12,4 275,0 85,0
Dieta 3 7 12,6 283,1 93,0
Dieta 3 8 10,6 265,1 116,0
Dieta4 1 7,4 287,6 89,0
Dieta 4 2 8,5 258,4 85,0
Dieta4 3 5,9 269,6 88,0
Dieta 4 4 6,8 282,4 73,0
Dieta4 5 6,9 246,9 86,0
Dieta4 6 6,6 281,2 86,0
Dieta4 7 6,1 266,8 92,0
Dieta4 8 6,9 218,4 80,0
Dieta 5 1 10,4 317,5 100,0
Dieta5 2 4,9 300,0 81,0
Dieta5 3 11,8 275,7 86,0
Dieta5 4 10,3 289,9 90,0
Dieta5 5 8,7 286,3 86,0
Dieta5 6 8,8 259,3 90,0
Dieta5 7 11,0 261,8 84,0
Dieta5 8 8,8 288,2 109,0
Dieta 6 1 13,1 302,8 98,0
Dieta 6 2 13,2 313,4 97,0
Dieta 6 3 10,8 301,0 97,0
Dieta 6 4 11,8 324,1 111,0
Dieta 6 5 11,9 225,5 59,0
Dieta 6 6 12,8 282,9 73
Dieta 6 7 10,9 239,2 73
Dieta 6 8 11,7 293,9 90
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Quadro 15A - Niveis de hemoglobina (g/100 ml) de ratos submetidos as
dietas experimentais, medidos no inicio da fase de
regeneracao (tempo 0)

Rato Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dieta5 Dieta6 Controle Basal

1 51 4,4 5,7 4,9 4,5 4,7 55 4,6
2 4,5 51 51 4,9 6,5 4,4 59 4,9
3 4,7 4,5 5,2 4,5 53 4,5 59 3,0
4 6,3 6,5 3,9 4,8 6,0 3,9 4,1 3,8
5 3,8 53 5,7 6,1 3,9 6,1 4,5 5,7
6 5,7 3,9 4,7 50 4,9 4,3 4,3 4,9
7 6,8 5,9 4,5 5,9 4,7 6,7 53 51
8 3,6 5,1 6,5 4,7 53 4,4 53 6,1

Quadro 16A - Niveis de hemoglobina (g/100 ml) de ratos submetidos as
dietas experimentais, apos 7 dias da fase de regeneracéo

Rato Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dieta5 Dieta6 Controle Basal

1 8,0 7,2 9,0 6,4 8,0 9,8 6,5 5,3
2 6,8 7,0 9,0 6,5 5,7 9,8 6,1 5,7
3 6,5 6,4 9,5 5,9 8,0 8,9 59 4,1
4 8,5 9,0 8,7 6,4 7,1 7,8 4,8 51
5 4,7 8,5 9,5 8,7 7,5 8,0 4,7 51
6 6,8 7,5 8,5 6,5 6,5 9,5 53 5,7
7 8,0 7,2 8,5 8,0 7,2 10,1 7,0 7,8
8 5,3 8,0 9,8 5,9 6,8 9,0 4,9 7,7
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Quadro 17A - Niveis de hemoglobina (g/100 ml) de ratos submetidos as
dietas experimentais, apos 14 dias da fase de regeneracdo

Rato Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dieta5 Dieta6 Controle Basal

1 9,5 14,5 15,7 12,3 14,9 17,8 12,0 9,3
2 11,2 14,1 17,1 13,4 11,4 17,6 8,5 10,1
3 12,0 13,4 17,6 10,4 17,1 15,3 9,8 7,0
4 16,6 17,1 18,3 11,6 15,3 15,7 8,2 8,5
5 9,3 14,5 16,6 13,0 12,6 18,0 8,7 8,5
6 11,4 14,1 17,1 11,6 13,7 17,1 8,6 10,2
7 13,7 13,7 17,1 12,0 15,7 17,6 9,3 12,6
8 9,8 15,3 17,1 11,6 14,1 16,1 7,5 12,3

