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RESUMO

Devido a caréncia de métodos de analise oficiais atualizados, utilizando
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), para a determinacao
simultanea de vitaminas do complexo B em alimentos enriquecidos, neste
trabalho foi proposto um método que visa sua aplicagdo em cremes vegetais
enriquecidos com as vitaminas tiamina, niacina, acido pantoténico, piridoxina,
acido folico e cianocobalamina. A margarina e creme vegetal sdo alimentos a
base de oleos e gorduras vegetais, consumidos por grande maioria dos
brasileiros e, por este motivo, € um veiculo interessante para o enriquecimento
com vitaminas, incluindo as do complexo B. Desta forma, torna-se importante o
controle destas vitaminas hidrossoluveis adicionadas a uma matriz deste tipo,
uma emulsdo agua em o6leo. O meétodo proposto apresentou simplicidade,
rapidez e facil aplicacdo. As maiores vantagens foram a determinacéo
simultanea de cinco vitaminas de uso comum em alimentos enriquecidos e uma
redugao do tempo requerido para a extragao. Além disto, o método emprega
uma quantidade menor de reagentes, quando comparado a métodos oficiais, e
minima manipulagdo da amostra foi alcancada, devido aos poucos passos
requeridos. A separacgdo cromatografica foi conduzida em uma coluna de fase
reversa C18, com vazdo de 1,0 mL/min, por eluicdo com gradiente da fase
movel (KH2PO4 0,05 M - pH ajustado a 2,25 com H3PO4 como solucdo A e
metanol, como solugdo B. Para agilizacdo das analises, duas programagdes de
gradiente foram utilizadas (Gradiente 1 e Gradiente 2). Para a condigao de
Gradiente 1 utilizou-se: 0 min — 0,3 % da fase movel B; 0,3 min — 0,3% da fase

movel B: 5,0 min — 15,0% da fase movel B; 10,0 min — 25,0 % da fase movel B;
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20,0 min — 40,0 % da fase movel B; o volume de injegéo utilizado foi de 10 uL.
Para a condicdo de Gradiente 2 (amostras contendo as vitaminas piridoxina,
4cido folico e cianocobalamina), utilizou-se: 0 min — 7,5 % da fase movel B; 0,3
min — 7,5% da fase mével B; 0,6 min — 15,0% da fase movel B; 15,0 min — 40,0
9% da fase movel B: 15,1 min — 60,0 % da fase movel B; 20,0 min — 60,0 % da
fase movel B: o volume de injegéo utilizado foi de 100 pL. As vitaminas foram
detectadas a diferentes comprimentos de onda, utilizando detector de arranjo
de diodos, com faixa de recuperacdo entre 98 a 110%. A repetibilidade foi
aceitavel (CV% entre 2,0 a 6,9) e os limites de detecg&@o foram 0, 045; 0,05;
23: 0,04: 0,03 e 0,1 pg/mL para as vitaminas tiamina, niacina, acido
pantoténico, piridoxina, acido félico e cianocobalamina, respectivamente, na
condi¢do de Gradiente 1. Limites de deteccdo de 0,0025; 0,003 e 0,005 pg/mL
foram obtidos, respectivamente, para as vitaminas piridoxina, acido folico e

cianocobalamina, na condicdo de Gradiente 2.
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SUMMARY

Due to the lack of official up-to-date methods of analysis using the High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) for the simultaneous B-group
vitamins determination in fortified foods, in this work a method was proposed
focusing on its application in vegetable spread supplemented with the vitamins
thiamine, niacin, pantothenic acid, pyridoxine, folic acid and cyanocobalamin.
The margarine and vegetable spread are foods made with vegetable oils and
fats base that are commonly used by Brazilians and, for this reason, it is an
interesting vehicle for the enrichment with vitamins including the B-group
vitamins. So, the control of these water-soluble vitamins is potentially valuable
in this kind of matrix, a water in oil emulsion. The proposed method showed
simplicity, speed and easy application. The most relevant advantages were the
simultaneous determination of five common vitamins in enriched food products,
and a reduction of the time required for the extraction. Furthermore, the method
uses a smaller amount of reagents if compared with official methods where
minimal sample manipulation was achieved due to the few steps required. The
chromatographic separation was carried out in a reverse phase C18 column
and gradient elution with KH,PO4 0,05 M (pH at 2,25 with H3POy4), as solvent A,
and methanol, as solvent B. The flow rate was 1,0 mL/min during the run. For
the agility of the analyses, two gradient conditions were used (Gradient 1 and
Gradient 2). The following gradient was applied for the Gradient 1 condition: at
0 min - 0,3% B; at 0,3 min - 0,3% B; at 5,0 min - 15,0% B; at 10,0 min - 25,0%
B: at 20,0 min - 40% B; the injection volume was 10 pL. And the following

gradient was applied for the Gradient 2 condition (samples containing the
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vitamins pyridoxine, folic acid and cyanocobalamin): at 0 min - 7,5% B; at 0,3
min - 7.5%B: 0,6 min — 15,0% B; at 15,0 min —40,0% B; at 15,1 min — 60,0% B;
at 20,0 min — 60,0% B; the injection volume was 100 pL. The vitamins were
detected at different wavelengths by UV-visible detection and the recovery rates
ranging from 98 to 110 %. The repeatability was acceptable (CV% varied from
2,0 to 6,9) and the limits of detection were 0,045: 0,05; 2,3: 0,04; 0,03 and 0,1
ug/mL for the vitamins thiamine, niacin, pantothenic acid, pyridoxine, folic acid
and cyanocobalamin respectively under Gradient 1 conditions. Limits of
detection of 0.0025: 0,003 and 0,005 pg/mL were obtained for the vitamins
pyridoxine, folic acid and cyanocabalamin, respectively, under Gradient 2

conditions.
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INTRODUCAO

A margarina foi inicialmente desenvolvida em 1869, pelo quimico
francés Hippolyte Mége-Mouriés, que ganhou um prémio oferecido pelo
governo de Napoledo lll por descobrir um produto similar & manteiga, mas de
origem vegetal (HUY, 1996a; IMACE, 2009; MARGARINE, 2009). Atualmente,
a margarina € um produto de alta tecnologia, com caracteristicas proprias e
muitas variacoes (RODRIGUES et al., 2004). Muitas diferentes combinagées
de Oleos vegetais e gorduras sao utilizadas para criar a ampla variedade de
margarinas e produtos “spreads” que hoje o consumidor utiliza (MARGARINE,
2006).

Uma emuls&o geralmente é definida como uma dispersao de goticulas
de um liguido em outro, sendo que os dois sao imisciveis. Em alimentos, as
emulsdes tém um significado mais amplo, visto que em varios sistemas, solidos
e/ou gases também podem estar presentes (ROSSEAU, 2000). Margarinas e
cremes vegetais sdo emulsdes do tipo agua em oéleo (A/O), em que os globulos
de agua sdo conservados separados por cristais de gordura (SEGURA et al.,
1995), tendo como uma das principais caracteristicas o fato de manter-se
consistente a temperatura ambiente (BANNWART, 2009). As condicdes de
processamento de margarinas e cremes vegetais sao tao importantes na
determinagdo de suas propriedades fisicas quanto a4 composicdo de sua fase
gordurosa. As principais propriedades, como consisténcia e plasticidade,
dependem, basicamente, de fatores como método de resfriamento, tratamento
térmico apos o resfriamento (temperagem), tempo e grau de trabalho
mecanico, tamanho e forma dos cristais (estrutura cristalina) e estado de

emulsio (GIOIELLI, 1996).



Para que a estabilidade da margarina seja melhorada, é realizada

também a utilizagdo parcial de dleos cujo ponto de fusao foi modificado para

torna-los mais consistentes, dependendo do produto final desejado, além da

utilizacdo de alguns aditivos, como a lecitina de soja e outros produtos de

origem vegetal, que conferem maior consisténcia a emulsdao (BANNWART,

2009). A preferéncia pela interesterificagdo como alternativa a hidrogenagao

para a modificacdo da base gordurosa ¢ devida a tendéncia atual em diminuir a

presenca de acidos graxos trans (GIOIELLI, 2002: LICHTENSTEIN et al.,

2003).

A Figura 1 apresenta esquematicamente um fluxo de processo tipico

para produgdo de margarina.
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Figura 1: Fluxo de processo para margarinas (Fontes: HUI, 1996b; MARGARINE,

2006).
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Segundo a legislacdo brasileira, de acordo com a Portaria 372 do
Ministério da Agricultura e do Abastecimento, entende-se por margarina o
produto gorduroso em emulsdo estavel com leite ou seus constituintes ou
derivados, e outros ingredientes, destinado a alimentacdo humana com cheiro
e sabor caracteristico. A gordura lactea, quando presente, nao devera exceder
a 3% (m/m) do teor de lipidios totais (BRASIL, 1997). O creme vegetal é
comercializado juntamente com a margarina, porém o consumidor ndo tem
consciéncia de que ha diferenca entre os dois produtos. De acordo com a
Resolugdo RDC n° 270 da ANVISA, creme vegetal é o produto em forma de
emulsao plastica ou fluida, constituido principalmente de agua e dleo vegetal e
ou gordura vegetal, podendo ser adicionado de outro(s) ingrediente(s)
(BRASIL, 2005).

Atualmente, € comum a comparacgdo entre a margarina, incluindo os
cremes vegetais, e a manteiga. O INMETRO (2009) através do Programa de
Analises de Produtos, da Divisdo de Educagdo para Qualidade, tem efetuado
analises comparativas dos teores de colesterol e gordura saturada presentes
em varios alimentos, divulgado periodicamente os resultados aos
consumidores, contribuindo assim para que fagam melhores escolhas e torna-
los mais conscientes de seus direitos e responsabilidades. Dessa forma, os
resultados de 5 marcas de manteiga x 5 marcas de margarina expressos pela
média sdo apresentados no grafico 1 (INMETRO, 2009). De acordo com estes
resultados, as manteigas apresentaram altos teores de colesterol e gordura
saturada. A meédia de consumo diario desse produto € de 20 g, o que
representa em valores, metade do que podemos consumir de gordura saturada

diariamente. A margarina obteve, na média, menos da metade do valor de



gordura saturada das manteigas, o que indica uma vantagem para quem
possui problemas com alta taxa de colesterol. Uma outra vantagem € que, por

ser um produto de origem vegetal, a margarina nao contém colesterol.

q

Gordura Insaturada
(wi100g)

Gordura Saturada |
(/100g)

Colesteral | P
(/1 00g) |

222,42

1] a0 100 150 200 250

]D Manteiga @ Margarlneﬂ

Grédfico 1: Resultados de gordura e colesterol em manteiga e margarina
(Fonte: INMETRO, 2009).

Evidéncias na literatura demonstram que a dieta rica em acidos graxos
saturados esta diretamente relacionada a riscos cardiovasculares (WHO, 2009)
e algumas organizagcbes recomendam, para a prevencdo de doencgas
cardiovasculares, a substituicdo de gorduras saturadas por gorduras
insaturadas de origem vegetal como as margarinas “softs” e os cremes
vegetais (NHLBI, 2009; AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2009;
NAKAZATU, 2009: MAHAN & SCOTT-STUMP, 2005).

Outros beneficios das margarinas e cremes vegetais, alem da
auséncia de colesterol e baixas concentragdes de gordura saturada comparada
a manteiga, é o fornecimento de gorduras poliinsaturadas (6mega 6 e 3, acidos

linoléico e linolénico), ou seja, acidos graxos essenciais, que nosso organismo



nao consegue sintetizar, mas que sdo fundamentais ao seu bom
funcionamento e sdo obtidos através da dieta. Geralmente, estes produtos sdo
fontes das vitaminas lipossollveis: vitamina A, importante para o sistema
imunitario, vitamina D, essencial para absorgdo de calcio e vitamina E, de forte
poder antioxidante. Podem, também, serem fontes de vitaminas do complexo
B, tais como B; (tiamina), B3 (niacina), Bs (acido pantoténico) e Bg (piridoxina),
que estdo relacionadas com o aproveitamento dos macroconstituintes dos
alimentos (gordura, proteina e carboidratos), auxiliando na obtengéo de energia
para o organismo.

Atualmente, a redugdo de gordura para obtencao de alimentos “light”
pode conduzir a falta de acidos graxos na alimentagao e, portanto, o pouco que
e ingerido, deveria conter vitaminas do complexo B (Bi, B2, Bs, Bg) para
catalisar sua absorcdo. O mesmo ocorre para proteinas e carboidratos (LEITE,
2006).

As margarinas e cremes vegetais também podem ser fontes das
vitaminas Bg (piridoxina), Bg (acido félico) e B4, (cianocobalamina), que podem
ajudar a combater doencgas do coragdo e alguns tipos de cancer. Rimm et al.
(1998) relatam que o risco de doengas coronarias foi reduzido com o consumo
regular de vitaminas Bg e Bg em mulheres e Zhang et al. (2003) relatam uma
associacdo inversa altamente significativa entre os niveis plasmaticos de
folatos e vitamina B2 com o cancer de mama. No entanto, ainda € muito cedo
para afirmar se ha meramente uma associagéo entre as doses de folatos,
vitamina Bs e vitamina By, e doengas do coragdo e cancer, ou se altas doses
previnem estas doencas cronicas (HARVARD, 2009). Tem sido reportado que

o0 &cido félico, juntamente com a vitamina Bs e vitamina Bz, diminui os niveis
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plasmaticos de homocisteina e que esta ultima esta inversamente associada
com o desenvolvimento de doencas isquémicas do coragdo. Porém
investigacdo adicional dessas relagbes € relevante para a adequacao das
praticas de fortificagéo atuais (FAO, 2010). Saposnisk et al. (2009) relatam que
a diminuicdo da homocisteina com écido félico e as vitaminas Bs e B2
reduziram o risco de todos os derrames cerebrais (“strokes”), porém nao a
severidade ou inabilidade. Tucker et al. (2005) observaram que baixas
concentragoes de vitaminas B (Bs, Bg e Bip) e altas concentracoes de
homocisteina prognosticaram declinio cognitivo em homens de idade
avancgada.

Um estudo foi realizado para verificar a absorgdo do acido fdlico a
partir de uma margarina fortificada com esta vitamina e os resultados obtidos
comprovam que a absor¢do foi efetiva (PENTIEVA et al, 2003). Em outro
estudo, demonstrou-se que o consumo de margarina fortificada com as
vitaminas Bgs, Bi, e acido félico promoveu um significante aumento das
concentracdes plasmaticas dessas vitaminas e uma significante redugcao do
nivel de homocisteina no plasma (van VLIET et al., 2007).

A margarina faz parte dos 22 produtos de alimentag&o que constituem
a Cesta Basica elaborada com base no consumo de uma familia paulistana
padrdo, com renda média de 10,3 salarios minimos e composta de 4 pessoas
que compram em supermercados alimentos, material de limpeza domeéstica e
higiene pessoal. Este perfil foi tragado a partir de dados obtidos da Pesquisa de
Orcamento Familiar de S&o Paulo (POF) e das Pesquisas de Consumo
Alimentar no Municipio de Sdo Paulo (DIEESE - Departamento Intersindical de

Estatistica e Estudos Socio-Econémicos). Na Cesta Basica, a quantidade de



margarina é de 4 unidades de potes de 250g e participa de 1,71% em média do
valor total da cesta (PROCON SP, 2009).

O mercado brasileiro de margarinas e cremes vegetais, registrado no
ano 2000, foi de cerca de 400 mil toneladas/ano ou R$ 1 bilhdo em faturamento
(DANTAS, 2000). No ano de 2003, foi de 458 mil toneladas/ano (IMACE, 2009),
chegando em 2007 e 2008, respectivamente, a 690 e 738 mil toneladas/ano ou
R$1,5 e 1,7 bilhdes, representando um volume per capita de 1,75 Kg/ano',
indicando que se trata de um mercado que ainda esta em crescimento, visto
gue o consumo per capita de margarina e “fat spreads” na Europa é de cerca
de 5 Kg/ano (IMACE, 2009). A taxa de crescimento regional observada em
2006 - 2007 para a Ameérica Latina, considerando os produtos de
manteiga/substitutos de manteiga, foi de 32% (ACNIELSEN, 2008).

O prego de uma margarina comum comparada a um creme vegetal
com adi¢ao de vitaminas do complexo B teve um aumento de 25% para creme
vegetal contendo as vitaminas B4, B3, Bs e Bg € um aumento de 35 a 50% para
o creme vegetal contendo as vitaminas Bs, Bg € B12, 0 que indica que o custo
de uma margarina contendo essas vitaminas do complexo B ainda seria
acessivel a grupos de consumidores interessados na aquisicdo deste produto.

A partir da descoberta e sintese das vitaminas nos anos 30, sua adigéo
aos alimentos visando a melhoria de seu conteido nutricional, € uma pratica
que vem sendo adotada com o objetivo de corrigir ou prevenir deficiéncias
nutricionais em populagdes, como também para restaurar nutrientes perdidos

durante o processamento de alimentos (MEJIA, 2009; WATSON, 1981).

'Dados obtidos resultante da pesquisa realizada em 14 de julho de 2009 através do programa “Retail
Mesaurement Services” — Tendéncias 2007 e 2008 através de servico prestado pela ACNIELSEN.



De acordo com a Portaria n°® 31 do Ministério da Saude, considera-se
alimento fortificado/ enriquecido ou simplesmente adicionado de nutrientes todo
alimento ao qual for adicionado um ou mais nutrientes essenciais, contidos
naturalmente ou ndo no alimento, com o objetivo de reforcar o seu valor
nutritivo e ou prevenir ou corrigir deficiéncia(s) demonstrada(s) em um ou mais
nutrientes na alimentagdo da populagdo ou em grupos especificos da mesma
(BRASIL, 1998). Deste modo, a fortificagédo de alimentos € um meio de
melhorar a condi¢do nutricional de uma populagdo (ou potencialmente uma
sub-populagéo), sendo que consideragbes técnicas e de seguranca devem ser
levadas em conta quando decisbes forem tomadas sobre quais alimentos a
serem fortificados e a que nivel.

Alguns produtos s&o fortificados por lei, (por exemplo, a fortificag@o da
margarina com a vitamina A), e outros voluntariamente (por exemplo, o calcio
adicionado a algumas bebidas a base de soja, vendidas como um substituto
para o leite de vaca). Por outro lado, a fortificacao de alimentos também pode
ser vista como uma estratégia de marketing, especialmente quando os
consumidores tém certo conhecimento dos beneficios dos nutrientes que
tenham sido adicionados (BRITISH NUTRITION FUNDATION, 2009).

