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RESUMO

MENDES, Fabricia Queiroz, M.S., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de
2005. Leite em pé enriquecido com ferro: Propriedades fisico-quimicas,
estabilidade oxidativa e biodisponibilidade. Orientador: José Carlos Gomes.
Conselheiros: Afonso Mota Ramos e José Antdnio Marques Pereira.

A anemia por deficiéncia de ferro atinge aproximadamente 36 % da
populagao mundial, sendo criangas e gestantes os grupos mais vulneraveis. O leite
bovino, alimento geralmente presente na alimentagdo de criangas, apresenta baixo
teor e baixa biodisponibilidade de ferro. O trabalho objetivou estudar o
enriquecimento de leite em p6 destinado principalmente as entidades (creches e
escolas) e aos programas institucionais de suplementagdo alimentar, para
alimentagcao de criangas. O leite em po foi enriquecido com duas fontes diferentes
de ferro: sulfato ferroso e ferro aminoacido quelato. As fontes de ferro foram
adicionadas antes e apds a secagem do leite. Ao leite tipo pasteurizado foi
adicionado 1,5 mg de ferro por 100 mL de leite, seguido de concentragdao até
reducdo de 50 % do volume e secagem em spray-dryer. Ao leite em p6 foram
adicionados 12 mg de ferro por 100 g de leite em pod, de forma que apds
reconstituicdo, 100 mL do produto pronto para consumo fornega 1,5 mg de ferro,
equivalente a 15 % das recomendacgdes diarias para criangcas. Foram estudadas as
caracteristicas fisico-quimicas, a estabilidade oxidativa e a biodisponibilidade das
fontes de ferro. A estabilidade oxidativa foi avaliada pelo indice de &acido
tiobarbiturico (TBA). A biodisponibilidade do ferro foi avaliada pelo método in vitro
baseado na solubilidade do ferro em pH 7,5 apds digestdo com pepsina. Quanto a
forma de enriquecimento, ndo houve diferenca entre as caracteristicas estudadas.
Ambos os processos tecnolégicos mostraram-se simples e de facil execugdo em
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laboratério. Nao houve diferenca entre as duas fontes de ferro nas caracteristicas
fisico-quimicas de acidez, umidade, teores de lipidios, proteinas, lactose, cinzas e
sedimentos. A estabilidade oxidativa do leite enriquecido foi maior quando se utilizou
ferro aminoacido quelato e ambas as fontes diferiram do controle. O ferro
aminoacido quelato apresentou maior biodisponibilidade in vitro (31,81 %) que o
sulfato ferroso (17,41 %). A biodisponibilidade in vivo, deduzida, foi de 15,45 % para
o ferro aminoacido quelato e de 8,66 % para o sulfato ferroso. O ferro aminoacido
quelato mostrou ter melhor estabilidade oxidativa e melhor biodisponibilidade
comparado com o sulfato ferroso, sendo uma boa fonte para o enriquecimento do
leite em po.
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ABSTRACT

MENDES, Fabricia Queiroz, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February of
2005. Iron-enriched powdered milk: Physical and chemical properties,
oxidative stability and bioavailability. Adviser: José Carlos Gomes.
Committee Members: Afonso Mota Ramos and José Antdnio Marques Pereira.

Anemia, due to lack of iron, reaches approximately 36 % of world population;
the most vulnerable are children and expectant mothers. Bovine milk, food often
used for feeding children, has low rate and bioavailability of iron. The objective of this
work is to study the enrichment of powdered milk, principally intended for institutions
(kindergartens and schools) and nutritive supplement programs for feeding children.
Powdered milk was enriched with two different sources of iron: ferrous sulfate and
aminoacid chelate iron. Iron sources were added before and after milk drying. 1.5 mg
of iron per 100 ml of milk were added to pasteurized milk type C, following a
concentration of milk to get a reduction of 50 % from its volume, and drying in spray-
dyer. 12 mg of iron were added per 100 g of powdered milk in order to obtain, after
milk reconstitution, 1.5 mg of iron per 100 ml of final product that is ready to use,
equal to 15 % of the recommended daily intake for children. Physical and chemical
characteristics were studied, as well as oxidative stability and bioavailability of
sources of iron. Oxidative stability was assessed by the thiobarbituric acid (TBA)
rate. Iron bioavailability was assessed by using an in vitro method, based on iron
solubility at pH 7,5, after digestion with pepsine. Regarding the way of enrichment,
differences were not found. Both technological processes were simple and easy to
perform in the laboratory. Differences between the two sources of iron were not
found, in terms of physical and chemical characteristics of acidity, humidity, and
lipids, proteins, lactose, ash and sediment rates. Oxidative stability of powdered milk
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was greater when aminoacid chelate iron was used and both sources differed from
the control. Aminoacid chelate iron showed greater bioavailability in vitro (31,81 %)
than ferrous sulfate (17,41 %). The bioavailability deduced in vivo, was 15.45 % for
aminoacid chelate iron and 8.66 % for ferrous sulfate. Aminoacid chelate iron
revealed better oxidative stability and better bioavailability compared to ferrous
sulfate, being a good source to enrich powdered milk.
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1. INTRODUGAO

A deficiéncia de ferro é caracterizada pela diminuicdo da quantidade de ferro
no organismo e ocorre quando o fornecimento deste mineral é insuficiente para
suprir as necessidades metabdlicas. Manifesta-se em trés estagios: no primeiro
estagio ha diminuigéo das reservas de ferro; no segundo ha um declinio no teor de
ferro sérico e no terceiro estagio instala-se a anemia.

A anemia é caracterizada pela deficiéncia no tamanho ou no numero de glo-
bulos vermelhos ou na quantidade de hemoglobina que elas contém, trazendo como
consequéncia a limitacdo das trocas de oxigénio e gas carbdnico entre o sangue e
as outras células do nosso corpo.

A anemia ferropriva, decorrente da deficiéncia alimentar de ferro, € a mais
comum das caréncias nutricionais, atingindo quase dois bilhdes de pessoas em todo
o mundo, correspondendo a aproximadamente 36 % da populagdo mundial (LIMA et
al., 2004). As criangas, nos primeiros anos de vida, e as gestantes constituem os
grupos mais vulneraveis a anemia (BUONGERMINO SOUZA et al., 1997).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude (www.saude.gov.br), estima-se que
45 % das criangas menores de cinco anos apresentam anemia por caréncia de ferro
assim como, 20 % dos adolescentes e 15 % a 30 % das gestantes. Porém, os estu-
dos sobre a incidéncia de anemia nao sdo muitos e a maioria deles refere-se a gru-
pos populacionais restritos.

As consequéncias da anemia incluem alteragdes na capacidade de trabalho
fisico, prejuizos no desenvolvimento mental e psicomotor das criangas, aumento da

mortalidade materna e infantil, baixo peso da crianga ao nascer, parto prematuro e



reducao da resisténcia as infecgdes (OLIVARES G & WALTER K, 2003; TUMA et
al., 2003).

Para a prevencao da anemia ferropriva € necessario uma alimentagdo bem
variada, rica em alimentos que naturalmente possuem ferro. As melhores fontes
naturais de ferro sdo os alimentos de origem animal - figado e carnes de qualquer
animal - pelo fato de possuirem ferro tipo heme, que é mais bem aproveitado pelo
nosso organismo. Entre os alimentos de origem vegetal, destacam-se: as
leguminosas, 0s cereais integrais ou enriquecidos, as nozes, castanhas e as
hortalicas. O ferro dos alimentos de origem vegetal apresenta menor absor¢do em
relagdo aos de origem animal. Portanto, para melhorar essa absor¢géo € necessario
o consumo de alimentos "estimulantes", como carnes e alimentos com alto teor de
vitamina C na mesma refeigdo (CARDOSO & PENTEADO, 1994).

Entretanto, modificacbes da dieta nem sempre sdo possiveis por limitagdes
econdmicas ou habitos culturais enraizados. Sendo assim, torna-se necessaria a
suplementacdo com ferro ou a fortificagdo de alimentos como forma de controlar a
deficiéncia de ferro (SOGLIA, 1996).

A fortificacdo de alimentos tem sido considerada como a melhor forma de
prevenir a deficiéncia de ferro, quando a dieta ndo fornece a quantidade necessaria
deste mineral. Sua principal vantagem € que o consumo destes produtos nao requer
participacao ativa do sujeito, como mudangas nos habitos de consumo.

Entretanto, alguns fatores devem ser levados em consideracdo antes da
fortificacdo de algum alimento com ferro, como a biodisponibilidade da forma do
ferro escolhida, o consumo do alimento pela populagdo alvo e ndo ocorréncia de
alteragdes no alimento como modificagdo da cor, desenvolvimento de sabor
estranho e sedimentagao de compostos pouco soluveis (SOGLIA, 1996).

Atualmente, a creche € uma necessidade em nossa sociedade, como forma
de educar e de socializar a crianga e como servico complementar a familia, uma vez
que as mulheres cada vez mais ingressam no mercado de trabalho em busca de
incremento para a renda familiar, autonomia financeira e realizagao profissional
(SOUZA, 1998).

SOUZA (1998), a partir de observacdes e pesagens das refeicdes servidas as
criangas em duas creches, verificou uma nao adequagao das necessidades diarias

de ferro na alimentagcdo das criangas, considerando que a alimentagdo na creche



deveria suprir 80 % das necessidades diarias das criangas. A alimentacao fornecida
as criangas fornecia apenas 4 mg de ferro por dia, ou seja, 50 % da dose adequada.

A mesma percentagem de adequagao para o ferro (50 %) foi observado por
SILVA et al. (2002) em creches, antes de uma intervencdo com bebida lactea
fermentada e fortificada com ferro. Neste estudo, também se verificou que a
percentagem de adequacdo as necessidades diarias de calcio foi de 37,6 %,
evidenciando a necessidade e importancia da utilizacdo do leite e seus derivados
como veiculo de fortificagdo, uma vez que este alimento é uma fonte de calcio e tem
boa aceitagao pelas criangas.

Desta forma, o objetivo geral do presente trabalho foi estudar o
enriquecimento de leite em pé com ferro destinado, principalmente, as entidades
(creches, escolas) e aos programas institucionais de suplementagao alimentar, para
alimentacao de criangas.

Especificamente, pretendeu-se:

* Desenvolver um leite em pé enriquecido com ferro;

» Verificar as caracteristicas fisico-quimicas do produto;

» Verificar a presenca de residuos indesejaveis apds reconstituicdo do
leite.

* Determinar o efeito da adicdo de ferro na oxidagao de gordura do leite
em po desenvolvido;

» Determinar a biodisponibilidade do leite em p6 enriquecido com ferro;



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia do ferro

O ferro € o segundo metal mais abundante na crosta terrestre, existindo em
dois estados de valéncia: ferroso (Fe*) e férrico (Fe™) (FAIRWEATHER-TAIT,
1995a). Apresenta massa atdmica de 55,847 g/mol. E essencial para todas as
formas vivas, com excegédo de certas bactérias do género Lactobacillus e Bacillus.
Nesses organismos, as fungdes do ferro sdo desempenhadas por outros minerais,
como manganés e cobalto (BEARD et al., 1996).

Dentre os microelementos, € o que possui a fungéo biolégica mais conhecida.
Esta presente nos grupos heme das hemacias, essencial no processo de transporte
de O; e CO,, da mioglobina, reserva de oxigénio no musculo (SAKAMOTO,2003), e
também nas proteinas transportadoras de elétrons das mitocéndrias. E componente
de diversas enzimas que contém o grupo prostético heme, como citocromo oxidase,
catalase e peroxidase e de outras como o NADH desidrogenase e a ubiquinase,
porém nao na forma heme (NELSON & COX, 2002). E indispensavel para a sintese
e manutencao da mielina (OLIVARES G & WALTER K, 2003), sintese e degradagao
de neurotransmissores, sintese protéica, organogénese (BEARD & PINERO, 1998)
e funcionamento do sistema imunoldgico (SAKAMOTO, 2003)

Um individuo humano adulto possui cerca de 3,5 g a 4,5 g de ferro no
organismo, tanto na forma orgénica como inorganica (KOROLKOVAS &
BURCKHALTER, 1988). As concentragdes variam em fung&o da idade, sexo, tecido
ou orgao (SAKAMOTO, 2003). Deste total 71 % a 84 % séo considerados ferros



funcionais e se encontram presentes em enzimas e proteinas, em maior parte nas
hemoglobinas (60 % a 70 %) e mioglobinas (10 % a 12 %). O restante esta na
forma de ferritina e hemosiderina, armazenados no figado, no bago e na medula
o0ssea (MAHAN & ARLIN, 1998).

