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APRESENTAÇÃO

O livro “Estudos Interdisciplinares nas Ciências Exatas e da Terra e Engenharias” 
de publicação da Atena Editora apresenta em seu 3º volume 37 capítulos relacionados 
temáticas de área multidisciplinar associadas à Educação, Agronomia, Arquitetura, 
Matemática, Geografia, Ciências, Física, Química, Sistemas de Informação e 
Engenharias. 

No âmbito geral, diversas áreas de atuação no mercado necessitam ser 
elucidadas e articuladas de modo a ampliar sua aplicabilidade aos setores 
econômicos e sociais por meio de inovações tecnológicas. Neste volume encontram-
se estudos com temáticas variadas, dentre elas: estratégias regionais de inovação, 
aprendizagem significativa, caracterização fitoquímica de plantas medicinais, gestão 
de riscos, acessibilidade, análises sensoriais e termodinâmicas, redes neurais e 
computacionais, entre outras, visando agregar informações e conhecimentos para a 
sociedade. 

Os agradecimentos do Organizador e da Atena Editora aos estimados autores 
que empenharam-se em desenvolver os trabalhos de qualidade e consistência, 
visando potencializar o progresso da ciência, tecnologia e informação a fim de 
estabelecer estratégias e técnicas para as dificuldades dos diversos cenários 
mundiais. 

Espera-se com esse livro incentivar alunos de redes do ensino básico, graduação 
e pós-graduação, bem como outros pesquisadores de instituições de ensino, 
pesquisa e extensão ao desenvolvimento estudos de casos e inovações científicas, 
contribuindo na aprendizagem significativa e desenvolvimento socioeconômico rumo 
à sustentabilidade e avanços tecnológicos.

Cleberton Correia Santos
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DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO TOTAL 
E BIOACESSÍVEL IN VITRO DE CÁLCIO EM 

DIFERENTES TIPOS DE LEITE POR FOTOMETRIA DE 
CHAMA

CAPÍTULO 15

Ani Caroline Weber
Luiz Ricardo Mallmann Oliveira

Sabrina Grando Cordeiro
Eniz Conceição Oliveira
Eduardo Miranda Ethur

Lucélia Hoehne

RESUMO: O leite e seus derivados fazem parte 
de um grupo alimentício fundamental para o 
desenvolvimento e manutenção da saúde. 
O cálcio corresponde ao principal mineral 
encontrado neste grupo, estando presente em 
diferentes concentrações nos diferentes tipos 
de leite. Além disto, o organismo não é capaz de 
absorver todo o cálcio presente no leite, sendo 
de fundamental importância o conhecimento dos 
teores absorvidos. Deste modo, este trabalho 
teve como objetivo avaliar a concentração total 
e bioacessível in vitro de cálcio em diferentes 
amostras de leite por fotometria de chama. 
Observou-se que todas as amostras analisadas 
apresentaram diferentes concentrações totais 
e bioacessíveis de cálcio e que a amostra 
contendo o maior enriquecimento de cálcio 
apresentou as maiores concentrações, assim 
como um bom percentual bioacessível em 
relação às demais amostras. Dentre as 
amostras sem enriquecimento, o leite de cabra 
UHT apresentou os melhores resultados. 
PALAVRAS-CHAVE: Bioacessibilidade. Cálcio 

em leites. Fotômetro de chama.

INTRODUÇÃO

O leite e seus derivados constituem um 
grupo com características altamente nutritivas, 
contendo proteínas de alto valor biológico, 
vitaminas e minerais, sendo o cálcio (Ca) 
pertencente a este último grupo. Os lácteos 
são os principais fornecedores de cálcio para o 
organismo, contribuindo para um crescimento 
e desenvolvimento saudável e auxiliando 
na manutenção óssea. A ingestão destes 
alimentos associada à exposição aos raios 
solares é altamente recomendada, pois os 
raios UVB auxiliam na obtenção de vitamina 
D em nosso organismo, ao passo que maiores 
teores desta vitamina aumentam a absorção 
do cálcio consumido (BRASIL, 2008; FAO, 
2013).

