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REsumo

No Brasil, programas de alimentacgéo alternativa estimulam o consumo de novas
fontes alimentares. Instituicées nao govemamentais adotaram o uso de nao
convencionais, ou alimentos alternativos, com a finalidade de prevenir e recuperar
criangas desnutridas com idade pré-escolar. Entretanto, a faita de metodologias
analiticas apropriadas dificulta o conhecimento dos teores de micronutrientes, em
especial as vitaminas, em alimentos nao convencionais. Com a finalidade de suprir
essa caréncia, este trabalho desenvolveu e validou uma metodologia para
determinagéo simultanea das vitaminas By e B, por CLAE. O método desenvolvido
foi aplicado a folhosos verde-escuros nao convencionais, como beldroega
(Portulacca oleracea L.), caruru (Amaranthus Sp), serralha (Sonchus Oleraceus L.),
tanchagem (Plantago tomentosa Lom.) e pé da folha de mandioca (Manihot
esculenta). A extragio das vitaminas B, e B, foi realizada com HCI 0,1N, seguida
de hidrélise enzimatica. Para a limpeza da amostra utilizou-se apenas a
centrifugagdo. A Separacao cromatografica ocorrey por eluigdo isocratica, com
fase movel composta por 22% metanol, 2,5% acetonitrila e 75,5% de fase aquosa
(SmM &cido hexanossulfdnico e 0,15% trietilamina; pH 2,8). Para detecgéo
utilizou-se detector de fluorescéncia e a quantificacdo foi realizada por
padronizagdo externa. Os limites de deteccao obtidos foram 0,01ug/mL para By e
0,005ug/mL para B,. As taxas de recuperacao foram superiores a 74%. Nos testes
de repetibilidade, os coeficientes de variagdo foram de 12,8% e 5,7% para By e B,,
respectivamente. Dentre os folhosos analisados foi possivel avaliar a equivaléncia
nos teores das vitaminas entre as amostras e a couve manteiga (Brassica
oleracea). Serralha, caruru e tanchagem apresentaram teores de B, préximos aos
da couve manteiga. O mesmo N@o ocorreu com a beldroega, que apresentou
teores muito elevados. Em relacdo aos teores de Bz, somente a serralha teve
valores préximos a couve manteiga. O caruru foi o que apresentou os maiores
valores, enquanto a beldroega e a tanchagem valores inferiores gos da couve. No
pé da folha de mandioca os teores de vitaminas encontram-se elevados, cerca de
7,5 vezes mais conteudo de B; e 50 veézes mais contelido de B2, quando
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COmparada com a couve manteiga. Os resultados deste trabalho confirmam g
aplicabilidade do método desenvolvido e validado na determinacéo de vitaminas
em folhosos in natura porém, sugere que seja realizado estudo minucioso, por
analise de superficie de resposta, para verificar o ponto 6timo de extragao destes
analitos, para cada folha, e observar se a variagdo encontrada nos coeficientes é
inerente 3 metodologia ou & diversidade da matriz alimenticia.
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ABSTRACT

In Brazil, programs of alternative feeding stimulate the consumption of new food
sources. Non governmental institutions adopted the use of unconventional foods or
alternative foods with the purpose of preventing and recovering malnourished
children in preschool age. However, the lack of appropriate analytical
methodologies turns difficult the assessment of micronutrients levels, specially
vitamins, in unconventional foods. In order to fill this deficiency, this work
developed and validated a methodology for simultaneous determination of vitamins
B1 and B,, by HPLC. The developed method was applied to unconventional dark
green leaf vegetables, as beldroega (Oleracea Portulacca L.), caruru (Amaranthus
sp), serralha (Sonchus oleraceus L.), tanchagem (Tomentosa Plantago Lom.) and
Cassava leaf powder (Manihot esculenta). Vitamins By and B, were extracted with
HCI 0.1N followed by enzymatic hydrolysis. In order to have a clean sample, it was
only used the centrifugation process. The chromatographic separation was
achieved through isocratic elution with a mobile phase of 22% methanol, 2.5%
acetronitrile and 75.5% of aqueous phase (5mM hexanosulfonic acid and 0.15%
trietylamine, pH 2.8). For detection, a fluorescence detector was used and the
quantification was carried out by external standardization. The detection limits
obtained were 0.01mg/mL for B1 and 0.005mg/mL for B2 and the recovery levels
higher than 74%. The repeatability tests of the sample showed a variation
coefficient of 12,8% and 12,6% (levels I and II) for B; and 5,7% and 6,2% (levels I
and II) for B,. Among the analyzed leaves, it was possible to evaluate the
equivalence of the vitamins levels between the samples and the kale (Brassica
oOleracea). Serralha, caruru and tanchagem showed B; levels closer to the ones of
kale. The same didn’t occur with beldroega, it showed higher levels. In relation to
B2, only serralha had values closer to kale. Caruru presented the highest values,
while beldroega and tanchagem showed lower values than kale. In cassava leaf
powder the vitamins levels are about 7.5 times higher for B; and 5.0 times for B,
when compared to kale. The results of this work confirm the applicability of the
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developed and validated method in vitamin determination in fresh leaves; however,
it suggests that a thorough study should be carried out though analysis of reply
surface. This analysis was used to verify the optimum point of extraction of these
analits, for each leaf, and to observe jf the variation found in the coefficients is
inherent to the methodology or the diversity of the food matrix.
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INTRODUCAOQ

A falta de perspectiva de melhoria da qualidade de vida e os altos indices
de desnutricdo infantil incentivaram a adogdo de programas de intervencao
alimentar, ou nutricional, direcionados 3 Populacdo de baixa renda, visando
recuperar criangas desnutridas por meio da introdugéo de alimentos alternativos.

A tilizagdo de alimentos alternativos, como suplemento alimentar em
programas de combate a fome e 3 desnutrigdo, difundiu-se nas regiGes Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste do Brasil. Estas regides possuem altos indices de
desnutricdo e mortalidade infantil, principalmente em criangcas menores de cinco
anos de idade (MADRUGA e CAMARA, 2000). O maior percentual desnutricéo
infantil ocorre na faixa etaria de 1 a 2 anos com 15,1%, a partir dessa faixa a
prevaléncia tende a diminuir (PNDS, 1997).

A alimentago alternativa no Brasil, desde 1986, é bastante utilizada por
instituicées governamentais e nao governamentais, como a Fundagdo Nacional da
Saude e a Pastoral da Crianca (MADRUGA e CAMARA 2000). A proposta de
consumir alimentos no convencionais incentiva a diversificacdo da dieta, resgata
habitos alimentares tradicionais e introduz novas fontes de nutrientes com o
aproveitamento de todas as partes comestiveis da planta, enriquecendo-a com
fibras, vitaminas e minerais. E de baixo custo de producdo e acessivel a
populagéo (NUNEZ, 1996).

Os programas de alimentagdo alternativa utilizam subprodutos e produtos
Nao convencionais, como farelos de cereais (arroz e trigo), pé da folha de
mandioca (Manihot esculenta), sementes de girassol e abdbora, folhosos verde-
escuros como a beldroega (Portulacca oleracea L.), caruru (Amaranthus sp),
serralna (Sonchus oleraceus L.), tanchagem (Plantago tomentosa Lom.)
(LORENZI, 2000) e folhas de beterraba, rabanete e chuchu (BEAUSSET, 1992).
Normaimente, estes alimentos sio utilizados como suplemento alimentar na forma
de p6é ou multimistura, acompanhando pratos regionais, ou adicionados na
preparacao do arroz, feijdo, sSopas e sucos.



Apesar da presenga de antinutrientes nas folhas alternativas, como
glicosidios cianogénicos, fitatos, nitratos € taninos, acredita-se que existam
quantidades aprecidveis de nutrientes essenciais nestes alimentos. A utilizagéo de
processos tecnolégicos apropriados reduziu ou eliminou as limitagdes causadas
pelos antinutrientes.

Por apresentar quantidades apreciaveis de proteina, vitaminas e minerais,
principalmente calcio, ferro, vitamina A, riboflavina, tiamina, niacina e vitamina C, a
folha de mandioca é o principal componente na dieta de algumas regides da
Africa, utilizada principaimente em épocas de escassez de alimentos
(LANCASTER e BROOKS, 1983; BOKANGA, 1994). A folha fresca contém altas
concentragdes de glicosidios cianogénicos, na propor¢éo de 5 a 20 vezes mais
que sua raiz (BOKANGA, 1994). A exposicéo a altas concentracdes deste
antinutriente pode causar intoxicaggo por acido cianidrico (HCN), quando em
niveis de 50 mg ou mais, o que pode ser letal para um individuo de 70kg. Doses
nao letais podem causar neuropatia (AWOYINKA et al, 1995).

A répida remogao dos glicosidios cianogénicos, pode ocorrer pela agao da
linamarase, quando as folhas sdo trituradas, ou por acéo do calor. Os dois
métodos permitem a eliminagédo do &cido cianidrico, tanto por hidrélise enzimatica
ou por evaporagao, respectivamente (BOKANGA, 1994).