A margarina € um 6timo veiculo alimenticio para ser fortificado com
vitamina A, que ja é adicionada a este tipo de produto ha bastante tempo. Esse
processo foi utilizado inicialmente na Dinamarca, em 1920 (ZANCUL, 2004). A
margarina é fortificada com vitamina A em muitos paises para repor esta
vitamina que é perdida a partir da dieta quando a manteiga & substituida pela
margarina. A vitamina D é adicionada a margarina em niveis mais altos que os

encontrados na manteiga, como uma medida de saude publica, visto que um



aumento é considerado necessario para a populagdo como um todo (BALL,
2006). O enriquecimento da margarina com vitamina D é obrigatério no Reino
Unido, porém no Brasil, assim como a vitamina E, trata-se de um
enriquecimento voluntario.

Muitos alimentos basicos tém sido fortificados, como produtos a base
de cereais (por exemplo, farinhas e cereais matinais) e leite (por exemplo, leite
com baixos teores de gordura é fortificado com as vitaminas A, D e calcio).
Atualmente outros alimentos como acglcar, éleo e sal sdo também fortificados
em algumas partes do mundo, no entanto para alguns alimentos especificos
como bebidas alcodlicas, a fortificagao ndo € permitida. Nos EUA, a fortificagédo
de cereais e graos com acido félico teve inicio em 1996 e, desde janeiro de
1998, todos os cereais e produtos de graos sao fortificados com 140 ug de
acido folico/100g. No Reino Unido, a fortificagdo de alimentos com acido félico
€ ainda voluntaria (BALL, 2006), porém & obrigatoria a adi¢cao de ferro, tiamina
e niacina em farinhas, exceto nas versdes integrais (BRITISH NUTRITION
FUNDATION, 2009). Ja no Brasil, é obrigatorio o enriquecimento com &cido
félico (150 ug/100 g) e ferro (4,2 mg/100g) em farinha de trigo e milho (BRASIL,
2002).

No estudo da caréncia de nutrientes e sua tabulagdo realizados em
relacdo aos alimentos ingeridos, efetuado por Enes & Silva (2006), a partir do
levantamento feito pelo IBGE (2004) nos domicilios brasileiros, concluiu-se que
os valores médios recomendados ndo foram alcangados para o expressivo rol
dos micronutrientes com exceg¢do das vitaminas By e B,, e dos minerais
manganés e ferro. Este resultado desperta preocupagdao, uma vez que O

consumo adequado dos referidos nutrientes tem sido associado a prevengao



de inimeras enfermidades cronicas, além de serem considerados elementos
essenciais @ manutencédo das diversas fungdes metabdlicas do organismo. A
deficiéncia em micronutrientes pode resultar em crescimento e
desenvolvimento cognitivo prejudicados, resposta imune deficiente, perda de
energia e produtividade, e aumento da morbidez e mortalidade (ROWE et al.,
2009). Dessa forma, € importante o consumo de produtos ou outras fontes que
contribuam com o fornecimento destes micronutrientes e vitaminas.

A fortificacdo de alimentos por vitaminas é uma ferramenta importante
de que as empresas dispdem para aumentar o valor agregado a seus produtos,
oferecendo um produto diferenciado ao consumidor frente a seus
competidores. Entre os importantes controles necessarios para a pratica de
enriquecimento dos alimentos visando atender a legislagao vigente e a saude
do consumidor, se encontra 0 método de analise empregado para o controle de
vitaminas no produto final.

O presente trabalho teve por objetivos desenvolver uma metodologia
por CLAE para a determinagdo simultanea das vitaminas By, Bs, Bs, Bs, Bg ©
B, em cremes vegetais enriquecidos e aplicad-la em produtos obtidos no
mercado, avaliando o teor das vitaminas e a estimativa de sua estabilidade

durante a vida de prateleira dos produtos.
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VITAMINAS

Vitaminas sd@o nutrientes organicos essenciais requeridos em
quantidades muito pequenas para o metabolismo e crescimento normal, e bem
estar fisico. Muitas das vitaminas ndo sao sintetizadas pelo organismo, ou
apenas em quantidades insuficientes, e sao principalmente obtidas através dos
alimentos (SPITZER, 2007). As vitaminas, especialmente as hidrossoluveis,
catalisam numerosas reagoes bioquimicas. Elas ndo sao fontes diretas de
energia, no entanto facilitam o metabolismo energético, tornando possiveis as
numerosas transformagdoes dos macronutrientes: carboidratos, proteinas e
gorduras.

Podem ser classificadas de acordo com sua solubilidade em dois
grupos: lipossoluveis (A, D, E e K) e hidrossoluveis, (vitamina C e as do
complexo B). Devido a sua solubilidade em agua, a maior parte das vitaminas
hidrossoluveis ndo & armazenada em quantidades apreciaveis, tornando o seu
consumo regular uma necessidade (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005;
MAYES, 1994).

As vitaminas possuem composigdo quimica e fungbes biolégicas
diversas. Sao agentes essenciais ativos para manutencdo das fungdes
biolégicas, podendo ocorrer na natureza como tal ou sob forma de precursores,
as provitaminas (FRANCO, 1992).

Para vérias vitaminas, um numero de compostos quimicamente
relacionados mostram a mesma atividade bioldgica, devido a tais compostos

também serem convertidos ao mesmo metabdlito ativo final ou terem



similaridade estrutural suficiente para possuir a mesma atividade. Diferentes

compostos quimicos que apresentam a mesma atividade biolégica sao

coletivamente chamados de vitameros (BENDER, 2003). A Tabela 1 apresenta

resumidamente as formas ativas das vitaminas e suas respectivas fungoes.

Tabela 1: Principais formas ativas e fungdes das vitaminas

Vitamina Forma ativa

(ou forma coenzimica)

Fungao

e retinol

a, B, y, 6-tocoferol

X m O P

2-metil-3-fenil-1,4
naftoquinona;

C Acido L-ascarbico e
deidroascorbico

Tiamina (B;) TPP (tiamina pirofosfato)

Riboflavina (B;) FMN e FAD
Niacina (B3;) NAD e NADP

Ac. Pantoténico (Bs) Coenzima A

Bs (Piridoxina) PLP (piridoxal fosfato)

Biotina Biocitina

Acido Folico (Bg)  Tetraidrofolato

Bys Metil cobalamina

11-cis retinal, acido retindico

1,25-dihidroxi-colecalciferol

2-metil-1,4-naftoquinona;

Adenosil cobalamina

Mecanismo da visdo e integridade
epitelial
Metabolismo de Ca e P

Protegao contra oxidagéo dos lipideos
de membranas

Cofator em reagdes de carboxilagao.
Ativa em varios fatores sanguineos

Coenzima - Hidroxilagéo da prolina e
lisina na sintese do colageno,

Acao Antioxidante

Transferéncia de aldeidos.

Metabolismo de carboidratos e
aminoacidos

Regula canal CI' na condugdo do nervo
Transferéncia de Hidrogénio

Coenzima em reagdes de oxido-redugao
Transferéncia de Hidreto

Coenzima em reac¢des de oxido-reducao
Regulagdo Ca intracelular
Transferéncia de grupos acila

Sintese e metabolismo acidos graxos
Transferéncia de grupos amino
Coenzima p/ muitas enzimas envolvidas
no metabolismo celular

Atua no sistema imune

Transferéncia de CO2

Coenzima em reagdes de carboxilagéo
na gluconeogénese, sintese de acidos
graxos, metabolismo de aminoacidos e
catabolismo de acidos graxos
Transferéncia de Carbono

Sintese de purina e pirimidina

Doa grupo metil a homocisteina para
formagao de metionina

Transferéncia de Metil

Reacédo de isomerizagéo,
desidrogenacao e metilagéo
(homocisteina); Agdo metabolismo folato

EMN- flavina mononuclectideo; FAD- flavina adenina dinucleotideo; NAD- nicotinamida adenina
dinucleotideo: NADP- nicotinamida adenina dinuclectideo fosfato.

Fontes: LEHNINGHER ef al. 1993; LEHNINGHER et al. 2006; BENDER 2003; MARZZOCO &
TORRES 2007; BALL 2008: GREGORY 1996; PENTEADO 2003.



Na Tabela 2, sdo apresentadas de forma resumida algumas doengas

relacionadas as caréncias de vitaminas.

Tabela 2: Caréncias de Vitaminas x Doengas

Vitamina Doencas

A Xeroftalmia, cegueira noturna, pele aspera e seca ou queratinizagdo da
pele

B, Perda de apetite, fraqueza, irritabilidade e dificuldade p/ caminhar; dano
do nervo periférico (beribéri) ou lesdes do sistema nervoso central

B, Feridas na boca e nariz, inchago nos labios e lingua. Diminuigdo da
resisténcia a doengas comuns. Dermatite seborrréica.

Niacina (Bs) Disenterias graves, alteragdes mentais, psicose depressiva, dermatite

foto-sensivel (Pelagra)
Lesdes na pele e inibicdo do crescimento. Cansago, problemas de

Bs coordenagdo motora, gastrintestinais e suprarenais. Dano do nervo
periférico.

Bs Irritabilidade, insdnia, depressdo, dermatite e TPM. Desordens do
metabolismo do aminoécido, convulsdes.

Bg Ma formacgao do tubo neural em fetos. Anemia megaloblastica

Biz Anemia perniciosa ou macrocitica

C Escorbuto. Diminuicao da resisténcia a infecgdes, cansaco em geral,
dificuldades de restabelecimento pos-cirurgico e gangrena

D Raquitismo, deformagdes no peito, na coluna vertebral e na pélvis.
Dentes fracos. Aumento de risco de osteoporose. Osteomalacia.

E Dermatite e problemas na produgédo de hormdnios sexuais. Disfungéo
neurolégica séria (muito raro).

H Perda de apetite, nauseas, dores musculares, anemia e dermatites.
Metabolismo do carboidrato e gordura prejudicados

K Hemorragias, que podem acontecer apos longos periodos de tratamento

com antibioticos. Dificuldade na coagulagao do sangue

Fontes: LEITE, 2006; BENDER, 2003.

Tiamina (B1)

A vitamina B4, também chamada tiamina, aneurina e orizanina e

largamente distribuida na natureza em animais e vegetais (BOBBIO &

BOBBIO, 2003). Segundo Ball (2006) e Mayes (1994) todas as plantas e

tecidos animais contém tiamina, consequentemente a mesma esta presente em

todos alimentos naturais ndo processados. As fontes mais ricas séo levedo e

figado, todavia, os gréos de cereais compreendem a fonte mais importante



desta vitamina na maioria das dietas dos seres humanos (MAHAN & ESCOTT-
STUMP, 2005). O contetdo de tiamina em alguns alimentos & apresentado na

Tabela 3.

Tabela 3: Teor de Tiamina (mg/100g) em alguns alimentos

Alimentos Tiamina (mg/100g)

Levedura em Pd 14,5

Extrato de levedura 4,10

Castanha do Para 1,09 0,67 0,62°
Carne de porco magra 0,95 1,00 0,98 0,81°
Carne de vaca magra 0,23 0,07 0,10 0,08d
Carneiro (sem gordura) 0,15 0,09 0,13°
Carne de frango 0,08 0,10 0,14 (crua) 0,07°
Figado de Vaca 0,24 0,38 (frito)

Atum 0,10 0,10 0,24" 0,04°
Bacalhau (cru) 0,04 0,09" 0,02'
Ervilha seca 0,91 0,70

Ervilhas frescas 0,35 0,35 0,27
Farinha de Trigo integral 0,66 0,45 0,47° 0,45
Farinha de trigo branca 0,06 0,317 0,12
Pao de farinha integral 0,25 0,25 0,35
Centeio 0,40 0,40 0,32
Arroz integral 0,36 0,50 0,59 0,41 0,10
Arroz polido 0,09 0,02 0,10 0,16'
Farelo de Arroz 2,50 2,75
Feijao branco seco 0,60 0,44 0,10"
Feijao tipo vermelho seco 0,61 0,53% 0,13
Amendoim 1,14 0,64"; 0,44"
Soja 0,66 0,61 0,87 0,16°
Ovos inteiros 0,10 0,10 0,09 0,04": 0,089
Leite de vaca integral (cru) 0,04 0,05

Leite de: vaca integral 0,01 0.03 0.04"
pasteurizado

Brocolis 0,12 0,10 0,07°
Repolho 0,11 0,15 0,06°
Agrigo 0,1 0,16 0,09°
Laranja 0,09 0,11 0,09°
Suco de Laranja (s/ agucar) 0,08 0,09% 0,04
Banana 0,09 0,04 0,03°
Maga (crua) 0,03 0,02"
Tomates 0,06 0,09 0,04°
Batatas 0,10 0,21° 0,08%: 0,10"

Fontes: * FRANCO, 1992; **BOBBIO & BOBEIO, 2003; *** FOOD STANDARDS AGENCY, 2002; ****
USDA, 2009.

3 Resultados encontrados em farinhas fortificadas; ° Seca, ndo branqueadas; © lombo magro cru;  carne
magra cozida; ° carne “light' crua; f fresco, cru “bluefin”; @ “light”, cozido em Agua, solidos drenados;
"Atlantico, cozido, sélidos e liquidos; ' Pacifico, cozido; ' graos médios, cru; ¥ graos médios, cozido;
'branco, graos longos, regular, cozido; ™ feijao cozido; "todos os tipos, assado; ° madura, cozida; " ovo
inteiro, fresco, cru; ® ovo cozido, frito; " leite fluido, com 2% de gordura, e vitaminas A e D adicionadaos;
®cru ou crua; ' cozido; " crua, sem pele; ' sem pele, cozida, polpa.
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A tiamina como difosfato de tiamina (também conhecida como
pirofosfato de tiamina) atua como coenzima no metabolismo de carboidratos e
aminoacidos. Desta forma, ha um aumento do requerimento para tiamina em
situagbes em que o metabolismo é elevado, por exemplo, durante alta atividade
muscular, gravidez e lactagdo, febre prolongada, e hipertiroidismo (BALL,
2006).

A tiamina apresenta estrutura quimica formada por duas moléculas,
uma pirimidina substituida e um anel tiazol ligados por um metileno (Figura 2).
E uma amina quaternaria e existe como um cation monovalente ou divalente,
dependendo do pH da solucao. Trés formas fosforiladas da tiamina ocorrem na
natureza. Em tecidos vivos, a forma predominante &€ a coenzima, tiamina
difosfato (TDP) (Figura 2). Pequenas quantidades de ésteres monofosfato

(TMP) e trifosfato (TTP) também ocorrem em tecidos animais (BALL, 2006).

Figura 2: Estrutura quimica da Tiamina (a) e TDP(b). (Fonte: BALL, 2006).

A forma comercial hidrocloreto de tiamina € um po6 branco ou quase
branco, cristalino. E bastante solvel em agua, pouco soltvel em etanol 95% e

absoluto, e insolivel em solventes como cloroformio e éter (BOBBIO &
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BOBBIO, 2003; BALL, 2006). Sua formula é Ci,Hi7HsOSCILHCI, peso
molecular 337,3; é higroscopico e usualmente existe como semihidratado
contendo 4% de agua. A outra forma da vitamina, o nitrato de tiamina e
praticamente n&o higroscopico e € especialmente recomendada para
enriquecimento de misturas de farinhas (BALL, 2006; BOBBIO & BOBBIO,
2003). Apresenta-se como po cristalino branco ou quase branco. Ao contrario
da forma hidrocloreto, & pouco sollvel em agua (1:44). E também pouco
soltivel em alcool e em cloroformio (MARTINDALE, 1996). Em tecidos animais,
esta presente principalmente na forma fosforilada. Em produtos de origem
vegetal, a vitamina B+ ocorre predominantemente na forma livre, nao fosforilada
(BIANCHINI-PONTUSCHKA & PENTEADO, 2003; MAHAN & ESCOTT-
STUMP, 2005).

A deficiéncia da tiamina é caracterizada por anorexia e perda de peso,
assim como sintomas cardiacos e neurologicos, e resulta eventualmente em
beribéri, cujos sintomas englobam confusdo mental, perda muscular, edema
(beribéri imido), neuropatia periférica, taquicardia e cardiomegalia (MAHAN &
ESCOTT-STUMP, 2005).

Na Asia, no século XIX e inicio do século XX, o beribéri causou a
morte de milhares de pessoas que tinham como dieta basica quase
exclusivamente o arroz branco polido. A cuticula do arroz, que & removida no
processo de polimento, contém quase toda a tiamina do arroz (LEHNINGER,
1984). Este problema ainda ocorre em partes rurais do sudeste da Asia
(SPITZER, 2007).

A deficiéncia de tiamina ocorre devido a ingestao insuficiente, aumento

dos requerimentos como na gravidez, lactagdo, dieta rica em carboidrato e



infeccbes parasiticas cronicas. Esta deficiéncia tem sido encontrada em
individuos subnutridos, pacientes com doengas crénicas, anorexia e em casos
de alcoolismo crénico (SEBASTIAN & JATIVA, 1998; HALSTED, 1993).
Algumas pessoas com idade mais avangada estdo em risco de deficiéncia de
tiamina, tendo em vista sua dieta desequilibrada e uso a longo prazo de
diuréticos. Os individuos afetados apresentam um tipo de encefalopatia
chamado sindrome de Wernicke-Korsakoff, cujos sintomas variam de confusao
leve a coma (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005)

Sinais de toxicidade sdo evidentes dependendo da dose efou via de
administragcdo. Em humanos, doses orais elevadas ndo sdo deletérias, pois o
excesso é eliminado rapidamente na urina. Altas doses via parenteral ou
intravenosa podem ser toxicas, levando até a morte, como ja observado em

animais (BIANCHINI-PONTUSCHKA & PENTEADO, 2003).

Niacina (B3)

A niacina é composta pelo acido nicotinico (3-acido carboxilico piridina:
C6H502 N; PM 123,11) e nicotinamida (3-carboxamida piridina: C6H60ON; PM
122,12) (Figura 3), os quais tém igual bioatividade na forma livre. Em tecidos
vivos, a nicotinamida é a porgdo ativa das coenzimas NAD (nicotinamida-
adenina-dinucleotideo) e NADP (nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato)
(BALL, 2006; BENDER, 2003). As coenzimas funcionam como carreadores de
proton e elétron em uma ampla variedade de reagdes de oxido-redugdo.

Exemplos sdo reacdes relativas a liberagao de energia a partir de carboidratos,
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acidos graxos e aminoacidos, e a sintese de aminoacidos, acidos graxos e

pentoses (BALL, 2006).