A absorção e as quantidades necessárias 
de cálcio recomendadas variam de acordo 
com a faixa etária e a condição clínica de cada 
indivíduo. A partir dos 20 anos de idade, indica-
se uma ingestão de 1.000 a 1.200 miligramas 
de cálcio por dia, sendo que de uma forma 
geral, quanto maior a necessidade e menor 
o fornecimento de cálcio, mais efetiva será 
a absorção. (MUNIZ; MADRUGA; ARAÚJO, 
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2013; BUZINARO; ALMEIDA; MAZETO, 2006).
Tendo em vista esta ingestão diária de cálcio, os consumidores estão em busca 

de alimentos mais saudáveis ou que forneçam maiores teores de vitaminas e minerais, 
como os enriquecidos e os funcionais (CASÉ et al., 2005). Além disto, a fortificação 
de alimentos, como o leite e seus derivados, faz parte de uma estratégia importante 
para auxiliar na resolução de problemas nutricionais, como a osteoporose, que está 
correlacionada a falta de cálcio (MARQUES et al., 2012; VELLOZO; FISBERG, 2010).

Atualmente, diferentes tipos de leite estão disponíveis comercialmente com 
a perspectiva de atender os mais diversos públicos e gostos. Normalmente, não 
se verificam dificuldades para encontrar exemplares do leite de vaca integral, leite 
de vaca semidesnatado ou desnatado, leite de cabra UHT, leite de soja e leite em 
pó. Porém, o teor de cálcio presente em cada tipo de leite e em seus derivados 
varia de acordo com suas características e sua composição (BUZINARO; ALMEIDA; 
MAZETO, 2006). Embora alguns alimentos contenham quantidades elevadas de 
cálcio, sua absorção pode ser bastante variável de indivíduo para indivíduo, sofrendo 
influência de fatores como a alimentação, exposição à luz solar, biodisponibilidade e 
bioacessibilidade do mineral (HEANEY et al., 2000). 

A biodisponibilidade corresponde à fração de qualquer nutriente ingerido 
que está disponível para ser usado nas funções fisiológicas ou ser estocada no 
organismo (TOGNON, 2012). Já a bioacessibilidade está relacionada à fração de um 
nutriente ou substância que é liberada pela matriz alimentar durante a digestão no 
trato gastrointestinal, estando disponível para a absorção intestinal. 

Os estudos e pesquisas envolvendo bioacessibilidade podem ser desenvolvidos 
in vivo, porém são de difícil realização e de alto custo. Desta forma, os métodos 
in vitro se tornam uma excelente opção, sendo possível reproduzir as condições 
do trato gastrointestinal por meio de procedimentos laboratoriais que permitem a 
obtenção de resultados rápidos, seguros, com boa reprodutibilidade e precisão 
(FERNÁNDEZ-GARCÍA; CARVAJAL-LÉRIDA; PÉREZ-GÁLVEZ, 2009; KULKARNI 
et al., 2007; BOSSO; ENZWEILER, 2008). 

A bioacessibilidade de minerais pode variar de menos de 1% para mais de 
90% de acordo com a espécie química e sofre influência de fatores que incluem o 
estado químico do nutriente, a liberação da matriz alimentar, interações com outros 
componentes alimentares, formação de compostos estáveis que demandam tempo 
para metabolizar, dentre outros (AGUDELO, 2015).

Considerando a importância do leite e a falta de informações sobre o teor de 
absorção de cálcio proveniente de amostras de leites, este estudo objetivou quantificar 
e avaliar a bioacessibilidade in vitro de cálcio em seis diferentes amostras de leite, 
com a finalidade de avaliar qual a melhor amostra do ponto de vista bioacessível e 
promover o consumo deste alimento.
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MATERIAL E MÉTODOS

Amostras

 Para realização do estudo presente neste artigo foram utilizadas seis amostras 
de leite, sendo elas: leite de vaca integral UHT, leite de cabra UHT, leite de soja, leite 
de vaca desnatado enriquecido com cálcio (40%), leite em pó semidesnatado rico em 
cálcio e leite em pó enriquecido com cálcio (80%), todas adquiridas comercialmente 
em estabelecimentos situados na região do Vale do Taquari, Rio Grande do Sul, 
Brasil. As amostras em pó foram preparadas de acordo com a indicação do rótulo, 
e assim como as amostras líquidas, foram acondicionadas em frascos plásticos 
descontaminados e mantidas sob refrigeração.