As fibras dietéticas presentes nestes alimentos n&o convencionais
possuem papel fundamental na dieta humana. Sao consideradas alimentos
funcionais por conterem componentes (celulose, hemicelulose, lignina, pectina,
gomas e mucilagens) que promovem a saude e previnem doengas. Atuam na
prevencgdo da constipagao, diminuem o risco de cancer de colo intestinal, os niveis
de colesterol e a glicose sangtiinea (BERNER e O'DONNELL, 1998; PROSKY,
1999) e previnem o célculo biliar (ROBINSON, 1991).

A utilizacdo de alimentos n&o convencionais, portanto, tem por objetivo
contribuir para a diversificagdo da dieta brasileira. Informar aos profissionais da
area a real contribuicdo destes alimentos & alimentag&o humana, considerando as
recomendagdes da Ingestdo Alimentar de Referéncia (DRI), é de extrema
importancia. Para isso, é necessario determinar os teores de nutrientes




essenciais, como vitaminas Bi e By, para desenvolvimento de metodologias e de
analises confiaveis.
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RESUMO

O conteddo de vitaminas de um alimento constitui um fator importante na
determinacdo de sua qualidade nutricional. Atuaimente, em virtude da tecnologia
de preservagdo e estocagem de alimentos, é possivel obter-se dietas com
quantidades apreciaveis de micronutrientes em qualquer época do ano.
Entretanto, devido as reagdes fisico-quimicas e enzimaticas, poderdo ocorrer
perdas de nutrientes, como ocorre nas reacbes de escurecimento enzimatico e
ndo enzimatico. Para a determinagdo de quantidades vitaminicas em um alimento
& necessario conhecer sua matriz, a composi¢do quimica predominante da
vitamina e definir a metodologia aplicada, posto que as vitaminas possuem
caracteristicas fisico-quimicas diferentes. As vitaminas hidrossoluveis possuem
estruturas quimicas diversificadas. Este grupo compreende a vitamina C e as
vitaminas do complexo B. Dentre essas ultimas, destacam-se a tiamina e a
riboflavina pelas importantes fungées no organismo humano € por serem as

vitaminas do complexo B mais estudadas




ABSTRACT

The vitamin content in food is an important factor for the determination of its
nutritional quality. Recently, because of technologies on preservation and food
storage, it is possible to obtain diets with appreciative micronutrient amounts at any
time of the year. However, due to physical-chemical and enzymatic reactions,
nutrients loss may occur as in enzimatic and nonenzimatic browning reactions. To
determine vitamin quantities in foods, it is necessary to know its matrices, the
major chemical composition of the vitamin and the definition of methodology
applied. The vitamins have different physical-chemical characteristics. The water-
soluble vitamins have diverse chemical structures. This group consist of vitamin C
and complex B vitamins. Amongst these last ones, thiamin and riboflavin are
distinguished for their important functions in the human organism and for being the
most studied B vitamin.

1. INTRODUGAO

1.1- TIAMINA

A tiamina, uma vitamina antineuritica, foi identificada por Eijkman em
1896, quando descreveu experimentalmente a polinevrite induzida em galinhas
(beribéri das aves), utilizando alimentac&o a base de arroz polido. Em 1931,
Jansen e Donath isolaram a vitamina antiberibéri na forma cristalina a partir da
casca do arroz e, em 1936, Williams descobre a estrutura quimica e realiza sua
sintese (FERREIRA, 1983; MAHAN e ARLIN, 1995).

A vitamina B4, ou tiamina, é formada por dois nucleos, um pirimidinico e
outro tiazdlico, unidos por um grupo metileno (Figura 1). Devido a presenca de um
nitrogénio quaternario em sua molécula, esta se comporta como base forte e
encontra-se completamente ionizada nos intervalos de pH habitualmente
encontrados nos alimentos (FENNEMA, 1993). Quimicamente, a estrutura é



denominada de 3—(4—amino—2—metilpirimidina-s-metiI)-5-(2-hidroxietiI)A-metiltiazol
(TANPHAICHITR, 1999) e apresenta um peso molecular de 265,36 g/mol.
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Figura1: Formula estrutural da tiamina

Trata-se de uma vitamina termolabil que se degrada facilmente em meio
alcalino. Entretanto, sua estabilidade aumenta com a diminuicdo do pH. A
degradacgéo pelo calor depende da quantidade de oxigénio, pH, tempo de atuagao
e natureza dos eletrélitos da solugéo (FERREIRA, 1983).

A degradag&o da tiamina pela agao do pH e da temperatura foi observada
por DWIVEDI e ARNOLD (1972) e por MULLEY et al (1975). Os autores
submeteram a solugdo da vitamina, sob tamp&o fosfato, & autoclave com pHs de
3.5: 5,0 e 6,0. A menor perda foi observada sob condigdes de pH 3,5, devido a
estabilidade da vitamina quando na forma protonada. De acordo com
TANPHAICHITR (1999), o congelamento ndo afeta o contetdo de tiamina nos
alimentos.

O espectro de absorggo da tiamina na regido do ultravioleta apresenta
duas bandas, com maximos em 235nm e 267nm, em solugées com pH 7 ou
superior, e apenas uma banda a 254nm, em solugdes com pH inferior a 55
(DAWSON et al, 1969; FERREIRA, 1983).

A tiamina é convertida a tiocromo pela reagéo de oxidagdo. Os oxidantes
mais utilizados s3o o ferricianeto de potassio a 1% [KaFe(CN)g] ou brometo de
cianogénio (CNBr), em meio alcalino. O produto desta reagao possui intensa
fluorescéncia no Aex 370nm €  Aem 435nm (Figura 2) (SIMS &
SHOEMAKER, 1993).
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Figura 2: Formula estrutural do tiocromo

A reacdo de degradacso da tiamina pelo sulfito (HSOs3") implica no ataque
nucleofilico ao carbono do grupo metileno que une os anéis. Portanto, nucledfilos
fortes, como o sulfito, destroem com facilidade esta vitamina. O sulfito & muito

utilizado na indastria de alimentos para prevenir o escurecimento enzimatico
(FENNEMA, 1993).

1.1.1- FUNGOES BIOQUIMICAS

Na natureza, a tiamina pode ser encontrada na forma livre ou na forma de
sais, como o complexo tiamina-proteina, pirofosfato de tiamina (TPF) e complexo
tiamina fosfoproteina (CHAVES, 1978). No organismo, sua forma ativa é a
coenzima pirofosfato de tiamina, encontrada nas células como monofosfato ou
pirofosfato e distribuida a todos os tecidos. Cerca de 80% da tiamina total &
encontrada nos eritrécitos na forma de tiamina pirofosfato e em pequenas
quantidades como tiamina monofosfato e tiamina livre (FINGLAS, 1993).

A tiamina é convertida a TPF, catalisada pela enzima tiamina quinase a
partir de tiamina e ATP. A TPF participa nas reacbes catalisadas pelo a-
cetoglutarato desidrogenase e complexo piruvato desidrogenase: este
desencadeia a descarboxilagdo oxidativa do piruvato para formar o acetato e,
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consequentemente, o acetil-CoA, principal componente do ciclo do &cido citrico. A
TPE também atua na descarboxilagdo de outros a-cetoacidos, a-cetoglutarato e
cetocarboxilatos derivados dos aminodcidos metionina, leucina, isoleucina e
valina. Nas reagdes das transcetolases na via das pentoses-fosfato a TPF se faz
presente. Apesar destas reagdes nao contribuirem quantitativamente para geragao
de energia, sdo as Unicas fontes de ribose para a sintese de precursores de
acidos nucléicos e a maior fonte de NADPH, potencial redutor para biossintese de
acidos graxos e outras vias biossintéticas. Assim, a deficiencia da tiamina
compromete severamente a produgdo de energia celular (INCAP e ALAN, 1978,
FERREIRA. 1983; DEVLIN, 1997; LYNCH e YOUNG, 2000).

A transcetolase da célula vermelha do sangue é a enzima mais utilizada
na determinagdo dos niveis séricos de tiamina, a qual também pode ser dosada
pela excrecdo urinaria (FINGLAS, 1993; LYNCH e YOUNG, 2000). As reagbes da
piruvato desidrogenase e da transcetolase sao sensiveis aos niveis de tiamina. A
deficiencia de By inibe o metabolismo dos carboidratos. As células podem ser
diretamente afetadas pela caréncia de energia disponivel e NADPH, ou
intoxicadas pelo acimulo de piruvato (DEVLIN, 1997).