(a) (b)

Figura 3: Estrutura quimica dos compostos de niacina: dcido nicotinico (a) e
nicotinamida (b) (Fonte: LEHNINGER 2006).

A niacina pode ser sintetizada in vivo a partir do aminoacido essencial
L-triptofano. Sua necessidade no organismo depende da quantidade deste
aminoacido na dieta e da eficiéncia da conversao.

Nos alimentos, a niacina esta presente como acido nicotinico (maioria
das plantas) e nicotinamida (tecidos animais), ocorrendo predominantemente
na forma ligada a outros compostos (COMBS JR.,1998; MAHAN & ESCOTT-
STUMP, 2005). Muitos alimentos derivados dos vegetais, particularmente
gréos, contém niacina em complexos covalentemente ligados com peptideos
pequenos e carboidratos que nao sao liberados durante a digestao. Estas
formas, chamadas de niacitina, ndo sio biologicamente ativas, mas podem se
tornar biodisponiveis por hidrélise alcalina (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005).

Os extratos de leveduras sdo fontes excepcionalmente ricas em
niacina, enqguanto as carnes, visceras e pescados constituem fontes ricas.

Frutas e vegetais fornecem quantidades uteis, dependendo da quantidade
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ingerida. Os teores de niacina em varios alimentos estao apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4: Teor de Niacina (mg/100g) em alguns alimentos

Niacina (mg/100g)

Alimentos Niacina Niacina Niacina Niacina Niacina Total
Equivalente  Niacina
a partir do Equivalente
Triptofano®
Levedura em pd 57,0
Levedura, extrato 58,0 97.0 64,0 9.0 73,0
Castanha do Para 0,3 0,3 3 3,3
Carne de porco 5,1 0,8-5,6 4,9° 6,9 45 11.4
Carne bovina 0.4 4,6 6,7° 5,0 47 9,7
Carne de frango 9,0 4.7-14,7 10,6° 7.8 43 124
Carne cordeiro 6,5" 54 39 93
Figado bovino 16,7 13,4 132 13,4 4,5 17,9
Figado de cordeiro, frito 16,7 19,9 4.9 24,8
Atum 10,0 13,3 12,4° 16,1 5,1 21,2
Bacalhau cru 2 2.4 34 5,8
Ervilha seca 5,6 3.2 35 6,7
Ervilha crua 0,9-25,0 2.1 2.5 1,1 3,6
Farinha de Trigo integral 4,0 6.4 5,7° 2.5 8,2
Farinha de trigo branca 0,8 1,3 1,77 1,9 36
Arroz integral 5,2 47 43 53 1,5 6,8
Arroz 0,8 1,6 1,6504° 09" 0,6 1,5
Feijao branco 0,7' 0,5" 0,1
Feijao 0,5-2,4 _ 09 0,5 1,4
Feijao tipo vermelho 24-gE" 24" 3,5 5,6
Soja 2,2 1,4 1.754.3% 22 57 7.9
Amendoim 17,2 13,5' 13,8 55 19,3
Ovos inteiros 0,1 0,1 0,1 0,1 6,8 6,9
Leite de vaca integral cru 0,2 0,2
Leite de vaca integral 0,2 01" 0,2 0,6 0.8
pasteurizado
Queijo 1.2 O 0,1 6,8 6,9"
Espinafre 0,6 072057 1,2 0,7 1.9
Brocolis 0,4 0,9 0,6° 0,9 0,8 T
Repolho 0.4 0,3 0,2° 0,5 0,3 0,8
Batata 0,91 0,6 0,5 1,17
Laranja 0.2 0,4 0,3 0.4 0.1 0,5
Suco de laranja 0,4% 0,2 0,1 0,3
0,2%
Maga 0,1 0,1 0,1 0.2
Banana 0,8 0,7 0,7 0,7 0.2 0,9
Café solavel, em po 28,2 24,8 2,9 217
Café sollivel preparado 02" 0,2 0.1 0,3

Fontes: * FRANCO, 1992; **COMBS JR. 1998; *** USDA, 2009; **** FOOD STANDARDS AGENCY 2002.
* Niacina equivalente = mg triptofano/60; ® Lombo, magro; ° carne magra crua; ¢ “light", cozido em oleo,
solidos drenado; °© farinha fortificada; "arroz branco, grdos longos, regular, cru; ¥ arroz branco, graos
longos, regular, cozido; " facil cozimento, cozido; ' seco ou seca;’ cru; ¥ feijao cozido; ' soja verde cozida; "
amendoim assado: " leite fluido, com 2% de gordura, e vitaminas A e D adicionados; ° queijo cheddar; *
queijo mussarela; ? in natura; " café solivel preparado com agua.



A deficiencia em niacina conduz a pelagra, doenga nutricional
endémica entre as comunidades que sobrevivem a base de cereais como milho
e sorgo (JACOB & SWENDSEID, 1991). A doenca é diagnosticada nos
estagios iniciais por dermatites semelhantes a queimaduras solares e pela
sensibilidade da pele & exposig@o da luz. Pelagra mais adiantada é também
acompanhada por deméncia ou psicose depressiva, e pode haver diarréia
(BENDER, 2003). A resposta a terapia com nicotinamida é rapida e dramatica:
a pelagra ndo tratada resulta eventualmente em morte (BALL, 2006).

Doses elevadas de acido nicotinico causam liberagdo de histamina
vasodilatadora (rubor nas faces). O uso de altas doses por longos periodos
causa irritacdo intestinal, possiveis danos ao figado e outros efeitos adversos

(McCORMICK, 2000).

Acido Pantoténico (Bs)

O acido pantoténico, também conhecido como vitamina Bs, tem
importancia metabdlica por ser parte da coenzima A (CoA) e da proteina
carreadora de grupos acila (ACP). A CoA e a ACP funcionam metabolicamente
como carreadores do grupo acil. A CoA é critica na formagao de acetil-CoA,
que condensa o oxaloacetato e entra no ciclo de TCA para liberar energia. Ela
também é o composto dos primeiros passos da sintese de acidos graxos ou
colesterol, ou na acetilagido de alcoois, aminas e aminoacidos; alem de ativar
os &cidos graxos antes de sua incorporagdo em triglicerideos e atua como

doador acil para proteinas. A ACP é um componente do complexo
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multienzimatico acido graxo sintetase, que é necessario para a sintese de
acidos graxos (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005).

O acido pantoténico (Figura 4) € composto por um derivado do acido
butirico, ligado por uma ligagao peptidica ao aminoacido B-alanina e tem o seu
nome sistematico d (+) — N- (2,4-dihidroxi-3,3 dimetil-1- oxobutil)- B-alanina,
cuja formula estrutural € CoH1;OsN (BOBBIO & BOBBIO, 2003; GREGORY,
1996).

A férmula & opticamente ativa, mas somente o enantibmero d (+)
ocorre na natureza. Devido a seu alto grau de higrospicidade, para suplemento
alimentar, o d-pantotenato é utilizado. Em produtos farmacéuticos liquidos, o
pantotenol & amplamente usado, sendo convertido a vitamina Bs in vivo (BALL,

2006).

H OH
. N

¥ ’ 'i/\g)/

Figura 4: Estrutura do dcido pantoténico (Fonte: WIKIPEDIA, 2009).

OH

O acido pantoténico atua como um antioxidante e auxilia no
funcionamento dos linfocitos B, células responsaveis pela produgdo de
anticorpos, sendo, portanto fundamental para a defesa celular (TOLONEN,
1995). Como parte da coenzima A, o acido pantoténico, apresenta fungao
fundamental no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios,

conseqiientemente, é importante para a manutengdo e reparo de todas as



células e tecidos. A coenzima A também esta envolvida na sintese de lipidios
essenciais, esterdis, hormoénios, neurotransmissores, porfirina, no metabolismo
de drogas e na desintoxicacao alcodlica (SPITZER, 2007).

O acido pantoténico é amplamente distribuido em alimentos de origens
animal e vegetal. As melhores fontes séo: visceras (figado e coragao), ovo e
levedura. A geléia real produzida por abelhas apresenta niveis altos de acido
pantoténico (BALL, 2006). Na Tabela 5, esta apresentado o contetdo de acido

pantoténico de alguns alimentos.

Tabela 5: Teor de Acido Pantoténico (mg/100g) em alguns alimentos
Acido Pantoténico (mg/100g)

* ok sk dedke vk &

Fontes Livre Livre e Total

ligado em

Caoh

Figado de vaca 7.3 5,91 717°
Figado de porco 6,8 - 3,07 6,3 7.3
Figado de frango - 6,10 6,23
Coragéao de vaca 2,78 2,78
Coragéo de frango - 2,56
Leite em pd integral 2,70 2,00 2,27
Leite em po fortificado 4,63 5,4 5,71
Leite de vaca 0,35 0,31 0,36"
Leite humano 0,21 0,22
Arroz integral 1,70 1,49 1,49
Feijao francés 0,18 0,2 0,25
Feijao preto cozido 0,24
Lentilha 2,14° 1,06 1,47 1,77
Ervilha 0,60° 0,2 0,44 0,5
Ovo de galinha 1,60 1,20 1,44 1,78 223 2,3
Flocos de aveia 1,09 -
Germe de trigo 1,00 - 2,26
Levedura 2,41 7.3 8
Nozes 0,82 - 0,86°
Atum 0,66 1,05 0,37'
Salméo 0,56° 1,12 1,19 1,53
Carne de vaca 0,58 - 0,66
Carne de porco 0,53 0,56 0,49
Carne de frango 1,18 1,02 1.3 1,51
Cenoura 0,27 0,30 0,27 0,345 0,36 0,39
Batata 0,40 0,38 0,51"
Espinafre 0,07 0,08 0,11 0,113
Abacate 0,93' 0,82 0,84 0,89

Fontes: “GUILLAND & LEQUEU 1995; **PHILIPPI 2001; *** USDA, 2009; ***PAKIN et al. 2004.

@ Sub-produtos de carne de vaca crus, incluindo figado; ® |eite fluido, com 2% de gordura, e vitaminas A e
D adicionados; © Lentilha crua; ® Ervilha seca, madura, cozida; ® Noz-peca; ! Atum cozido em éleo; ¢ Rosa,
cozido, sélidos drenade com espinha; " Batata cozida, sem pele; ' Abacate Florida-EUA.
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A deficiéncia do &acido pantoténico esta associada a disturbios
metabolicos e energéticos em seres humanos (ALMEIDA-MURADIAN, 2003;
MITTERMAYR et al, 2004; OTTAWAY, 1993). Como esta vitamina é
amplamente distribuida nos alimentos, sua deficiéncia é rara, sendo observada
apenas em pacientes muito desnutridos (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005;
BALL, 2006). Os principais efeitos da deficiéncia do acido pantoténico estédo
apresentados na Tabela 6.

Nao ha evidéncias de que doses terapéuticas (10-100 mg) produzam
efeitos nocivos. Até mesmo com doses mais altas (10 a 20 g do seu sal de
calcio), o Unico efeito colateral reportado foi a ocorréncia de diarréia (BALL,

2006).

Tabela 6: Efeitos da deficiéncia do acido pantoténico:

Sinais moderados Sinais graves

Diminuicdo do consumo alimentar Desordens do sistema nervoso
Reducédo no crescimento e reprodugdo Desidratacéo

Lesbes na pele Necrose hemorragica do cortex
Problemas gastrointestinais Paralisia

Dores de cabega, cansaco e nauseas Diminuigédo da produgéo de anticorpos
Parestesia das extremidades Morte subita

Fontes: BOBBIO & BOBBIO, 2003; GUILLAND & LEQUEU, 1995; TOLONEN, 1995; SMITH & SONG,
1996.

Piridoxina (Be)

Vitamina Bs € o termo genérico para o grupo 2-metil-3-hidroxi-5-
hidroximetilpiridinas, apresentando a atividade da piridoxina. As varias formas
da vitamina Bg diferem entre si quanto ao grupo substituinte no carbono da

posigdo 4, como mostrado na figura 5.
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Para a piridoxina ou piridoxol (PN), o substituinte € um alcool, para o
piridoxal (PL) € um aldeido e a para piridoxamina (PM) é uma amina. Estas trés
formas basicas podem ser fosforiladas a piridoxina-5'-fosfato (PNP), o piridoxal-
5-fosfato (PLP) e a piridoxamina-5fosfato (PMP). A vitamina Bs na forma de
PLP, e menos como PMP, funciona como uma coenzima em cerca de 100
reacdes enzimaticas envolvendo o metabolismo de aminoacidos, carboidratos,
neurotransmissores e lipideos. Todas as formas mencionadas possuem
atividade vitaminica porque elas sdo convertidas in vivo para estas coenzimas.

(GREGORY, 1996).

CH,OH CHO CH NH,
(OCH,.__*4__On HOCH,._ /_%T/ou HOCH,__A_OH
5] 12 1 .
I [ | l
6\, A2 e N
“NT mCH, NZ NCH, ~ N7 N CH,
| 1 1}
PIRIDOXINA PIRIDOXAL PIRIDOXAMINA
PN PL P

Figura 5: Estrutura dos homdlogos da vitamina Bs. (Fonte: PENTEADO, 2003).

Comercialmente esta disponivel o hidrocloreto de piridoxina (PN.HCI),
que é a forma empregada no enriquecimento de alimentos. Constitui um po
branco ou quase branco, cristalino. E soltvel em agua (1g em 5 mL), pouco
soluvel em etanol (1g em 100 mL), praticamente insoltvel em cloroformio e eter
(BALL, 2006; BOBBIO & BOBBIO, 2003).

Teores relativamente altos de vitamina Bs sdo encontrados em extrato
de levedura, trigo integral, figado e carne de frango. Outras fontes importantes

incluem cereais integrais, castanhas e rins. Leite, ovos e frutas constituem



fontes com concentragdes relativamente baixas. O contetido de vitamina Bs em

alguns alimentos é apresentado na Tabela 7.

Tabela 7: Teor de Vitamina Bg (mg/100g) em alguns alimentos

Vitamina Bs (mg/100g)

wlimentas Vitamiris Be PL PN PM PMP Total
Maga 0,06 0,041 0,015 0,043 0,004 0,06°
Banana 0,29 0,367 0,071 0,262 0,280 0,57 -
Suco de laranja s/ agucar 0,07 0,040

Brécolis 0,14% 0,175°

Couve de bruxelas 0,156 0,299 0,042 0,43°
Couve-flor 0,28° 0,1847 0,063 0,083 0,029 0,18°
Couve 0,05% 0,124% 0,033 0,036 0,038 0,10°
Espinafre 0,09° 0,195° 0,038 0,027 0,037 0,103
Batata 0,44° 0,269° 005 023 0,035 0,31°
Ervilha 0,12° 0,169 0,1
Ervilha, seca 0,53

Amendoim 0,59 0,257°

Soja 0,38° 0,234

Lentilha 0,93° 0,178

Feijao vermelho 0,40°¢ 0,120

Farinha de milho 0,37 0,034 0,217 0,051 0,29°
Arroz 0,093° 0,038 0,093 0,042 0,17°
Escalope 0,65 0, 722
Levedura 2,78*
Extrato de Levedura 1,60 1,30

Farinha de trigo 0,15 0,044 0,136°
Farinha de trigo integral 0,50 0,341

Carne de vaca magra 0,53 0,652

Carne de cordeiro magra 0,30 0,170°

Carne de porco magra 0,54 0,470°

Carne de galinha 0,38 0,540 "

Figado de cordeiro 0, 53 ' 0,900'

Carne de porco, embutida 0,21 0,300 0,192°

Carne de vaca, embutida 0,350' 0,211°

Carne de peru, embutida 0,230" 0,169°

Lombo canadense cru 0,505 ©
Leite em po 0,361" 0,039’

Leite de vaca 0,06 ° 0,038°

Queijo Cheddar 0,15 0,074

Ovo de galinha 0,12 0,143

Bacalhau 0,187 0,245 19

Biscoito 037" 0,036° 1,2°%

PL: p|r|d0><a| PN: piridoxina; PM: piridoxamina; PMP plrldoxamma fosfato.

Fontes: FOOD STANDARDS AGENCY 2002; 2USDA, 2009 ® SCHOONHOVEN et al. 1994; * NDAW et
al,, 2000: * VALLS et al., 2001; ® DRISKELL et al,, 1998; * BIANCHINI & PENTEADO 2000; l“;‘f\GOSTlr\l!—
COSTA et al., 2008.

® Cru, “in natura™ ® Com casca, crua; © Cozido, cozida: ® Assado; © Crua, seca; ! Sementes maduras,
cozidas; ¢ Lombo; " Came “light”, crua; ' Frito; ! Variedades de carne e subprodutos, figado, cru;
Presunto, curado, cozido; ' Carne defumada; ™ Presunto de peru fatiado; " Sem gordura, instantaneo,
enriquecido com as vitaminas A e D; ° Integral, pasteurizado; ” leite fluido, com 2% de gordura e
vitaminas A e D adicionados: ® Atlantico, cru; " Receita caseira, integral; ° Manteiga; " Maisena,

enriquecido.



Grande parte da vitamina Bs em muitos alimentos estéa glicosilada ou
ligada covalentemente a proteinas, cujas digestibilidades resultam no fato de
muito dos teores da vitamina Bg dos alimentos possuirem biodisponibilidades
relativamente baixas. A piridoxina em alguns vegetais (por exemplo, batatas,
espinafre, feijdes e outras leguminosas) esta com frequéncia glicosilada e
possui baixa biodisponibilidade. A vitamina Bs derivada de fontes animais
tende a ter biodisponibilidade superior (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005).

Na literatura, ha cogitacdes quanto ao suplemento de vitamina Bg no
tratamento e prevencdo de doengas coronarianas, no tratamento da tensao
pré-menstrual, da asma e anemia fauciforme (SPITZER, 2007).

Segundo Ball (2006) e Mahan & Escott-Stump (2005), a toxicidade
aguda desta vitamina é relativamente baixa, porém sintomas de toxicidade
relativa as altas doses da vitamina Bg incluem o desenvolvimento de neuropatia
periférica (MARTINDALE, 1996; BALL, 2006), aléem de outros sintomas, tais
como fotossensibilidade ao sol, nauseas, desconforto nas mamas e diminuicao
da sensibilidade ao toque (LEKLEM, 1991).

Em condigdes naturais, a deficiéncia desta vitamina e muito rara.
(LEHNINGER, 1984; MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005). Os sintomas
observados pela deficiéncia s&@o: anemia, lesdes dérmicas e convulsdes

(BOBBIO & BOBBIO, 2003).