Soluções e Vidrarias

 Todos os reagentes utilizados possuíam pureza analítica (P.A.) e as soluções 
necessárias foram preparadas utilizando-se água ultrapura, com resistividade 
específica de 18,2 MΩ.cm-1. Todas as vidrarias e materiais foram descontaminados 
por meio da submersão completa em ácido nítrico 10% (v/v) durante 24 horas. Após, 
foram lavadas com água ultrapura (milli-Q) e secas a temperatura ambiente.

Digestão completa

 A determinação do teor total de cálcio nas amostras foi realizada através da 
decomposição completa de 1 mL de cada amostra em forno-microondas (Anton Paar 
Multiwave PRO), adicionando-se 1 mL de peróxido de hidrogênio (Êxodo científica) 
30% (v/v) e 5 mL de ácido nítrico (Synth) 65% (v/v). A temperatura do forno-microondas 
foi programada por elevação gradual, da seguinte maneira: aquecimento até 180ºC 
(15 minutos); permanência em 180ºC por 15 minutos e resfriamento até 70ºC (15 
minutos). Em seguida, deixaram-se as amostras atingirem a temperatura ambiente 
(25ºC). Para a leitura das amostras, diluíram-se as mesmas 10 vezes, utilizando-
se água milli-Q como diluente e óxido de lantânio 10% (m/v) como supressor de 
ionização (10% do volume total). A leitura da concentração de cálcio foi realizada em 
fotômetro de chama (Digimed DM 62).

BIOACESSIBILIDADE

Para a análise da fração bioacessível, utilizou-se a metodologia elaborada por 
Minekus et al. (2014). Inicialmente, prepararam-se as soluções correspondentes à 
saliva, suco gástrico e suco intestinal. A Tabela 1 traz os reagentes utilizados e as 
concentrações necessárias para cada solução:



 
Estudos Interdisciplinares nas Ciências Exatas e da Terra e Engenharias 3 Capítulo 15 167

Reagentes
(Marca)

Concentração da 
solução estoque

Composição da 
saliva

Composição do 
suco gástrico

Composição do 
suco intestinal

KCl
(Vetec Química 

Fina)
37,3 g/L 1,100 g/L 0,500 g/L 0,500 g/L

KH2PO4
(Merck KGaA) 68,0 g/L 0,500 g/L 0,010 g/L 0,100 g/L

NaHCO3
(Nuclear) 84,0 g/L 1,100 g/L 2,100 g/L 7,100 g/L

NaCl
(Química 
Moderna)

117,0 g/L - 2,700 g/L 2,200 g/L

MgCl2(H2O)6
(Synth) 30,5 g/L 0,030 g/L 0,020 g/L 0,070 g/L

(NH4)2CO3
(Fluka Analytical) 48,0 g/L 0,006 g/L 0,050 g/L -

CaCl2
(Nuclear) - 7,500 mmol/L 2,000 mmol/L 9,000 mmol/L

∝-amilase
(Sigma Aldrich) - 25,000 g/L - -

Pancreatina
(Pancreatin from 

Porcine Pancreas, 
Sigma Aldrich)

- - - 2,680 g/L

Pepsina
(Pepsina Powder, 

J. T. Baker)
- - 17,600 g/L -

Bile
(Bile Salts, Fluka 

Analytical)
- - - 27,000 g/L

NaOH
(Dinâmica 
Química 

Contemporânea 
Ltda)

1,0 M Ajuste de pH Ajuste de pH Ajuste de pH

HCl
(Merck KGaA) 6,0 M - 260 µL 140 µL

HCl
(Merck KGaA) 1,0 M Ajuste de pH Ajuste pH Ajuste de pH

Tabela 1 - Reagentes utilizados e respectivas concentrações em cada solução do processo 
digestivo.