A absorcdo da tiamina ocorre no intestino delgado por meio de dois
mecanismos: difusdo passiva (2umol/L - altas concentragdes), ou processo ativo
(< 2umol/L - baixas concentragbes). A tiamina & fosforilada a seu éster antes de
ser absorvida pela célula intestinal. Porém, a absor¢ao sera blogqueada caso haja
deficiéncia de sddio ou inibicio da ATPase. Isto sugere que a entrada da tiamina
nas células da mucosa intestinal € mediada por um carreador que € dependente
tanto do par tiamina fosforilada-desfosforilada quanto de alguns mecanismos
energéticos metabdlicos, possivelmente ativados pelos jons sodio (INCAP e
ALAN, 1978; NUTRITION REVIEWS, 1984; TANPHAICHITR,1999).
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1.1.2- NECESSIDADES NUTRICIONAIS

O homem necessita ingerir, diariamente, quantidades de tiamina que
reponham a fracdo gasta pelo processo metabdlico, mantendo, assim, as
concentragdes sanguinea, dos orgéos e a excretada na urina. Por ser essencial no
metabolismo dos carboidratos e aminoacidos de cadeia ramificada, a tiamina é
expressa em miligramas por dia.

Segundo a DRI (Ingestdo Alimentar de Referéncia - Food and Nutrition
Board, Institute of Medicine National Academy of Sciences), criancas de 1 a 3
anos de idade devem ingerir 0,5mg/dia, homens de 14 a 70 anos ou mais,
1,2mg/dia, e mulheres da mesma faixa etaria, 1,17mg/dia. Mulheres em periodo de
gestacao e lactacdo devem ingerir 0,3mg/dia a mais (AMAYA-FARFAN et al,
2001).

A deficiéncia de tiamina esta relacionada a dietas & base de arroz e trigo
polido (inadequagso alimentar), ao consumo crénico de peixe cru (tiaminase -
atividade antivitaminica) e a casos de doencgas do aparelho digestivo, alcoolismo
cronico, diabetes, hipertiroidismo e gestacdo. Os sinais clinicos da deficiéncia
envolvem os sistemas nervoso, cardiovascular, muscular e gastrointestinal.

A sua deficiéncia causa a doenga conhecida como beribéri. O beribéri
infantil, comum nos 2 a 3 meses de idade, caracteriza-se pela anorexia, edema,
taquicardia, insuficiéncia cardiaca e sinais de meningite (TANPHAICHITR, 1999).
O beribéri adulto é descrito em duas formas: dmido e seco. O Umido caracteriza-
$€ por anormalidades no sistema cardiovascular, incluindo insuficiéncia cardiaca,
batimentos irregulares do coracéo, edema e hipertensao arterial. O que agrava o
estado clinico é a vasodilatagdo periférica e a insuficiéncia cardiaca. O seco
caracteriza-se por manifestagées nervosas. Os sinais clinicos s3o irritabilidade,
fadiga, depressio e perda da concentrag3o. Esta neuropatia causa a paralisia dos
membros inferiores e pode estar associada a deficiéncia de folato, acido
nicotinico, piridoxina e acido Pantoténico. Em alguns paises, estas duas formas da
doenca estdo associadas ao alcoolismo (KANAREK. 1 991).
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Outra doenca causada pela deficiéncia de tiamina & a sindrome de
Wernicke's-Korsakoff. Problemas neuroldgicos € deficiéncias psicolégicas
(amnésia e confusao mental) caracterizam esta doenga, que ocorre em alcodlatras
crénicos com quadro clinico de desnutricdo. No entanto, também ocorre em
individuos com deficiéncias nutricionais ou estresse metabdlico, afetando ©
metabolismo da tiamina, como em alguns casos de cancer de estbmago, gastrite
cronica e anorexia nervosa (KANAREK, 1991).

1.1.3- FONTES

Alimentos de origem vegetal e animal s&o importantes fontes de tiamina,
embora apenas os vegetais facam a sintese completa. Levedura de cerveja,
cereais e seus farelos, leguminosas e carne de porco sdo as principais fontes.
Vegetais verde-escuros, raizes e tubérculos tém média ou pequenas quantidades
e em peixes, frutas e leite ocorre em menores quantidades (Tabela 1).

Nos animais, a tiamina apresenta distribuicdo desigual nos o6rgaos e
tecidos, e sua maior parte combina-se com o acido fosforico ou com acido
fosférico e proteina. Nas plantas ocorre na forma livre. Como suplemento, esta
vitamina esta disponivel sob a forma de hidrocloreto de tiamina e mononitrato de
tiamina, isolada ou associada a outras vitaminas e minerais.

Em virtude, principalmente, das diferentes técnicas analiticas empregadas
na determinacdo e quantificagdo da tiamina, seu contelido em tabelas de
composicédo de alimentos e em trabalhos cientificos apresenta diferencas
significativas para o mesmo alimento. Para exemplificar tal fato, foram colocados
em destaque alguns exemplos na Tabela 1.
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Tabela 1: Teores de tiamina em alimentos

Tiamina (mg/100g)

Alimentos
FRANCO (1995) FAVIER (1999)
Fermento, levedura de cerveja 145 -
Sementes de girassol 2,0 1,90
Came de porco crua 1,45 0,800
Arroz, residuo de polimento 1.4 -
Amendoim, cru ¢/ casca 0,910 0,800
Caju, castanha crua 0,850 0,430
Gérmen de trigo 0,810 -
Trigo, farinha integral 0,660 0,400
Feijao 0,540 0,160
Aveia, flocos crus 0,530 -
Avelad 0,460 0,500
Ovo, gema 0,209 0,220
Brocoilis, flores cozidas 0,120 0,100
Couve 0,096 0,140
Salméao 0,060 0,210
Laranja 0,040 0,090
Leite 0,013 0,050

1.1.4- ToxiCIDADE

O excesso de vitamina B, & rapidamente excretado pelos rins. Nao existe
evidéncia de toxicidade por administracdo oral (RDA, 1989; TANPHAICHITR,
1999). Doses orais de 500mg/dia durante um meés sao consideradas atéxicas
(HAWK, et al, 1954).
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1.2- RIBOFLAVINA

A riboflavina, ou vitamina B, foi descoberta como um pigmento
fluorescente amarelo-esverdeado isolado do soro do leite, em 1879, por Blyth. Em
1920, EMMETT admite a existéncia, no complexo B, de uma fator responsavel
pelo crescimento de ratos. ELLINGER et al, em 1933 (FERREIRA, 1983), isolaram

a lactoflavina, no estado puro, e a identificaram como vitamina Bo.

Sua estrutura quimica é formada pela condensacdo de um ciclo

isoaloxazina e de um acucar, a ribose (C17H20N40s), cujo peso molecular & de

376,4 g/mol (1 mg .. 2,66 umol) O nome quimico da riboflavina é 7,8 dimetil-10-

(D- 1"-ribitil)-isoaloxazina (Figura 3).
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Figura 3: Estrutura quimica da riboflavina.

A vitamina B, é termoestéavel e insensivel ao oxigénio atmosférico. E
estavel em solucdes fortemente acidas, tornando-se mais resistente ao calor e a
oxidagdo; porém, é instavel na presenga de édlcali, ocorrendo a separagac
fotoquimica do ribitol (luz ultravioleta) e formando a lumiflavina (7,8-dimetil-10-
metil-isoaloxazina). A lumiflavina possui um poder oxidante maior do que a
riboflavina e pode oxidar outras vitaminas, em especial o acido ascorbico. Em
solugdes acidas ou neutras, a irradiacdo conduz a formagéo do lumicromo (7,8-
dimetil-aloxazina), uma substancia de fluorescéncia azul (FENNEMA, 1983; FOXe
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THAYER, 1998). As bandas de absorg@o maxima da riboflavina no ultravioleta sao
266nm, 373nm e 445nm em solugdo tampao fosfato com pH 7,0 (DAWSON ef
al,1969).

A riboflavina e a lumiflavina possuem fluorescéncia amarelo-esverdeada
Com Aem proximo de 520nm, tipico da estrutura da isoaloxazina, enquanto o
lumicromo, de fluorescéncia azul, possui Agm maximo em 450nm, tipico do anel de
aloxazina (Figura 4) (FOX & THAYER, 1998). A riboflavina, oxidada pela solucio
a 1% de ferricianeto de potassio em meio alcalino, sofre decomposicado formando
lumiflavina (Figura 4). Esta é determinada por fluorescéncia no rex 370nm e Agnm
522nm (SIMS e SHOEMAKER, 1993),

N s
0

H,C N |
H,C N NP

H3 o . L. \f
H3C N

o N
(o]
Lumicromo Lumiflavina

Figura 4: Estrutura quimica do Lumicromo e da Lumiflavina

A degradagdo das flavinas por luz ultravioleta e visivel envolve a
fotorredugdo no anel isoaloxazina com a doagéo de um elétron da cadeia lateral
ribitol. Em solugdes acidas ou neutras, a riboflavina livre perde a cadeia de ribitol e
€ convertida a lumicromo. A fotodegradacdo em solugdo alcalina envolve a
clivagem hidrolitica formando lumiflavina (RUSSELL e VANDERSLICE, 1990).
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1.2.1- FUNCOES BIOQUIMICAS

Na natureza, a vitamina Bz pode ser encontrada na forma livre (riboflavina)
ou fosforilada, como coenzima, nas formas de flavina mononucleotideo (FMN) e
flavina adenina dinucleotideo (FAD). A conversao da riboflavina em coenzima
ocorre no citoplasma celular da maioria dos tecidos, mas, particularmente, no
intestino delgado, figado, coragdo e rins. A reacdo de fosforilagéo € catalisada
pela flavoquinase. Esta converte a riboflavina livre em EMN e é dependente do
ATP. Esta reacdo pode ocorrer durante a absorgdo através da mucosa intestinal.
A conversdo da FMN em FAD é realizada pela FAD-sintase. Diversas fosfatases
podem catalisar a forma FAD em FMN e FMN em riboflavina livre (BRODY, 1993,
McCORMICK, 1999).