Acido Félico (Bg)
Folato é o termo genérico para uma grande familia de compostos

quimicamente semelhantes. O acido félico ou pteroilmonoglutamato € um



analogo estavel e sintético, que pode ser considerado um dos precursores

desta familia de coenzimas (DROGUETTI & PENTEADO, 2003).
O acido folico (Figura 6) compreende uma pteridina, um acido p-amino

benzoico e um acido glutamico.

OH
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Figura 6: Estrutura quimica do dcido folico (Fonte: WIKIPEDIA, 2009).

H,N

Os folatos de ocorréncia natural sdo um grande grupo de derivativos
vindos da redugao e substituicdo de estruturas de um carbono.

O acido félico € amarelo e seu peso molecular é 441,4; é levemente
soliivel em agua na forma acida, mas bastante sollvel quando presente como
um sal.

As varias coenzimas dos folatos facilitam a transferéncia de unidades
de carbono a partir de moléculas doadoras em importantes processos de
biossintese, que levam a formagdo de metionina, purina e pirimidina. Elas
também sdo mediadoras da interconversao de serina e glicina e participam do
catabolismo da histidina (DROGUETTI & PENTEADO, 2003).

O teor de folatos em alguns alimentos é apresentado na Tabela 8.
Figado, feijdes, brocolis, aspargos, espinafre e abacate proporcionam os mais

altos niveis de folatos por porgdo média (BALL, 2006). Carne bovina magra,
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batatas, pao de trigo integral, suco de laranja e feijoes secos sao boas fontes
(MAHAN & SCOOT-STUMP, 2005). Além destes, couve-flor, fungos e cerveja

também sdo fontes de folatos (DROGUETTI & PENTEADO, 2003).

Tabela 8: Conteudo de folatos em alimentos

Alimentos Folatos Folatos Folatos Concentragéo d?G]Folato (ng/100g)

(bg/  (Wg/ (hg/
100g) 100g) 100g)  S-metil- THF  5-Formil- Total

(@) (5) THF THF {como
Ac.Folico)

Suco de laranja 30 30 18 16 <1 nd 15
Laranja 30 31 27 <1 msk 27
Banana 20 14 12 1 nd 13
Framboesa fresca 26 ! 21 33
Leite desnatado em po 50 " 50 51
Leite integral 5 5 9
Carne bovina gl 13° 14°
Carne de frango 4 M4 75 10f
Linguado, cozido i
Figado bovino 212Me 253"  330'
Batata, crua 18 31 21 3 nd 23
Cenoura crua 14" 19 12 16 1 msk 16
Cogumelo seco 163" 163’
Cogumelo 658 @ 12K 10"
Ervilha 65 62" 51 10 nd 59
Lentilha seca 433" 479 110"
Lentilha cozida, graos 181 181 30"
Tomate 15 M 15 22 11 1 nd 11
Repolho 21" 43 75
Alface 38 55 44 9 nd 51
Cebolinha verde 105
Couve de Bruxelas 61° 110° 80 9 msk 85
Couveflor 57 66
Brécolis, in natura 552 & 71 90
Brocolis, cozido 1279 108 64 98 18 nd 114

Fontes: ' PHILIPPI, 2001; Y’ FURLANI & GODOY, 2007; “F LIMA-PALLONE at al 2008;
) USDA, 2009; ¥ FOOD STANDARDS AGENCY 2002; ) BALL 2006.

nd = ndo detectavel; msk = pico mascarado por impurezas, CLAE

 Lagarto, crua; 5 Magra, crua; ° Lombo grelhado; _" Filé cozido: ® Carne, crua; " carmne,
média, assada; 9 Cozido; " Refogado; ' Cru, crua;’ Shiitake; ¥ Cozido, drenado; ' Verde,
congelada; ™ Lentilha verde e marrom, inteira, seca; " Roxo; ° Cozida, drenada.

O folato é essencial para a formagdo de hemacias e leucdcitos na
medula 6ssea e para sua maturagdo e é um carreador de carbono simples na

formacéo de heme (MAHAN & SCOOT-STUMP, 2005).
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O folato é encontrado em 150 formas diferentes, sendo que a sua
biodisponibilidade nos alimentos varia consideravelmente (25 a 50%) em
funcao das diferengas inerentes as formas das vitaminas, presenga ou
auséncia de inibidores de conjugase e ligantes de folato, além do estado
nutricional do individuo (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005). A disponibilidade
relativa de folatos encontrados em uma determinada dieta é de 50% quando
comparada com o acido folico (GREGORY, 1996; GREGORY, 2001).

Ha indicacbes do aumento da homocisteina no sangue estar
relacionada com a diminuicdo da ingestdo de folatos e com doengas
cardiovasculares. As vitaminas Bg e Bi; também sdo fundamentais na
eliminagao da homocisteina do organismo (DROGUETTI & PENTEADO, 2003).

A deficiéncia de folatos estd associada a anemia megaloblastica;
defeitos do tubo neural resultante de deficiéncias subclinicas durante a
gravidez (BOTTO et al, 1999; DALY et al, 1995); doenca de Alzheimer
(CLARKE et al.,1998); sindrome de Down (HOBBS et al., 2000); alteragoes do
humor (GODFREY et al.,1990); doengas cardiovasculares (TAVANI et al,
2004: de BREE et al., 2003; BRATTSTROM & WILCKEN, 2000) e alguns tipos
de cancer (ZHANG et al. 2003,; SLATERRY et al.,1999; GIOVANNUCCI et al.,
1998; SHARP & LITTLE, 2004).

O acido folico ndo é téxico em humanos. Mesmo em doses tdo altas
como 15 mg, nao foi relatado nenhum efeito téxico substancial; um suplemento
diario de 10 mg foi consumido por 5 anos sem efeito adverso (SFITZER, 2007).
Nenhum sintoma de toxicidade foi observado em elevadas doses orais de

folato em animais, apesar da administragéo parenteral de quantidades de cerca



de 1000 vezes a necessidade dietética ter produzido ataques semelhantes a

epilépticos em ratos (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005).

Vitamina B12

A vitamina B, & conhecida como cobalamina, fator antianemia
perniciosa e fator extrinseco ou de Castle. As principais cobalaminas em
humanos e animais sdo a hidroxicobalamina, a adenosilcobalamina e a
metilcobalamina, sendo as duas Ultimas formas coenzimaticas ativas. A
cianocobalamina, uma forma sintética da vitamina Bs;, que € largamente
utilizada por sua disponibilidade e estabilidade, é transformada em fatores
ativos apos a ingestéo (SPITZER, 2007).

A vitamina B4, (Figura 7) € um importante intermediario no ciclo dos
acidos tricarboxilicos, sendo essencial para a degradacéo de acidos graxos e
aminoacidos (BALL, 1994).

A vitamina B, & necessaria na formagdo de globulos vermelhos,
nervos e varias proteinas. Portanto, € essencial para a prevengao de certas
formas de anemia e distlrbios neurologicos. Esta também envolvida no
metabolismo dos carboidratos e lipideos, sendo essencial para o crescimento
(SPITZER, 2007).

A inabilidade de sintetizar metionina a partir da homocisteina, na
auséncia de vitamina By, significa que o tetrahidrofolato (THF) ndo pode ser
regenerado a partir da desmetilagdo do 5-metil-tetrahidrofolato. O folato
acumulado na forma de 5-metil-tetrahidrofolato pode levar a inabilidade de
formacao de outros derivativos de THF que sdo necessarios para a sintese de

purina e pirimidina. A consequente falta de sintese de DNA causa a morte de
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muitas células hematopoiéticas na medula 6ssea. Neste evento resulta a
anemia megaloblastica que é clinicamente indistinguivel daquela induzida pela
deficiéncia de folatos. Quando este tipo de anemia é causado pela deficiéncia
de vitamina B;», € chamada anemia perniciosa porque é acompanhada de uma
neuropatia a qual no esta relacionada a deficiéncia de folatos. A neuropatia é
causada pela inabilidade para produzir o componente lipidico da mielina, que
resulta na desmielinizacdo do tecido nervoso (BALL, 2006). A neuropatia
comega nos nervos periféricos, afetando os pés e dedos, avangando para a
medula espinhal e cérebro (BALL, 2006, SPITZER, 2007). Os sintomas incluem
entorpecimento, formigacdo e queimagdo dos pés, rigidez e fraqueza

generalizada das pernas (MAHAN & SCOTT-STUMP, 20053).

R=CH,COMH,
R'=CH,CH,CONH,

HOH.C H
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Figura 7: Estrutura quimica dos compostos da vitamina B;. (Fonte BALL, 2008).



Na tabelas a seguir, estdo apresentadas de forma esquematizada as
fungdes da vitamina Bi, (Tabela 9) e as causas e origens da deficiéncia desta

vitamina (Tabela 10).

Tabela 9: Fungbées metabolicas da vitamina Bz

Enzima Funcao Metabdlica
Adenosilcobalamina
Metilmalonil-CoA mutase Conversdo de metilmalonil-CoA a succinil-CoA na
degradagao de propionato
L-a-leucina mutase Conversdo de L-a-leucina a aminoisocapronato como
primeiro  passo na  sintese/degradacéo  de
aminoacidos

Metilcobalamina
Metionina Sintetase Metilagao da homocisteina para produzir metionina

Fontes: COMBS JR., 1998; MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005.

Tabela 10: Causas da deficiéncia da vitamina B4z

Causa Origem
Falhas na Absorcgéo Falta do fator Intrinseco
Insuficiéncia Pancreatica
Parasitoses Intestinais
Usos de certos medicamentos
Ingestéo Inadequada Alimentos de origem vegetal
Dieta néo suplementada

Fontes: COMBS JR., 1998; SPITZER, 2007.

O organismo é extremamente eficiente para conservar a vitamina Bi2.
De modo diferente das outras vitaminas hidrossollveis, esta é estocada
principalmente no figado. A deficiéncia de vitamina B, € raramente causada
por caréncia na dieta, sendo mais geralmente atribuida a varias desordens de
absorgdo e transporte. A absor¢do da vitamina Bi, € facilitada por um fator
intrinseco, uma proteina secretada por células parietais da mucosa do
estdbmago (BALL, 2006). A auséncia do fator intrinseco (FI) pode resultar do
envelhecimento associado a atrofia das células parietais gastricas, de

deficiéncias hereditarias na sintese de Fl ou incapacitagdo imunologica de FI.
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Apesar de ser verdadeiro que o consumo cronico, apos 5 a 6 anos, de dietas
vegetarianas estritas sem suplementagao da vitamina B, leva tipicamente a
niveis circulantes muito baixos da vitamina, os sinais clinicos nesses individuos
parecem ser raros e podem nao se manifestar por varios anos, exceto em
lactentes amamentados no peito. Isto nao €& verdadeiro para os
ovolactovegetarianos, cujas dietas incluem fontes alimentares (MAHAN &
SCOTT-STUMP, 2005). Para vegetarianos estritos, seria interessante a
inclusdo de fontes de vitamina B4, em sua dieta, principalmente na gravidez,
lactagdo e criangcas (MANGELS, 2006). Alimentos fortificados com esta
vitamina sao disponiveis, tais como proteina texturizada de soja, leite de soja,
margarinas vegetais, cereais matinais, etc. (VEGETARIAN SOCIETY, 2006).

Individuos que realizaram cirurgia para redugéo de estdomago,
dependendo do tipo de cirurgia empregado, podem apresentar ao longo do
tempo problemas nutricionais, tais como a menor absorgéo de nutrientes,
incluindo a vitamina B, (COLLINS, 2007). Assim como em cirurgias parciais do
estbmago em casos de cancer, é importante a avaliagdo da absorgao
adequada de vitamina B1,, além de outros nutrientes como caicio, vitamina D e
ferro (CANCER RESEARCH UK, 2008).

Segundo Spitzer (2007), a deficiéncia de vitamina B+ afeta cerca de 10
a 15% dos individuos acima de 60 anos. Os sintomas com freqiiéncia incluem:
anemia e ictericia por eritropoiese ineficaz; lingua vermelha, lisa e carnuda; e
disturbios neurologicos. As manifestagdes psiquidtricas, como raciocinio
prejudicado e depressdo podem também estar presentes (MAHAN & SCOTT-

STUMP, 2005).



Na Tabela 11, & apresentado o contetido de vitamina B, em alguns

alimentos. Os alimentos de origem vegetal contém a vitamina apenas por meio

de contaminacdo ou sintese bacteriana. Um alimento fermentado tipo “tempeh”

foi analisado e a concentracdo de vitamina B+, encontrada foi desprezivel. Em

contraste, alguns vegetais marinhos cozidos continham vitamina B2 na mesma

proporgao que o figado bovino (MAHAN & SCOOT-STUMP, 2005).

Tabela 11: Contetdo de Vitamina B, (ug/100g) em alguns alimentos

Alimentos

*

B12 (pg/100g)

*kk

Figado bovino 69,00-122,00 110,0 59,3
Figado de galinha 24,10 35,0° 16,587
Figado de carneiro 54,0 90,05

Rim bovino 38,30 15,0 205
Rim de carneiro 17,0 52,41

Carne bovina 1,94-3,64 20° 2,24 °

Carne de carneiro 1,00-2,00 2,0b 224 a
Carne suina 0,55 1,0 0,84
Carne de peru 0,38 0,61° 0,43°
Carne de frango 0,32 (Tragos) 0,36"

Presunto 0,80 1,0 0,90°
Leite 0,36 0,8 0,53"
Leite integral 1,00° 0,9 0,45’
Queijos 0,36-1,71 14! 0,83’
logurte 0,06-0,62 0,3" 0,47"
Arenque 4,30 13,0 13,67
Salmao 3,20 4,0 3,23
Truta 7,80 5,0 4,45
Atum 2,80 50' 2,20
Bacalhau 1,05 1,0 0,917 10,00™
Ovo inteiro 1,00 2.5 1,29
Ovo, gema 3,11 6,9 1,95

Fontes: "COMBS JR. 1998; ** FOODS STANDARDS AGENCY 2002; *** USDA, 2009.

% Gozido: ° cru ou crua, “in natura”; © magra; ° lombo, magro; © cozida, assada; ' carne “light’
grelhada ou frita; ? ndo cozido; " com 2% de gordura e vitaminas A e D adicionadas; ' com 3,25
% de gordura e vitamina D adicionada; 'tipo cheddar; ¥baixa gordura, frutas; ! cozido em dleo,

drenado; ' Atlantico, seco e salgado.

A vitamina Bi; ndo é toéxica ou apresenta baixa toxicidade quando

administrada oralmente (BALL, 2006; MAHAN & SCOOT-STUMP, 2005;

SPITZER, 2007).
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Necessidades Nutricionais

Os processos metabdlicos devem responder as imediatas
necessidades do organismo; os requerimentos vitaminicos estdo, portanto,
sujeitos a uma variagao continua, dentro de certos limites (BALL, 2006).

Segundo a legislagao brasileira, de acordo com a Resolugcdo de
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, RDC N° 269
(BRASIL, 2005), foi aprovado o regulamento técnico sobre a ingestdo diaria
recomendada (IDR) de proteina, vitaminas e minerais. De acordo com este
documento, a ingestéo diaria recomendada (IDR) é a quantidade de proteina,
vitaminas e minerais que deve ser consumida diariamente para atender as
necessidades nutricionais da maior parte dos individuos e grupos de pessoas
de uma populacdo sadia. Estas ingestbes dietéticas diarias recomendadas
para as vitaminas hidrossolliveis por dia para adultos, gestantes e criangas

estdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12: Ingestédo Diaria Recomendada

Grupo B, B, Bs Bs Bg Bg Biotina Bz
mg mg mg mg mg Hg Hg Hg
0-6 meses 0,2 0,3 2 1.7 0,1 48 5 0.4
7-11 meses 0,3 0,4 4 1,8 0,1 48 6 0,5
1-3 anos 0,5 0,5 6 2 0,5 95 8 0,9
4-6 anos 0.6 0,6 8 3 0,5 118 12 1s2
7-10 anos 0,9 09 12 4 1,0 177 20 1,8

~ Adultos 7 13 16 5 1,3 240 30 24
Gestantes 1,4 1,4 18 6 1,9 355 30 2,6
Lactantes 1.5 1,6 17 7 2,0 295 35 2,8

Fonte: BRASIL, 2005.
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Nos EUA, o “Food and Nutrition Board of Institute of Medicine” define
um requerimento como o nivel mais baixo de um nutriente, que ingerido de
modo continuo, para um indicador especifico de adequacéo, devera atender as
necessidades nutricionais de um individuo. Uma recomendagdo nutricional
(RDA - ‘recommended dietary allowance”) de um nutriente ¢ o nivel de
ingestdo dietético médio que é suficiente para satisfazer um requerimento de
quase todos (97-98%) os individuos aparentemente saudaveis, em uma
particular faixa de idade e sexo. A RDA é derivada a partir de um requerimento
médio estimado (EAR), o qual € uma estimativa da ingestdo na qual o risco de
inadequacdo para um individuo é de 50%. As RDAs tém sido publicadas para
as vitaminas A, D, E e K, tiamina, riboflavina, niacina, vitamina Bs, folato,
vitamina Bis, e vitamina C. No caso de acido pantoténico e biotina, ha
insuficiente evidéncia para calcular uma EAR e, desta forma, uma ingestao
adequada de referéncia (Al) é proporcionada ao invés de uma RDA. O Al € um
valor baseado em niveis de ingestdo derivados experimentalmente ou
aproximagdes de ingestdes de nutrientes médias observadas em um grupo (ou
grupos) de pessoas aparentemente saudaveis (BALL, 2006).

A tiamina (B+) é expressa de maneira quantitativa, em termos de sua
massa, normalmente em miligramas. Para esta vitamina, as recomendagoes
nutricionais sdo baseadas nos niveis de ingestdo calérica, em decorréncia do
seu papel direto no metabolismo de energia (MAHAN & SCOOT-STUMP, 2005;
SPITZER, 2007). Na revisdo de Gubler (1991) foi apresentada uma serie de
fatores que influenciariam nos requerimentos de tiamina a partir de estudos

feitos em animais, tais como: tamanho do animal, composi¢cdo da dieta,
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aumento da taxa metabdlica, microflora intestinal, fatores genéticos, atividade
fisica, idade e clima.