Quadro 18A - Ingestdo de ferro dietético (mg) em ratos submetidos as
dietas experimentais, apés 7 dias da fase de regeneracéo

Rato Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dieta5 Dieta6 Controle Basal

4,32 5,16 6,10 3,47 5,49 6,54 1,92 2,59
4,01 4,33 5,56 3,35 4,93 6,70 1,80 2,65
3,81 5,29 6,33 3,20 4,72 6,11 1,64 2,31
3,48 3,45 6,58 3,97 4,75 6,72 1,83 2,48
3,51 4,44 5,38 3,14 5,16 4,94 1,59 1,83
3,67 4,39 5,98 3,61 4,47 5,77 1,58 2,36
3,45 5,06 5,94 3,49 4,67 5,15 1,59 1,92
2,49 4,84 5,16 3,31 4,63 5,92 1,64 2,06

0 N O 0o b~ W N PP
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Quadro 19A - Ingestdo de ferro dietético (mg) em ratos submetidos as
dietas experimentais, apos 14 dias da fase de regeneracdo

Rato Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dietab Dieta6 Dieta7 Dieta8

4,43 6,04 6,81 4,12 5,82 6,24 1,82 2,65
4,04 4,79 6,38 3,47 5,76 6,53 2,12 2,68
4,01 4,90 6,20 3,92 5,10 6,59 1,67 2,49
3,29 3,76 7,11 3,48 5,58 6,96 1,94 2,70
3,74 2,56 5,90 3,38 5,05 4,57 1,65 2,11
4,15 4,54 5,65 3,82 4,77 6,17 1,62 2,54
3,46 5,47 6,04 3,55 4,66 4,94 1,76 1,66
3,76 5,82 6,06 2,46 5,64 6,48 1,61 2,12

0 N O O b~ W N P

Quadro 20A - Ingestéo total de ferro dietético (mg) em ratos submetidos as
dietas experimentais, durante a fase de regeneracao

Rato Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dieta5 Dieta6 Controle Basal

8,75 11,20 12,91 7,59 11,32 12,78 3,74 5,25
8,05 9,11 11,94 6,82 10,69 13,23 3,92 5,33
7,81 10,19 12,53 7,12 9,83 12,70 3,31 4,80
6,77 7,22 13,70 7,46 10,33 13,68 3,76 5,17
7,25 7,00 11,28 6,52 10,21 9,52 3,23 3,94
7,83 8,94 11,63 7,42 9,24 11,94 3,20 4,90
6,91 10,53 11,98 7,04 9,33 10,09 3,35 3,58
6,25 10,66 11,21 5,77 10,27 12,40 3,25 4,18

0 N O 0o b~ W N PP
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Quadro 21A - Peso (g) dos ratos no inicio da fase de regeneracao (tempo 0)

Rato Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dieta5 Dieta6 Controle Basal

235 234 231 227 226 226 221 221
209 209 209 211 211 214 214 216
208 208 208 207 206 206 206 205
200 200 201 201 202 202 203 205
199 198 197 196 196 192 192 191
186 187 188 189 189 190 190 191
186 186 184 182 182 182 181 180
168 168 162 170 172 172 174 175

0 N O 0o b~ W N PP

Quadro 22A - Peso (g) dos ratos apos 7 dias da fase de regeneracao

Rato Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dieta5 Dieta6 Controle Basal

289 284 265 274 276 285 265 260
254 258 268 259 255 272 260 263
255 261 258 255 247 258 250 241
241 237 259 241 244 262 248 247

237 252 240 239 246 232 225 217
254 233 242 233 237 248 222 225
262 235 238 236 228 225 230 213
209 227 231 233 225 219 227 212

0 N O 0o b~ W N PP
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Quadro 23A - Peso (g) dos ratos apos 14 dias da fase de regeneracao

Rato Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dietab Dieta6 Dieta/ Dieta8