A riboflavina, na forma de coenzima, participa de uma série de reacgdes de
oxirredugdo, essenciais para 2 producdo de energia € 2 respiragao celular
(DEVLIN, 1997). As flavoproteinas, enzimas associadas a riboflavina, possuem
funcao de agentes catalisadores das reagdes de oxirreducdo nas células e sao
aceptores € transportadores de elétrons (VALLS et al, 1999). Podem doar elétrons
para substratos ou para outros cofatores, isto €, NADH® H'. Sao tambem
coenzimas de desidrogenases que catalisam o primeiro passo na oxidacéo de
varios intermediarios do metabolismo da glicose e dos &cidos graxos (BRODY,
1993: LYNCH e YOUNG, 2000). A FMN ¢é necessaria para a conversao da
piridoxina em piridoxal fosfato. A FAD é necessaria para a conversao de triptofano
em niacina (MAHAN e ARLIN, 1995). Estes cofatores participam no transporte de
elétrons no sistema mitocondrial.

A riboflavina é absorvida na parte proximal do intestino delgado por um
transporte especializado de saturacdo que tem um sitio de agdo especifico na
mucosa intestinal. Para baixos niveis de ingestdo, a absorgao também é eficiente
e ocorre pelo transporte ativo dependente do ion Na’ (RYU et al,1968; FERREIRA,
1983; BATES, 1993).
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1.2.2- NECESSIDADES NUTRICIONAIS

Com base na excrecdo urinaria, as recomendacdes de riboflavina
baseiam-se nas quantidades calculadas para manutencdo tecidual, na
concentracdo de riboflavina no eritrocito € na determinacdo do coeficiente de
atividade da glutationa redutase nos eritrécitos, sendo esta a técnica mais utilizada
na quantificacdo da concentracao de riboflavina nas células vermelhas.

Segundo a DRI, a recomendagéo para criancas de 1 a 3 anos é de
0,5mg/dia; homens, com idade de 14 a mais de 70 anos, de 1,3mg/dia; mulheres,
com 19 a mais de 70 anos, de 1,1mg/dia. Deve-se adicionar 0,3mg/dia e
0,5mg/dia para mulheres em periodo de gestacdo e lactagéo, respectivamente
(AMAYA-FARFAN et al. 2001 ).

A deficiéncia de riboflavina pode ser resultante de Inadequacéo alimentar,
anormalidades digestivas, mau absorgdo resultante da doenca celiaca, espru-
tropical e obstrucgo biliar (McCORMICK, 1999). Geralmente, a hipovitaminose est3
associada a deficiéncia de outras vitaminas hidrossolGveis, como a vitamina Be.
Estudos da deficiencia de riboflavina e piridoxina com humanos e ratos,
mostraram uma diminuicdo na sintese de piridoxal fosfato no sangue e no figado.
Outros estudos observaram reducéo no conteldo e maturidade no colageno na
pele dos ratos (LAKSHMI, 1998).

Em algumas partes da india, a riboflavina € um nutriente limitante,
particularmente em populacdes com dieta 3 base de arroz. Este grio, consumido
na forma polida, acarreta perda de 50% de riboflavina disponivel, se comparado
ao grao integral, que possui valor nutritivo superior ao polido, devido ao aumento
dos teores das vitaminas do complexo B (NOBREGA, 1998)

As manifestacdes clinicas precoces de deficiéncia desta vitamina incluem:
fotofobia, queimac3o e coceira nos olhos, inflamag&o e rachadura dos labios, boca
e lingua. Em estagios mais graves da doenga ocorrem a queilose, estomatite
angular, erupgdo gordurosa na pele nasolabial, mudangas na pele escrotal e
vulval, anemia normocitica e lingua edematosa (LAKSHMI, 1998).
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1.2.3- FONTES

A riboflavina se encontra largamente distribuida na natureza, tanto nos
animais como nas plantas, mas somente 0s microrganismos e os vegetais podem
sintetiza-la. As principais fontes, para o homem, séo 0 levedo de cerveja, figado e
queijo. Camnes, aves e peixes, assim como folhas verde-escuras vém a seguir, em
ordem de riqueza.

No farelo de arroz, a riboflavina ocorre em uma composi¢ao centesimal de
0,25mg constituindo-se, portanto, em uma fonte rica desta vitamina (MUNOZ,
1986). A Tabela 2 apresenta exemplos destas fontes. Observa-se que 0s teores
de B, encontrados nas tabelas de alimentos também apresentam variagoes

significativas, o que confirma a necessidade da reavaliag@o dessas tabelas.

1.2.4- TOXICIDADE

A hipervitaminose de vitamina B2 n&o € conhecida. O trato gastrointestinal
do humano possui capacidade de absorgéo de 30mg de riboflavina administrada
oralmente, em Unica dose (McCORMICK, 1999). Mesmo se administrada em altas
doses diarias, a riboflavina ndo provoca qualquer perturbagado subjetiva ou
sintomatologia aparente. A maior parte é eliminada pela urina nas primeiras 6
horas (RYU et al,1968; FERREIRA, 1983).

1.3- METODOS PARA DETERMINAGAO DAS VITAMINAS B4 E B
1.3.1 METODOS CLASSICOS

Os métodos tradicionais para determinagdo de vitaminas sao O0s
bioldgicos, microbioldgicos e fisico-quimicos. Nos métodos bioldgicos, que utilizam

os processos fisiologicos de crescimento e reproducéo de animais de laboratorios,
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avalia-se o efeito que a dieta suplementada podera ocasionar. Esse método
permite isolar e identificar diferentes vitaminas a partir de fontes naturais, porém
$30 demorados, POUCO precisos, necessitam de grande numero de amostras e sdo
dispendiosos (RUSSELL e VANDERSLICE, 1 990).

Tabela 2: Teores de riboflavina em alimentos.

Riboflavina (mg/1 00g)

Alimentos
FRANCO (1995) FAVIER (1999)
Levedura de cerveja, em pé 4612 -
Figado de boi, cru 2,04 2,9
Amendoim vermelho, a pelicula 1,57 0,13
Queijo de minas, fresco 1,424 -
Arroz, residuo de polimento 1,10 -
Acafrao em p6 1,03 -
Came de boi, charque 0,950 0,200
Leite cru 0,653 0,170
Farinha de peixe 0,620 -
Ovo de galinha, cru 0,300 0,460
Brocolis, folhas cruas 0,200 0,130
Farinha de trigo integral 0,150 0,130
logurte 0,150 0,180
Banana prata 0,103 -
Abacate comum 0,1 -
Espinafre cru 0,1 0,04
Laranja, suco 0,05 0,04

Os métodos microbiolégicos baseiam-se em requerimentos nutricionais e
na capacidade de reproducéo do microrganismo na presenca de uma determinada
vitamina. O crescimento do microrganismo pode ser proporcional a quantidade de
vitamina contida no meio; isto ocorre com o Lactobacillus casei, que se
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desenvolve na presenca de riboflavina. Estes métodos apresentam baixa
reprodutibilidade e precis&o, além de utilizar linhagens especificas de
microrganismos (RUSSELL e VANDERSLICE, 1990). Tanto os métodos
microbioldgicos quanto os biolégicos nao permitem a determinacao simultanea
das vitaminas.

Os métodos fisico-quimicos, geralmente, s&o mais precisos, rapidos e
econdmicos, sendo, portanto, mais aplicaveis as determinacdes de rotina. As
determinacdes espectrofotométricas s&o frequentemente utilizadas em analises de
preparagoes farmacéuticas. Entretanto, em funcao da sua baixa sensibilidade e da
presenca de substancias interferentes, ndo sao satisfatoriamente utilizadas em
andlise de alimentos. Os métodos fluorimétricos, em decorréncia da alta
sensibilidade, s30 os mais comumente usados para determinagéo de tiamina e

riboflavina em alimentos.