A niacina (Bs) € expressa em miligramas totais de niacina ou
equivalentes de niacina (NE), calculados a partir do teor de niacina pré-formada
mais 1/60 do teor de triptofano, para incluir estimativas de fontes diretas e
indiretas da vitamina. Para a niacina, é estabelecido também o nivel maximo
toleravel de ingestao (UL), por exemplo, para adultos e mulheres, o valor de UL
recomendado & de 35 mg NE/dia (INSTITUTE OF MEDICINE, 1998). Para a
Europa, foram desenvolvidos limites maximos diferentes para o acido nicotinico
(10 mg/dia) e nicotinamida (900 mg/dia) (SPITZER, 2007; EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY, 2006). As necessidades de niacina estdo diretamente
relacionadas a ingestdo de energia, em virtude do papel desta vitamina nas
reacOes de produgao de energia no metabolismo (MAHAN & SCOOT-STUMP,
2005).

O acido pantoténico (Bs) € quantificado em miligramas. Nos EUA, as
IDR sdo expressas como ingestdo adequada (Al), (SPITZER, 2007, MAHAN &
SCOOT-STUMP, 2005).

Para a vitamina Bg, o nivel maximo toleravel de ingestao (UL)
recomendado para adultos nos EUA é de 100 mg/dia (INSTITUTE OF
MEDICINE, 1998), e na Europa é de 25 mg/dia (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTORITY, 2006). Em geral, as necessidades de vitamina Bg aumentam com o
aumento das ingestdes de proteina; o estado adequado de vitamina Bg parece
ser mantido quando esta vitamina é consumida numa proporgao aproximada de

0,016 mg/g de proteina (DRISKELL, 1994).



Nos EUA, a ingestao dietética de folato € expressa como equivalentes
de folato da dieta (DEF), que & uma tentativa de compensar as diferengas
conhecidas na biodisponibilidade dos folatos. Uma DEF equivale a 1ug de
folato alimentar, que é igual a 0,6 ug de éacido folico (a partir de alimento
fortificado ou suplemento consumido com o alimento) ou 0,5 pg de acido folico
sintético (suplementar) tomado antes das refeigbes (MAHAN & SCOOT-
STUMP, 2005; SPITZER, 2007). Neste caso, sdo recomendados 400 pg/dia de
DEF para adultos, 600 pg/dia durante a gravidez e 500 hg/dia durante a
lactacdo. O nivel maximo toleravel de ingestao (UL) recomendado para adultos
é de 1 mg/dia (INSTITUTE OF MEDICINE, 1998; EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2006).

A vitamina By, & expressa em microgramas. Como 10 a 30% das
pessoas mais idosas podem ndo absorver adequadamente esta vitamina, &
aconselhavel que pessoas com mais de 50 anos de idade atinjam as suas
recomendagées nutricionais (RDA), principalmente pelo consumo de alimentos
fortificados com vitamina Bz ou um suplemento contendo esta vitamina

(MAHAN & SCOOT-STUMP, 2005).

Estabilidade de Vitaminas

No desenvolvimento de um novo produto também é importante reter,
tanto quanto possivel, o conteido das vitaminas naturalmente presentes ou
proteger as vitaminas adicionadas e minimizar alteragdes indesejaveis de
qualidade ao longo de sua vida util. O processamento comercial de alimentos

visa a conservar sua qualidade e estender a vida de prateleira pela destruigao
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de microorganismos deteriorantes e certas enzimas endogenas que poderiam
promover deterioracédo e/ou reduzir seu valor nutritivo (BALL, 2006). Porém, o
préprio processamento térmico a que grande parte de alimentos estdo sujeitos
antes de serem consumidos, podem reduzir muitos nutrientes (BURLINGAME,
2006). Devido a isto e a outros fatores que podem interferir na qualidade do
produto obtido, € muito importante o controle adequado do processo de
producao de alimentos, desde as matérias-primas até a obtencdo do produto
acabado. O controle de tempo e temperatura durante o processamento e
estocagem também sdo importantes para a manutengdo da qualidade dos
produtos, incluindo o seu valor nutritivo. O acondicionamento dos alimentos
utilizando uma embalagem adequada visa a proteger o alimento conservando
suas caracteristicas sensoriais e nutricionais, contribuindo na definicao de sua
vida util.

Os principais fatores que influenciam a perda de vitaminas durante o
processamento de alimentos sdo: oxidagdo (exposicdo ao oxigénio do ar
atmosférico), calor (temperatura e tempo), efeito catalitico de metais, pH, agao
de enzimas, umidade, irradiagdo (luz ou radiacdo ionizante), e varias
combinagées destes fatores (BALL, 2006; LESKOVA et al., 2006; GREGORY,
1996). Algumas vitaminas s@o sensiveis ao processamento e estocagem,
enguanto outras sdo mais ou menos estaveis.

Na Tabela 13 esta apresentada, de forma resumida, a estabilidade das
vitaminas, enfatizando as vitaminas envolvidas neste trabalho.

A tiamina é instavel quando exposta ao calor, alcalis, oxigénio e
radiagdo (SPITZER, 2007; HARRIS, 1988), sendo a mais termolabil das

vitaminas do complexo B (BALL, 2006). As perdas de cozimento da vitamina



tendem a variar amplamente, dependendo do tempo de cozimento, pH,
temperatura, quantidade de agua utilizada e descartada, além do fato de a
agua ser ou néo clorada (MAHAN & SCOOT-STUMP, 2005). A tiamina nao
sofre destruicdo quando cozida em &cido por algumas horas, porém ocorrem
perdas proximas a 100% quando cozida a pH 9 por 20 minutos (HARRIS, 1988;
LESKOVA et al., 2006). Alimentos congelados e desidratados incorrem a

menores perdas desta vitamina durante a estocagem (BALL, 2006).

Tabela 13: Estabilidade das vitaminas

Vitamina / Calor pH neutro  pH acido  pH basico  Oxigénio Luz
Condicbes
Carotenos (Pro-A)
Vitamina A
Vitamina D
Vitamina E

|

|

|

|
Vitamina K E
Vitamina C |
Tiamina I
Riboflavina |
Niacina E
Acido Pantoténico I
Vitamina Bs |
Acido Félico [
Vitamina B12 |
Biotina | E E

E: estavel (ndo importante destruigao), |: instavel (significante destruicéo).
Fontes: CARVALHO, 1996; GREGORY, 1996; HARRIS, 1988.
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Desconsiderando as perdas por lixiviagdo, a niacina é estavel durante
processamento, estocagem e cozimento de alimentos (BALL, 2006). Tanto o
acido nicotinico como a nicotinamida séo estaveis quando expostos ao calor,
luz, oxigénio e alcali, sendo que pequenas perdas ocorrem no cozimento e

estocagem de alimentos (SPITZER, 2007). A nicotinamida €& parcialmente
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hidrolisada por &cido e alcali, contudo a niacina resultante apresenta a mesma
atividade biolégica (HARRIS, 1988).

O acido pantoténico & estavel ao aquecimento ao pH 5,5 -7,0, porém €
sensivel ao cozimento prolongado em &agua (LESKOVA et al, 2006). E
prontamente destruido pelo aquecimento em solugdes alcalinas ou fortemente
acidas (SPITZER, 2007) e também é labil ao calor seco (HARRIS, 1988). E
suscetivel a lixiviacdo durante o branqueamento de vegetais e o cozimento
caseiro (BALL, 2006), porém apresenta razoavel estabilidade em muitos
alimentos durante o cozimento comum. Como esta localizada nas camadas
externas dos gréos, cerca de metade dessa vitamina e perdida durante sua
moagem (MAHAN & SCOOT-STUMP, 2005).

Em geral, a vitamina Bg ¢ instavel durante tratamento térmico
prolongado, e ndo é sensivel a oxidagdo pelo ar. A estabilidade da vitamina Be
em processamento e estocagem de alimentos depende, em certa extensdo, do
teor do vitamero de vitamina Bg presente no alimento, pois a piridoxina €
consideravelmente mais estavel ao calor do que o piridoxal e a piridoxamina
(BALL, 2006). Deste modo, alimentos de origem vegetal (contendo mais
piridoxina) sdo mais estaveis do que os alimentos de origem animal (contendo
mais piridoxal e piridoxamina) (BALL, 2006; SPITZER, 2007). A piridoxina e
também sensivel a luz, especialmente a luz ultravioleta quando em solugoes
alcalinas (HARRIS, 1988).

Muitas formas de folatos em alimentos séo instaveis (SPITZER, 2007).
Segundo Harris (1988), o grupo do &cido folico € estavel durante fervura a pH 8
por 30 minutos, contudo grandes perdas ocorrem durante autoclavagem em

acidos e alcalis. Sua destruicao é acelerada por oxigénio e luz (HARRIS, 1988).
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Consideraveis perdas ocorrem através da lixiviagdo e tratamento termico
(BALL, 2006; SPITZER, 2007). Vegetais de folhas frescas estocados a
temperatura ambiente podem perder cerca de 70% da atividade de folatos em
trés dias (SPITZER, 2007). As formas reduzidas nos alimentos sdo oxidadas
com facilidade, com perdas tipicas de 50 a 90% durante o armazenamento,
cozimento ou processamento em altas temperaturas (MAHAN & SCOOT-
STUMP, 2005).

A vitamina B, (cobalamina) é estavel ao calor em pH neutro (HARRIS,
1988), porém pequenas perdas podem ocorrer quando exposta a luz, oxigénio
e a meios alcalinos ou acidos (SPITZER, 2007). Segundo Ottaway (2002), a
vitamina Bs» é geralmente considerada estavel sob muitas condi¢Ges de
processo de alimentos. Como a vitamina B2 € encontrada ligada a proteina,
aproximadamente 70% da atividade da vitamina é conservada durante o
cozimento da maioria dos alimentos; entretanto, quantidades apreciaveis da
vitamina podem ser perdidas quando o leite é pasteurizado ou evaporado

(MAHAN & SCOTT-STUMP, 2005).

METODOS DE ANALISE

A determinacdo de vitaminas em alimentos envolve alguns desafios
em decorréncia de varios fatores, tais como:
. devido as suas diferentes estruturas e propriedades, € extremamente dificil
desenvolver um método geral adequado para a determinagao simultanea de
varias vitaminas em alimentos;

os alimentos sdo geralmente matrizes muito complexas;
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. baixa concentragdo em que se encontram;
. presenca de inumeros interferentes nos alimentos;
. exigéncia de cuidados especiais devido a baixa estabilidade destes

nutrientes.

Dentre os métodos existentes para a determinagédo das vitaminas do

complexo B, destacam-se:

Métodos bioldgicos ou bioensaio: avaliam o valor nutricional com relagéo a

determinada vitamina pela obtenc&o da sua atividade biologica, baseando-se
numa atividade fisiologica (BALL, 2006). Constituem testes muito interessantes
para avaliagdo de um novo nutriente ou de uma dieta especifica, porém
apresentam longa durag&o, alto custo, e desta forma, s@o mais indicados para
pesquisas. Nao seriam métodos adequados para a quantificagao rotineira das

vitaminas em alimentos.

Métodos bioespecificos: podem ser classificados em imunoensaios e ensaio

proteina ligante. Imunoensaios sdo baseados na especificidade do antigeno
(Ag) - anticorpo (Ac) e sdo representados pelo radioimunoensaio (RIA) e pelo
método de ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay’). Os ensaios de
proteina ligante utilizam proteinas de vitaminas ligantes de ocorréncia natural
com indicacdo radio (‘RPBA: radiolabeled protein-binding assay”) ou indicagao
enzima (‘EPBA: enzyme-labeled protein-binding assay’). Os métodos
bioespecificos podem ser usados em matrizes biolégicas complexas, porém
requerem uma limpeza minima da amostra, sendo também necessaria a
liberacdo das vitaminas a partir das formas ligantes, por meio de

procedimentos de extragao manual (BALL, 2006). Muitos Kits estao
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disponiveis para este tipo de analises, porém sao caros, importados e possuem
validade limitada para seu uso. Algumas literaturas utilizam este tipo de ensaio
para analise de vitaminas do complexo B (FINGLASS & MORGAN, 1994;

WALSH et al., 1979; GONTHIER et al., 1998).

Métodos microbioldgicos: sdo baseados nos requerimentos nutricionais de um

microorganismo para determinada vitamina. Entretanto, muitos microrganismos
podem sintetizar vitaminas a partir de certos precursores. Muitos métodos
microbiologicos sdo ainda métodos oficiais para a anélise de vitaminas, tais
como niacina, acido pantoténico, vitamina Bs . folatos e vitamina B1,, porém sao
métodos demorados (36 a 48 hs de incubagéo). Para a vitamina Bg, apesar dos
métodos microbioloégicos serem tradicionais, eles sdo de dificil execugao em
muitos laboratérios industriais e inexatiddes podem ser introduzidas através de
resposta diferenciada para as diferentes formas desta vitamina (MANN et al,
2005). Os métodos microbiolégicos sdo individuais, ou seja, ndo determinam as
varias formas da vitamina Bg, e no caso da niacina, sdo detectados também
derivados de acido nicotinico sem atividade vitaminica, e nao permite a
determinagdo simultanea das diferentes formas de folatos, determinando

apenas os totais (TAMURA & MESSING, 1997).

Métodos fisico-quimicos: permitem a quantificagdo das principais substancias

que sdo responsaveis pela atividade biolégica e podem alcangar um alto grau
de preciszo. Nesta classificagdo, s&o incluidos os métodos:

. Colorimétricos: podem requerer cromatografia de coluna aberta ou de
camada delgada para isolar as vitaminas de substancias interferentes. As

determinacées espectrofotométricas sao freqiientemente utilizadas em analises
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de preparacdes farmacéuticas ou premix de vitaminas. Porém, no caso de
alimentos, as dificuldades aumentam devido a complexidade da matriz e baixa
concentracdo das vitaminas. Apesar de existir método oficial para
determinacdo de niacina em alimentos, este utiliza o reagente brometo de
cianogénio que é muito téxico.

. Métodos fluorimétricos: existem métodos oficiais para a determinacao de
tiamina (conversdo para tiocromo), riboflavina e vitamina B em varios
alimentos.

. Cromatografia gasosa: a partir de 1960, a cromatografia gasosa (CG) tornou-
se a técnica dominante para a determinagéo das vitaminas D e E (BALL, 2006).
A analise de vitaminas hidrossoltveis por esta técnica € muito dificil e requer
geralmente a formag&o de derivados volateis (COOLINS et al., 2006), além do
que muitas destas vitaminas s&o termoldbeis. Porém, algumas vitaminas
(tiamina, nicotinamida e acido pantoténico) podem ser analisadas por esta
técnica, sendo necessaria a derivatizagdo para aumentar a sua volatilidade e
estabilidade térmica.

. Eletroforese capilar. tem sido utilizada com sucesso em varios campos de
aplicacdo, como bioquimica, biotecnologia, analises farmacéuticas, e quimica
clinica. Pouco impacto, porém, tem sido observado nas analises de alimentos.
Comparativamente a CLAE, apresenta vantagens como superior resolucao dos
componentes da amostra, tempos de corrida menores, colunas mais robustas e
menor custo de operagédo. Por outro lado, apresenta desvantagens como
menor sensibilidade atribuida a volumes de injegdes extremamente baixos
(nanolitros) e pequeno volume da célula do detector (BALL, 2006). Alguns

exemplos do uso desta técnica foram descritos, na determinagao de tiamina
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por cromatografia capilar eletrocinética micelar em carnes (VIDAL-VALVERDE
& DIAZ-POLLAN, 1999) e leite (VIDAL-VALVERDE & DIAZ-POLLAN, 2000);
niacina por eletroforese capilar de zona (WARD & TRENERRY, 1997;
WINDAHL et al. 1999); acido pantoténico em refrigerantes (KODAMA et al.
1998) e alimentos fortificados (SADECKA et al, 2003); e vitaminas
hidrossoltiveis em refrigerantes (SCHREINER et al., 2003).

. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). & considerada uma
poderosa ferramenta para a analise de compostos labeis como as vitaminas
hidrossoltveis (OLLILAINEN et al., 1993). As vantagens da utilizagao da CLAE
para a determinagdo destas vitaminas incluem rapidez, simplicidade, alta
sensibilidade, exatiddo (SCOTT et al. 2000; KONINGS et al, 2001) e
possibilidade de determinagdo simultdnea de varias vitaminas. Através desta
técnica, & possivel a andlise de diferentes formas vitaminicas, como as da

vitamina Bg, da niacina, folatos e acido folico.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A determinacdo de vitaminas do complexo B naturalmente presentes
em alimentos por CLAE & de grande interesse e aplicagéo, pois atraves desta
técnica & possivel a analise de diferentes formas vitaminicas, como por
exemplo, todos os 6 vitameros da vitamina Bg, mais o acido piriddxico (BALL,
2006); da niacina (nicotinamida e acido nicotinico); e de folates, sendo
atualmente a técnica mais empregada na sua determinagdo (CATHARINO et

al., 2006).
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A CLAE também é o método atual de escolha para a determinagéo de
vitaminas lipossollveis e permite distinguir entre vitaminas adicionadas e
naturais. A alta repetibilidade da CLAE torna-a ideal para a determinacao de
tiamina, riboflavina, nicotinamida, piridoxina, acido pantoténico e acido félico
adicionados em alimentos fortificados (BALL, 20086).

Poucos meétodos oficiais publicados pela AOAC (2005) utilizam a
CLAE, no entanto, um estudo colaborativo para a determinagao de vitamina Bs
em férmulas infantis utilizando esta técnica foi realizado e esta em fase de
publicagao. A importancia da atualizacao destes métodos garantindo dados
analiticos corretos extrapola os motivos de enriquecimentos de alimentos, uma
vez que & extremamente importante também em estudos nutricionais como
estudos de dieta e estudos epidemiolégicos que examinam associagdes entre
as dietas de vitaminas e o desenvolvimento de doengas. Por outro lado, a CEN
(European Commitee for Standardization) dos 6 métodos propostos na area de
vitaminas hidrossollveis, 4 deles sdo por CLAE (KONINGS, 2005).

Para a determinagdo simultdnea de vitaminas do complexo B por
CLAE, é comum a utilizagdo de colunas de fase reversa, com tamanho de
particulas variando de 5 a 3 uym (AGOSTINI & GODOY, 1997, ALBALA-
HURTADO et al. 1997; CHU & TIN, 1998; SANT'ANA, 1998, MORENO &
SALVADO, 2000; VINAS et al. 2003; HEUDI et al. 2005; CASTRO et al., 2006;
ZAFRA-GOMEZ et al. 2006; LIMA-PALLONE et al., 2008).

Além da cromatografia da fase reversa, outra técnica bastante utilizada
em analises quantitativas de vitaminas hidrossoltveis & a cromatografia por

pareamento iénico (AGOSTINI & GODOY, 1997; IVANOVIC et al, 1999;
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ALBALA-HURTADO et al. 1997; ALMAGRO et al. 2002; WOOLARD & INDYK,
2002; MANN et al., 2005; CASTRO et al., 2006).