O ferro do organismo tem dupla origem: ferro exégeno, ingerido com os
alimentos e ferro enddgeno, proveniente da destruicdo das hemacias, que libera
cerca de 20 a 25 mg do metal diariamente, sendo em seguida reutilizado
(MANGUEIRA et al., 2002).

A Figura 1 demonstra a variagcdo das quantidades de ferro nos diversos

compartimentos do organismo humano normal.

Hemoglobina Perdas
(2500 mg) > (1 mg -2 mg)
Destruicao das hemacias
(20 mg - 25 mg)

Eritropoiese Plasma 5mg ferritina e
(20 mg) (4 mg) <——» hemosiderina
A (1000 mg)
Mioglobina heme e Absorvido
proteinas nao heme (0,5 mg — 2,0 mg)
(300 mg)
Ingestéao N&o absorvido
(10 mg — 14 mq) (8 mg — 13 mg)

Adaptado de SAKAMOTO (2003)
FIGURA 1: Distribui¢cao do ferro e a relagao entre os compartimentos no organismo.

2.2. Absorgao, transporte e armazenamento de ferro

A capacidade do organismo em excretar o ferro € extremamente limitada,

sendo a absorcao controlada a fim de evitar o excesso, pois tanto um suprimento

inadequado como o acumulo deste nutriente € prejudicial ao organismo. Este



recurso homeostatico também opera em sentido contrario, aumentando a eficiéncia
da absorcdo nos casos de escassez ou de necessidades aumentadas. Em
condi¢gdes normais um 6timo padréo alimentar contém entre 10 mg e 20 mg de ferro,
dos quais o organismo absorve 5 % a 10 %. Esta absor¢gdo compensa a perda de
ferro do organismo através da descamacao de células, da bile, verminoses,
sangramentos acidentais e sangramento menstrual, em mulheres (BRIGIDE, 2002;
LOPES et al, 1999; FAIRWEATHER-TAIT, 1995b; SILVA, 1994; KOROLKOVAS &
BURCKHALTER, 1988).

Cerca de 90 % do ferro dos alimentos esta na forma de sais de ferro,
denominado ferro ndo-heme. Os outros 10 % do ferro da dieta estdo na forma de
ferro heme proveniente principalmente da hemoglobina e da mioglobina (CARDOSO
& PENTEADO, 1994). Ferro heme e ndo-heme sao absorvidos de forma diferente,
com diferentes niveis de eficiéncia, dependendo da forma quimica, outros
constituintes da dieta e niveis de ferro no organismo (FAIRWEATHER-TAIT, 1995b)

A absorgao de ferro pode ocorrer a partir do estdmago e por toda a totalidade
do intestino delgado, sendo a maior absor¢cao na parte superior deste (PASMORE et
al., 1986). Apesar da absorgdo a nivel gastrico ser pequena, o estdmago libera
acido cloridrico e gastrina, ajudando a liberar o ferro do complexo ferro-proteina e
solubilizando-o ao reduzi-lo da forma férrica para a ferrosa. No intestino, a oxidagao
do ferro é favorecida pela elevacdo do pH, devido a presenca de bicarbonato,
diminuindo a absorgdo. Porém, a presenca de enzimas pancreaticas favorece a
liberacdo do ferro dos complexos ferro-proteina, através da hidrolise das proteinas,
tornando-o disponivel para absor¢do (MARTINI, 2002).

A absorcdo do ferro ndo-heme acontece por transporte transcelular ou
paracelular. O transporte transcelular controla a absor¢cdo de ferro, depende de
energia e representa a via regulada e mediada por carregadores. O transporte
paracelular, através de canais existentes entre as células da mucosa intestinal,
ocorre por difusdo passiva e depende da diferenca de concentragcdo do ferro
existente no lumem intestinal e no plasma. Ocorre em menor intensidade, mas
quando a quantidade de ferro na dieta é alta, quantidades significantes podem ser
absorvidas por esta via, visto que nao ha regulagdo (SAKAMOTO, 2003; YBARRA et
al., 2001; BEARD et al., 1996; FAIRWEATHER-TAIT, 1995b)

O grau de absorgcdo por transporte transcelular do ferro nao-heme é
altamente variavel e depende das reservas de ferro do individuo e de outros
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componentes da dieta (CARDOSO & PENTEADO, 1994). Os sais de ferro sao
quebrados durante a digestdo liberando o ferro ndo-heme, que permite a sua
reducao parcial. Esta redugao é facilitada por fatores enddégenos como o acido
cloridrico, secregdes gastricas e constituintes da dieta. A absor¢do do ferro ocorre
em trés etapas: passagem pela membrana apical do enterécito, transporte pelo
citosol e liberagdo na circulagdo através da membrana basolateral (YBARRA et al.,
2001).

Os constituintes da dieta que interferem na biodisponibilidade do ferro nao-
heme podem ser classificados em estimuladores e inibidores da absor¢ao de ferro.
Entre os fatores estimuladores da dieta estdo as carnes e os acidos orgéanicos como
o citrico, malico, tartarico, latico e, principalmente, o acido ascorbico. O efeito da
carne como estimulador relaciona-se especificamente a proteina muscular. O
mecanismo nao foi completamente esclarecido, mas pode estar relacionado a
liberacdo de cisteina e de peptidios com cisteina durante o processo de digestao,
formando quelatos peptidio-ferro de facil absor¢gdo. O acido ascorbico converte o
ferro férrico em ferroso, tornando-o soluvel no meio alcalino do intestino delgado.
Além disso, no pH acido do estdmago, o acido ascorbico forma um quelato com o
cloreto férrico, que permanece estavel em pH alcalino. A suplementagdo com acido
ascorbico tem sido sugerida para melhorar a biodisponibilidade de ferro da dieta e
aumentar as reservas organicas de ferro em mulheres em idade reprodutiva
(CARDOSO & PENTEADO, 1994).

Entre os inibidores da absorcdo estdo os polifendis, fitatos, fosfatos e
oxalatos. Os polifendis sdo metabdlitos secundarios de origem vegetal, ricos em
grupos hidroxil fendlicos que formam complexos insoluveis com ferro. Polifendis de
alto peso molecular, os taninos, presentes no cha e no café, sdao os maiores
inibidores da absorcao de ferro dos alimentos. O calcio, em pequenas quantidades,
parece aumentar a absorgéo de ferro, mas grandes quantidades inibem a absorgao.
Os fosfatos, ligados ou ndo a proteinas, formam complexos insoluveis com ferro e
sao o0s principais responsaveis pela baixa biodisponibilidade do ferro dos ovos, leite
e derivados. Os fitatos, presentes em muitos cereais, inibem a absorcdo do ferro
nao-heme da dieta através da formacdo de complexo insoluvel de fitato di e tetra-
férrico (CARDOSO & PENTEADO, 1994).

O ferro heme é prontamente absorvido pela mucosa intestinal com
subsequente liberacédo do ferro dentro das células da mucosa (PINEDA et al., 1994)
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e seu nivel de absorgéo é pouco influenciado pelas reservas organicas de ferro ou
por outros constituintes da dieta (CARDOSO & PENTEADO, 1994).

A passagem do ferro através do citosol do enterdcito ocorre com a atuagao
de chaperonas e da enzima mobilferrina, que embora tenha maior afinidade pelo
ferro, também pode se ligar a outros ions divalentes, como calcio, cobre, zinco e
chumbo (YBARRA, 2001). Posteriormente é liberado na forma ferrosa e atravessa a
membrana basolateral, caindo na corrente sanguinea (SAKAMOTO, 2003).

Apos a liberagcdo na circulacdo, o ferro liga-se a transferrina, uma
glicoproteina responsavel pelo transporte de ferro no organismo. O ferro é entéo
levado aos estoques, tais como figado e bacgo, para a medula d6ssea, onde é
incorporado a hemoglobina, assim como para os tecidos que precisam de ferro
(MACPHAIL, 2001). O ferro nado utilizado pelo organismo é armazenado no
parénquima hepatico, como ferritina (MIRANDA, 1999).

Ao fim da vida das células vermelhas, cerca de 120 dias, estas sdo
fagocitadas por células do reticulo endotelial, principalmente no figado e no bago. O
ferro € separado do grupo heme e armazenado sob a forma de ferritina ou
hemosiderina ou liberado na corrente sanguinea, ligando-se a transferrina
(MACPHAIL, 2001).

2.3. Recomendacgoes diarias de ferro

Os estoques de ferro no organismo sao controlados através da absorgéo, que
deve compensar a perda diaria de ferro. Em um homem adulto as perdas de ferro
sdo de aproximadamente 1,0 mg por dia devido a sangramentos, descamacgéo de
células intestinais e epiteliais, perdas na bile e na urina. Em mulheres em periodo
fértil, ha perdas adicionais de 0,5 mg de ferro por dia devido a menstruagéo
(MACPHAIL, 2001).

Considerando a perda diaria para um homem adulto de 1,0 mg de ferro por
dia e que a média de absorcdo de ferro presente em uma dieta é de 10 %, uma
porcao diaria de 10 mg de ferro atendera as necessidades de um homem adulto
(PASSMORE et al., 1986). O consumo recomendado de ferro para os diferentes
grupos de idade é apresentado no Quadro 1.



QUADRO 1: Recomendacgbes diarias de ferro (mg/dia)

Idade Ferro (mg/dia)

Criangas

0-5 meses 6
5-12 meses 10
1-3 anos 10
4-10 anos 10
Mulheres

11-50 anos 15
> 51 anos 10
Gravidez 30
Lactacao 15
Homens

11-18 anos 12
> 19 anos 10

Fonte: NATIONAL RESEARCH COUNCIL (NRC, 1989)

2.4. Deficiéncia de ferro

A deficiéncia de ferro € um estado no qual ha redugao da quantidade total de
ferro e o fornecimento de ferro é insuficiente para atingir as necessidades de
diferentes tecidos, incluindo as necessidades para formagdo de hemoglobina dos
eritrécitos (CARDOSO & PENTEADO, 1994).

A deficiéncia de ferro desenvolve-se no organismo em trés estagios, cada um
mudando gradativamente para o outro, de acordo com a gravidade da deficiéncia.
No primeiro estagio, ha diminuicdo da ferritina, que esta diretamente relacionada
com as reservas de ferro. No segundo estagio, ha um declinio da concentracédo de
ferro sérico, a saturagao da transferrina esta diminuida e aumento da capacidade de
ligacao do ferro, a eritropoiese se torna deficiente, com diminui¢do do aporte de
ferro para orgaos e tecidos. O terceiro estagio se caracteriza pela redugao da
hemoglobina, microcitose e hipocromia, instalando-se a anemia (BARBOSA &
CARDOSO, 2003; HEDLER et al., 2002; SIMOES et al., 1999).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) as anemias
nutricionais sao o estado no qual a concentragao de hemoglobina sanguinea é baixa
em consequéncia da deficiéncia de um ou mais nutrientes. Assim, a anemia

nutricional ocorre devido a incapacidade do tecido eritropoiético em manter os niveis
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de hemoglobina normais. Dentre as anemias nutricionais, a deficiéncia de ferro é
citada como a principal causa, sendo dez vezes mais prevalente que a deficiéncia
de folato (SILVA, 2003).