Fonte: Adaptado de Minekus et al. (2014).

Preparadas as soluções, pipetou-se em triplicata 5 mL de cada amostra, em 
diferentes erlenmeyers. De acordo com a metodologia utilizada, a simulação da boca 
(saliva) para líquidos é facultativa, optando-se neste trabalho por realizar a mesma. 
Deste modo, para a verificação da fração bioacessível, as três principais etapas 
do sistema gastrointestinal foram simuladas: boca (etapa 1), estômago (etapa 2) e 
intestino (etapa 3).

Para a simulação da boca adicionou-se 8 mL de saliva e 1 mL de CaCl2 7,5 
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mM junto a cada analito e, em seguida, conferiu-se o pH em pHmetro (Ohaus Starter 
3100) e ajustou-se utilizando a solução de HCl 1 M e/ou solução de NaOH 1 M até 
que se atingiu um pH em torno de 7. As soluções permaneceram em repouso a 37ºC 
por 2 minutos. Após, seguiu-se para a próxima etapa. 

A segunda etapa consiste na simulação do estômago, onde adicionou-se 9,1 
mL de suco gástrico e 700 μL de CaCl2 2 mM, e então ajustou-se o pH para 3. As 
soluções foram encaminhadas ao banho Dubnoff (Marconi, Banho-Maria, MA - 156) 
com agitação e aquecimento à 37ºC, por 2 horas.

Já para a simulação do intestino, adicionou-se 18,5 mL de suco intestinal e 
1,35 mL de CaCl2 9 mM e então, ajustou-se o pH para próximo de 7. As soluções 
resultantes foram encaminhadas ao banho Dubnoff com agitação e aquecimento à 
37ºC, por 2 h.

Ao término da passagem das seis amostras pelas fases oral, gástrica e intestinal 
os materiais resultantes foram submetidos a um banho de gelo por cerca de 20 
minutos, com a função de inativar as enzimas. Em seguida, as amostras seguiram 
para a etapa de separação, em centrífuga (Hermle, Z326K) por 20 minutos a 10.000 
rpm, a fi m de separar a parte sólida da líquida. A parte sólida corresponde à fração 
excretada pelo corpo, e a parte líquida a fração a ser absorvida pelo organismo. 
Realizada a centrifugação, fez-se necessário conferir se todo o material sólido se 
depositou ao fundo dos tubos. Observou-se que ainda havia material particulado em 
suspensão, realizando-se uma fi ltração simples (por gravidade), utilizando-se fi ltros 
de papel com poros de 0,14 µm. Em seguida, armazenaram-se as soluções obtidas 
em tubos Falcon de 50 mL.

Para a leitura das amostras, diluíram-se as mesmas 120 vezes, utilizando-se 
água milli-Q como diluente e óxido de lantânio 10% como supressor de ionização 
(10% do volume total). A leitura da concentração de cálcio bioacessível foi realizada 
em fotômetro de chama.

O percentual de bioacessibilidade é calculado a partir da concentração presente 
nas amostras de simulação em relação ao teor total do analito presente na amostra 
de digestão completa. Esta relação é então multiplicada por 100, obtendo-se assim 
o resultado em porcentagem de bioacessibilidade (TOKALIOĞLU et al., 2014), 
conforme a equação 1: 

    (1)

ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os percentuais bioacessíveis obtidos a partir da relação entre a concentração 
bioacessível e a concentração total foram submetidos à análise de variância 
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(ANOVA) e Teste de Tukey, a 95% de confiança utilizando o programa PAST 3.2 
(Øyvind Hammer, Noruega).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A concentração total, bioacessível e a fração bioacessível das amostras de leite 
de vaca integral UHT, leite de soja enriquecido com cálcio, leite de vaca desnatado 
enriquecido com cálcio (40%), leite em pó semidesnatado rico em cálcio, leite em pó 
enriquecido com cálcio (80%) e leite de cabra UHT foram avaliadas e os resultados 
estão dispostos na Tabela 2. Como o volume de amostra utilizado na digestão 
bioacessível foi de 5 mL, e na digestão completa 1 mL, para possível cálculo da 
fração bioacessível, fez-se necessário multiplicar os resultados da concentração da 
digestão completa por 5, a fim de equiparar ao volume da concentração bioacessível.