Na cromatografia de fase reversa, uma fase estacionaria nao polar e
utilizada em conjungao com uma fase movel polar. Solutos polares sao eluidos
antes que solutos nao polares. Compostos ionicos ndo podem ser analisados
como tal por fase reversa se sdo eluidos proximos ao volume morto. A
supressao idnica € uma técnica de cromatografia de fase reversa na qual o
equilibrio idnico da amostra é controlado pelo ajuste do pH da fase movel para
obter retencdo e separagdo de acordo com seus Vvalores de pKa
(BIDLINGMEYER, 1980). Pelo tamponamento da fase movel a uma ou duas
unidades abaixo do pK, valor para acido fraco, e a correspondente quantidade
acima do valor de pKj, para a base fraca, a ionizagdo é suprimida e o composto
estara nao dissociado, obtendo maior afinidade para a fase estacionaria,
ficando mais retido (BALL, 2006; COOLINS et al., 2006).

A cromatografia por pareamento idnico utiliza a fase estacionaria
reversa e oferece seletividade adicional para melhorar a separagéo, ao permitir
manipular a concentragdo do reagente que forma o par idnico (COLLINS et al.,
2006) e o ajuste do pH da fase movel (BALL, 2006). Nesta modalidade, ajusta-
se o pH da fase movel, que é uma mistura de solvente organico e agua, com
acido, base ou solugdo tamp&o, de modo a promover a ionizagéo dos
componentes da amostra. A seguir, adiciona-se o par idnico que deve ter carga
oposta a dos solutos a serem separados, formando um par ionico de carga
neutra, que passa a ser mais retido na fase reversa, devido a presenca, no
reagente, de grupo alifatico que possui maior afinidade pelas cadeias da fase

reversa, proporcionando a separagdo (COOLINS et al, 2006). Assim,
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compostos de mesma carga terdo tempo de retengdo reduzido; para
compostos destituidos de carga, a adicdo do ion pareante praticamente nio
tem efeito. Desta forma, tanto compostos ionizados como nao ionizados podem
ser analisados na mesma corrida cromatografica (BALL, 2006; BARTHA &
STAHLBERG, 1994).

Como nao existem para a CLAE detectores que sao universalmente
aplicados, se o0s componentes da amostra diferirem bastante em suas
propriedades fisico-quimicas pode ser necessaria a utilizacdo de dois ou mais
detectores em série, para assegurar que cada um dos componentes de
interesse seja adequadamente medido (COOLINS et al., 2006).

Os detectores mais comuns da CLAE sao baseados na absorbancia de
luz ultravioleta ou visivel pela molécula do analito. Estes detectores sao
populares devido ao seu baixo custo, robustez, razoavel limite de detecgéo e
facilidade de uso. Existem varios tipos de detectores de UV, incluindo
configuragdo com comprimento de onda simples, comprimento de onda
variavel (espectrofotométrico) e arranjo de diodos, que confere habilidade para
dinamicamente adquirir e estocar espectros para a analise de pureza e
identidade dos picos. Varios outros tipos de detectores séo disponiveis, tais
como os de Fluorescéncia, Eletroquimico e de Condutividade Elétrica, os quais
tendem a ser empregados quando alta sensibilidade é requerida e/ou a
molécula do analito ndo absorve a radiagdo UV (EARL, 2009).

Para a andlise de tiamina, tanto a deteccdo por UV (NICOLAS &
PFENDER, 1990), como por fluorescéncia (FURLANI & GODOY, 2008; VALLS
et al, 1999) podem ser empregadas, porém a utilizacdo da segunda &

preferivel quando se trata de amostras ndo enriquecidas, ja que os teores
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naturalmente presentes sdo baixos e por fluorescéncia a sensibilidade € maior.
A tiamina deve entdo ser convertida em composto fluorescente, o tiocromo. A
derivatizacdo pode ser pré ou pos-coluna (BIANCHINI-PONTUSCHKA &
PENTEADO, 2003).

A niacina pode ser detectada por UV, sendo que suas formas, acido
nicotinico e nicotinamida, exibem similar espectro na regido UV. Sua
absorvitidade é bastante afetada pelo pH, porém a Amax permanece inalterado
em 261nm (BALL, 2008). Estas formas nao sao fluorescentes, porém derivados
fluorescentes podem ser formados por tratamento com uma mistura de
brometo de cianogénio e p-aminocetofenona (KRISHNAN et al., 1999).

A molécula do acido pantoténico ndo contém uma caracteristica
cromofora e, por esta razdo, exibe apenas fraca absorgéo a 204 nm, devido a
presenca de grupos carbonila (BALL, 2006). Apesar disto, métodos para a
determinacgdo de acido pantoténico utilizando detector UV em varias matrizes
de alimentos tém sido reportados (TIMMONS et al, 1987, ROMERA et al,
1995: WOOLLARD et al., 2000; CASTRO, 2006; MORESCHI & ALMEIDA-
MURADIAN, 2007), e por fluorescéncia, para superar o problema de baixa de
absorcao a baixos comprimentos de onda, utilizando derivatizagao pos-coluna
(PAKIN et al., 2004), e detecgdo por espectrometria de massa (MITTERMAYR
et al., 2004; CHEN & WOLF, 2007).

Sendo naturalmente fluorescente, a vitamina Bg € freqientemente
determinada por este sistema de detecgao (ZAFRA-GOMEZ et al., 2006;
ARGOUDELIS, 1997; BERGAENTZLE et al., 1995; MANN et al, 2005). A
absorcéo da hidrocloreto de piridoxina no UV é fortemente dependente do pH:

no pH 1,8, hda um Gnico pico méaximo a 290 nm (BALL, 2006).



O acido fdlico esta presente em quantidades significantes apenas em
alimentos fortificados e tem sua detecgao realizada por UV-VIS (ou por arranjo
de diodos). Ja os folatos naturalmente presentes nos alimentos encontram-se
em baixas quantidades nos alimentos e sdo naturalmente fluorescentes, dessa
forma sua detecgdo é normalmente efetuada por detector de fluorescéncia,
com excegdo do 10 MAF (10-metil-acido félico) que apresentou detecgdo por
arranjo de diodos (LIMA-PALLONE et al, 2008; CATHARINO et al., 2006;
FURLANI & GODQY, 2007).

A detecgdo da vitamina Bi, € realizada por UV-VIS ou arranjo de
diodos, no entanto, falta sensibilidade para medir as concentragées
extremamente baixas desta vitamina naturalmente presentes em alimentos e o
método microbiolégico ainda € mais sensivel (BALL, 2006; SANT'ANA, 2003).
No entanto, determinacdo por UV foi possivel com a utilizagdo de uma coluna
por imunoafinidade na extragdo da amostra (HEUDI et al., 2006). A detecgéo
por fluorescéncia também foi possivel, para tabletes multi-vitaminicos e meio
de fermentagdo, alcangando limite de deteccdo de 0,1ng/mL (LI & CHEN,
2000). A utilizagao de espectrometro de massa também vem sendo utilizada na
determinacao da vitamina B, (GENTILI et al., 2008; LUO et al., 2006).

Os detectores para CLAE mais utilizados para a determinagao
simultanea de vitaminas hidrossoliveis sdo: detectores por arranjo de diodos
para alimentos enriquecidos (AGOSTINI-COSTA et al., 2008), para um cereal
tradicional turco “tarhana” (EKINCI, 2005) e para formulagdo de leite infantil
(ALBALA-HURTADO et al, 1997); ou uma combinagédo dos detectores de
arranjo de diodos e de fluorescéncia para alimentos enriquecidos (ZAFRA-

GOMEZ et al., 2006; CASTRO et al., 2006); arranjo de diodos e espectrometria
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de massa para suplementos dietéticos multi-vitaminicos (CHEN & WOLF,

2006); espectrometria de massas para “ltalian pasta” (LEPORATI et al., 2005).

Técnicas de extracéo para as vitaminas hidrossoluveis

Técnicas analiticas in vitro requerem extragdo prévia das vitaminas a
partir da matriz de alimentos, a fim de facilitar a sua determinacdo. O
apropriado método de extragdo depende do seguinte critério: a informagao
analitica requerida, a natureza da matriz de alimentos, a forma na qual a
vitamina ocorre naturalmente ou estad adicionada (diferentes formas de
vitaminas sdo freqlientemente encontradas em produtos carneos, vegetais e
lacteos), a natureza e relativas quantidades de substéancias interferentes em
potencial, a estabilidade da vitamina quanto ao aquecimento e extremos de pH
e a seletividade e especificidade do método analitico a ser utilizado.
Procedimentos de extragdo para vitaminas hidrossoluveis incluem hidrolises da
amostra com um acido mineral (acido cloridrico) ou &cido sulfurico, hidrolise
alcalina com hidréxido de calcio, desproteinizagdo com acido tricloroacético ou
agente de acdo similar, como o &cido perclorico, e digestao com enzima
apropriada (BALL, 2006).

Para a andlise de vitaminas, a etapa de extragdo tem uma grande
importancia, ja que extragdes incompletas, limpeza inadequada dos extratos
podendo levar a presenga de interferentes e, ainda, a degradagéo de vitaminas
pode acarretar erros na quantificagao (FURLANI, 2004).

Extragao utilizando hidrolise acida seguida de hidrolise enzimatica,

para a liberagdo das vitaminas das proteinas e transformacéo das formas
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fosforiladas das vitaminas em formas livres, tem sido utilizada por diversos
autores para determinacao dessas vitaminas em matrizes alimenticias
(LEBIEDZINSKA et al.,, 2007; ESTEVE et al., 2001; OLLILAINEN et al., 2001;
NDAW et al., 2000; BOGNAR & OLLILAINEN 1997; ARELLA et al., 1996; van
der BERG et al., 1996).

O procedimento de extragdo geralmente utilizado para a determinacéo
da tiamina total envolve uma digestdo a quente com acido mineral para a
liberacéo da tiamina livre e ésteres de fosfato de tiamina das associagdes com
proteinas, seguida por hidrolise enzimatica. Uma preparacdao de enzima
diastatica comercial de origem fungica (como Takadiastase, Claradiastase ou
Mylase) € adequada para a etapa de hidrolise. Tais preparagdes contém
atividade fosfatase em adicdo a a-amilase e outras enzimas (DEFIBAUGH,
1987).

Para a analise do contetdo natural de niacina, o procedimento de
extracdo geralmente envolve extensiva hidrolise acida das amostras, com a
finalidade de romper os complexos protéicos, resultando em um extrato que
contém também quantidades aprecidaveis de compostos interferentes
(DAWSON et al., 1988). Ndaw et al. (2002) substituiu a extragédo acida 0,1 N
usual por hidrélise enzimatica, utilizando uma enzima especifica que hidrolisa
apenas as formas ligadas da niacina. Esta hidrolise enzimatica n&o induz a
uma subseqiiente conversdo da nicotinamida a acido nicotinico. Quando a
hidrolise acida foi aplicada para as solugbes padrées de NAD (1,35 uM) e
NADP (1,17 uM), cerca de 10% da nicotinamida liberada foi convertida a acido

nicotinico (BALL, 2006).
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Devido aos tecidos animais e vegetais diferirem muito com relagéo as
formas das vitaminas Bg neles contidas, nao ha um simples estabelecimento de
condigbes para a extragdo quantitativa de vitamina Bg a partir de produtos
animais e vegetais. O tratamento de amostras utilizando agentes
desproteinizantes tais como é&cido metafosforico, perclorico, tricloroacético ou
sulfosalicilico a temperatura ambiente prontamente hidrolisa as bases de Schiff,
enquanto preserva os vitameros fosforilados e a forma PN-glicosideo. Por esta
razdo, seu uso proporciona melhor estimativa da vitamina Be disponivel do que
o uso de acidos minerais (BALL, 2006).

Para a determinagédo do acido pantoténico, com excecéo do meétodo
bioldgico, & necessaria a liberagdo da vitamina a partir de sua forma ligada,
principalmente a coenzima A. Porém, nem hidrélise acida ou alcalina pode ser
utilizada ja que esta vitamina é degradada por tais tratamentos. O tratamento
enzimatico seria uma possibilidade, como por exemplo, a simultdnea acéo da
fosfatase intestinal e enzima do figado de aves (NOVELLI et al., 1949), porém
esta combinagdo de enzimas libera praticamente todo o acido pantoténico a
partir da coenzima A, mas nao libera a vitamina da proteina carreadora do
grupo acil (WYSE et al., 1985). Na determinagéo do &cido pantoténico em leite
e formulas infantis (WOOLLARD et al., 2000), foi utiizada uma simples
preparacdo da amostra com a adicdo de agua a cerca de 40°C, agitagao com
aplicacdo de vortex, repouso por 20 minutos, adicdo de 0,5 mL de acido acético
(3% v/v), agitagdo por vortex e centrifugagdo. Outro procedimento para a
extragcdo do acido pantoténico em férmulas infantis em po foi realizado em
ultrassom por 15 minutos com solugdo tampédo fosfato (MORESCHI &

ALMEIDA-MURADIAN, 2007).



A quantificacéo de folatos em alimentos e amostras biologicas é dificil,
devido as suas diferentes formas naturais. Uma quebra enzimatica & essencial
antes da quantificagdo do folato poliglutamato e as condigdes desta quebra
precisam ser otimizadas para cada tipo de alimento (DROGUETTI &
PENTEADO, 2003). Por outro lado, a utilizagdo de enzimas no processo de
extracdo dificulta muito a aplicagdo do método e aumenta o tempo de anélise,
além de promover perdas de folatos (CATHARINO et al., 2006). Para a
extracdo enzimatica de folatos, utiliza-se conjugases de origem diferente para
método microbiolégico e para CLAE (BALL, 2006). Foi desenvolvida uma
metodologia para a determinacdo de folatos por CLAE, cuja extragéo foi muito
simples em relagdo aos métodos existentes, utilizando tampao fosfato e
homogeneizador tipo Turatec, seguida da limpeza do extrato com acido
tricloroacético, possibilitando a determinagdo simultdnea de seis formas
naturalmente e mais comumente presentes de folatos em alimentos, além da
forma sintética, acido folico (LIMA-PALLONE et al., 2008).

Procedimentos de extragdo de vitamina Bi tém em geral dois
propositos, liberagdo das cobalaminas ligadas a proteinas e converséo das
formas de ocorréncia natural e labeis para uma forma simples e estavel,
cianocobalamina ou sulfitecobalamina. Conversdo para a sulfitocobalamina por
reacdo com metabissulfito evita o uso de solugdes letalmente toxicas de
cianeto requeridas para formar a cianocobalamina. O tratamento por
aquecimento (autoclavagemn por 10 minutos a 121°C) denatura as proteinas,
inativa as enzimas e acelera a conversdo das cobalaminas liberadas a

sulfitocobalamina (BALL, 2006).
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Exemplos de determinacbes simultaneas destas vitaminas: para leite
infantil, foi utilizada uma preparagéo simples da amostra utilizando extracoes
com acido tricloroacético para precipitar as proteinas, centrifugagao e filtracao
(ALBALLA-HURTADO et al., 1997); para biscoitos enriquecidos, foi utilizada a
adicdo de &cido sulfirico 0,05 mol/L, ultrassom por 60 min, limpeza do extrato
com adicdo de metanol e refrigeragdo por 60 min a -18°C (AGOSTINI-COSTA
et al., 2008); para alimentos enriquecidos, foi também utilizada uma preparagao
simples da amostra com agitagdo por vortex por 1 minuto, ultrassom por 5
minutos, repouso por 60 min, adicdo de 1g da solugdo de precipitagao
(consistindo de 9,10g de acetato de zinco, 5,46g de acido fosfotungistico
polihidratado, e 5,8 mL de &cido acético glacial, completando o volume com
agua pra 100 mL), agitagdo por vortex por 1 minuto, repouso de 15 min e
centrifugacdo (ZAFRA-GOMEZ et al., 2006). Em bebidas isotdnicas, em virtude
de sua simples composi¢éo, as amostras foram apenas filtradas (CASTRO et
al., 2006). Trabalhos utilizando a preparagdo da amostra com cartuchos SPE

também tém sido reportados (EKINCI, R., 2005; MORENO & SALVADO, 2000).



MATERIAL E METODOS

Amosiras

No Brasil, trés empresas fabricam cremes vegetais enriquecidos com
vitaminas do complexo B. Uma marca comercial contendo as vitaminas B, B,
Bs e Be e outras contendo as vitaminas Bg, Bg e B12. Quatro diferentes amostras
foram coletadas nos principais supermercados na regido de Campinas - SP.
com a preocupagdo de se adquirir lotes com diferentes datas de fabricagao,
cobrindo diferentes periodos da vida de prateleira destes produtos. Foram
analisados entre 4 e 5 lotes diferentes de cada produto, sendo que para cada
lote, dois potes de 250 ou 500 g do produto foram homogeneizados para
analise em duplicata. Todas as amostras analisadas apresentaram contetdo

de 35% de gorduras totais e vida de prateleira de 6 meses.

Reagentes

Os padrées cloridrato de tiamina (vitamina By), nicotinamida (vitamina
Bs), D(+) pantotenato de célcio (vitamina Bs), cloridrato de piridoxina (vitamina
Bg), acido folico (vitamina Bg) e cianocobalamina (vitamina B4;) marca Sigma
foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os demais reagentes utilizados foram:
metanol, grau HPLC, diidrogenofosfato de potassio P.A., acido orto-fosférico
85% P.A. e agua grau HPLC.

A fase movel aquosa (KH,PO,) foi filtrada em membrana Millipore
HATF04700; as amostras injetadas no sistema cromatografico foram filtradas

em filtro de celulose regenerada de 0,45 um de tamanho de poro (Minisart-RC

57



15 mm). O modificador organico metanol tambem foi filtrado em membrana

Millipore HVH04700 de 0,45 um.

Equipamento

Para a extracdo da amostra, utilizou-se um aparelho de microondas
convencional, e banho de ultrassom marca Unique, modelo USC-2850A
(freqliéncia 25 KHz).

Utilizou-se um cromatoégrafo liquido AGILENT TECHNOLOGIES série
1200, com injetor automatico com capacidade de 1 a 100 pL (G1329A),
desgaseificador (G1329A), bomba quaternaria (G1311A), termostato da coluna
(G1316A), equipado com detector de arranjo de diodos (DAD) UV-visivel
(G1315D). O sistema foi controlado pelo software ChemStation (Rev.B.03.02),
o qual também gerencia o sistema de aquisicdo e tratamento de dados. A
coluna utilizada foi a Agilent Zorbax SB-C18 3,5 pm 4,6 x 150 mm, utilizando

pré-coluna Agilent Zorbax SB-C18 5 um 4,6 x 12,5mm.