1.3.2 METODOS OFICIAIS

A principal vantagem dos métodos oficiais da AOQAC é a simplicidade dos
equipamentos; porém s&o demorados, minuciosos (HIRAYAMA e MARUYAMA,
1991: FINGLAS e FAULKS, 1984) e utilizam reagentes altamente nocivos, como
brometo de cianogénio, e especificos, como resinas ibnicas (Mac BRIDE e
WYATT, 1983 RUSSEL e VANDERSLICE, 1992). Os principios, para
determinacdo das vitaminas Bs e Bz, conforme os métodos da AOAC (CUNNIFF,
1995), estdo descritos a seguir:

% Vitamina By A amostra, previamente digerida com HCI 0,1N e fosfatase, €
purificada em coluna catiénica. A tiamina € oxidada, na presenga de ferricianeto
de potassio [Ks Fe(CN)e] e NaOH, formando o tiocromo, composto fluorescente
com Aex 365 nm e Aem 435 nm (método 957.17) (DEUTSCH, 1998).
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% Vitamina B, A amostra, previamente digerida com HCI 0,1N e fosfatase, ¢
purificada por precipitagdo no ponto isoelétrico. A riboflavina é oxidada, na
presenca de KMnO4 e H,0,, formando a lumiflavina, composto fluorescente com
rex 440nm e Agn 565nm (método 970.65.) (DEUTSCH, 1998). Entretanto, este
método n&o é indicado para alimentos que possuam enzimas com capacidade de
degradar a vitamina B,, como o figado, ou que apresentem altas concentragées de

gordura, pois esta promove a oclusdo fisica da vitamina (RUSSEL e
VANDERSLICE, 1992).

1.3.3 METODOS POR CLAE

As técnicas cromatograficas de separacdo e determinagdo das vitaminas
do complexo B apresentam-se cada vez mais interessantes. Levin e Wei, em
1966, quantificaram tiamina e seus ésteres fosfatados por cromatografia em papel.
A cromatografia em camada delgada foi utilizada para determinagdo quantitativa
da vitamina B; em PreparacGes farmacéuticas (LYNCH e YOUNG, 2000). A
tiamina € termolabil e nio volatil, portanto ndo pode ser determinada diretamente
por cromatografia gasosa. Métodos indiretos utilizam o sulfito para a clivagem da
tiamina, formando um derivado que sera determinado pelo detector fotométrico
(RIZZOLO e POLESELLDO, 1992).

As flavinas podem ser separadas por cromatografia de camada delgada
Ou em papel. Devido & fluorescéncia natural s3o visualizadas sob luz ultravioleta.
A cromatografia de camada delgada analitica é usada na andlise qualitativa,
enquanto a preparativa isola e purifica as flavinas (GLISZCZYNSKA-SWIGLO e
KOZIOLOWA, 2000).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica moderna,
de alta especificidade, sensibilidade e reduzido tempo de analise, sendo possivel
a determinacédo de apenas um composto ou andlise simultanea de vitaminas
hidrossoltveis em vegetais frescos (FINGLAS e FAULKS, 1987). Para as
vitaminas, essa técnica POssui vantagens como analise direta sem derivacgo,

21



determinacéo e resolugéo de isdmeros e excelente precisdo, quando comparado a
espectrofotometria. Faz-se uso de colunas de troca idnica ou de fase reversa, com
detetores ultravioleta ou fluorimétricos (POLESELLO e RIZZOLO, 1986;
SOLEDAD et al, 1997).

1.3.3.1 EXTRAGAO

Para separar e determinar vitaminas por CLAE, a matriz alimenticia
constituida por compostos labeis e em concentracbes da ordem de microgramas
ou miligramas, sera submetida & etapa de extracao.

O procedimento de extragdo para vitaminas B; e B2 envolve a
desnaturacdo das proteinas por hidrélise acida ou por hidrélise das formas
fosfatadas das vitaminas, com a utilizagdo de misturas enzimaticas (diastase e
fosfatase) (NDAW et al, 2000).

A extracdo convencional das vitaminas hidrossoltveis baseia-se na
hidrélise acida com HCI ou H>S04 0,1N e autoclavagem por 15-30 min/121°C. Este
procedimento desnatura proteinas, libera vitaminas associadas a complexos
protéicos e converte aglcares complexos em simples (SIMS e SHOEMAKER,
1993: GEHRING et al, 1995; NDAW et al, 2000). Entretanto, a extensa hidrélise
acida a elevadas temperaturas produz extratos com quantidades apreciaveis de
compostos interferentes, derivados da matriz alimenticia (FINGLAS e FAULKS,
1987). AGOSTINI e GODOY (1997) utilizaram a vibragdo ultra-sénica por 60 min
para liberag&o das vitaminas B1, B2 € Bs em alimentos enriquecidos.

O tratamento com fosfatases, amilases, sulfatases, invertase e peptidase
tem como finalidade liberar as vitaminas dos complexos protéicos, das fibras
celulares, do amido e de outros constituintes do alimento. A atuaci@o da enzima
dependera da matriz estudada. A conversdo das vitaminas fosforiladas em sua
forma livre totaliza o contetdo vitaminico do alimento. A omissdo da etapa de
desfosforilacéo resultara em baixos teores destas vitaminas em diversos alimentos
(HOLLMAN et al, 1993b).
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As diversas preparacdes enzimaticas comercializadas possuem diferentes
composi¢des e eficiéncia variavel; isto resulta na determinacéo errénea dos teores
de vitaminas. HAGG (1994) avaliou a eficiéncia das enzimas takadiastase (Fluka e
Serva), claradiastase (Fluka), papaina (Fluka) e a-amilase (Sigma) na extracdo
das vitaminas B; e B, no material de referéncia. Na determinacdo das duas
vitaminas, os melhores resultados foram obtidos com a claradiastase (Fluka).

1.3.3.2 CLARIFICAGAO DO EXTRATO

O extrato obtido a partir dos tratamentos mencionados é submetido as
etapas de limpeza e clarificacéo, para eliminagdo dos interferentes. Esta etapa
auxilia na quantificagao precisa dos teores vitami nicos, por CLAE.

FERNANDO e MURPHY (1990) observaram que, em produtos da soja, o
conteudo vitaminico obtido por CLAE, utilizando o detector de fluorescéncia, foi
inferior ao valor encontrado por métodos fluorimétricos da AOAC de 1984
Concluiram que a presenca de outros compostos fluorescentes interferiram no
método oficial, superestimando o valor encontrado por CLAE. Isto demonstra que
a técnica cromatografica possui maior seletividade e especificidade.

ApGs a extracdo com hidrélise &cida € enzimatica é imprescindivel a
utilizagcdo de agentes desproteinizantes para a limpeza do extrato. Normalmente,
utiliza-se tratamento com acido tricloroacético a 50%, por 5min/60°C ou
10min/100°C (FELLMAN et al, 1982; WATADA e TRAN, 1985), acido perclérico ou
sulfossalicilico 5% a 10% (FINGLAS e FAULKS, 1987). A eliminacdo de
compostos fluorescentes em vegetais pode ser efetuada com a precipitacdo em
PH 8,0 a 6,5, ou a oxidacgdo POr permanganato de potassio (GARCIA et al,1993)
ou bissulfito de sodio (FINGLAS e FAULKS, 1987).

O extrato pode ser purificado utilizando colunas de troca idnica. RIZZOLO
et al, extrairam seis vitaminas hidrossoltveis de améndoas cruas usando extragcdo
Por sonicacdo e temperatura, removendo interferentes com coluna catidnica
(RIZZOLO e POLESELLO, 1992). Pode-se, também, utilizar a extracao em fase
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sélida ou cartuchos Sep-Pak, que tém a finalidade de isolar e concentrar o analito
de interesse da matriz complexa por adsor¢dc ao adsorvente da coluna. Os
cartuchos sdo condicionados com solugbes tampao € solventes organicos na
proporgao adequada para eluigdo do analito (MORENO, 2000).

A tiamina n3o possui um cromoforo de forte absorcéo na regido do UV,
desse modo, o método de limpeza por coluna de troca idnica ou cartuchos Sep-
Pak, utilizados na CLAE, prepara a amostra para andlise deixando-a livre de
interferentes (MACRAE, 1990).

O uso de cartuchos Sep-Pak é apresentado como alternativa simples e
rapida na limpeza e no preparo da amostra. Sua vantagem € a prevengao
oxidativa de algumas vitaminas (POLESELLO e RIZZOLO, 1986). Laboratérios de
rotina de controle de qualidade adotaram esta técnica, devido a simplicidade no
preparo da amostra, rapidez na analise e confiabilidade de resultados por
determinagdes cromatograficas (RIZZOLO e POLESELLO, 1992).

Centrifugacéo e filtragdo s&o utilizadas para remocgao de interferentes e
preparacdo do extrato para andlise por CLAE (KAMMAN, 1980; RUSSELL e
VANDERSLICE, 1992).

1.3.3.3 ETAPA CROMATOGRAFICA

A) FASE ESTACIONARIA

A separagdo e resolugdo dos picos cromatograficos das vitaminas
hidrossoltiveis sdo obtidos com a utilizacdo de diferentes fases estacionarias.
Colunas com grupamentos NH; ou colunas de troca ibnica sdo usadas para
determinar niacina e seus derivados. Entretanto, a coluna de fase reversa (C1g) € a
mais utilizada na CLAE para determinagdo das vitaminas hidrossoltveis (BLANCO
et al, 1994).
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Compostos fluorescentes dependentes de derivagdo pré ou pos-coluna
sdo separados em colunas C1s. No entanto, BOTTICHER e BOTTICHER (1986)
utilizou colunas NH, eluindo com tampao fosfato e acetonitrila, enquanto WATADA
e TRAN (1987) separaram tiocromo utilizando a silica como fase estacionaria e
eluindo o analito com solventes organicos (POLESELLO e RIZZOLO, 1990).
Segundo DONG ef a/ (1988), as colunas Cig Possuem alta seletividade, porém as
colunas Cg fornecem a mesma resolugdo com menor tempo de determinacao.