Considerando a distribuicdo normal dos niveis de hemoglobina em uma
populagdo, a anemia ferropriva é detectada quando os niveis de hemoglobina
individuais estdo abaixo de -2 desvios-padrdao da distribuicdo média de uma
populacdo de referéncia com adequadas condicbes de saude e nutricdo, com
mesma idade, sexo e mesma altitude. Quando a prevaléncia dos niveis de
hemoglobina menores que -2 desvios-padréo ultrapassa 5 %, a anemia ferropriva é
considerada um problema de saude publica. (UNICEF/UNU/WHO/MI, 1998 citados
por SILVA, 2003).

A anemia por deficiéncia de ferro € a mais comum das caréncias nutricionais,
atingindo quase dois bilhdes de pessoas no mundo todo, correspondendo a
aproximadamente 36 % da populagdo mundial (LIMA et al., 2004), sendo que 75 %
dos casos ocorrem nos paises em desenvolvimento (MUSLIMATUM, 2001).

Dados da OMS mostram que as populacdes da Africa e do sul da Asia
apresentam as maiores prevaléncias. Com exce¢ao de adultos do sexo masculino, a
prevaléncia nessas regides esta acima de 40 %. Na América Latina a prevaléncia de
anemia é menor, variando de 13 % entre homens adultos a 30 % entre gestantes
(BUONGERMINO SOUZA et al., 1997).

Considerando que a anemia é o Uultimo estagio da deficiéncia de ferro,
estima-se que pode haver na populagdo pelo menos o mesmo numero de casos de
deficiéncia sem instalagdo do quadro de anemia, ampliando, de forma contundente,
a magnitude dessa doenc¢a em nivel mundial (TUMA et al., 2003).

As criangas, nos primeiros anos de vida, e as gestantes constituem os grupos
mais vulneraveis a anemia. Para esses, a OMS apresenta prevaléncia estimada de
43 % e 51 %, respectivamente. Varios estudos, realizados em diversas regides do
mundo, corroboram esta estimativa (BUONGERMINO SOUZA et al., 1997).

No Brasil, os estudos sobre anemia ndo sdo muitos e a maioria deles refere-
se a grupos populacionais restritos. Os resultados encontrados permitem supor a
existéncia de elevada prevaléncia no Brasil (BUONGERMINO SOUZA et al., 1997).

SOARES et al. (2000), estudando criangas menores de 12 meses, em dois
bairros periféricos de Fortaleza, CE, registraram prevaléncia de 60 %. Foram
registradas prevaléncias de 58 % em Maringa, PR, em criangas de até um ano

10



(UCHIMURA et al., 2003) e de 54 % em Criciuma, SC, para criangcas de seis meses
a trés anos (NEUMAN et al., 2000). Em Caldeiras, RO, foi registrada uma
prevaléncia de 28,8 % para a populagdo, sendo que para criangas até 12 meses de
idade esta prevaléncia era de 74 % (CARDOSO et al., 1992). MONTEIRO et al.
(2000) encontraram 46,9 % de criancas anémicas até 59 meses, no municipio de
Sao Paulo, SP. Neste mesmo estudo, foi observado um aumento de cerca de 25 %
na prevaléncia de anemia durante o periodo de 1984/85 a 1995/96. A faixa etaria
inferior a 24 meses é citada, na maioria das pesquisas, como 0 grupo que apresenta
maiores prevaléncias (UCHIMURA et al., 2003; SOARES et al., 2000; MONTEIRO
et al., 2000; CARDOSO et al., 1992).

No municipio de Vigosa, MG, SILVA (2003), em estudos com lactentes,
verificou uma frequéncia de 57,2 % de anemia ferropriva no primeiro ano de vida,
entre os anémicos, 39,9 % foram considerados de anemia grave. MIRANDA et al.
(2003), estudando criangas de 12 meses a 60 meses, registraram prevaléncia de
63,2 % de anemia e 43,5 % de anemia grave.

Na infancia, a deficiéncia de ferro é originada pela dificuldade em suprir os
requerimentos deste mineral por uma dieta exclusivamente lactea. A predisposi¢cao
ao desenvolvimento da anemia € maior em prematuros devido a seus menores
requerimentos de ferro ao nascer. Esta susceptibilidade também €& maior em
criangas com lactacao artificial (OLIVARES G, WALTER K, 2003), pois tanto o leite
humano quanto o leite de vaca contém cerca de 0,5 mg a 1,0 mg de ferro/L, porém
possuem biodisponibilidades diferentes. A absorg¢ao do ferro do leite humano (cerca
de 50 %) é exclusivamente alta, o que compensa sua baixa concentragao. Por outro
lado, somente cerca de 10 % do ferro do leite bovino é absorvido. Acredita-se que a
baixa biodisponibilidade do ferro do leite bovino esteja relacionada a alta
concentragédo de calcio e fosfoproteinas, juntamente com a baixa concentragdo de
vitamina C, em relagcdo a composicdo quimica do leite humano (CARDOSO &
PENTEADO, 1994).

Em paises tropicais, a perda cronica de sangue por infeccbes parasitarias
pode contribuir para um aumento na incidéncia de casos de deficiéncia de ferro. Em
regides endémicas de malaria ha um aumento de incidéncia de anemia (OLIVARES
G & WALTER K, 2003) durante a doenga aguda e na fase de recuperagédo da
infeccdo, quando parecem atuar mecanismos auto-imunes ainda pouco
esclarecidos. Os parasitas do género Plasmodium instalam-se nos eritrécitos,
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provocando hemolise e utilizando ferro-heme para sua nutricdo (CARDOSO et al,
1992).

As manifestagdes da caréncia de ferro derivam daquelas préprias da anemia
e de outras ndo hematoldgicas causadas por mau funcionamento das enzimas ferro
dependentes (OLIVARES G & WALTER K, 2003). Pode resultar em alteragdes na
capacidade de trabalho fisico, prejuizos no desenvolvimento mental e psicomotor
das criangas, aumento da mortalidade materna e infantil, baixo peso da crianca ao
nascer, parto prematuro e redugdo da resisténcia as infecgbes (OLIVARES G &
WALTER K, 2003; TUMA et al., 2003).

O maior periodo de crescimento cerebral e formagdo de novas conexdes
neurais coincide com o periodo de maior prevaléncia de anemia (BARBOSA &
CARDOSO, 2003), portanto, a deficiéncia ferropriva na infancia produz atraso no
desenvolvimento psicomotor. Estes efeitos persistem até aos dez anos e parecem
nao serem reversiveis em longo prazo, mesmo com tratamento oportuno
(OLIVARES G & WALTER K, 2003).

O tipo predominante de células que contém ferro no cérebro de ratos,
macacos, porcos e no cérebro humano sao os oligodendrdcitos, responsaveis pela
producdo de mielina (BEARD & PINERO, 1998). As anomalias na mielinizagéo
podem explicar alteracbes vistas em funcdes mais complexas como O
comportamento e os déficits cognitivos, principalmente deficiéncia da motricidade e
aprendizado (OLIVARES G & WALTER K, 2003).

Ha evidéncias, em ratos, entre deficiéncia de ferro e reducdo de
neurotransmissores (HORTON & ROSS, 2003). O ferro & cofator de algumas
enzimas envolvidas na sintese de neurotransmissores, incluindo serotonina,
norepinefrina e dopamina (BEARD & PINERO, 1998).

HORTON & ROSS (2003), em calculo ilustrativo feito em dez paises em
desenvolvimento, sugeriram que o valor anual da perda de produtividade fisica
causada por deficiéncia de ferro é de 2,32 ddélares per capita. As perdas totais,
considerando prejuizos no desenvolvimento fisico e cognitivo, sédo de 16,73 ddlares

per capita.
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2.5. Efeitos toxicologicos da ingestao de ferro em excesso

Toxicidade aguda provocada por ferro € uma condi¢gao pouco freqlente, mas
altos conteudos de ferro nos tecidos tem sido associado com condigdes patoldgicas
severas e pode ocorrer devido a ingestdo acidental de ferro medicinal,
administracdo parenteral de ferro, alto conteudo de ferro na dieta, frequentes
transfusbes sanguineas ou aumento da absor¢do caudada por desordens genéticas
(FRAGA & OTEIZA, 2002; HEIMBACK et al., 2000; WARD, 1995).

Os sintomas da toxicidade de ferro incluem letargia, nauseas e vomitos, dores
abdominais, fezes escuras, danos ao figado e problemas na coagulagao dias apds a
ingestado. Efeitos tardios incluem faléncia renal e cirrose hepatica (HEIMBACK et al.,
2000).

Em criangas menores de seis meses de idade a suplementagdo com ferro
pode levar a super dosagem de ferro. Segundo LEONG et al. (2003), ratos recém
nascidos sao incapazes de controlar a absorcdo de ferro em resposta a uma
suplementacdo. Como consequéncia, o ferro se acumula em alguns tecidos,
causando danos oxidativos aos tecidos durante a fase de desenvolvimento.

A toxicidade causada por administracdo durante um longo periodo é mais
comum em adultos do que em criangas. Ocorre geralmente em individuos com
desordens metabdlicas genéticas que afetam o balango de ferro ou submetidos a
exposicoes excessivas. Evidéncias sugerem que individuos normais sejam capazes
controlar a absor¢do de ferro mesmo com altas ingestbes deste mineral e sé
individuos com desordens metabdlicas que aumentam a absorcédo férrea € que
possuem risco de desenvolverem uma overdose de ferro (HEIMBACK et al., 2000).
A hemocromatose hereditaria, um erro congénito do metabolismo de ferro, aumenta
a absor¢do mesmo em niveis adequados de ferro no organismo. Pode levar a
cirrose, diabetes mellitus e disfuncdo enddécrina (WARD, 1995).

Ha estudos indicando a possibilidade de altos niveis de ferro estarem
associados ao risco de infarto do miocardio e cancer (THURNHAM, 1995).

As alteracdes na estrutura em fungao das células causadas por overdose de
ferro tem sido relacionados aos danos mediados por radicais livres nos

componentes celulares. Na forma de ion ferroso (Fe*?), o ferro reduz o oxigénio

molecular (O;) a radical superoxido (O, ):
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Fe +0, - Fe® +0; Equac3o 1

Antioxidantes podem reduzir o ion férrico (Fe™) a ion ferroso (Fe*?):

Fe®+A4.,, - Fe”+ 4 Equacgéo 2

Duas moléculas de superoxido formam oxigénio molecular e peréxido de

hidrogénio, espontaneamente ou por catalise enzimatica:

O, +0; +2H" - O, +H,0, Equacéo 3

O ion ferroso (Fe*) pode -catalisar a decomposi¢cdo de peroxidos,
hidroperoxidos (equacao 4) ou peroxidos organicos (equagao 5), formando radical

hidroxil (OH" ).

H,0,+Fe” - Fe” +OH +OH" Equacao 4

LOOH + Fe*™ - Fe® +LO +OH" Equacéo 5

O radical hidroxil formado (OH" ) pode, subsequentemente, iniciar a oxidagao
de lipidios ou outras moléculas presentes no sistema biolégico (FRAGA & OTEIZA,
2002).

Em situacées de overdose de ferro, este esta presente no plasma e tecidos
em formas anormais. Estudos bioquimicos tém mostrado que estas formas de ferro
podem desenvolver o cancer por iniciar ou promover o crescimento de células
cancerosas (NELSON, 1995).