Amostra

Concentração 
digestão 
completa 

(total) (mg/L)

Concentração 
total x5 (mg/L)

Concentração 
bioacessível média 

(mg/L)

Fração 
bioacessível 

(%)

Leite de vaca integral UHT
(Amostra 1) 1391,5 6957,5 362,67 5,21 ± 0,72 a

Leite de Cabra
(Amostra 2) 1031,5 5157,5 436 8,45 ± 0,68  b

Leite de soja
(Amostra 3) 1547,5 7737,5 562,67 7,27 ± 0,39 bc

Leite de vaca desnatado 
enriquecido com cálcio 

(40%)
(Amostra 4)

1487,5 7437,5 579,33 7,79 ± 0,76 
bcd

Leite em pó semidesnatado 
rico em cálcio
(Amostra 5)

1871,5 9357,5 649,33 6,94 ± 0,76 
cde

Leite em pó enriquecido 
com cálcio (80%)

(Amostra 6)
2027,5 10137,5 739,33 7,29 ± 0,56 

bcde

Tabela 2 - Concentração total, bioacessível e percentual bioacessível do analito nas amostras 
de leite avaliadas.

Média ± desvio padrão (desvio padrão relativo). Letras diferentes implicam em diferença significativa entre as 
amostras (p<0,05).

A partir dos dados obtidos para as concentrações totais de cálcio nas amostras 
de leite, pode-se realizar uma comparação com as amostras presentes na Tabela 
Brasileira de Composição de Alimentos (TACO) (BRASIL, 2011). Neste aspecto, 
verifica-se que a concentração total de cálcio obtida experimentalmente no leite de 
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cabra UHT foi de 1031,5 mg/L, sendo o valor teórico fornecido pela TACO de 1120 
mg/L, havendo uma proximidade dos resultados. O leite de vaca integral (UHT), 
possui um valor experimental de 1391,5 mg/L, enquanto o tabelado corresponde 
a 1230 mg/L. Isto indica que a amostra de leite de vaca integral analisada possuía 
maior teor de cálcio do que a média indicada na TACO. Bossu (2009) obteve na 
digestão completa de amostras de leite de cabra e de vaca, concentrações de 1121 
e 1074 mg/L de cálcio, respectivamente, demonstrando que podem haver variações 
em relação aos resultados obtidos. Fatores como a procedência do leite, alimentação 
dos animais, genética, região, ano e mês causam alterações na composição do 
leite, podendo ser a causa da discrepância dos resultados (SIMILI; LIMA, 2007; 
GONÇALVES; BORGES; FERREIRA, 2009). 

Ainda é possível verificar a partir da digestão completa das amostras, se as 
concentrações totais de cálcio obtidas estão próximas daquelas descritas nos rótulos 
(Tabela 3).

Amostra Concentração de Ca – rótulo (mg/L)

Leite de vaca UHT
(Amostra 1) 1200

Leite de Cabra
(Amostra 2) 1115

Leite de soja
(Amostra 3) 1320

Leite de vaca desnatado enriquecido com cálcio 
(40%)

(Amostra 4)
1670

Leite em pó semidesnatado rico em cálcio
(Amostra 5) 1900

Leite em pó enriquecido com cálcio (80%)
(Amostra 6) 2500

Tabela 3 – Concentrações de cálcio descritas nas embalagens.
Os valores presentes nos rótulos são para 200 mL e foram multiplicados por cinco para se obter a concentração 

de 1000 mL (1 L).

As amostras 1 e 3, apresentaram concentrações totais de cálcio acima 
daquelas indicadas no rótulo, enquanto que as amostras 2, 4, 5 e 6 apresentaram 
concentrações inferiores. Segundo a Resolução – RDC nº 360 (BRASIL, 2003) há 
uma tolerância de mais ou menos 20% para os nutrientes indicados no rótulo. Desta 
forma, todas as amostras analisadas apresentaram percentuais de variação que se 
enquadram na legislação, sendo que a amostra 5 possui o teor de cálcio total mais 
próximo do descrito na embalagem, ao passo que o leite em pó enriquecido com 
cálcio (80%) diferenciou-se mais. 