330 340 319 316 326 324 296 295
288 296 314 296 292 311 308 299
294 290 293 295 292 303 282 274
266 267 307 274 292 313 284 286
277 287 283 282 282 251 257 245
301 272 273 275 279 263 248 263
262 276 277 274 266 255 270 239
242 290 278 250 281 262 253 244

0 N O 0o b~ W N PP

Quadro 24A - Consumo semanal de dieta dos ratos (1% semana da fase de
regeneracao)

Rato Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dieta5 Dieta6 Controle Basal

1 151,5 150,5 144,3 131,5 153 155 137,9 140,2
2 140,6 126,1 131,4 126,9 137,4 158,7 129,5 143,4
3 133,6 154,2 149,7 121,3 131,6 1449 118 125
4 122 100,7 155,6 150,4 132,4 159,2 131,5 133,9
5 123,1 129,5 127,1 118,8 143,7 117,1 1141 99,1
6 128,9 128 141,4 136,6 124,6 136,8 113,9 127,5
7 121,1 147,5 140,4 132,2 130,1 122,1 114,5 104
8 87,4 141 121,9 125,4 128,9 140,3 118,1 111,2
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Quadro 25A - Consumo semanal de dieta dos ratos (2% semana da fase de
regeneracao)

Rato Dietal Dieta2 Dieta3 Dieta4 Dieta5 Dieta6 Controle Basal

155,4 176 160,9 156,1 164,5 147,8 130,9 143,4
141,8 139,6 150,9 131,5 162,6 154,7 152,5 144,6
140,6 142,8 146,5 148,3 144,1 156,1 120 134,5
115,6 109,7 168,2 132 157,5 164,9 139,3 145,7
131,4 74,7 139,5 128,1 142,6 108,4 118,5 113,8
145,7 132,5 133,6 144,6 134,7 146,1 116,2 137,5
121,5 159,6 1427 134,6 131,7 117,1 126,3 89,5
131,9 169,7 143,2 93 159,3 153,6 115,6 114,8

0 N O O b~ W N P

77



Quadro 26A - Valores de pH e acidez dornic para amostras de leite
enriquecidas com sulfato ferroso e ferro aminoacido

quelato
Fontede Tratamento** Dosagensde Tempode Repeticdo pH Acidez
ferro * ferro (mg/l)  estocagem Dornic
(horas)

1 1 0 0 1 6,66 15
1 1 0 0 2 6,65 15
1 1 0 24 1 6,62 16
1 1 0 24 2 6,64 15
1 1 0 48 1 6,62 16
1 1 0 48 2 6,64 15
1 1 0 72 1 6,58 16
1 1 0 72 2 6,66 16
1 1 6 0 1 6,68 15
1 1 6 0 2 6,61 15
1 1 6 24 1 6,65 15
1 1 6 24 2 6,62 15
1 1 6 48 1 6,69 15
1 1 6 48 2 6,60 15
1 1 6 72 1 6,66 15
1 1 6 72 2 6,62 16
1 1 12 0 1 6,65 15
1 1 12 0 2 6,63 16
1 1 12 24 1 6,64 15
1 1 12 24 2 6,62 16
1 1 12 48 1 6,68 15
1 1 12 48 2 6,58 16
1 1 12 72 1 6,63 15
1 1 12 72 2 6,65 16
1 1 24 0 1 6,63 16
1 1 24 0 2 6,62 15
1 1 24 24 1 6,65 16
1 1 24 24 2 6,58 15
1 1 24 48 1 6,56 15
1 1 24 48 2 6,67 17
1 1 24 72 1 6,61 16
1 1 24 72 2 6,58 16

Continua...
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Quadro 26A, Cont.