B) FASE MOVEL

As vitaminas hidrossoldveis sio eluidas de modo isocratico, embora
alguns pesquisadores referenciem o uso de gradiente (CHUANG et al, 1994;
AGOSTINI e GODOY, 1997: CHU e TIN, 1998; MORENO e SALVADO, 2000).

As fases moveis sio constituidas por tampdes fosfato, carbonato de
amodnio, acetato de amdnio em pPH 5,0-7,0 (FINGLAS e FAULKS, 1984: BLANCO
et al, 1994; Van Den BERG et al, 1996), modificadores organicos de polaridade,
como metanol entre 15% e 50% (LAM et al, 1984; WIMALASIRI e WILLS, 1985;
SIMS e SHOEMAKER, 1993: HOLLMAN et al, 1993a) e acetonitrila 9,5% a 20%
(KAMMAN et a/, 1980; STANCHER e ZONTA, 1986; RIBAROVA ef al, 1987;
CHASE et al, 1992).

Para determinagdo de vitaminas do complexo B, freqUientemente, utiliza-
Se pares ionicos. Estes sdo ions organicos que, na presenca da fase movel,
afetam a resolucéo de compostos devido a formacdo de um complexo equilibrio
com amostras polares e a fase reversa apolar, proporcionando uma melhora na
resolugdo dos picos cromatograficos (WILLS et al, 1977). Na de fase reversa, a
cromatografia de par idnico depende do pH da fase mével. As variagdes de pH
podem afetar a retencio do analito, a reacio de equilibrio entre o analito e os
componentes do reagente par idnico e as interacées com a fase estacionaria
(GENNARO et a/,1994).

DONG et a/, 1988, estudaram os fatores que afetavam a cromatografia de
par idnico na andlise de padrées de vitaminas hidrossolaveis e verificaram que,
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para a tiamina, o &cido hexanossulfonico a retém melhor que o acido
pentanossulfénico. Observaram, ainda, que 0 aumento do pH da fase mével
reduziu o tempo de retengdo da tiamina e que a adicdo de trietilamina nao
melhorou a resolucdo do pico desta vitamina.

BARNA e DWORSCHAK (1994) analisaram amostras de carne e figado
utilizando par idnico hexanossulfonico, heptanossulfonico e octanossulfonico. O
tempo de retengao da tiamina foi menor com 0 hexanossulfonico, comparado com
heptanossulfonico; porém, houve a co-eluicdo com interferentes. (0]
heptanossulfénico obteve a melhor separagéo dos compostos interferentes e o
octanossulfénico aumentou o tempo de retencdo da vitamina, formando picos
pequenos e largos.

1.3.3.4 SISTEMAS DE DETECGAO

O detector ultravioleta (UV) é o mais utilizado em laboratérios de analise
de alimentos. Porém, possui baixa sensibilidade comparada com o detector de
fluorescéncia. A preparacdo de amostras para UV é bem mais simples, pois as
vitaminas n&o precisam de derivagdo como na fluorescéncia, exceto a riboflavina e
a piridoxina que respondem com sua fluorescéncia natural (ALBALA-HURTADO et
al 1997).

Algumas metodologias foram desenvolvidas para determinacgéo direta da
tiamina por UV, mas o baixo contelido da vitamina e a grande quantidade de
interferentes limitaram seu uso. O tiocromo, forma derivada da tiamina, a
determinado por fluorescéncia, método que possui alta reprodutibilidade,
sensibilidade e reduz a detecgdo de interferentes (MAURO e WETZEL, 1984,
WIMALASIRI e WILLS, 1985; VALLS et al, 1999).

A técnica de deteccdo desenvolvida por KAMMAN et al (1980) usou o
detector de UV na determinacdo simultanea de tiamina e riboflavina, porém a
baixa sensibilidade restringiu seu uso em alimentos com baixos teores destas
vitaminas. O método descrito por ANG e MOSELEY (1980) utilizou o detector de

26




fluorescéncia e determinou pequenas quantidades das duas vitaminas. A alta
especificidade limita a deteccdo de interferentes (FELLMAN et al, 1982).

Os métodos espectrofluorimétricos sdo baseados na oxidagdo da tiamina
e da riboflavina, que formam tiocromo e lumiflavina, respectivamente. Estes
produtos s&o compostos fluorescentes. Na reacéo de oxidacao, pré ou pds-coluna,
utiliza-se o ferricianeto de potassio, brometo cianogénio, 6xido de mercurio ou N-
bromossuccinamida, como agentes oxidantes. A maioria dos métodos sofre com a
alta instabilidade do tiocromo na presenca de excesso de reagente oxidante
(MOHAMED, 1988). O tiocromo é submetido a etapa de extragdo por isobutanol,
pois o solvente organico separa o tiocromo de outros compostos fluorescentes
(GARCIA et al,1993).

SIMS e SHOEMAKER (1993) utilizaram a fluorescéncia para determinacéo
simultanea de B; e B, em brocolis. Para detecgdo utilizaram Aex 370nm e Agm
435nm para tiamina, na forma de tiocromo, e Aex 370nm e Agm 520nm, para
riboflavina, na forma de lumiflavina. A derivacdo por reagdo de oxidacdo foi
realizada pré-coluna com ferricianeto de potassio a 1%. Dados de recuperacao
mostram que a riboflavina é estavel ao processo oxidativo na derivagao pré-
coluna; portanto, € determinada simultaneamente nas andlises de By e B>
(FINGLAS e FAULKS, 1984).

1.3.3.5 IDENTIFICAGAO

A identificacdo das vitaminas hidrossolGveis por CLAE é realizada por co-
cromatografia e pela comparagéo dos tempos de retencdo dos picos fornecidos
pela amostra e padrées (FERMANDO e MURPHY, 1990). Dependendo da matriz,
O tempo de reteng@o da vitamina varia devido & complexidade e 3 presenca de
interferentes, o que dificulta a identificagdo (FINGLAS e FAULKS, 1987).
Mudangas no tempo de retengdo foram observadas nas analises de tiamina e
riboflavina em batatas, causadas por interferentes da matriz (FINGLAS e FAULKS,
1984).
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A espectrofotometria de massa e a espectroscopia no infravermelho sao
técnicas de identificacdo vantajosas, principalmente para desenvolver métodos de
referéncia para validar determinagdes vitaminicas por CLAE (POLESELLO e
RIZZOLO, 1990; RIZZOLO e POLESELLO, 1992).

1.3.3.6 QUANTIFICAGAO

A quantificagdo das vitaminas hidrossoliveis, normalmente, € realizada
com a construcdo de curvas de padronizacao externa, utilizando a area ou altura
dos picos. Entretanto, &cido hidroxibenzoico, cloroetiltiamina e acetilaneurina, s&o
utilizados como padrdes internos na determinacao simultanea de vitaminas, por

possuirem propriedades fisico-quimicas similares a tiamina (LYNCH e YOUNG,
2000).

1.4 VALIDACAO DA METODOLOGIA

A validagdo tem por objetivo assegurar que o método utilizado seja
adequado ao que se propde identificar ou quantificar, ou seja, permita produzir
resultados que se enquadrem as necessidades do problema em questao.
Validagdo de um método analitico pode ser realizado de diversas maneiras €
depende do objetivo da analise (CHASIN et al, 1998; BRUCE et al, 1998).

Varios procedimentos estatisticos s&o utilizados com a finalidade de
desenvolver, avaliar e validar um método analitico (WERNIMONT, 1985;
YOUDEN, 1982; STEINER, 1982), entre os quais destacamos:
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A) EXATIDAO

A exatiddo é a diferenca entre o valor real presente na amostra e o valor
obtido na analise. E avaliada pelo afastamento entre os valores esperado e obtido.
O valor real é determinado por andlises de material de referéncia Ou por amostras
com adicdo de padrées (CHASIN et al, 1998; BARROS NETO ef al, 1995;
WILRICH, 1993a).

A recuperagéo utiliza a adicdo de padrées para avaliar a eficiéncia das
etapas de derivacio e limpeza do extrato. Este procedimento verifica perdas de
vitaminas e a eficacia da extracdo. Quando temos baixos valores de recuperacio,
ha indicio de perdas do analito durante os procedimentos analiticos. Valores de
recuperacao muito acima de 100% indicam ineficacia da etapa de limpeza. As
faixas de recuperacao para as vitaminas By e By determinadas em alimentos por
CLAE, utilizando procedimentos de limpeza variados, estio dispostas na Tabela
3.