Antioxidantes podem prevenir a toxicidade provocada pelo ferro por formar
quelatos com o ion ferroso (Fe*?), impedindo a reagdo com oxigénio molecular ou
por formar quelatos com o ferro, mantendo-o na forma férrica (Fe*®), incapaz de
reduzir o oxigénio (FRAGA & OTEIZA, 2002).
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Muitas substancias com a capacidade de formar quelatos com o ferro estao
presentes em sistemas biolégicos. As proteinas que participam do metabolismo de
ferro podem sequestrar o ferro impedindo sua participagao na formacao de radicais
livres. Ferritina, transferrina e diversas enzimas contendo ferro, como a catalase,
mantém o ferro na forma férrica, tornando-o menos reativo a iniciar ou propagar a
formagao de radicais livres. Diversos outros componentes, naturais ou sintéticos,
podem formar quelatos com o ferro e limitar sua participagdo nas reagdes de
formagdo de radicais livres. Por exemplo, vitamina E, uma mistura de varios
tocoferdis e tocotriendis, e vitamina C, acido ascérbico, presentes normalmente na
dieta ou obtidos por suplementagcdo, podem formar quelatos com ferro. Os
flavonodides, compostos polifendlicos sintetizados por plantas, podem reduzir os
efeitos da toxicidade do ferro por formar quelatos ou pela capacidade de capturarem
radicais livres (FRAGA & OTEIZA, 2002).

2.6. Enriquecimento de alimentos com ferro

Durante as ultimas décadas, por diversos fatores, o ser humano vem
modificando seus habitos alimentares. A baixa ingestdo quantitativa de alimentos,
principalmente de origem animal, a ma qualidade da dieta e habitos alimentares
restritos ou errbneos tem gerado quadros de deficiéncia energético-proteica e
minero-vitaminica (SOGLIA, 1996).

A deficiéncia de ferro pode ser prevenida mediante modificacbes da dieta,
fortificacdo de alimentos e suplementagdo com ferro. A forma ideal de prevenir a
caréncia de ferro seria uma dieta adequada, o que nem sempre €& possivel por
limitacbes econdmicas ou habitos culturais enraizados. As modificacbes na dieta
incluem aumentar o consumo de alimentos ricos em substancias que favorecam a
absorcdo de ferro nao-heme, diminuir o consumo de inibidores da absorcao e
aumentar o consumo de ferro heme (OLIVARES G & WALTER K, 2003).

A suplementagao com ferro, pelo uso de medicamentos, tem sido a principal
estratégia usada no controle da anemia ferropriva. A suplementagdo alimentar
requer acompanhamento médico e isto pode dificultar o tratamento em muitas

regides. Além disto, outros fatores contribuem para a ineficacia da suplementagao
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como doses inadequadas e tempo de suplementagao insuficiente (VITERI, citado
por MARTINI, 2002). Os efeitos colaterais como diarréia, constipagao, desconforto
gastrico, cdlicas, pirose e nausea ocorrem em 15 % a 20 % dos pacientes em
tratamento diario com ferro oral e contribuem para o abandono do tratamento, além
da longa duragéo do mesmo (SOUZA & FILHO, 2003; LOPES et al, 1999).

A suplementacdo medicamentosa, apesar de eficiente do ponto de vista de
recuperacao das condigdes hematoldgicas, apresenta entraves operacionais, como
a baixa aderéncia da populacdo e o nao oferecimento do farmaco diariamente
(TORRES et al., 1994).

A fortificacdo de alimentos com ferro € a forma mais pratica de prevenir a
caréncia de ferro a baixo custo e longo prazo em grupos de populagédo. Sua principal
vantagem é que o consumo destes produtos nao requer participagdo ativa do
sujeito, como mudangas nos habitos de consumo (BOVELL-BENJAMIN &
GUINARD, 2003; OLIVARES G & WALTER K, 2003). A fortificagdo ndo substitui
necessariamente a suplementacdo com ferro nem as orientacbes sobre
modificagdes da dieta, mas, se efetiva em longo prazo, pode aumentar as reservas
de ferro de uma populacdo. A suplementacao deve ser recomendada quando ha
necessidade de uma grande quantidade de ferro em um curto periodo de tempo,
como na gravidez, por exemplo. (OLIVARES G & WALTER K, 2003; CARDOSO &
PENTEADO, 1994).

A legislacdo brasileira considera alimento fortificado, enriquecido ou
simplesmente adicionado de nutrientes todo alimento ao qual for adicionado um ou
mais nutrientes essenciais contidos naturalmente ou n&o no alimento, com o
objetivo de reforgar o seu valor nutritivo € ou prevenir ou corrigir deficiéncias
demonstradas em um ou mais nutrientes, na alimentagdo da populacdo ou em
grupos especificos da mesma. A legislacdo alerta que o nutriente deve estar
presente em concentragcées que nao impliquem ingestao excessiva ou insignificante
do nutriente adicionado, considerando as quantidades derivadas de outros
alimentos da dieta e as necessidades do consumidor a que se destina (BRASIL,
1998).

Para alimentos enriquecidos ou fortificados € permitido o enriquecimento ou
fortificacdo desde que 100 mL ou 100 g do produto, pronto para consumo, fornegcam
no minimo 15 % da IDR de referéncia, no caso de liquidos, e 30 % da IDR de
referéncia, no caso de sélidos (BRASIL, 1998).
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A partir de junho de 2004, tornou-se obrigatério, pela Resolugdo - RDC n°
344, de 13 de dezembro de 2002, a fortificagdo das farinhas de trigo e milho pré-
embaladas na auséncia do cliente prontas para oferta ao consumidor e as
destinadas ao uso industrial com, no minimo, 4,2 miligramas de ferro e 150
microgramas de acido félico por 100 gramas de farinha. As farinhas utilizadas como
ingredientes em produtos alimenticios onde comprovadamente o ferro ou o acido
félico causem interferéncia poderdo ser isentas de ferro ou acido folico. A escolha
dos compostos de ferro para a fortificacdo é de responsabilidade das industrias, que
devem garantir a estabilidade do produto dentro do prazo de validade do mesmo e
assegurar que os compostos de ferro sejam biodisponiveis (BRASIL, 2002).

O alcance da fortificagado de alimentos com ferro é extremamente grande e,
para sua efetividade, alguns fatores devem ser considerados (NAME & GUERRA,
2002):

° O consumo médio diario do alimento pelo grupo em questao;
° A quantidade do nutriente presente na fragado consumida;
° A biodisponibilidade do composto de ferro adicionado.

A disponibilidade do ferro usados em suplementos ou compostos para
enriquecer alimentos varia de acordo com a composi¢cao quimica (MAHAN & ARLIN,
1998).

Varias experiéncias tém demonstrado que o enriquecimento ou fortificagao de
alimentos, consumidos em larga escala pela populagdo, tem sido a forma mais
eficiente no combate a esta inadequagao nutricional, a um custo compensatorio
(SOGLIA, 1996).

No Chile, por lei, a farinha de trigo é fortificada com 30 mg/kg, desde a
década de 1950 e a partir da década de 1980 o Programa Nacional de Alimentacion
Complementaria (PNAC) passou a distribuir leite enriquecido com ferro. Em um
estudo realizado com pré-escolares em Pintana, Chile, DIAZ A et al. (2002)
verificaram que 68,8 % das criangas consomem leite enriquecido com ferro
distribuido pelo PNAC e 97,9 % consomem pao diariamente, sendo o consumo
médio de 1,1 paes por dia. Dentre estas criangas, 1 % apresentaram anemia, 1 %
eritropoiese deficiente e 5 % apresentaram depdsitos de ferro depletados. Em 1975,
a prevaléncia de anemia no Chile era de 18,8 % (DIAZ A, 2002).

MARCHI et al. (2003) verificaram o efeito da intervencao de arroz fortificado
com ferro em 64 criangas pré-escolares em creches assistenciais em Sao Paulo,
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SP. Durante trés meses foi oferecido as criangcas arroz fortificado com ferro
aminoacido quelato na quantidade de 2,1 mg de ferro por 100 g de arroz cozido. A
propor¢ao de anémicos declinou de 40,6 % para 25 %.

Em Londrina, Parana, MIGLIORANZA et al. (2003) forneceram a 467
criancas, de 7 anos a 14 anos, uma bebida a base de soro de leite contendo 15 %
de polpa de morango congelada, fortificada com ferro aminoacido quelato, vitaminas
A e D. Cada 100 mL da bebida continha 12 mg de ferro. Inicialmente, a prevaléncia
de anemia era de 41,9 %. ApOs seis meses, decresceu para 26,4 % e ao final de um
ano, para 9,6 %. O incremento médio de hemoglobina, apés um ano de
oferecimento da bebida enriquecida, foi de 2,2 g/dL para aqueles que
apresentavam, inicialmente, niveis de hemoglobina inferiores a 11 g/dL; 1,32 g/dL
para aquelas com niveis de hemoglobina entre 11 g/dL e 12 g/dL e 0,35 g/dL para
aqueles com niveis de hemoglobina superiores a 12 g/dL.

Para sucesso da fortificacdo € importante, além da biodisponibilidade da
forma de ferro utilizada e do veiculo de fortificagdo, a avaliacdo sensorial. A
fortificagcdo com ferro pode causar problemas com oxidacao de lipidios, estabilidade
e aceitacdo de consumo. Ocorrem, também, reagdes entre ferro e componentes
naturais presentes em alimentos como antocianinas, taninos e flavondides. Formas
biodisponiveis de ferro podem catalisar a oxidacao de lipidios, causando rancidez e
alteragdes no sabor. Sais de ferro podem se oxidar formando 6xidos coloridos ou
reagirem com compostos sulfurados ou taninos, formando complexos azul-escuro
(BOVELL-BENJAMIN & GUINARD, 2003).

2.7. O leite

O leite bovino é uma secregdao branca, ligeiramente amarelada, de odor
suave e gosto adocicado (BEHMER, 1995). A cor branca do leite € resultante da
disperséo da luz refletida pelos glébulos de gordura e pelas particulas coloidais de
caseina e de fosfato de calcio. A cor amarelada é devido ao pigmento lipossoluvel
carotendide (SILVA et al., 1997).

Constitui-se de um sistema polidisperso, com pH entre 6,5 e 6,7. Neste

sistema, a gordura encontra-se em emulsdo, as proteinas se encontram de forma
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bem dispersa e formando um coléide em forma de micelas e a lactose, principal
carboidrato do leite, se encontra em solugdo (SCHLIMME & BUCHHEIM, 2002).

A composicao do leite bovino varia com a racga, idade, estagio da lactagao,
alimentagdo, manejo e condigdes sanitarias do animal (SCHLIMME & BUCHHEIM,
2002). A composigao percentual média do leite de diferentes ragas, segundo SILVA
et al. (1997), esta descrita na Quadro 2.

QUADRO 2: Composigao centesimal média do leite bovino.

Constituintes Teor (% em peso) Variacéo (% em
peso)
Agua 87,30 85,5-88,7
Extrato seco desengordurado 8,80 7,9-10,0
Gordura 3,90 2,4-5,5
Lactose (carboidratos) 4,60 3,8-5,3
Proteinas 3,25 2,3-4,4
Sais minerais (cinzas) 0,65 0,53-0,80

Fonte: SILVA et al, 1997.

A lactose, formada por glicose e galactose, é o principal carboidrato do leite,
sendo responsavel pelo sabor levemente adocicado (MACHADO et al., 2002). Pode
sofrer reagdes de escurecimento, como a reagcao de Maillard e de caramelizagao,
durante tratamentos térmicos, com diminuigdo do valor nutricional (SILVA et al.,
1997). A reagdo de Maillard envolve um grupo aldeido (agucar redutor) e grupos
amina de aminoacidos, peptideos e proteinas, formando, inicialmente, glicosilamina
e, apods varias etapas, um pigmento escuro denominado malanoidina. A reacao de
caramelizagcdo envolve a degradagdo do agucar na auséncia de aminoacidos ou
proteinas que, em temperaturas elevadas, sédo pirolisados para diversos produtos de
degradacéo de alto peso molecular, denominados caramelo (ARAUJO, 1999).