Fontede Tratamento** Dosagensde Tempode Repeticdo PH Acidez

ferro * ferro (mg/l)  estocagem Dornic
(horas)
1 0 0 0 1 6,66 15
1 0 0 0 2 6,67 15
1 0 0 24 1 6,66 15
1 0 0 24 2 6,65 16
1 0 0 48 1 6,67 16
1 0 0 48 2 6,63 15
1 0 0 72 1 6,63 16
1 0 0 72 2 6,62 15
1 0 6 0 1 6,70 14
1 0 6 0 2 6,62 15
1 0 6 24 1 6,68 15
1 0 6 24 2 6,63 15
1 0 6 48 1 6,64 16
1 0 6 48 2 6,67 15
1 0 6 72 1 6,61 16
1 0 6 72 2 6,64 15
1 0 12 0 1 6,61 16
1 0 12 0 2 6,69 15
1 0 12 24 1 6,65 16
1 0 12 24 2 6,63 15
1 0 12 48 1 6,65 17
1 0 12 48 2 6,57 15
1 0 12 72 1 6,57 17
1 0 12 72 2 6,63 16
1 0 24 0 1 6,65 16
1 0 24 0 2 6,65 15
1 0 24 24 1 6,63 17
1 0 24 24 2 6,64 15
1 0 24 48 1 6,64 16
1 0 24 48 2 6,57 16
1 0 24 72 1 6,61 16
1 0 24 72 2 6,57 17
2 1 0 0 1 6,64 15
2 1 0 0 2 6,62 15
Continua...
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Quadro 26A, Cont.

Fontede Tratamento** Dosagensde Tempode Repeticdo pH Acidez

ferro * ferro (mg/l)  estocagem Dornic
(horas)
2 1 0 24 1 6,62 15
2 1 0 24 2 6,61 15
2 1 0 48 1 6,63 16
2 1 0 48 2 6,61 15
2 1 0 72 1 6,62 16
2 1 0 72 2 6,59 15
2 1 6 0 1 6,62 15
2 1 6 0 2 6,63 15
2 1 6 24 1 6,60 15
2 1 6 24 2 6,66 15
2 1 6 48 1 6,61 15
2 1 6 48 2 6,63 15
2 1 6 72 1 6,62 15
2 1 6 72 2 6,62 16
2 1 12 0 1 6,62 15
2 1 12 0 2 6,62 15
2 1 12 24 1 6,65 15
2 1 12 24 2 6,61 16
2 1 12 48 1 6,62 15
2 1 12 48 2 6,63 16
2 1 12 72 1 6,66 16
2 1 12 72 2 6,66 15
2 1 24 0 1 6,62 15
2 1 24 0 2 6,63 15
2 1 24 24 1 6,63 15
2 1 24 24 2 6,63 15
2 1 24 48 1 6,63 15
2 1 24 48 2 6,63 16
2 1 24 72 1 6,60 15
2 1 24 72 2 6,65 16
2 0 0 0 1 6,67 15
2 0 0 0 2 6,61 15
2 0 0 24 1 6,63 15
2 0 0 24 2 6,67 16
Continua...
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Quadro 26A, Cont.

Fontede Tratamento** Dosagensde Tempode Repeticdo pH Acidez
ferro* ferro (mg/l)  estocagem Dornic
(horas)
2 0 0 48 1 6,65 16
2 0 0 48 2 6,63 15
2 0 0 72 1 6,64 16
2 0 0 72 2 6,64 16
2 0 6 0 1 6,65 16
2 0 6 0 2 6,64 15
2 0 6 24 1 6,66 16
2 0 6 24 2 6,64 15
2 0 6 48 1 6,63 16
2 0 6 48 2 6,62 15
2 0 6 72 1 6,61 16
2 0 6 72 2 6,61 16
2 0 12 0 1 6,63 15
2 0 12 0 2 6,61 15
2 0 12 24 1 6,66 16
2 0 12 24 2 6,65 15
2 0 12 48 1 6,62 16
2 0 12 48 2 6,64 15
2 0 12 72 1 6,65 16
2 0 12 72 2 6,65 15
2 0 24 0 1 6,62 16
2 0 24 0 2 6,63 15
2 0 24 24 1 6,64 16
2 0 24 24 2 6,63 15
2 0 24 48 1 6,64 15
2 0 24 48 2 6,62 16
2 0 24 72 1 6,59 16
2 0 24 72 2 6,63 16

* Fontesdeferro: (1) sulfato ferroso
** Tratamento (1) homogeneizado (0) ndo-homogeneizado.
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(2) ferro aminoacido quelato.