Tabela 3: Faixas de recuperacdo das vitaminas Bie B, determinadas por CLAE,
utilizando procedimentos variados de limpeza.

Matriz Recuperagio Limpeza Referéncias
Alimentos B: 85-100% acido tricloroacético HAGG (1994)
variados B> 80-100%
Cames B: 83-85% Sep-Pak Cqs BARNA e
B, 71-89% DWORCHAK (1994)
Soja e tofu B: 42-106% precipitagdo no ponto FERNANDO e
B, 47-102% isoelétrico MURPHY (1990)
Alimentos B: 103-119% precipitacdo com CHASE et al,
medicinais B, 89- 104% perclorato e (1993a)
refrigeracdo
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B) PRECISAO

Ao desenvolver um método analitico, o valor encontrado do analito sera
dependente de erros indeterminados, aleatérios e impossiveis de serem
eliminados. Esta variabilidade pode ser avaliada pela repetibilidade e
reprodutibilidade do método (CHASIN et al, 1998; CAULCUT e BODDY, 1983).

A repetibilidade utiliza um dnico método, com o mesmo material, sob as
mesmas condicoes analiticas, mesmo laboratério € equipamento em curtos
intervalos de tempo. Desta forma, € esperada a concordancia entre resultados
sucessivos. A reprodutibilidade s6 se diferencia da repetibilidade por utilizar
diferentes operadores, laboratdrios, equipamentos e/ou intervalos de tempo
CHASIN et al, 1998). Ao avaliar a reprodutibilidade em 18 |aboratoérios europeus,
HOLLMAN et al (1993b) observaram a faixa de desvio padréo de 11% a 18% para
vitamina B e 28% a 74% para B,. Estas vitaminas foram determinadas por CLAE,
métodos fluorimétricos e microbiologicos.

Para avaliar a precis nas determinagbes vitaminicas, 0S valores de CV em
alimentos, por CLAE, apresentam-se abaixo de 13% (FERNANDO e MURPHY,
1990: BARNA e DWORCHAK, 1994; CHASE et al, 1993b).

C) SENSIBILIDADE

A sensibilidade é definida como a capacidade de um método distinguir,
com nivel de confianga, duas concentracdes proximas. Parametros, como a
capacidade do instrumento em distinguir o sinal e o ruido (relagdo S/R), as
propriedades fisico-quimicas do analito e a composicdo da matriz, afetam a
sensibilidade de um método analitico. A sensibilidade pode ser expressa como a
inclinagio da regress&o linear da curva de calibracdo. Quanto maior o coeficiente
angular, maior sera a sensibilidade do método (CHASIN, et al, 1998).

Os limites de detecgdo e de quantificagdo também sdo indicativos da
sensibilidade. Na Tabela 4 temos variagdes entre 0s limites de detecgéo das

vitaminas Bs e B, analisadas por CLAE, usando detector UV e fluorescéncia.
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Tabela 4: Limites de deteccdo das vitaminas Tiamina

analisadas por CLAE, em alimentos variados.

(B1) e Riboflavina (B2)

Matriz Limite de detecgio Vol. injegao Detector Referéncia
Férmula infantil B -0,15ug/ml _ uv CHASE et af
(leite e soja) B-.0,09ug/mi (1992)
Alimentos B -0,05ug/mi —_— fluorescéncia CHASE et a/
medicinais B2-0,01ug/mi (1993a)
Queijo B, 2,5ng 25ul uv STANCHER e
ZONTA (1986)
Alimentos B;e B, 0,005ug 50-100ul uv WIMALASIRI e
variados WILLS (1985)
B1-0,002ug 50-100ul fluorescéncia WIMALASIRI e
B, .0,003ug WILLS (1985)

D) RUSTICIDADE

No teste de rusticidade, os valores obtidos na metodologia possuem

habilidade de permanecer inalterados por Pequenas mudancas de parametros

operacionais. As pequenas alteracdes, como de pPH e concentra
teste enzimatico,

peso da amostra,

qualidade e

¢ao da fase méovel,
idade de

reagentes,

equipamentos, podem influenciar no resultado final, porém dentro de uma faixa

aceitavel de variagao (CHASIN et al, 1998). A literatura dis

ndo fomece

ponivel, até o momento,
informagdes sobre os estudos de rusticidade nos métodos

desenvolvidos para vitaminas tiamina e riboflavina, em vegetais folhosos.
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RESUMO

A determinacdo de vitaminas em alimentos enfrentam uma série de desafios em
funcéo da baixa concentragédo dos micronutrientes e da presenca de interferentes
provenientes da matriz alimenticia. O presente estudo avaliou as etapas analiticas
para determinagdo simultanea de tiamina (Bi) e riboflavina (B2) por CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiencia) na serralha (Sonchus oleraceus L.),
alimento ndo convencional. Os melhores resultados foram obtidos utilizando a
extracdo com associagdo das hidrélises acida e enzimatica e a limpeza do extrato
com centrifugacgdo e filtragdo em membranas de 0,45 um. A melhor separagao
cromatografica foi obtida em coluna analitica Shim-pack Cs, marca SHIMADZU,
250mm x 4,.6mm d.i., 5um, protegida por coluna de guarda 10mm x 4,6mm Inertsil
ODS-3, a uma vazao de 1,2mL/min, utilizando eluicéo isocratica, com fase movel
composta por 22% metanol, 2,5% acetonitrila e 75,5% de fase aquosa (acido
hexanossulfénico 5Mm, trietilamina 0,15%, pH ajustado a 2,8 com acido sulfarico
concentrado). As vitaminas foram detectadas, simultaneamente, por fluorescéncia.
A derivagdo da tiamina a tiocromo e riboflavina a lumiflavina realizou-se por
reacdo de oxidagéo com ferricianeto de potassio a 1%. A quantificago foi feita por
padronizacao externa.




ABSTRACT

The quantification and determination of food vitamins are a challenge to reach
because of the low concentration of micronutrients and the presence of interfering
substances in the food matrix. Thus, the objective of this study was to evalute the
analytical stages of the simultaneous determination of thiamin (B1) and riboflavin
(B2) by HPLC (high performance liquid chromatography) in unconventional green
as serralha (Sonchus oleraceus L.). The best results were obtained using an
extraction procedure with the association of acid and enzymatic hydrolysis and the
cleaning of the extract using centrifugation and filtration with a 0.45 um membrane.
The best chromatographic separation of the vitamins was obtained using an
analytic column SHIM-PACK Css CLC (M), 250mm x 4.6mm, Sum, SHIMADZU,
with guard-column 10mm x 4.6mm Inertsil ODS-3, flow rate of 1.2mL/min, and an
isocratic elution with 22% methanol, 2.5% acetonitrile and 75.5% aqueous phase
(SMm hexanosulfonic acid and 0.15% trietylamine, pH adjusted to 2.8 with
concentrade sulfuric acid). The simultaneous detection of the vitamins was
performed using fluorescence. The derivation of thiamin to thiochrome and
riboflavin to lumiflavin was achieved by oxidation reaction with potassium
ferricyanide 1%. The quantification was done by external standardization.

2.1 INTRODUGAO

No Brasil, programas de alimentacao altemativa estimulam o consumo de
novas fontes alimentares. Instituicées nao governamentais adotaram o uso de no
convencionais, ou alimentos alternativos, com a finalidade de prevenir e recuperar
criangas desnutridas com idade pré-escolar.

Os alimentos ndo convencionais sio produtos e/ou subprodutos agricolas,
como farelos de cereais, p6 da folha de mandioca (Manihot esculenta), sementes
de girassol e abdbora. Também se incentiva a utilizacdo dos folhosos verde-
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escuros (beldroega - Portulacca oleracea L, Amaranthus sp, serralha - Sonchus
oleraceus L. e tanchagem - Plantago tomentosa Lom. e folhas de beterraba,
rabanete e chuchu (BEAUSSET, 1992).

A utilizagdo desses alimentos como suplemento, vitaminico ou mineral,
difundiu-se no Brasil em regides que possuem altos indices de desnutricao e
mortalidade infantil, principalmente em criangas menores de 5 anos (MADRUGA e
CAMARA, 2000).

As vitaminas tiamina (B4) e riboflavina (B2) ocorrem na forma livre ou
combinada nos alimentos. S&o comumente determinadas de forma isolada por
meio de métodos microbioldgicos ou fluorimétricos. A tiamina € extraida por
hidrélise acida e digestdo enzimatica. Posteriormente, é purificada por coluna
cromatografica, oxidada a tiocromo e detectada fluorimetricamente (Aem 435nm). A
riboflavina sofre extracdo &cida e identificagdo fluorimétrica em Aem 525nm (WILLS
et al, 1985).

A extracdo adotada para determinagdo por CLAE também se baseia na
hidrélise acida, com HCI ou H>SO4 0,1N, e enzimatica. Porem, faz-se uso da
autoclave (15-30min/121°C). Estas etapas tém por finalidade desnaturar proteinas,
liberar as vitaminas associadas a complexos protéicos e converter agucares
complexos em simples (SIMS e SHOEMAKER, 1993; GEHRING et al, 1995;
NDAW et al, 2000).