No leite bovino, a gordura esta quase que totalmente esterificada ao glicerol,
na forma de triglicerideos. Representa a principal fonte de energia para os
mamiferos recém-nascidos e carregam compostos essenciais como acidos graxos
essenciais e vitaminas lipossoluveis (SCHLIMME & BUCHHEIM, 2002). Os acidos
graxos mais comuns sao butirico, caprdéico, caprilico, laurico, miristico, palmitico,
estearico, oléico e diidroxiestearico (MACHADO et al., 2002).

O leite bovino contém varios compostos nitrogenados, dos quais 95 %

ocorrem como proteinas e 5 % como nitrogénio nao protéico (SILVA et al., 1997). As
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proteinas do leite sdo a caseina, que se encontra na forma coloidal e representa 78
% do total da proteinas, as albuminas e globulinas, que se encontram em solugéo e
sdo denominadas de proteinas do soro (MACHADO et al., 2002).

O leite contém teores elevados de calcio, fosforo, potassio, sédio e magnésio
e baixos teores de ferro, aluminio, bromo, zinco e manganés (SILVA, et al., 1997).

O conteudo médio de ferro no leite bovino é de, aproximadamente, 0,5 mg
por litro (SOGLIA, 1996). No leite integral, 14 % do ferro esta associado a
membrana dos globulos de gordura 24 % ligado a caseina, 29 % as proteinas do
soro e 32 % associado a moléculas nao protéicas, de baixo peso molecular, como
acido citrico e fosfato inorganico (GAUCHERON, 2000).

2.8. Adigao de ferro em leite

O leite € uma fonte de proteinas, calcio e vitaminas A e D, porém pobre em
ferro.

Uma limitacdo do enriquecimento de leite com ferro é a oxidagdo de gordura
catalisada por este metal, que acarreta em desenvolvimento de sabor indesejado e
provoca uma diminui¢gao da vida de prateleira do produto (SOGLIA, 1996).

As modificagdes oxidativas na gordura lactea s&o provocadas, na maioria das
vezes, pela oxidagcdo de acidos graxos insaturados, livres ou esterificados, em
contato com o oxigénio. Temperaturas elevadas, luz e alguns elementos, como o
ferro, atuam cataliticamente nas reagdes de oxidacdo de lipidios (SCHLIMME &
BUCHHEIM, 2002).

A oxidagao da-se por meio da perda de um elétron do acido graxo insaturado,

formando um radical livre, R, (Equagéo 6), que reage um o oxigénio (O) formando

um radical peroxil, ROO’, (Equacao 7). Este radical remove hidrogénio de outro

acido graxo (Equacdo 8), produzindo peroxido (ROOH) e outro radical livre
(ARAUJO, 1999).

RH - R +H’ Equacao 6

R +0, - ROO’ Equacao 7
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ROO" +RH - ROOH + R’ Equacao 8

A degradagdo dos peroxidos da origem a alcoois, cetonas, ésteres e
hidrocarbonetos, principais produtos da oxidagao lipidica e responsaveis pelo sabor
caracteristico do alimento oxidado (MIRANDA, 1999).

A oxidacgao lipidica pode causar perda de qualidade nutricional, pela oxidacéo
das vitaminas lipossoluveis e provocar diarréia e diminuicdo da absorg¢ao devido a
irritagdo na mucosa, causada por alguns peroxidos (MIRANDA, 1999).

Uma outra limitacdo do enriquecimento de leite com ferro € a influéncia
negativa do consumo de leite sobre a concentragdo de hemoglobina, demonstrada
por LEVY-COSTA & MONTEIRO (2004). Segundo os autores, esta influéncia
negativa se deve a dois mecanismos: o diluidor e o inibidor. O mecanismo diluidor
refere-se a baixa concentracéo de ferro no leite, diminuindo o teor de ferro ingerido
por calorias da dieta, entretanto, o enriquecimento do leite com este mineral
minimiza este mecanismo. O mecanismo inibidor esta relacionado a presencga de
elementos inibidores da absorcdo de ferro no leite, como o calcio, caseina e
proteinas do soro.

Embora ainda ndo se saiba com precisdo os mecanismos envolvidos na
interacdo negativa entre calcio e ferro ha indicagdes que o calcio inibe a absorgao
de ferro quando ambos sdo ingeridos numa mesma refeicdo, sendo este efeito
observado tanto para o ferro ndo-heme quanto para o ferro heme. A maioria dos
autores sugere que esta inibigdo ocorra em nivel celular, com alteragdo na absorgao
do ferro ndo-heme no nivel de borda em escova. Entretanto, o fato de ter sido
observada redugdo na absor¢cado de ferro heme sugere que a interagdo também
ocorra em algum estagio apds a absorgao pela borda em escova, como inibi¢do na
saida do enterdcito ou competigdo pela mobilferrina (YBARRA, 2001).

O efeito antagbnico observado entre calcio e ferro em experimentos pontuais
e em curto prazo nao foram observados em experimentos em longo prazo. Uma das
hipéteses levantadas para explicar esta diferenga seria uma resposta adaptativa nas
células intestinais, utilizando com maior eficiéncia o ferro dietético em resposta a

diminuic&o do suprimento de ferro no plasma (YBARRA, 2001).
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Apesar das evidéncias com relagao a interagao negativa entre ferro e calcio,
o leite e seus derivados tem sido fortificados por serem produtos de facil
administracao e bem aceitos por criangas, faixa da populacdo mais acometida pela
deficiéncia de ferro (YBARRA, 2001).

Varios estudos tém demonstrado efetivo aumento no teor de ferro em
criangas com o consumo de leite adicionado de ferro. Em Santiago, Chile, RIOS L.
et al. (1999), compararam duas formas de administrar ferro: ferro adicionado ao leite
e como suplemento alimentar na forma de sulfato ferroso liquido. Cento e trinta
criangas foram divididas em dois grupos:

* Um grupo (grupo A) recebeu leite em pd fortificado com ferro e
vitamina C. Uma vez preparado, cada litro continha 15 mg de ferro e
100 mg de vitamina C. Cada crianga recebeu 150 mL de leite por quilo
por dia, dos 3 meses aos 12 meses, 0 que corresponde a 2,5 mg de
ferro por quilograma por dia;

* O outro grupo (grupo B), recebeu leite sem vitaminas e sulfato ferroso
medicamental em uma ou duas doses diarias, equivalente a 2,5 mg de
ferro por quilograma por dia, dos 3 meses aos 12 meses.

O nivel de hemoglobina e saturacdo de transferrina nao apresentaram
diferenga significativa aos 3 meses, porém aos 6 meses, 9 meses e 12 meses se
observou uma diferenca significativa em favor do grupo A. O resultado demonstra
que a fortificagdo de alimentos é eficiente no combate a anemia e que o uso de
suplemento medicamentoso pode ser prejudicado pelo fato das maes esquecerem
de administrar o farmaco. Neste experimento, este fato foi constatado pelas
enfermeiras em visitas domiciliares e se acentuavam com o passar do tempo (RIOS
L. et al, 1999).

OSMAN & AL-OTHAIMEEN (2002) também verificaram a eficacia da fortifica-
¢ao de leite na reducédo da anemia. Foram oferecidos a 131 criangas (79 meninos e
52 meninas), com idades entre 6 anos e 14 anos, na cidade de Riyadh, Arabia Sau-
dita, leite UHT contendo 6 mg de ferro por litro, na forma de ferro aminoacido quela-
to. A prevaléncia da anemia diminui de 25,3 % para 5 % entre os meninos e de 23
% para 9,6 % entre as meninas.

Em S&o Paulo, CINTRA et al. (2002) avaliaram o impacto da suplementacao

de leite fluido com ferro aminoacido quelato. O estudo foi realizado em quatro
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escolas publicas, nas quais duas foram suplementadas com 200 mL de leite
contendo 3 mg de ferro aminoacido quelato por dia. No grupo suplementado o nivel
de hemoglobina subiu de 12,02 g/dL + 1,44 g/dL para 13,05 g/dL £ 1,29 g/dL e a
percentagem de anemia diminuiu de 30,2 % para 5 %.

Em Angatuba, SP, TORRES et al. (1996) avaliaram o impacto da
suplementacao de leite in natura com ferro aminoacido quelato, durante 12 meses,
em 269 criangas com idade entre 6 meses e 42 meses. A cada beneficiario foi
distribuido diariamente um litro de leite in natura com 3 mg de ferro aminoacido
quelato. Antes da intervencdo, a anemia estava presente em 62,3 % das criangas.
Apos seis meses de suplementagao, este percentual se reduziu a 41,8 % e, ao final
de um ano, para 26,4 %. O incremento bmédio de hemoglobina foi de 0,9 g/dL para
menores de um ano, 1,5 g/dL na faixa de 12 meses a 23 meses, 1,0 g/dL dos 24
aos 35 meses e de 0,3 g/dL para os maiores de 36 meses. Encontrou-se melhores
evolugcdes hematoldgicas em criangas que ingeriam quantidades superiores a 750
mL por dia de leite fortificado, pertencentes a familias que n&o dividiam o
suplemento recebido com outros membros.

TORRES et al. (1995) verificaram o efeito do uso de leite em po fortificado
com ferro e vitamina C em 335 criangas com idades entre seis e 23 meses em 13
creches de trés municipios da Grande Sao Paulo e criangas captadas por demanda
espontanea das Unidades Basicas de Saude (UBS), do municipio de Ibiuna, SP. As
criangas passaram a receber leite em pé fortificado com 9 mg de ferro e 65 mg de
vitamina C por 100 g de leite em pd (apds reconstituicdo, cada mamadeira de 250
mL oferecia 3mg de ferro e 13,6 mg de vitamina C). Antes da intervencgéo, 66,4 %
das criangas nas creches e 72,8 % das criancas nas UBS apresentavam anémicas
(hemoglobina inferior a 11,0 g/dL). Ao final de seis meses, nas creches 20,6 % das
criancas permaneciam anémicas e nas USB 18,0 %. Nas creches, o incremento
médio de hemoglobina foi de 1,9 g/dL em criangas com anemia e de 0,4 g/dL nas
sem anemia. Nas UBS, o incremento foi de 1,4 g/dL para criangas anémicas e de
0,4 g/dL para ndo anémicas. TORRES et al. (1995) ressaltaram que, além de
promover o aumento nos niveis de hemoglobina, a distribuicdo mensal de um tipo
de suplemento alimentar pode ser usada como estratégia para atrair a populagao
mais carente as UBS e com isso melhorar a aten¢do a saude da crianga. No estudo
em questdo, ao final de seis meses, somente 54 % das maes desistiram do
suplemento.
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2.9. Compostos de ferro

Para a fortificagdo de leite e produtos de laticinios, segundo GAUCHERON
(2000), trés categorias de compostos de ferro tem sido utilizados (Quadro 3):

« Sais de ferro em dois estados de oxidagdo (Fe*? e Fe™). Estes sais sdo
soluveis em agua, entretanto, interagem com compostos do leite,
alterando as propriedades sensoriais. Neste grupo também se
encontram agentes complexantes que se ligam ao ferro, diminuindo as
alteracdes provocadas nos alimentos.

* Ferro elementar ou Fe® obtido pela redugdo com H, ou CO, por
eletrdlise ou por formacdo de carbonil. Estes compostos sao
quimicamente inertes, de varios tamanhos, pouco soluveis ou
insoluveis em agua. Tem a desvantagem de sO serem adicionados a
alimentos sélidos desidratados por ndo serem soluveis em liquidos
neutros.

* Ferro complexado com proteinas ou fosfolipidios. Os sitios de ligagcao
com o ferro sido principalmente aminoacidos como fosfoserina,
glutamato e aspartato. Geralmente ndo reagem com componentes dos
alimentos.

O sulfato ferroso é a substancia mais utilizada para tratamento da anemia
devido ao baixo custo e elevada biodisponibilidade. Apresenta cor esverdeada,
sabor metalico e odor irritante. Em doses elevadas pode causar problemas de
intoxicagcao (SAKAMOTO, 2003).