Quadro 27A - Valores de absorvancia como expressao do indice de TBA
para amostras de leite enriquecida com sulfato ferroso e
ferro aminoacido quelato

Fontes de Tratamento** Dosagens deferro Tempo de estocagem Repeticdo Absorvéancia

ferro* (mg/l) (horas)
1 1 0 0 1 0,018
1 1 0 0 2 0,019
1 1 0 0 3 0,023
1 1 0 24 1 0,023
1 1 0 24 2 0,027
1 1 0 24 3 0,035
1 1 0 48 1 0,016
1 1 0 48 2 0,021
1 1 0 48 3 0,03
1 1 0 72 1 0,014
1 1 0 72 2 0,023
1 1 0 72 3 0,045
1 1 6 0 1 0,023
1 1 6 2 0,021
1 1 6 3 0,041
1 1 6 24 1 0,025
1 1 6 24 2 0,018
1 1 6 24 3 0,042
1 1 6 48 1 0,015
1 1 6 48 2 0,024
1 1 6 48 3 0,032
1 1 6 72 1 0,017
1 1 6 72 2 0,022
1 1 6 72 3 0,075
1 1 12 0 1 0,025
1 1 12 2 0,015
1 1 12 3 0,026
1 1 12 24 1 0,021
1 1 12 24 2 0,025
1 1 12 24 3 0,047
1 1 12 48 1 0,018
1 1 12 48 2 0,014
1 1 12 48 3 0,036
Continua...
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Quadro 27A, Cont.

Fontes de Tratamento** Dosagens deferro Tempo de estocagem Repeticdo Absorvéancia

ferro* (mg/l) (horas)
1 1 12 72 1 0,025
1 1 12 72 2 0,022
1 1 12 72 3 0,074
1 1 24 0 1 0,024
1 1 24 2 0,013
1 1 24 0 3 0,043
1 1 24 24 1 0,028
1 1 24 24 2 0,025
1 1 24 24 3 0,059
1 1 24 48 1 0,028
1 1 24 48 2 0,033
1 1 24 48 3 0,025
1 1 24 72 1 0,022
1 1 24 72 2 0,025
1 1 24 72 3 0,076
1 0 0 0 1 0,02
1 0 0 2 0,019
1 0 0 0 3 0,026
1 0 0 24 1 0,021
1 0 0 24 2 0,026
1 0 0 24 3 0,013
1 0 0 48 1 0,018
1 0 0 48 2 0,018
1 0 0 48 3 0,018
1 0 0 72 1 0,012
1 0 0 72 2 0,022
1 0 0 72 3 0,018
1 0 6 0 1 0,022
1 0 6 2 0,022
1 0 6 0 3 0,027
1 0 6 24 1 0,03
1 0 6 24 2 0,018
1 0 6 24 3 0,025
1 0 6 48 1 0,017
1 0 6 48 2 0,016
Continua...
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Quadro 27A, Cont.

Fontes de Tratamento** Dosagens deferro Tempo de estocagem Repeticdo Absorvéancia

ferro* (mg/l) (horas)
1 0 6 48 3 0,025
1 0 6 72 1 0,015
1 0 6 72 2 0,028
1 0 6 72 3 0,03
1 0 12 1 0,02
1 0 12 0 2 0,025
1 0 12 3 0,022
1 0 12 24 1 0,019
1 0 12 24 2 0,025
1 0 12 24 3 0,02
1 0 12 48 1 0,02
1 0 12 48 2 0,022
1 0 12 48 3 0,017
1 0 12 72 1 0,022
1 0 12 72 2 0,022
1 0 12 72 3 0,02
1 0 24 1 0,025
1 0 24 0 2 0,023
1 0 24 3 0,042
1 0 24 24 1 0,022
1 0 24 24 2 0,025
1 0 24 24 3 0,024
1 0 24 48 1 0,022
1 0 24 48 2 0,022
1 0 24 48 3 0,026
1 0 24 72 1 0,026
1 0 24 72 2 0,025
1 0 24 72 3 0,024
2 1 0 1 0,018
2 1 0 0 2 0,019
2 1 0 3 0,023
2 1 0 24 1 0,023
2 1 0 24 2 0,027
2 1 0 24 3 0,035
2 1 0 48 1 0,016
Continua...
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Quadro 27A, Cont.