Extracao

A extracao foi uma adaptagéo mais simples do trabalho de Lima (2001)
com o estabelecimento do procedimento descrito a seguir.

Apoés a homogeneizagdo do contetdo de dois potes do produto, foi
tomada uma porcéo de cerca de 40 g da amostra e colocada em microondas
por aproximadamente 12 segundos. A amostra fundida foi homogeneizada e
imediatamente tomada uma aliquota préoxima de 1g em baldo de 10 mL.

Adicionou-se cerca de 5 mL de agua a 50°C e aqueceu-se novamente em



banho de microondas por aproximadamente 7 segundos. Realizou-se
homogeneizacao total da amostra, utilizando-se vértex por um minuto. O baldo
contendo a amostra foi colocado em banho ultrassom a 50°C por 15 minutos.
Apos este tempo, adicionou-se agua completando o volume do baldo e
efetuou-se nova homogeneizagéo e aplicagao de vértex por 1 minuto. Resfriou-
se a amostra até temperatura ambiente e, quando necessario, completou-se
novamente o volume do baldo com agua. Realizou-se a agitacdo da amostra e
posterior filtragdo em membrana de celulose regenerada de 0,45 um. O filtrado
foi injetado imediatamente no cromatografo liquido. Todas as etapas

desenvolvidas foram protegidas da luz.

Condicoes cromatograficas
As vitaminas foram separadas em sistema de eluigdo por gradiente,
com vazao de 1,0 mL/min tendo como solucdo A, KH,PO4 0,05M (ajustando-
se o pH a 2,25 com &cido orto-fosforico P.A.) e, como solugao B, o modificador
organico metanol. A programagéo (1) do gradiente utilizada foi a seguinte:
« 0 min-0,3 % da fase movel B
« 0,3 min-0,3% da fase movel B
« 5,0 min—-15,0% da fase movel B
« 10,0 min — 25,0 % da fase movel B
. 20,0 min —40,0 % da fase movel B
Utilizando-se este gradiente, foi possivel obter um cromatograma com
todos os padrées das vitaminas envolvidas neste trabalho e, neste caso, o

volume de injecdo utilizado foi de 10 uL. As condigbes foram retomadas e a

coluna reequilibrada em cerca de 10 minutos. Para a agilizagao da analise para

59



as amostras contendo apenas as vitaminas Bs, Bs € Biz, entretanto, outra
programacéo (2) foi utilizada:

. 0 min-7,5% da fase movel B

« 0,3 min-7,5% da fase movel B

. 0,6 min-15,0% da fase movel B

« 15,0 min — 40,0 % da fase movel B

« 15,1 min — 60,0 % da fase movel B

. 20,0 min — 60,0 % da fase movel B

Dessa forma, os tempos de retengdo destas vitaminas foram menores
e o reequilibrio da amostra foi obtido em menor tempo (cerca de 5 minutos). O
volume de injecéo utilizado nesta condigao foi de 100 pL.

A deteccdo das vitaminas foi realizada em detector de arranjo de
diodos (UV-VIS) nos seguintes comprimentos de onda: 246 nm para a tiamina;
261 nm para a niacina; 195 nm para acido pantoténico; 290 nm para piridoxina;
282 para éacido folico e 362 para vitamina B+,. As vitaminas foram identificadas
por comparagéo de seu tempo de retengao, por co-cromatografia, e pelos
espectros de absorgdo, fornecidos pelo detector de arranjo de diodos. A
quantificagéo das vitaminas foi realizada por padronizagao externa, com curvas
de calibragdo construidas com no minimo 5 niveis de concentragao, sendo
cada ponto representado pela média de pelo menos 2 determinacdes.

As concentragdes utilizadas nas curvas analiticas para as vitaminas
B.. Bs, Bs e Bs com programacéo de gradiente 1 e volume de injegdo de 10 pL,
estdo apresentadas na Tabela 14. E as concentragbes utilizadas nas curvas
analiticas para as vitaminas Bg, Bg e B1, com programagéo de gradiente 2 e

volume de injecdo de 100 L, estdo apresentadas na Tabela 15. As vitaminas

foram diluidas em agua, com excegao da primeira diluigdo da vitamina Bg que
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foi efetuada utilizando-se hidroxido de sodio 0,1N. Todas as etapas foram

protegidas da luz.

Tabela 14: Concentracdes das vitaminas B4, B3, Bs e Bg utilizadas nas curvas
analiticas.

Vitaminas Concentragdes (mg/mL) (1)
B, (Tiamina) 0,00088 0,00178 0,00267 0,00446 0,00624 0,00891
Bs (Niacina) 0,02510 0,05010 0,07515 0,12525 0,17535 0,25050

Bs (Ac. Pantoténico) 0,00929 0,01858 0,02787 0,04644 0,06502 0,09289
Bs (Piridoxina) 0,00991 0,01983 0,02974 0,04957 0,06933 0,00991
(1) Gradiente 1.

Tabela 15: Concentragbes das vitaminas Bg, Bg e Bio utilizadas nas curvas
analiticas.

Vitaminas Concentracées (mg/mL) (2)

B, (Piridoxina 0,00414 0,00825 0,01235 0,04229 0,08457

B, (Acido Félico) 0,00098 0,00492 0,00985 0,04905 0,09849

B., (Cianocobalamina)  0,00005 0,00010 0,00050 0,00100 0,00250
(2) Gradiente 2.

Validacao do Método

Para a validacdo da metodologia, foram considerados os parametros
de linearidade, limite de deteccao e quantificacdo, repetibilidade e exatidao.

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em exame,
dentro de uma determinada faixa de aplicagdo. Segundo THOMPSON et al.
(2002), a curva analitica deve conter no minimo cinco pontos que nao incluam
o ponto zero da curva, devido aos possiveis erros associados.

Os limites de detecgdo foram avaliados pela adigdo de quantidades

conhecidas de padrdo & amostra sem enriquecimento. Neste caso, seguiu-se 0

6l



procedimento utilizado para a extragdo das vitaminas nas amostras analisadas,
utilizando-se também cerca de 1g de creme vegetal ndo enriquecido. Foi
considerado o limite de deteccdo a menor quantidade detectavel na matriz que
produziu um sinal com uma amplitude trés vezes maior do que a do ruido
(S/R=23) (RIBANI et al., 2004; CAULCUTT & BODDY, 1983).

O limite de quantificagdo € a menor concentragdo do analito que pode
ser determinada com nivel aceitavel de exatidao e precisdo (INMETRO, 2007),
utilizando um determinado procedimento experimental (RIBANI et al., 2004). Os
limites de quantificacdo adotados para as vitaminas foram de cinco vezes 0
limite de deteccao.

A repetibilidade do método foi fornecida por anélises (5 repeticoes) de
duas amostras de creme vegetal, uma delas contendo as vitaminas B+, B3, Bs e
Bg (Gradiente 1) e outra contendo as vitaminas Be e By (Gradiente 2), sendo
avaliada segundo a equagdo a seguir (CAULCUTT & BODDY, 1983):
r=¢+2 s, onde r = repetibilidade com significancia de 95%, s = estimativa do
desvio padrdo e t = t de Student. Os coeficientes de variagdo foram
determinados e comparados pela formula descrita por HORWITZ et al. (1980)
(CV% = 2("08°90) onde CV é o coeficiente de variagdo e C é a concentragéo
expressa como poténcia de 10).

Para a avaliacdo da exatiddo do método, realizou-se teste de
recuperacdo dos padrdes adicionados ao produto ndo enriquecido, nas
concentracdes proximas aos valores encontrados nos produtos, com excegao
da vitamina B4, que foi adicionada numa concentragéo acima do previsto para

o produto, devido ao limite de deteccao desta vitamina.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Etapas analiticas e validagao da metodologia

A Figura 8 apresenta o cromatograma obtido para os padrdes de todas
as vitaminas envolvidas utilizando-se a programacéao de gradiente 1 e a Figura
9 apresenta os cromatogramas obtidos para a amostra contendo as vitaminas
B1, B3, Bs e Bs (programacao de gradiente 1, volume de injecdo 10 pL). A
Figura 10 apresenta os cromatogramas obtidos para as amostras contendo as
vitaminas Bg e By (programacao de gradiente 2, volume de injegdo 100 pL). A
vitamina B4, estd presente em pequenas concentragdes comparada com as
outras vitaminas e por este motivo nao foi possivel a sua determinagao nos
cremes vegetais. As concentragdes de vitamina B, presentes nestes produtos
foram: 1,0 ug/10g para a amostra 2; 1,0 ug/10g para a amostra 3 e 0,5 ug/10g
para a amostra 4. Na literatura, alguns trabalhos informam também a né&o
determinacdo da vitamina B1, devido & sua baixa concentragdo nos produtos
avaliados (ZAFRA-GOMEZ et al., 2006; CHU & TIN, 1998), ou relatam a sua
determinacéo apos uma fortificagdo da amostra com esta vitamina (MORENO
& SALVADO, 2000).

Os Anexos 1 e 2 mostram os perfis dos espectros de absorgéo das
vitaminas do complexo B determinadas neste trabalho, que foram utilizados
como parametros de identificagdo destas vitaminas nas amostras, através do
software Chemstation.

As curvas analiticas tragadas por padronizagdo externa estao
apresentadas nos Anexos 3 e 4, apresentando boa linearidade, cujos valores

estao apresentados na Tabela 16.
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Figura 8: Perfil cromatogréfico de solugao padrdo contendo as vitaminas By, Bs, Bs, Bs Bs e
B,» usando detector de arranjo de diodos (UV-VIS) a 200 nm. Coluna Agilent Zorbax SB-C18
SB (Stable Bound) 3,5um 4,6 x 150 mm. Fase movel: 99,7% de solugao acidificada (KH.PO,
0,05 M pH ajustado a 2,25 com H3PO,) e fase orgdnica metanol (fase movel B), (programacgao
de gradiente 1): 0,3 min — 0,3% da fase movel B; 5,0 min — 15,0% da fase movel B; 10,0 min —
25,0 % da fase mével B; 20,0 min — 40,0 % da fase movel B. Volume de inje¢ao : 10pL

04



246 nm | B 261 nm

B,

e e et

195 nm \ 290 nm

Bg

Bs

PRt Tt ramenme | S T T T

Figura 9: Perfil cromatografico de uma amostra de creme vegetal enriquecido com as vitaminas B;,
Bs, Bs, e B; usando detector de arranjo de diodos (UV-VIS) a 246 nm para vitamina B;, 261 nm para
vitamina B, 195 nm para vitamina Bs e 290 nm para vitamina Bs. Coluna Agilent Zorbax SB-C18 SB
3,56 ym 4,6x150 mm. Fase movel: 99,7% de solugdo acidificada (KH,PO, 0,05M pH ajustado a 2,25
com HsPO,) e fase organica metanol (fase mdvel B), (programacgédo de gradiente 1): 0,3 min — 0,3%
da fase mdvel B: 5,0 min — 15,0% da fase mével B; 10,0 min — 25,0 % da fase movel B; 20,0 min —

40,0 % da fase movel B. Volume de injecdo: 10uL



290 nm

282 nm

Figura 10: Perfil cromatografico de uma amostra de creme vegetal enriquecido com as vitaminas
Bs, By e B;» usando detector de arranjo de diodos (UV-VIS) a 290 nm para vitamina Be, 282 nm
para vitamina By e 362 nm para vitamina Bj,. A vitamina B;z nao foi detectada. Coluna Agilent
Zorbax SB-C18 SB 3,5um 4,6x150 mm. Fase movel: 92,5% de solugdo acidificada (KH,PO, 0,05M
pH ajustado a 2,25 com HsPO,) e fase orgdnica metanol (fase movel B), (programagao de
gradiente 2): 0,6 min — 15,0% da fase mével B; 15,0 min — 40,0% da fase movel B; 15,1 min — 60,0
% da fase movel B; 20,0 min — 60,0 % da fase mével B. Volume de injecdo: 100uL
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Na Tabela 16, estdo apresentados: tempos de retencdo obtidos para as
todas vitaminas envolvidas utilizando-se a programacgao de gradiente (1), tempos
obtidos para as vitaminas Bs, Bg e Biz na programacao de gradiente (2),
respectivos comprimentos de onda utilizados para sua determinacéo e os valores

de R? para avaliagao da faixa de linearidade.

Tabela 16: Tempo de retengéo, comprimento de onda utilizado e R? obtido nas
curvas analiticas.

Vitaminas Tempo de Retencao (min) A (nm) Linearidade
Programacgéo (1)  Programacéo (2) R?

Bi (Tiamina) 2.3 - 246 0,9998 (1)

B (Niacina) 3,1 - 261 0,9999 (1)

Bs (Ac. Pantoténico) 9,3 - 195 0,9994 (1)

Bs (Piridoxina) 5.6 3.2 290 8‘9990 E;;

Bs (Acido Félico ) 14,6 10,8 282 1 (2)

Bz 15,5 11,7 362 0,9997 (2)

(1) Gradiente 1 ; (2) Gradiente 2.

Limites de deteccéao

A Tabela 17 apresenta os limites de detecgéo obtidos neste trabalho. Para
a programacéo de gradiente (1), os limites detecgéo obtidos estédo proximos aos
dados obtidos em literatura para produtos enriquecidos utilizando este tipo de
detector (CHEN & WOLF, 2006; ZAFRA-GOMEZ et al., 2006; ALBALA-HURTADO
et al.,1997; AGOSTINI, 1996), com excegdo do acido pantoténico, que apresentou
limite de deteccdo maior. Em outro trabalho, limite de detecg@o proximo para o

acido pantoténico foi obtido para a mesma coluna SB-C18 utilizada (HUBE, 2003).
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Ja para a programacéo de gradiente (2), os limites de deteccao obtidos para a
piridoxina, acido folico e vitamina Bi2 estdo abaixo do que foi encontrado por
Zafra-Goméz et al., 2006. O limite de detecgéo obtido para o acido félico utilizando
a programacéo de gradiente (2) esta pouco abaixo ao encontrado por Catharino et
al., 2006 (0,005 pg/mL), porém pouco maior do que obtido por Lima, 2001 (0,0013
ug/mL). Na Tabela 18, estdo indicados os limites de detecgao encontrados em

literatura.

Tabela 17: Limites de detecgdo obtidos neste trabalho

Vitaminas Limite de detecgdo (ug/mL)
Programacgéo (1)  Programacéo (2)

10 pL 100 pL

B (Tiamina) 0,045 -

B; (Niacina) 0,05 -

Bs (Ac. Pantoténico) 2.3 -

Bs (Piridoxina) 0,04 0,0025

By (Acido Fdlico ) 0,03 0,003

Bis 0,1 0,005

Tabela 18: Limites de detecgéo (ug/mL) encontrados em literatura.

CHEN & AGOSTINI, CATHARINO ZAFRA- LIMA, 2001 MORENO ALBALA-
Vitamitae WOLF, 1996 et al.,, 2006 GOMEZ et & HURTADO
2006 al., 2006 SALVADO, et al., 1897
2000
B 0,1 0,04 - 0,02 - 3,18 0.1
Bs 0,05 0.1 » 0,01 - 9,92 0,05
Bs - - - 0,02 - . -
Bs 0,05 0,08 . 0,04 : 1,37 0,05
Bo 0,05 - 0,005 0,02 0,0013 - 0,05
B, 0.3 - - 002" ; 0,04 03
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Exatiddo do método

A exatiddo foi determinada pelas analises de amostras que foram
fortificadas com padroes das vitaminas B4, B3, Bs e Bs (programacao de gradiente
1, volume de injegdo 10 pL) e das vitaminas Bs, Bg e Bi2 (programagéo de
gradiente 2, volume de inje¢gdo 100 pL). A Tabela 19 apresenta a porcentagem de
recuperacdo obtida. Os resultados obtidos variaram de 98 a 110%. Este ultimo
valor com maior variagéo foi obtido para a tiamina, principalmente devido a baixa

concentragdo prevista para esta vitamina neste produto.

Tabela 19: Porcentagem de recuperacao obtida.

Vitaminas| Valor adicionado Recuperagéo
(mg/10g) (%) *
I Il [l I DP CV% Il DP CV% [l DP CV%

B (1) 009 018 024 | 107 62 58 109 40 40 110 14 13
Bs (1) 265 617 810 [ 101 03 03 98 10 10 102 08 08
Bs (1) 1,71 197 257 | 104 10 10 100 10 10 100 05 05
Bs (1) 022 044 064 | 103 08 07 101 11 11 102 11 10
Bs (2) 025 060 083 | 106 03 02 107 05 05 103 08 07
Bg (2) 0,05 011 0,14 99 12 13 102 16 16 100 29 28
Bz (2) 0,005 0,01 0,05 98 21 21 104 2,7 26 98 09 09

* Valores sdao médias de determinacdes em triplicata.
DP = estimativa do desvio padrdo; CV = coeficiente de variagao; (1) Gradiente 1 ; (2) Gradiente 2.
I, Il, lIl = trés niveis de fortificagéo das amostras.

Repetibilidade do método

A repetibilidade do método foi fornecida por anélises (n = 5) de dois dos
produtos analisados, amostra 1 e amostra 4 para as programagoes de gradiente
(1) e (2) respectivamente, realizadas num intervalo de 2 a 3 dias. Os resultados

obtidos estdo apresentados nas Tabelas 20 e 21. Para a amostra contendo as
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vitaminas B4, Bs, Bs e Bg (Gradiente 1), o desvio padréo relativo foi de 0,0181;
0,1502: 0,1763 e 0,0169 para as respectivas vitaminas; os coeficientes de
variacdo maiores foram obtidos para as vitaminas By, e Bs (6,3 e 69
respectivamente) e menores para as vitaminas Bz e B (2,0 e 2,5). Para a amostra
contendo as vitaminas Bs e By (Gradiente 2), o desvio padréo relativo foi de 0,0324
e 0,0037, e os coeficientes de variagdo foram 2,6 e 2,7% para as respectivas
vitaminas. A repetibilidade do método pode ser considerada boa, pois as variagdes
existentes entre as medicées obtidas foram menores do que os valores de
repetibilidade (Tabelas 20 e 21). Pela formula preconizada por HORWITZ (1980),
os coeficientes de variagdo foram maiores do que os obtidos para as analises,

demonstrando também que a variagao & aceitavel.