Os compostos quelatos de ferro, como o ferro aminoacido quelato (biglicinato
de ferro), NaFeEDTA, ferro maltose e ferroprotinato, apresentam a mesma
biodisponibilidade do sulfato ferroso, porém menores alteragdes no alimento. Os
quelatos devem se ligar ao ferro de forma a permitir sua transferéncia para outros
ligantes presentes na membrana ou citosol do enterdcito, porém, devem evitar a
liberagdo do ferro em sitios onde este possa agir formando radicais livres
(SAKAMOTO, 2003) e a solubilidade destes quelato deve ser alta nas proximidades
dos sitios de absor¢cédo (CLAUD & FREITAS, 1994).

O ferro aminoacido quelato € um composto de ferro ligado a duas moléculas

de glicina, resultando em um duplo anel heterociclico. O grupo a-carboxilico da
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glicina é ligado ao ferro por uma ligagédo ibnica, enquanto que o grupo a-amino é

ligado ao metal por uma ligagao covalente (OLIVARES et al., 1997).

QUADRO 3: Alguns compostos de ferro utilizados na fortificagdo de produtos

lacteos.

Sais ferrosos

Sais férricos Ferro elementar

Ferro ligado a proteinas

Sulfato

Cloreto
Gluconato
Amobnio sulfato
Fumarato
Carbonato
Lactato
Sacarato

Sulfato Ferro carbonil
Cloreto Ferro eletrolitico
Citrato

EDTA

Ortofosfato

Pirofosfato
Nitriloacetato
Lactobionato
Amonio citrato
Amébnio sulfato
Colina citrato
Glicerofosfato
Glicinato
Frutose
Citrato fosfato
Gliconato
Polifosfato

Fonte: GAUCHERON (2000)

Lactoferrina
Ferro-proteina do soro
Ferro-caseinato
Ferro-proteina succinilato
Ferro-fosfopeptideo
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3. MATERIAIS E METODOS

O preparo das amostras, as analises fisico-quimicas dos produtos e o teste
de biodisponibilidade in vitro foram conduzidos no Laboratério de Analise de
Alimentos e no Laboratorio de Pesquisa de Leite e Derivados no Departamento de

Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa - Minas Gerais.

3.1. Preparo das amostras

Duas fontes de ferro foram adicionadas ao leite: ferro aminoacido quelato
(Albion Laboratories, Inc. Clearfield-Utah-USA) e sulfato ferroso heptahidratado,
FeS0,4.7H,0, (Vetec Com. & Repr. Rio de Janeiro-BR), ambos contendo 20 % de
ferro. Para facilitar os processos de pesagem e mistura, foi preparada uma pré-
mistura da fonte de ferro em leite em pd, na proporcdo de uma parte da fonte de
ferro para 20 partes de pré-mistura. Assim, cada grama de pré-mistura elaborada
contém 0,01 g de ferro.

As duas fontes de ferro foram adicionadas ao leite antes e apds a secagem.
O leite em pé sem adicao de ferro foi tomado como referéncia, totalizando cinco
tratamentos. Todos os tratamentos foram preparados em trés repeti¢des.

Para os tratamentos nos quais o ferro foi adicionado apés a secagem (Figura
2), foi adicionado ao leite em p6 comercial 12 mg de ferro para 100 g de amostra, de
forma que, apds reconstituicdo, na proporgao de 26 g (duas colheres de sopa) de

leite em p6 para 200 mL de agua (1 copo), cada 100 mL do produto pronto para
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consumo fornega 1,5 mg de ferro, equivalente a 15 % da IDR de referéncia para
criangas. Desta forma, de acordo com a Portaria n° 31 de 13 de janeiro de 1998, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, o produto pode ser considerado
enriquecido ou fortificado (BRASIL, 1998).

Leite em pd

i

Fonte de ferro

i

Mistura

FIGURA 2: Fluxograma para os tratamentos nos quais a fonte de ferro foi

adicionada apds a secagem do leite.

Para os tratamentos nos quais o ferro foi adicionado antes da secagem
(Figura 3), foi adicionado ao leite tipo C ja pasteurizado, proveniente do Laticinio—
Escola da FUNARBE/UFV, 1,5 mg de ferro para 100 mL de leite. As amostras foram
concentradas até reducao de 50 % do volume e desidratadas em Spray-dryer (Mini
spray-dryer, Buchi Switzerland, B-191), com temperatura de entrada do ar em torno
de 180 °C £ 1 °C e temperatura de saida em torno de a 80 °C £ 1 °C.

Todas as amostras foram armazenadas em recipientes de plastico

(polipropileno) revestido com papel aluminio e mantidas ao abrigo da luz.
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Leite Tipo C
Pasteurizado

i

Fonte de ferro

i

Concentragao

i

Desidratacao

FIGURA 3: Fluxograma para os tratamentos nos quais a fonte de ferro foi
adicionada antes da secagem do leite.

A Tabela 1 mostra um resumo dos tratamentos aplicados, com as fontes de

ferro e a forma de secagem para cada tratamento.

Tabela 1: Resumo dos tratamentos aplicados

Tratamentos Fonte de ferro Forma de secagem

A (Controle)

B FeSO, Apés a adigéo da fonte de ferro
C FeSO, Antes da adi¢ao da fonte de ferro
D Ferro aminoacido quelato Apos a adicao da fonte de ferro
E Ferro aminoacido quelato  Antes da adicao da fonte de ferro
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3.2. Analises fisico-quimicas

Foram realizadas as seguintes analises:

3.2.1. Prova de reconstituicao

A reconstituicdo do produto foi feita diluindo 1 g do leite em p6 em 7 g de
agua conforme descrito nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985).

3.2.2. Acidez em acido latico

A acidez titulavel do leite em pd, expressa em acido latico, foi determinada
conforme descrito nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985), titulando-se 1 g de amostra diluida em 7 g de agua com uma
solucao de hidroxido de sodio 0,1 N, utilizando fenolftaleina como indicador.

3.2.3. Umidade

O teor de umidade foi determinado através de secagem em estufa a 95 °C
até peso constante, conforme descrito nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

3.2.4. Teor de lipidios

O teor de lipidios foi analisado com o uso do butirdbmetro de Teichert,
conforme descrito por SILVA et al. (1997). O método baseia-se na separagao e
quantificacdo da gordura por meio do tratamento de 2,5 g de amostra, apos
completa dissolugdo em 10 mL de agua, com 10 mL de acido sulfurico e 1 mL de
alcool isoamilico. O acido dissolve as proteinas que envolvem os globulos de
gordura, liberando-a. A liberagdo de calor funde a gordura o que favorece sua
separagao pelo extrator (alcool isoamilico). A leitura é feita diretamente na escala

graduada do butirdbmetro apds centrifugacao e imersao em banho-maria.
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3.2.5. Teor de proteinas

A determinacdo do teor de proteinas foi baseada na determinagdo de
nitrogénio total, empregando-se o método de Kjeldahl (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
1985). Para conversao dos teores de nitrogénio total para percentual de proteinas,
utilizou-se o fator 6,38, considerando-se a caseina como proteina predominante e o
teor de nitrogénio na caseina de 15,68 % (GOMES et al., 2003).

3.2.6. Teor de lactose

A determinacdo do teor de lactose foi realizada utilizando-se cloramina T,
conforme descrito por GOMES et al. (2003). Este método tem como principio a oxi-
dacao de acucares redutores por hipoiodito liberado durante a reagao de cloramina
T e iodeto de potassio.

Trés gramas de leite em po6 foram reconstituidos, utilizando-se 21 g de agua
destilada e transferido para um baldo de 50 mL. Adicionou-se 5 mL de sulfato de
zinco a 15 % e 5 mL de NaOH 0,75 N e completou-se o volume do baldo com agua
destilada. Deixou-se em repouso por 10 minutos e filtrou-se. Transferiu-se 5 mL do
filtrado para um erlenmeyer, adicionou-se 20 mL de agua destilada, 20 mL de iodeto
de potassio a 10 % e 50 mL de solugao de cloramina T 0,7 %. Deixou-se em repou-
so por 90 minutos. Adicionou-se 10 mL de acido cloridrico 2 N e titulou-se com tios-
sulfato de sédio 0,1 N, utilizando solugao de amido a 1 % como indicador. Foi reali-

zada a titulagdo de um branco utilizando-se somente agua destilada.
3.2.7. Teor de Cinzas (Residuo mineral fixo)
O teor de cinzas foi determinado por incineracdo em mufla a 550 °C,

conforme descrito nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985).
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3.2.8. Sedimentos

Baseia-se na determinacdo da quantidade de sedimentos retidos num papel
de filtro. O total de sedimentos foi determinado por reconstituigdo e filtragem confor-
me descrito por SILVA et al. (1997). O leite em po6 foi reconstituido na proporgéao de
1 g de leite em pé para 7 g de agua, filtrado e o material retido no filtro foi pesado

apos secagem em estufa a 95 °C.

3.2.9. Teor de ferro

As concentracbes de ferro no leite em pd foram determinadas apos
mineralizagao de 1 g de amostra por via umida, utilizando-se mistura digestora nitro-
perclorica na proporcdo de 3:1. Aqueceu-se em chapa, até fervura branda,
mantendo-se esta condi¢cdo até a formacdo de uma solugdo limpida. As amostras
foram transferidas para baldées de 100 mL, o volume foi completado com agua
destilada e as amostras foram armazenadas em recipientes de plastico com tampa
rosqueavel.

O teor de ferro foi determinado por leitura colorimétrica no comprimento de
onda de 510 nm do complexo colorido formado por complexagdo do ion Fe* com
ortofenantrolina, conforme descrito por GOMES et al. (2003). Retirou-se uma
aliquota de 2 mL das amostras mineralizadas e adicionou-se 2 mL de tamp&o acido
acético/acetato de aménio, 2 mL de cloreto de hidroxialamina a 10 % e 1 mL de
solucdo 0,5 % de ortofenantrolina. Deixou-se em repouso por 20 minutos e
procedeu-se a leitura no comprimento de onda de 510 nm em espectrofotdmetro
SHIMADZU, modelo UV mini 1240. A determinagao de ferro foi realizada utilizando

uma curva padrao previamente estabelecida.

3.2.10. Efeito na oxidagao de gordura

A analise dos produtos secundarios de oxidagao de gordura foi realizada pelo
indice de TBA (&cido tiobarbiturico), conforme descrito nas Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). O teste € baseado na
reacdo entre malonaldeido, produzido durante a oxidagdo de acidos graxos
insaturados e acido tiobarbiturico, que formam um pigmento réseo avermelhado,
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mensuravel por espectrofotometria no comprimento de onda de 530 nm, e os
resultados expressos em absorbancia.

As amostras foram dissolvidas em cloroférmio, na propor¢cao de 5 g para 100
mL. Foram retirados 5 mL desta solu¢do e colocados em um tubo de centrifuga com
5 mL de acido tricloroacético a 10 %. A mistura foi centrifugada (International
Centrifuge, modelo K, International equipament Co.) a 5000 x g por vinte minutos.
Foram retirados 3 mL do sobrenadante, adicionado 1,25 mL de acido tiobarbiturico
0,75 % e colocado em agua fervente por 10 minutos. Resfriou-se e entdo se
procedeu a leitura no comprimento de onda de 530 nm em espectrofotdmetro

SHIMADZU, modelo UV mini 1240, usando-se agua destilada como referéncia.

3.3. Biodisponibilidade in vitro

A biodisponibilidade in vitro do ferro no leite em pé foi estimada pelo método
descrito por RAO & PRABHAVATHI (1978). As amostras foram incubadas a 37 °C
por 90 minutos em uma solugédo de pepsina-HCI (0,5 % de pepsina em HCI 0,1 N),
pH 1,35. Apds a incubacédo, o pH foi ajustado para 7,5 com NaOH e as amostras
foram centrifugadas (International Centrifuge, modelo K, International equipament
Co.) a 5000 x g por 30 minutos. As amostras foram filtradas. O teor de ferro ionizado
do filtrado foi determinado por reacéo colorimétrica com ortofenantrolina conforme
descrito por GOMES et al. (2003).