Avaliando-se a concentração bioacessível média para cada amostra de leite, 
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verificou-se que a amostra 6 apresentou maior concentração bioacessível (739,33 
mg/L), possivelmente pelo alto enriquecimento deste mineral no produto. Pode-se 
notar que as amostras contendo algum tipo de enriquecimento (amostras 3, 4, 5 
e 6) demonstraram maiores concentrações de cálcio bioacessível, enquanto que 
dentre as amostras sem enriquecimento (1 e 2), a amostra 2 apresentou uma maior 
concentração.

Com relação aos percentuais bioacessíveis obtidos, a média dos valores das 
seis amostras foi de 7,16%, sendo a amostra com maior percentual bioacessível o 
leite de cabra (8,45%), seguido do leite de vaca desnatado enriquecido com 40% 
de cálcio (7,79%), leite em pó enriquecido com 80% de cálcio (7,29%), leite de soja 
(7,27%), leite em pó semidesnatado rico em cálcio (6,94%) e por último o leite de 
vaca UHT (5,21%). O percentual bioacessível in vitro pode variar de acordo com 
inúmeros fatores, como o pH utilizado nas fases gástricas e intestinal, constituintes 
dos alimentos, tempo de permanência, entre outros (INTAWONGSE; DEAN, 2006). 

O leite de soja, apesar de possuir uma concentração total de cálcio maior do que 
o leite de vaca desnatado enriquecido com cálcio (40%) possui uma concentração 
e percentual bioacessível menor. Isto ocorre possivelmente pela presença de 
cálcio em uma forma incapaz de ser absorvida pelo organismo no leite de soja 
(BUZINARO; ALMEIDA; MAZETO, 2006). O mesmo pode ser observado entre o 
leite de vaca integral UHT e o leite de cabra UHT, ambos sem enriquecimento, onde 
uma maior quantidade de cálcio disponível para absorção no trato gastrointestinal 
se faz presente no leite de cabra, enquanto o leite de vaca integral UHT detém maior 
concentração total de cálcio.

De acordo com a análise estatística realizada, o percentual bioacessível da 
amostra 1 difere significativamente dos demais, ao passo que os percentuais das 
amostras 2, 3, 4 e 6 não diferem entre si. Já o percentual da amostra 5 demonstrou 
possuir diferença significativa dos resultados das amostras 1 e 2. Levando em 
consideração a ausência de diferença significativa entre os percentuais das amostras 
2, 3, 4 e 6, que correspondem às amostras com maior percentual bioacessível, o 
leite em pó enriquecido com cálcio (80%) caracteriza-se como a amostra com melhor 
resultado bioacessível, pois possui um bom percentual bioacessível em comparação 
com as demais, e uma alta concentração de fornecimento de cálcio.

 Ao comparar o leite de cabra UHT com o leite de vaca integral UHT percebe-
se facilmente que o leite de cabra se destaca, sendo uma melhor opção por fornecer 
uma maior concentração de cálcio e possuir uma fração bioacessível maior. Segundo 
Ribeiro e Ribeiro (2001), o leite de cabra apresenta propriedades bioquímicas que 
favorecem seu valor nutricional, sendo uma opção para as crianças intolerantes 
ao leite bovino, pessoas com doenças gastrointestinais ou como suplemento para 
pessoas idosas e malnutridas.
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CONCLUSÃO

A partir do trabalho realizado e dos resultados obtidos, pode-se concluir que é 
possível quantificar e avaliar a bioacessibilidade de cálcio in vitro em amostras de 
leites, observando-se que dentre as seis amostras, o leite com o maior enriquecimento 
de cálcio apresentou maior fornecimento do mineral para o organismo simulado. 
Destaca-se ainda, que dentre as duas amostras sem enriquecimento, o leite de 
cabra UHT demonstrou ser uma boa fonte de cálcio, possuindo maior percentual e 
concentração bioacessível.
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