Tabela 20 — Valores dos teores de vitamina B+, B3, Bs e Bgobtidos para o teste de
repetibilidade (Gradiente 1)

Vitaminas (mg/10g)

B (Tiamina) Bj;(Niacina) Bs (Ac. Bs
Pantoténico)  (Piridoxina)
0,2877 7,3748 2,4698 0,6896
0,2702 7,4447 2,6095 0,6737
0,2958 7,4683 2,5456 0,7065
0,2721 7,1155 2,1871 0,6617
0,3139 74714 2,5730 0,6830
Meédia 0,2879 7,3749 2,4770 0,6829
DP 0,0181 0,1502 0,1700 0,0169
CV % 6,3 2,0 6,9 2,5
r (CAULCUTT & BODDY, 1983) 0,0710 0,5904 0,6684 0,0663
CV% (HORWITZ, 1980) 9,65 5,92 6,98 8,47
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Tabela 21 — Valores dos teores de vitamina Bg e Bg obtidos para o teste de
repetibilidade (Gradiente 2)

Vitaminas (mg/10g)

Bs (Piridoxina) B (Acido Folico)
1,2193 0,1374
1,2857 0,1387
1,2496 0,1415
1,2007 0,1363
1,2476 0,1456
Média 1,2406 0,1399
DP 0,0324 0,0037
CV % 2,6 2,7
r (CAULCUTT & BODDY, 1983) 0,1276 0,0146
CV% (HORWITZ, 1980) 7,74 10,76

Avaliacao das amostras

As Tabelas 22, 23, 24 e 25 apresentam as concentracdes e porcentagens
de retencdo obtidas para os lotes com diferentes datas de fabricacdo das
amostras 1, 2, 3 e 4 respectivamente, e os graficos 2, 3, 4 e 5 apresentam as
retengbes destas vitaminas em fung&o do tempo decorrido de vida de prateleira
para os lotes analisados.

Para a amostra 1, contendo as vitaminas B4, Bs, Bs e Bg, 0s maiores
teores destas vitaminas encontrados nas amostras foram respectivamente de
0,284: 7,410; 0,271 e 0,578 mg/10 g, correspondendo a sobredosagem de cerca
de 58; 40; 38 e 34 % em relagdo ao contetdo declarado. O lote analisado com
maior tempo de vida de prateleira apresentou as respectivas retengbes de
119,6%: 130,5%; 95,9% e 101,4% para as vitaminas B4, B3, Bs € Bs. Assim,
considerando a retengéo do lote analisado com menor tempo de vida de prateleira
para o de maior tempo houve uma variagédo de retengé@o de 35 % para a vitamina

B4, 10% para a vitamina Bs, 42 % para a vitamina Bs e 33% para a vitamina Be.

71



Tabela 22: Resultados das vitaminas B4, Bs, Bs e Bg obtidos para
lotes da Amostra 1

os diferentes

Data Data  Tempo Concentragédo (mg/10g)
Fab.  Analise (meses) M=DP CV (%)

) B, (Tiamina)  Bj (Niacina) PaBr:‘;tg:‘;‘ijgo) Bs (Piridoxina)
27/05/09 26/07/09 2,0 0,279+0,012 4 7,410£0,049 1 2270£0,003 0 0578+0,014 3
23/03/09 30/05/09 2,3 0284+0012 4 7212+0018 0 2225+0,100 5 0,549+0,009 2
26/04/09  27/07/09 30 0271+0013 6 7,216+0,036 1 2239+0006 0 0,564+0,002 0
23/02/09  30/05/09 32 0267+0012 5 7,266+0074 1 2247+0,125 6 0,563+0,006 1
29/11/08  30/05/09 60 0215+0015 7 6889+0,056 1 1,582+0,125 8 0,436+0,005 1

Valor declarado 0,18 5,28 1,65 0,43

% Retencao (**)
27/05/09  26/07/09 2,0 154,9 140,3 137,6 134,3
23/03/09  30/05/09 23 157,7 136,6 134,8 127,7
26/04/09  27/07/09 3,0 150,3 136,7 135,7 131,2
23/02/09  30/05/09 3.2 148,4 137,6 136,2 130,8
29/11/08  30/05/09 6,0 119,6 130,5 95,9 101,4

(*) potes de 250 g; (**) % reteng&o obtida a partir do valor declarado no rétulo do produto.

Amostra 1
160

150

140

130

120 | §

% Retencao

110

100 |

90

80

3.0

Tempo (meses)

m Tiamina @ Niacina 0 Acido Pantoténico @ Piridoxina

Grdéfico 2: Valores da porcentagem de retengdo das vitaminas By, Bs, Bs e Bs x tempo de

vida de prateleira dos lotes analisados da amostra 1.
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Tabela 23: Resultados das vitaminas Bg e Bg, obtidos para os diferentes lotes da

Amostra 2.
Data Data Tempo Concentragédo (mg/10g) % Retencao (**)
Fabricagdo Analise  (meses) Mz DP CV (%)
Bs (Piridoxina) By (Acido Félico) Bs Bo
02/06/09(*) 18/05/09 0,9 1,220+0,055 4,5 0,279+0,007 2,6 122,0 139,3
16/04/09 04/07/09 1.1 1,337+0,023 1,7 0,265+0,001 04 133,7 132,7
20/02/09 01/06/09 3,4 1,214+£0,062 5,1 0,270£0,020 2,2 1214 135,2
29/12/08 01/06/09 b1 1,257+0,033 2,6 0,238+0,004 24 125,7 118,9
06/01/09(*) 04/07/09 59 1,139+0,025 2,2 0,208+0,000 0,2 113,9 104,0

Valor declarado

.1

0,2

(*) potes de 250 g.; os demais potes s&o de 500g.
(**) % retencao obtida a partir do valor declarado no rotulo do produto.

% Retengao

Gréfico 3: Valores da porcentagem de retengdo das vitaminas Bs e By x tempo de vida de

150 |
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130 |
120 |
10 |
100 |
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Amostra 2

1.1 3,4

Tempo (meses)

@ Prridoxina 0 Acido Félico

prateleira das amostras analisadas para a Amostra 2.
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Tabela 24: Resultados das vitaminas Bg e Bg obtidos para os diferentes lotes da
Amostra 3.

Data Data Tempo Concentracao M+DP CV (%) % Retencéo (**)
Fabricagdo Andlise  (meses) (mg/10g)
Bs (Piridoxina)  Bg (Acido Folico) Bs Bq

11/07/09 11/08/08 1 1,5616+0,022 1,4 0,207+0,002 0,8 151,6 168,7

28/03/08 10/08/09 4,4 1,219+0,047 3,8 0,138+0,001 0,6 121,9 115,0

11/03/09 11/08/09 5,0 0,982+0,004 0,4 0,113%0,004 3.3 98,21 94,0

30/01/09(*) 10/08/09 6,3 1,146+0,004 0,4 0,117+0,002 1,3 114,5 97,4

14/01/09(*) 10/08/09 6,9 1,173+0,065 5,5 0,124+0,008 6,1 1733 103,0

Valor declarado 1 0,12

(*) potes de 250 g.; os demais potes sdo de 500g.
(**) % reteng@o obtida a partir do valor declarado no rétulo do produto.

Amostra 3
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Gréfico 4: Valores da porcentagem de retengéo das vitaminas Bg e By x tempo de vida de
prateleira dos lotes analisados para a Amostra 3.
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Tabela 25: Resultados das vitaminas Bs e Bg, obtidos para os diferentes lotes da
Amostra 4.

Data Data Tempo Concentracao (mg/10g) % Retengao (**)
E?bricagéo Analise (meses) M+DP CV (t’yo)
Bs (Piridoxina) Bs (Acido Folico) Bs Bg
07/05/09 05/07/09 1,9 0,675+£0,021 3,0 0,141+0,006 4,3 135,0 141,0
06/04/09 30/06/09 2,8 0,625+£0,006 0,9 0,116+0,003 2,9 125,0 116,2
14/03/09 05/07/09 3,7 0,594+0,009 1,5 0,109£0,002 1,6 118,8 109,3
13/01/09 05/07/09 57 0,558+0,005 0,5 0,097+0,000 0,1 11,5 97,1
Valor declarado 0,5 0,1

(*) potes de 250 g; (**) % retencao obtida a partir do valor declarado no rotulo do produto.

Amostra 4
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Grdfico 5: Valores da porcentagem de retengdo das vitaminas Bs e By x tempo de vida de
prateleira dos lotes analisados para a Amostra 4.

75



Considerando os resultados obtidos para a amostra 1, houve maior
evidéncia de estabilidade para a vitamina B3 seguida da vitamina B e vitamina B,
e por ultimo pela vitamina Bs.

No Grafico 2, apresentando os resultados da porcentagem de retencao
para as vitaminas By, B3, Bs e Bg versus tempo da vida de prateleira dos lotes
analisados para a amostra 1, percebe-se pouca variagédo dos resultados de
retencéo destas vitaminas para os 4 primeiros lotes analisados, o que demonstra
certa coeréncia entre as amostras, ja que o tempo de vida util entre estes lotes
variaram apenas 1,2 meses. Ja o ultimo lote analisado com 6,0 meses apresentou
sensivel redugdo da vitamina Bs, moderada redugéo para as vitaminas By e Bg €
maior estabilidade para a vitamina Bs.

Os valores para a amostra 1, mesmo com a sobredosagem, foram abaixo
dos valores de IDR estimados e, no final da vida de prateleira, estes valores
corresponderam a cerca de 18, 43, 32 e 34% da IDR para as respectivas
vitaminas B4, Bs, Bs e Bg. Ja as porcentagens de VD (% de valores diarios de
referéncia com base em uma dieta de 2000 Kcal ou 8400 KJ) declaradas no rotulo
deste produto, para estas vitaminas foram, respectivamente 15, 33, 33 e 33%.

Para a amostra 2, contendo as vitaminas Bs e Bg, 0s maiores teores
destas vitaminas encontrados nas amostras foram respectivamente de 1,337 e
0,279 mg/10 g, correspondendo a sobredosagem de cerca de 34 e 39 % em
relacdo ao contetdo declarado. Considerando a diferenga entre o maior valor de
retencdo para o menor valor obtido, as variagdes foram de 20% para a vitamina Bg

e de 36% para a vitamina Bg. O Grafico 3, quanto ao acido folico, apresenta
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pouca variagdo nos 3 primeiros lotes analisados, ja no quarto e quinto lotes
avaliados, percebe-se uma reducédo gradual desta vitamina; quanto a vitamina B,
apresenta variagdo pouco maior para o0s primeiros 4 lotes analisados, ja o quinto
lote também mostrou o menor resultado desta vitamina.

Para a amostra 3, contendo as vitaminas Bs e Bg, 0s maiores teores
destas vitaminas encontrados nas amostras foram respectivamente de 1,516 e
0,207 mg/10 g, correspondendo a sobredosagem de cerca de 52 e 69 % em
relacdo ao conteldo declarado; valores maiores de sobredosagem foram
observados para esta amostra em relacdo as amostras 2 e 3. A variagao obtida na
retencéo entre o lote de menor tempo de vida de prateleira para o de maior tempo,
para a amostra 3, foi de 34% para a vitamina Bg e de 66% para a vitamina By,
evidenciando assim maior reducdo para o acido folico. O Gréfico 4 demonstra a
maior variagdo obtida para estas vitaminas entre os lotes avaliados, ainda assim,
maior evidéncia de estabilidade foi observada para a vitamina Bs em comparagao
a vitamina Bo.

Para a amostra 4, também contendo as vitaminas Bs e Bg, 05 maiores
teores destas vitaminas encontrados nas amostras foram respectivamente de
0,675 e 0,141 mg/10 g, correspondendo a sobredosagem de cerca de 35 e 41 %
em relacdo ao contetdo declarado. Considerando a diferenga entre o maior valor
de retencdo para o menor valor obtido, as variagdes foram de 23% para a vitamina
Bs e de 44% para a vitamina Bo. Houve, portanto, novamente evidéncia de menor
estabilidade para a vitamina Bo. O Gréfico 5 apresenta gradual redugdo destas
vitaminas entre os lotes analisados com diferentes tempos de vida de prateleira,

evidenciando maior estabilidade para a vitamina Be.
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Considerando-se a variagdo na retengéo obtida para a vitamina Beg nas
amostras 2, 3 e 4 (20, 34 e 23%) e a variagdo na retengdo obtida para a vitamina
Bo nas amostras 2, 3 e 4 (36, 66 e 44%), confirmou-se a menor estabilidade para o
acido folico para as 3 amostras avaliadas, comparada a piridoxina.

No trabalho de Lima, 2001 avaliando-se &cido folico em margarina, foi
evidenciada uma retencdo de acido folico apés 3 meses de 46%, ou seja, uma
variagdo de 54%, valor este que esta entre os valores obtidos para a amostra 3 e
amostra 4.

Os valores de % de VD (valores diarios de referéncia com base numa
dieta de 2000 Kcal ou 8400 KJ) declarados no rétulo dos produtos, para as
vitaminas Bg e Bg foram respectivamente: 76 e 83% para a amostra 2, 77 e 50%
para a amostra 3 e, 38 e 42% para a amostra 4. E os obtidos neste trabalho, para
as vitaminas Bg e Bg, respectivamente no lote com maior tempo de vida de
prateleira foram respectivamente: 88 e 87% para a amostra 2, 90 e 52% para a
amostra 3 e, 43 e 40 % para a amostra 4. Ou seja, a maior variagao neste caso
foi obtida para vitamina Bs na amostra 3, porém foi menor do que 20%.

As amostras 2, 3 e 4 apresentaram teores abaixo dos valores de IDR
(Ingestao Diaria Recomendada) com excegéao de alguns lotes das amostras 2 e 3
que, com a sobredosagem, apresentaram o contetdo dessas vitaminas pouco
acima das IDRs. Dessa forma, a amostra 2 apresentou um lote com contetdo da
vitamina Bg 2,8% acima da IDR e trés lotes com contetido de acido folico 16%,
10% e 12% acima da IDR. A amostra 3 apresentou apenas um lote com contetudo

da vitamina Bs 17% acima da IDR. Estes valores estdo bem abaixo da UL (limite
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maximo recomendavel) para estas vitaminas (100 mg para a vitamina Bg, € 1 mg
para a vitamina Bg).

As diferentes retengdes obtidas para as diferentes amostras analisadas
neste caso talvez possam ser explicadas em fungéo das diferentes formulagées,
as respectivas estabilidades destas vitaminas nestes produtos, condigbes de
acondicionamento, variacdo de processo e ingredientes. No lotes analisados com
maior tempo de vida de prateleira, as retengdes menores obtidas foram de 95,9%
e 94% (acido pantoténico — amostra 1 e éacido félico — amostra 3) e a maior
retencdo obtida foi de 117,3 (piridoxina — amostra 3), atendendo assim as
quantidades declaradas no rétulo dos produtos analisados.

A Legislacao Brasileira admite uma tolerancia de 20% com relagao aos
valores de nutrientes declarados no rotulo. Para produtos que contenham
micronutrientes em quantidade superior a tolerancia estabelecida, a empresa
responsavel deve manter a disposicdo estudos que justifiqguem tal variagao
(BRASIL, 2003). Além disto, na Portaria n°® 32, consta que “para garantir a
dosagem especificada na rotulagem, é permitida a sobredosagem de vitaminas e
ou minerais, desde que justificada tecnologicamente” (BRASIL, 1998). A
instabilidade das vitaminas mostra a necessidade de sobredosa-las para
assegurar os niveis requeridos pela legislagdo e declarados na embalagem ao
final da vida de prateleira dos produtos (GARCIA & PENTEADO, 2005).

Quanto & informac&o nutricional realizada pelas empresas com relagao ao
contetido de vitaminas, a legislagdo brasileira, Portaria n°® 27, (BRASIL, 1998)
prevé que para vitaminas e minerais, no caso de alimentos sélidos, o termo fonte

pode ser utilizado quando o contetdo for no minimo de 15% da IDR de referéncia
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por 100 g, e o termo alto teor ou rico pode ser utilizado quando o conteudo for no

minimo 30% da IDR por 100 g.
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CONCLUSOES

A simplicidade e rapidez do método por CLAE, desde a preparacéo da
amostra e os dados obtidos em sua validacdo indicam sua eficiéncia na
determinagdo simultédnea das vitaminas B4, B3, Bs, Bs ¢ Bg, em cremes vegetais
enriguecidos.

As maiores vantagens do método proposto foram a determinagéo
simultanea de cinco vitaminas de uso comum em alimentos enriquecidos e uma
reducao do tempo requerido para a extragdo. Além disto, este método economiza
uma quantidade substancial de reagentes quando comparado a métodos oficiais,
e minima manipulacdo da amostra & alcangada devido aos poucos passos
requeridos.

Pelos resultados encontrados para a amostra 1, houve maior evidéncia
de estabilidade para a vitamina Bj;, seguida das vitaminas Bse B e por ultimo a
vitamina Bs. Com base nos valores obtidos, este produto pode ser considerado
fonte da vitamina B4 e alto teor das vitaminas B3, Bs e Bs.

Para as amostras 2, 3 e 4, apresentando as vitaminas Bs, Bg € B2, as
condigdes analiticas empregadas aliadas principalmente & baixa concentragéo da
vitamina Bi, impossibilitaram a determinagdo desta vitamina nestes produtos.
Considerando os resultados obtidos nestas 3 amostras avaliadas, houve maior
evidéncia da estabilidade da vitamina Bs em relagéo a vitamina Bg. Os resultados
obtidos também demonstram que esses produtos continham alto teor das

vitaminas Bg e Bo.



Nos lotes analisados com maior tempo de vida de prateleira, os teores das
vitaminas do complexo B obtidos neste trabalho se aproximaram dos valores
declarados nos rotulos, indicando que as sobredosagens foram necessarias para
garantir o declarado nos rétulos dos produtos ao final do tempo de prateleira e,
que o produto creme vegetal € um veiculo adequado ao enriquecimento destas
vitaminas, desde que controle adequado da adi¢éo e sobredosagem das vitaminas

sejam realizados durante a fabricagao.
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ANEXO 1: Espectro de Absorgdo das vitaminas B; (A); vitamina B; (B) e

vitamina Bs (C), utilizando Gradiente 1.
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ANEXO 2: Espectro de Absorgéo das vitaminas Bs (D), vitamina B, (E) e

vitamina By, (F), utilizando Gradiente 2.
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ANEXO 3: Curvas analiticas das vitaminas B;; vitamina Bs ,
vitamina Bs e vitamina Bs utilizando Gradiente 1.
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ANEXO 4: Curvas analiticas das vitaminas Bg; vitamina Bg e
vitamina B, utilizando Gradiente 2.
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