A percentagem de ferro ionizavel a pH 7,5, ou ferro biodisponivel, foi
calculado em relacdo aos teores de ferro determinados experimentalmente para as
amostras.

Apods determinada a biodisponibilidade in vitro, a biodisponibilidade in vivo foi
deduzida a partir da equagédo de RAO & PRABHAVATHI (1978), equacgao 9.

V =0,4717T +0,4501 Equacao 9

Na qual: V = Biodisponibilidade in vivo;

T = Biodisponibilidade in vitro.
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3.4. Analises estatisticas

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualisado, com
trés repeticbes por tratamento. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia, com tste F. O teste T foi realizado para as amostras que obtiveram

significancia no teste F ao nivel 1 %.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Preparo das amostras

Durante a preparacao das amostras que foram secas apods a adigao da fonte
de ferro, o sulfato ferroso apresentou, em analise visual, melhor solubilidade que o
ferro aminoacido quelato. A solubilizagdo completa dos compostos ocorreu apoés
aquecimento, durante a etapa de concentragdo, e o sulfato ferroso dissolveu
primeiramente que o ferro aminoacido quelato. A solubilizacdo pode ser observada
pelo desaparecimento de pontos coloridos, uma vez que ambos compostos
apresentam cores caracteristicas (sulfato ferroso apresenta coloracdo azul
esverdeada e o ferro aminoacido quelato apresenta coloracdo vermelho
amarronzada).

Para as amostras nas quais os compostos de ferro foram adicionados apos a
secagem, procedeu-se a mistura até completa homogeneizagcdo, ndo sendo
observada, visualmente, diferencas entre as duas fontes de ferro.

A adicao da fonte de ferro, tanto antes quanto apds a secagem, mostrou-se
simples e de facil execugao, possiveis de serem instalados na industria de leite em
po. Para adicdo do composto de ferro apds a secagem, € necessario acrescentar

uma etapa de mistura apds a secagem.
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4.2. Analises fisico-quimicas

4.2.1. Prova de reconstituicao

Para todos os tratamentos, observou-se que o leite manteve-se estavel,
durante quatro horas, sem precipitagées. Considerando que o consumo do leite é
feito logo apds a reconstituicéo, este tempo de estabilidade garante um produto de
qualidade para o consumidor.

Observou-se que os tratamentos nos quais o ferro foi adicionado ao leite
apds a secagem apresentaram uma melhor dissolugdo. Para os tratamentos nos
quais a adigao de ferro foi feita antes da secagem do leite ndo ocorreram dissolugao
completa das amostras a temperatura ambiente, sendo necessario aquecimento.
Assim, todas as amostras foram aquecidas em chapa até 55°C.

Esta diferenga na dissolugdo das amostras se deve ao fato do leite em pé
obtido comercialmente sofrer um processo de instantaneizagéo.

O processo de instantaneizagao consiste num processo de aglomeragao das
particulas logo apds a saida do secador, com o objetivo de serem dissolvidos rapi-
damente, sem a presenga de grumos. Para o preparo de um alimento instantaneo,
varios procedimentos sdo empregados, como o uso de emulsificantes, dispersantes
e modificagdo da estrutura da particula (EVANGELISTA, 1998).

Como modificagédo da estrutura da particula é utilizado o processo de aglome-
ragao, no qual pequenas particulas se unem formando um aglomerado com caracte-
risticas préprias que facilitam a dispersdo dos produtos em pé. Para obtencéo des-
tes aglomerados, é aumentada a quantidade de ar existente entre as particulas, que
sera posteriormente substituido pela agua (EVANGELISTA, 1998).

4.2.2. Acidez em acido latico

A acidez titulavel do leite varia de acordo com teores de sais minerais e
proteinas. O leite, ao sair do ubere, é ligeiramente acido, resultado da contribuigao
natural de seus componentes, destacando-se proteinas, fosfatos, citratos e CO..
Esta acidez original, denominada acidez titulavel inicial ou natural, varia de 15°

Dornic a 20° Dornic, ou 0,15 g a 0,20 g de acido latico por 100 mL de leite. O
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aumento da acidez até o consumo do leite denomina-se acidez titulavel adquirida e
€ proveniente da fermentacdo da lactose, formando acidos, sendo o acido latico o
mais importante (GOMES et al., 2003).

Os valores médios obtidos para acidez dos tratamentos estdo mostrados na
Tabela 2. Os resultados encontrados expressam a acidez dos tratamentos em
percentagem de acido latico em peso, na diluicdo de 1:7 (1 g de amostra para 7 g
de agua).

TABELA 2: Acidez expressa em % de &cido latico em peso, na diluigdo de 1:7 (1 g
de amostra para 7 g de agua).

Tratamentos % em peso de Acido Latico
0,1512+ 0,006
0,1552+ 0,012
0,1592+ 0,007
0,1632+ 0,007
0,1512+ 0,006

Médias acompanhadas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem significativamente a p>0,01.

mooOw>X>

Os resultados mostraram que a adicdo de sulfato ferroso e do ferro
aminoacido quelato ndo promoveu variagdo significativa (p>0,01) na acidez
expressa em acido latico.

Utilizando dosagens de 6 mg, 12 mg, 18 mg e 24 mg de ferro por litro em leite
tipo C, sendo as fontes de ferro sulfato ferroso e ferro aminoacido quelato, SOGLIA
(1996) ndo encontrou variagdo significativa na acidez Dornic. Avaliou, ainda, a
acidez Dornic em fungdo do tempo de estocagem, e verificou também que nao
houve efeito significativo provocado pela presenga de sulfato ferroso ou ferro

aminoacido quelato.
4.2.3. Teores de umidade, lipidios, proteinas, lactose e cinzas.
Os resultados dos teores de umidade, lipidios, proteinas, lactose e cinzas das

amostras de leite em p6 enriquecido com ferro podem ser observados na Tabela 3.

Os valores est&o expressos em percentagem em peso.
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TABELA 3: Valores médios dos teores de umidade, lipidios, proteinas, lactose e

cinzas.
Trat. Umidade (%) Lipidios (%) Proteinas (%) Lactose (%) Cinzas (%)
A 497°+0,09 26,67°+0,29 2527°+0,30 38,89°+1,91 5,812+ 0,06
B 1,25°+ 0,12 26,33°+ 0,29 26,72°+1,09 42,53°+0,95 6,03°+0,02
C 492°+ 0,08 26,17°+0,29 25,51°+0,33 39,44°+2,80 5,86%+ 0,04
D 1,13°£ 0,06 27,00°+0,50 26,22+1,00 42,16°+0,32 5,78°+0,15
E 4,98°+ 0,08 27,33°+0,29 25,58°+0,50 39,44°+252 5,62°+0,29

Médias acompanhadas de pelo menos uma mesma letra n&o diferem significativamente a p>0,01.

Para os teores de umidade, expressos em base umida, houve diferenga signi-
ficativa (p<0,01) entre os valores de umidade dos tratamentos que utilizaram leite
em po6 comercial, adicionado ou néo de ferro, e aos tratamentos nos quais o ferro foi
adicionado antes da secagem.

A diferenca do teor de umidade entre os tratamentos nos quais o ferro foi
adicionado apos a secagem bem como no controle e os tratamentos nos quais a
adicao de ferro foi feita antes da secagem do leite, feita em laboratério, se deve a
diferencas no processo de secagem das amostras.

No entanto, de acordo com a Portaria n° 369 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1997), o teor maximo de umidade permitido
para o leite em po integral € de 3,5 % e as amostras de leite em pd comerciais,
adicionadas ou nao de ferro, estavam com umidade acima da permitida.

Os tratamentos nao diferiram quanto ao teor de lipidios (p>0,01) e, de acordo
com a Portaria n° 369 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 1997), sao classificadas como leite em po6 integral, pois possuem um teor
de lipidios totais superior a 26 % em peso, minimo estabelecido pela legislagao.

Nao houve diferenga significativa (p>0,01) para os cinco tratamentos em
relagdo ao teor de proteinas. O teor de proteinas encontrado equivale aos valores
encontrados por SOGLIA (1996) e se equivalem aos valores encontrados em
formulagcdes comerciais.

Também nao houve diferenga significativa (p>0,01) nos teores de lactose en-
tre os tratamentos.

Apesar de ser adicionado um composto mineral, a adicdo de sulfato ferroso e
ferro aminoacido quelato ndo provocou aumento significativo (p>0,01) nos teores de
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cinzas, pois a quantidade de ferro adicionada necessaria a fortificacdo € pequena

em relagao ao residuo mineral fixo total.

4.2 4. Sedimentos

Os teores de sedimentos encontrados para as amostras estdo demonstrados

na Tabela 4. Os valores estdo expressos em percentagem em peso.

TABELA 4: Sedimentos retidos em papel de filtro apds reconstituigao.

Tratamentos Sedimentos (% em peso)
1,422*+ 0,03
1,24°+ 0,01
1,352+ 0,03
1,582+ 0,01
1,432+ 0,12

Médias acompanhadas de pelo menos uma mesma letra nao diferem significativamente a p>0,01.

mooOwX>

Todas as amostras adicionadas de ferro nao diferiram significativamente
(p>0,01) da amostra controle sem adi¢cao de ferro. As fontes de ferro utilizadas nao
interferiram no teor de sedimentos do leite em p6 apds reconstituigao.

Para as amostras nas quais as fontes de ferro foram adicionadas antes da
secagem, o sulfato ferroso apresentou um menor teor de sedimentos apds reconsti-
tuicdo, devido a maior solubilidade deste durante a adicdo, mas nao ha diferenca

significativa (p>0,01) entre a forma de adicdo para uma mesma fonte de ferro.

4.2.5. Teor de ferro

A Tabela 5 mostra o teor de ferro médio para os cinco tratamentos. Para
todos os tratamentos nos quais foi adicionado ferro, o teor de ferro determinado foi
superior a 15 % da IDR para 100 mL de produto pronto para consumo, preparado na
proporgao de 26 g de leite em pd para 200 mL de leite reconstituido. Neste caso, de
acordo com a Portaria n° 31 da Agéncia Nacional de Vigiléancia Sanitaria (BRASIL,

1998), o leite em po6 pode ser considerado enriquecido ou fortificado com ferro.
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TABELA 5: Teor de ferro determinado por espectrofotometria apds reagdo com

ortofenantrolina.

Teor de ferro determinado % IDR de ferro por 100 mL de
Tratamentos
(mg/g) produto pronto para consumo
A 0,026°+ 0,009 3,25
B 0,147°+ 0,006 18,33
C 0,143+ 0,004 17,83
D 0,126°+ 0,005 15,71
E 0,124+ 0,005 15,46

Médias acompanhadas de pelo menos uma mesma letra n&o diferem significativamente a p>0,01.

Entretanto, o teor de ferro determinado para o leite em p6 sem adicdo deste
mineral € superior ao teor encontrado por SOGLIA (1996), que foi de 1,1 mg/kg de
leite (0,0011 mg/g). Também foi superior ao citado por SCHLIMME & BUCHHEIM
(2002), que ¢ de 0,3 mg de ferro por litro de leite ou, considerando que 26 g de leite
em po serao reconstituidos formando 200 mL de leite, 0,0024 mg de ferro por grama
de leite em pé. Este teor elevado de ferro determinado pelo método colorimétrico
pode estar relacionado a erros de medida da metodologia, pois a concentracdo de
ferro no leite € muito inferior ao primeiro ponto utilizado na curva padréao.

4.2.6. Efeito na oxidagao de gordura

A estabilidade oxidativa do leite em pd, expressa pelo indice de TBA, foi
influenciada pela adicdo das fontes de ferro (Tabela 6), sendo a estabilidade
oxidativa do aminoacido quelato superior a do sulfato ferroso. Em relagdo a forma
de adigao de ferro, antes ou apds a secagem do leite, para uma mesma fonte de
ferro, ndo houve diferenga significativa (p>0,01).