Fontes de Tratamento** Dosagens deferro Tempo de estocagem Repeticdo Absorvéancia

ferro* (mg/l) (horas)
2 1 0 48 2 0,021
2 1 0 48 3 0,03
2 1 0 72 1 0,014
2 1 0 72 2 0,023
2 1 0 72 3 0,045
2 1 6 0 1 0,025
2 1 6 2 0,04
2 1 6 0 3 0,024
2 1 6 24 1 0,029
2 1 6 24 2 0,032
2 1 6 24 3 0,047
2 1 6 48 1 0,012
2 1 6 48 2 0,03
2 1 6 48 3 0,029
2 1 6 72 1 0,016
2 1 6 72 2 0,025
2 1 6 72 3 0,058
2 1 12 0 1 0,026
2 1 12 2 0,017
2 1 12 0 3 0,029
2 1 12 24 1 0,03
2 1 12 24 2 0,03
2 1 12 24 3 0,052
2 1 12 48 1 0,017
2 1 12 48 2 0,019
2 1 12 48 3 0,034
2 1 12 72 1 0,019
2 1 12 72 2 0,066
2 1 12 72 3 0,044
2 1 24 0 1 0,017
2 1 24 2 0,029
2 1 24 0 3 0,029
2 1 24 24 1 0,03
2 1 24 24 2 0,057
2 1 24 24 3 0,029
Continua...
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Quadro 27A, Cont.

Fontes de Tratamento** Dosagens deferro Tempo de estocagem Repeticdo Absorvéancia

ferro* (mg/l) (horas)
2 1 24 48 1 0,018
2 1 24 48 2 0,031
2 1 24 48 3 0,04
2 1 24 72 1 0,019
2 1 24 72 2 0,074
2 1 24 72 3 0,027
2 0 0 1 0,02
2 0 0 0 2 0,019
2 0 0 3 0,026
2 0 0 24 1 0,021
2 0 0 24 2 0,026
2 0 0 24 3 0,013
2 0 0 48 1 0,018
2 0 0 48 2 0,018
2 0 0 48 3 0,018
2 0 0 72 1 0,012
2 0 0 72 2 0,022
2 0 0 72 3 0,018
2 0 6 1 0,025
2 0 6 0 2 0,025
2 0 6 3 0,032
2 0 6 24 1 0,029
2 0 6 24 2 0,018
2 0 6 24 3 0,031
2 0 6 48 1 0,017
2 0 6 48 2 0,022
2 0 6 48 3 0,02
2 0 6 72 1 0,019
2 0 6 72 2 0,021
2 0 6 72 3 0,034
2 0 12 1 0,022
2 0 12 0 2 0,023
2 0 12 3 0,037
2 0 12 24 1 0,024
2 0 12 24 2 0,021
Continua...
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Quadro 27A, Cont.