Estes resultados estdo coerentes com os encontrados por MIRANDA (1999)
que avaliou o efeito do enriquecimento de ferro em alimento a base de leite em po e
fuba de milho. A oxidagao lipidica observada foi maior quando adicionado sulfato
ferroso quando comparado ao ferro aminoacido quelato, com valores médios de
absorbancia a 532 nm de 1,356 para o sulfato ferroso e 0,838 para o ferro

aminoacido quelato.
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TABELA 6: Estabilidade oxidativa expressa pelo indice de TBA, com absorbancia
medida a 530 nm.

Tratamentos Absorbancia a 530nm
0,1202+ 0,015
0,264°+ 0,009
0,251°+ 0,004
0,189°+ 0,013
0,192°+ 0,008

Médias acompanhadas de pelo menos uma mesma letra n&o diferem significativamente a p>0,01.
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Segundo GAUCHERON (2000), sais de ferro produzem grande oxidagao de
lipidios e os quelatos de ferro uma oxidagdo menor. Isto pode ser explicado pela
menor reatividade do ion ferro na molécula do ferro aminoacido quelato. O ion
permanece ligado as duas moléculas de glicina, ndo estando disponivel para
catalisar as reagdes de oxidagao lipidica.

A oxidagao lipidica causa alteragbes sensoriais no alimento devido ao
desenvolvimento do sabor de rango e a medida da oxidagao lipidica pelo teste de
TBA tem sido correlacionada positivamente com a presengca de sabores
indesejaveis no alimento (GAUCHERON, 2000).

Esta correlagdo positiva péde ser observada por MIRANDA (1999), que
observou diferenca na aceitagcdo de um alimento a base de leite em pd e fuba
enriquecido com ferro aminoacido quelato e com sulfato ferroso, assim como entre
os niveis de ferro utilizados no enriquecimento. A avaliacdo sensorial foi realizada
por criangas por meio de teste de aceitacao, utilizando-se escala hedbnica grafica
de nove pontos. A média obtida para o alimento enriquecido com aminoacido
quelato foi de 6,94, situando-se préximo ao termo hedénico “gostei moderadamente”
e para o enriquecido com sulfato ferroso foi de 6,05, situando-se préximo ao termo
heddnico “gostei ligeiramente”. O controle, alimento sem a adi¢do de ferro, obteve
nota média de 7,69, situando-se mais proximo ao termo heddnico “gostei muito”.

SOGLIA (1996) ao verificar a estabilidade oxidativa, expressa pelo indice de
TBA, do leite pasteurizado, observou influéncia da adigdo das fontes de ferro (ferro
aminoacido quelato e sulfato ferroso), porém nao ocorrendo diferenca significativa
entre as fontes. Foi observado diferenga significativa entre as dosagens de ferro
utilizadas. Entretanto, na avaliagao sensorial, que foi realizada por um painel de seis

provadores treinados, utilizando-se um método descritivo, verificou-se diferencga
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significativa entre as fontes de ferro, porém o efeito dos diferentes niveis de adigcédo
de ferro ndo foi significativo. Na avaliacdo sensorial realizada, as amostras foram
avaliadas para sabor oxidado, com uso de uma escala estruturada que avaliava a
percepcdo do sabor metdlico (oxidado) e variava de “imperceptivel” a “muito
pronunciado”. A média geral atribuida ao leite enriquecido com ferro aminoacido
quelato foi semelhante ao leite sem adicdo de ferro, obtendo-se classificagcao de
“‘moderadamente perceptivel’. Para o sulfato ferroso, a média geral foi considerada
“perceptivel”.

Outros estudos utilizando ferro aminoacido quelato demonstram que este
fortificante provoca poucas mudancgas nas caracteristicas sensoriais do produto, ndo
afetando a aceitabilidade dos mesmos (TUMA et al.,, 2003; OSMAN & AL-
OTHAIMEEN, 2002).

Além da deterioracdo da qualidade sensorial e nutricional provocada pela
oxidagao lipidica, os radicais livres formados durante o processo de oxidagao tém
sido relacionados a presencga de risco de infarto do miocardio e cancer. Portanto, o

aumento da oxidacéo lipidica é indesejavel em qualquer alimento.

4.3. Biodisponibilidade in vitro

A eficacia de uma suplementacao ou fortificagdo com ferro pode ser predita
por estudos de biodisponibilidade (OLIVARES et al., 1997).

A determinagao de ferro ionizado a pH 7,5 tem sido util para predizer a
biodisponibilidade de ferro em humanos. Assume-se que, em pH estomacal de 1,35,
a maior parte do ferro encontra-se numa forma ionizavel e soluvel. Quando o pH é
aumentado para o pH duodenal de 7,5, a maior parte do ferro torna-se insoluvel,
permanecendo em soluc¢do a parte do ferro ionizavel e o ferro ligado a componentes
da dieta que elevam a absorcao férrea (NAYAK & NAIR, 2003).

RAO & PRABHAVATHI (1978), em estudos in vitro, observaram que a
presenca de acido ascoérbico e extrato de carne aumentam o teor de ferro ionizavel a
pH 7,5, enquanto que a presenca de fitatos e taninos diminui, semelhante aos
efeitos destes fatores em absorgao férrea em humanos.
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Os resultados observados para a biodisponibilidade de ferro in vitro, medido a
pH 7,5, mostram uma maior biodisponibilidade do ferro aminoacido quelato (p<0,01)
em relagdo ao sulfato ferroso (Tabela 7). A média da biodisponibilidade in vitro
obtida para o ferro aminoacido quelato foi de 31,81 % e para o sulfato ferroso foi de
17,41 %.

TABELA 7: Biodisponibilidade de ferro in vitro e biodisponibilidade in vivo, deduzida
a partir da equacao de RAO & PRABHAVATHI

L e o Biodisponibilidade (%) in vivo,
Tratamentos  Biodisponibilidade (%) in vitro

deduzida
A 14,792+ 3,33 7,42
B 17,762+ 5,54 8,83
C 17,072+ 5,87 8,50
D 31,91°+ 7,72 15,50
E 31,70°+ 7,11 15,40

Médias acompanhadas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem significativamente a p>0,01.

Utilizando a equacgédo de RAO & PRABHAVATHI (1978) é possivel predizer a
biodisponibilidade in vivo. A Tabela 7 mostra a biodisponibilidade de ferro in vivo
para os diferentes tratamentos. A média da biodisponibilidade in vivo encontrada
pela equagdo de RAO & PRABHAVATHI (1978) para o ferro aminoacido quelato foi
de 15,45 % e para o sulfato ferroso foi de 8,66 %.

Nao houve diferenca significativa (p>0,01) entre a biodisponibilidade in vivo
deduzida do sulfato ferroso adicionado ao leite e do ferro naturalmente presente no
leite. O valor encontrado para a biodisponibilidade do ferro no leite, sem fortificagao,
foi de 7,42 %, valor inferior a 10 %, citado por CARDOSO E PENTEADO (1994).

Os resultados encontrados para a absorg¢ao do sulfato ferroso sao superiores
aos encontrados por STEKEL et al. (1986) e semelhantes ao encontrado por
NAYAK & NAIR (2003). STEKEL et al. (1986) encontraram uma absorgao variando
de 2,9 % a 5,1 % para o sulfato ferroso, utilizando estudos de mono-isétopo e duplo-
isétopos, em leite bovino, com concentragcdes variando de 10 mg a 19 mg de ferro
por litro. A biodisponibilidade do sulfato ferroso adicionado a farinha de trigo
encontrada por NAYAK & NAIR (2003), pelo método in vitro descrito por RAO &
PRABHAVATI (1978), foi de 7,71 %.

42



Os resultados encontrados para a biodisponibilidade do ferro aminoacido
quelato sédo consistente com os valores encontrados por OLIVARES et al. (1997)
que avaliaram a biodisponibilidade deste composto adicionado ao leite e verificaram
uma absorcao de 11,1%.

Uma maior biodisponibilidade do ferro aminoacido quelato também foi
encontrada por PINEDA et al. (1994), que avaliaram os efeitos do ferro aminoacido
quelato em comparagdo com o sulfato ferroso na recuperacdo de anemia em
adolescentes e por CORNBLUTH SZARFAC et al. (2001) em estudo com gestantes.

Entretanto estes resultados discordam daqueles obtidos por SOGLIA (1996)
que avaliou o ganho de hemoglobina em ratos, apés um periodo de deplecéo,
utilizando leite tipo C enriquecido com sulfato ferroso e ferro aminoacido quelato. O
ganho de hemoglobina ndo diferiu significativamente entre as fontes de ferro
utilizadas, quando comparados em cada nivel de adicdo. MIRANDA (1999)
encontrou resultados semelhantes aos de SOGLIA (1996) para um alimento a base
de leite em po6 e fuba de milho enriquecido com sulfato ferroso e ferro aminoacido
quelato.

Tanto o sulfato ferroso quanto o ferro aminoacido quelato tem sido eficientes
no combate ou prevencao da deficiéncia de ferro.

Usando a absorcéo obtida no presente estudo e assumindo o consumo diario
de 750 mL de leite (OLIVARES et al., 1997) fortificado com 15 mg/L, a quantidade
de ferro absorvido sera de 1,74 mg de ferro diariamente para o ferro aminoacido
quelato e de 0,97 mg de ferro para o sulfato ferroso. Esta quantidade de ferro
absorvido supera as necessidades diarias de ferro do organismo para criangas, que
foram estabelecidas em 1 mg por dia (NRC, 1989). Baseado nestes valores, uma
quantidade menor de ferro poderia ser adicionada ao leite. Neste caso, o leite ndo
seria mais considerado pela legislagdo como fortificado e sim como fonte deste
mineral, se o leite contiver no minimo 0,75 mg de ferro por 100 mL de leite
reconstituido (BRASIL, 1998). Uma menor quantidade de ferro adicionada ao leite
diminui os problemas relacionados a oxidagao de lipidios e tem sido eficiente na
recuperacado de criangas anémicas (OSMAN & AL-OTHAIMEEN, 2002; TORRES,
1996).
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5. CONCLUSOES

Foram enriquecidas amostras de leite em pd e leite fluido seguido de

secagem com sulfato ferroso e ferro aminoacido quelato. Os resultados encontrados

indicam as seguintes conclusdes:

O enriquecimento do leite em p6 com as duas fontes de ferro utilizadas foi obtido
com sucesso. Ambos os processos tecnolégicos mostraram-se simples e de facil
execucao em laboratério.

A forma de enriquecimento, antes ou apos a secagem do leite, ndo interferiu nas
caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade lipidica ou biodisponibilidade do ferro
in vitro.

As fontes de ferro ndo afetaram as caracteristicas fisico-quimicas de acidez,
umidade, teores de lipidios, proteinas, lactose, cinzas e sedimentos retidos em
papel de filtro apds reconstituicio.

A estabilidade oxidativa, ou estabilidade lipidica, do leite enriquecido com ferro
aminoacido quelato foi maior que a do sulfato ferroso, porém menor que a do
controle. Desta forma, o ferro aminoacido quelato provoca menores alteragdes
oxidativas no alimento, conservando suas caracteristicas sensorais por um
periodo maior de tempo.

A biodisponibilidade in vitro do ferro aminoacido quelato foi maior que a do

sulfato ferroso.
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Entretanto, alguns estudos ainda devem ser conduzidos no intuito de determi-

nar qual a melhor formulagdo e a melhor forma de enriquecer o leite em p6 como:

Desenvolver um leite em pé com um menor teor de ferro (fonte de ferro) e
caracterizar o produto, determinando a estabilidade oxidativa;

Determinar a biodisponibilidade in vivo do leite em p6 com ferro;
Realizar uma analise sensorial do leite em pé adicionado de ferro;

Estudar a viabilidade do enriquecimento de leite em p6 em escala piloto e escala
industrial.
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