Fontes de Tratamento** Dosagens deferro Tempo de estocagem Repeticdo Absorvéancia

ferro* (mg/l) (horas)
2 0 12 24 3 0,035
2 0 12 48 1 0,023
2 0 12 48 2 0,021
2 0 12 48 3 0,018
2 0 12 72 1 0,017
2 0 12 72 2 0,033
2 0 12 72 3 0,023
2 0 24 0 1 0,023
2 0 24 2 0,03
2 0 24 0 3 0,042
2 0 24 24 1 0,031
2 0 24 24 2 0,032
2 0 24 24 3 0,022
2 0 24 48 1 0,021
2 0 24 48 2 0,037
2 0 24 48 3 0,019
2 0 24 72 1 0,019
2 0 24 72 2 0,025
2 0 24 72 3 0,026

* Fontesdeferro: (1) sulfato ferroso (2) ferro aminoécido quelato.
** Tratamento : (1) homogeneizado (0) ndo-homogeneizado.
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Quadro 28A - Valores dos escores para sabor oxidado, atribuidos as
amostras de leite enriquecidas com sulfato ferroso e ferro
aminoacido quelato

Fontes de ferro Tratamento Dosagens de Tempode Julgador escore para
ferro (mg/l) estocagem sabor
1 1 0 0 1 0
1 1 0 0 2 1
1 1 0 0 3 4
1 1 0 0 4 1
1 1 0 0 5 5
1 1 0 0 6 6
1 1 0 72 1 2
1 1 0 72 2 1
1 1 0 72 3 3
1 1 0 72 4 1
1 1 0 72 5 3
1 1 0 72 6 4
1 1 6 0 1 0
1 1 6 0 2 4
1 1 6 0 3 3
1 1 6 0 4 2
1 1 6 0 5 3
1 1 6 0 6 6
1 1 6 72 1 4
1 1 6 72 2 0
1 1 6 72 3 5
1 1 6 72 4 2
1 1 6 72 5 0
1 1 6 72 6 6
1 1 12 0 1 0
1 1 12 0 2 4
1 1 12 0 3 5
1 1 12 0 4 1
1 1 12 0 5 4
1 1 12 0 6 2
1 1 12 72 1 4
1 1 12 72 2 2
1 1 12 72 3 3
Continua...
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Quadro 28A, Cont.

Julgador  escore para

Tempo de
estocagem

Fontes de ferro Tratamento Dosagens de

sabor

ferro (mg/l)

72
72
72

12
12
12
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24

72
72
72
72
72
72

72
72
72
72
72
72

72
72

Continua...
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Quadro 28A, Cont.

Julgador  escore para

Tempo de
estocagem

Fontes de ferro Tratamento Dosagens de

sabor

ferro (mg/l)

72
72
72
72

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24

72
72
72
72
72
72

72
72
72
72
72
72

Continua...
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Quadro 28A, Cont.

Julgador  escore para

Tempo de
estocagem

Fontes de ferro Tratamento Dosagens de

sabor

ferro (mg/l)

72
72
72
72
72
72

72
72
72
72
72
72

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
24
24
24
24

72
72
72
72
72
72

Continua...
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Quadro 28A, Cont.

Julgador  escore para

Tempo de
estocagem

Fontes de ferro Tratamento Dosagens de

sabor

ferro (mg/l)

24
24
24
24
24
24
24
24

72
72
72
72
72
72

72
72
72
72
72
72

72
72
72
72
72
72

12
12

Continua...
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Quadro 28A, Cont.

Fontes de ferro Tratamento Dosagens de Tempode Julgador escore para
ferro (mg/l) estocagem sabor
2 0 12 0 3 2
2 0 12 0 4 1
2 0 12 0 5 0
2 0 12 0 6 6
2 0 12 72 1 4
2 0 12 72 2 3
2 0 12 72 3 3
2 0 12 72 4 0
2 0 12 72 5 0
2 0 12 72 6 4
2 0 24 0 1 3
2 0 24 0 2 1
2 0 24 0 3 5
2 0 24 0 4 2
2 0 24 0 5 2
2 0 24 0 6 0
2 0 24 72 1 3
2 0 24 72 2 4
2 0 24 72 3 4
2 0 24 72 4 2
2 0 24 72 5 0
2 0 24 72 6 4

* Fontesdeferro: (1) sulfatoferroso (2) ferro aminoéacido quelato.
** Tratamento : (1) homogeneizado (0) ndo-homogeneizado.
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