Na determinagdo vitaminica por CLAE, a etapa de clarificaggdo utiliza
agentes desproteinizantes para limpeza do extrato. Normalmente, a amostra €
tratada com 4cido tricloroacético a 50%, por 5min/60°'C ou 10min/100°C
(FELLMAN et al, 1982, WATADA e TRAN, 1985), acido percldrico ou
sulfossalicilico 5% a 10% (FINGLAS e FAULKS, 1987). A extragdo em fase sélida
ou cartuchos Sep-Pak é capaz de isolar e concentrar o analito de interesse,
minimizando os interferentes (MORENO e SALVADO, 2000).

As vitaminas hidrossollveis sdo eluidas de modo isocratico, embora
alguns pesquisadores referenciem o uso de gradiente para as determinagdes
simultaneas (CHUANG et al, 1994; AGOSTINI e GODOY, 1997; CHU e TIN, 1998;
MORENO e SALVADO, 2000). As fases moveis sdo constituidas, na sua maioria,

46




por tampdes fosfato, carbonato de amonio, acetato de aménio em PH 8a 7
(FINGLAS e FAULKS, 1984; BLANCO et al, 1994; Van Den BERG et al, 1996),
por medificadores organicos, como metanol em concentragées que variam de 15%
a 50%, (LAM et al, 1984; WIMALASIRI e WILLS, 1985; SIMS e SHOEMAKER,
1983; HOLLMAN et al, 1983b) e acetonitrila 9.5% a 20% (KAMMAN et al, 1980;
STANCHER e ZONTA 1986; RIBAROVA et al, 1987, CHASE et al, 1992).

A baixa sensibilidade do detector de UV limita sua utilizagao,
principalmente em alimentos que contém quantidades muito pequenas de
vitaminas em relagdo as altas quantidades de interferentes. O detector de
fluorescéncia, por apresentar alta sensibilidade, é muito utilizado na determinacéo
de tiamina. Esta vitamina, por sua vez, € submetida a etapa de derivacao,
transformando-se em tiocromo (OHTA et al, 1984).

A identificagdo das vitaminas hidrossoluveis, normalmente, é realizada
COm a comparagao dos tempos de retencéo dos picos fornecidos pela amostra e
pelos padrées, por Co-cromatografia. O tempo de retencao da vitamina pode variar
devido a complexidade e 3 presenca de interferentes da matriz, o que dificulta a
identificacido (FINGLAS e FAULKS, 1987).

Este trabalho avaliou as etapas analiticas para determinacdo simultanea
das vitaminas B; e B, na serralha (Sonchus oleraceus L.), alimento nao
convencional, por CLAE na forma in natura.

2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 MATERIAIS

As amostras de folhosos verde-escuros foram coletadas no Nucleo Rural
Alexandre Gusmao, em Brazlandia, DF. Inicialmente, utilizou-se 3 serralha
(Sonchus oleraceus L) para realizagdo dos testes pertinentes a metodologia de
extracgao.
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Os padrdes mononitrato de tiamina (vitamina B4) e riboflavina (vitamina B2)
foram fornecidas pela Sigma Chemicals Co, USA. A tiamina foi eluida em etanol
20% em pH 3,5 e a riboflavina em &cido acético 0,02N. As solugbes padrbes das
vitaminas foram armazenadas a temperatura de refrigeracdo. A enzima
claradiastase, eluida em acetato de sdédio 2,5N e pH 4,5, foi fornecida pela Fluka,
Suica.

Os solventes organicos metanol e acetonitrila (graus cromatograficos)
foram fornecidos pela Mallinckro, Brasil. O sal 1-acido hexanossulfonico (99%) foi
fornecido pela Vetec. Os demais reagentes utilizados foram de grau de pureza
analitico. Na preparagéo da fase movel, utilizou-se a agua duplamente deionizada
ou Milli-Q (MILLIPORE). Todos os componentes da fase mével foram filtrados em

membranas de 0,45um de diametro e degaseificado com gas Hélio.

2.2.2. EQUIPAMENTO

O equipamento de cromatografia a liquido utilizado foi da marca
SHIMADZU série LC-10Avp, constituido por degaseificador de fase moével, duas
bombas LC-10ADvp, forno CTO-10ASvp contendo o injetor manual com alca de
amostragem de 20ul, detectores UV-VIS SPD-10AVvp e de fluorescéncia RF-551,
dispostos em série. A esse conjunto foi acoplado o controlador de sistema SCL-
10Avp. A coluna cromatogréfica utilizada foi a Shim-pack Cis CLC(M) 25cm x
4.6mm, d.i. 5um, marca SHIMADZU e coluna de guarda 10mm X 4 6mm Inertsil
ODS-3.




2.2.3 METODOS

2.2.3.1 AVALIACAO DOS PARAMETROS CROMATOGRAFICOS
A- AVALIACAO DOS PROCEDIMENTOS DE EXTRAGAO E CLARIFICACAO

Os testes iniciais de extracdo e clarificagdo foram realizados com a
serralha (Sonchus oleraceus L.). Inicialmente, utilizaram-se 7,0g da amostra
(folhas novas e velhas) e, posteriormente, foi triturada em gral de porcelana
adicionando nitrogénio liquido. Desta forma, foi possivel obter um pé homogéneo.

Na etapa de extracdo, a amostra foi submetida a hidrélise com HCI 0,iINe
autoclave a temperatura de 110°C/30 minutos. Apés resfriamento, o pH foi
ajustado para 4,5 (NaOH 30%) e a amostra levada para hidrolise enzimatica.

Testes enzimaticos foram realizados para obter o melhor procedimento de
extracao. As relagdes entre concentragdes enzimaticas e tempos de incubagio
foram selecionadas com base no estudo de Van Den BERG, ef all 1996, que
avaliaram e confrontaram diferentes protocolos de extracdo. As concentracées
enzimaticas (Claradiastase - Fluka) utilizadas neste trabalho foram 40, 120 e
240mg de enzima/100g de amostra, incubadas a 37° C por 1, 4 e 8 horas (Tabela
2).

A- COMPOSICAO DA FASE MOVEL E SISTEMA DE ELUICAO

As composiges das fases moéveis testadas variaram a propor¢do do
metanol e do tampéo fosfato de aménio 0,005mol/L. A influéncia da acetonitrila,
trietilamina e &acido hexanossulfénico também foi verificada em diferentes
concentracbes. As composicdes contendo acetato de amoénio 0,005mol/L foram
ajustadas para pH 5,0, as outras para pH 2,8, como indicado na Tabela 1. A
escolha da fase moével baseou-se na eficiéncia do sistema isocratico e na
resolugdo dos picos dos padrées das vitaminas B, e B,.
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Tabela 1: Composicdo das fases méveis para determinacdo de By e B> em

alimentos néo convencionais (sistema isocratico e detecgdo por UV (254nm).

Tempo retencao Tempo Vazao
N° Fases moveis (VIV) (min)* corrida  (mL/min)
(min)
B4 B
1 MEOH: AcNH, 0,005moL/L 28:72 NR 10,2 20 0,7
2 MEOH: AcNH, 0,005mouU/L 40:60 NR 54 20 0,7
3 MEOH: ACN: AcNH,4 0,005moU/L 20:20:60 10,9 21 20 0,7
4 MEOH: ACN: ACNH, 0,005moL/L 30:5:65 10,5 6.7 20 0,7
5 MEOH: ACN: AcNH, 0,005moU/L 35:5:60 NR NR 25 0,7
6 MEOH: ACN: AcNH, 0,005moU/L 40:20:40 11,2 1,8 20 0,7
7 MEOH: ACN: ACNH, 0,005moL/L 55:40:5 NR 22 20 0,7
8 ACN: ACNH, 0,005moL/L 40:60 12 1,8 20 0,7
9 MEOH: ACN: AGUA 20:20:60 12,2 NR 20 0,7
10 ACN: ASH+ ACNH, 0,005moU/L 9,5:81,5 NR NR 20 0,7
11 MEOH: ACN: FA 55:3:42 NR 21 20 0,7
12 MEOH: ACN+ FA 35:865 8,2 6,8 20 0.7
13 MEOH: ACN: FA 20:4:76 NR 9,5 20 0,7
14 MEOH: ACN: FA 20:2,5:77,5 10,47 NR 20 0,7
T2 11,7 1,0
15 MEOH: ACN: FA 10:2,5:87,5 24 18,9 20 0,7
16 MEOH: ACN: FA 15:2,5:82,5 86 12,3 20 1,0
17 MEOH: ACN: FA 15:1,5:83,5 NR 19 20 1,0
18 MEOH: ACN: FA 18:2,5:79,5 10,1 26 30 1.2
19 MEOH: ACN: FA 19:2,5:78,5 8.3 24 30 1,2
20 MEOH:ACN: FA 22:2.5:75,5 9.8 18,0 20 1,0
7,9 16,0 1,2
21 MEOH: ACN: FA 25:2.5:725 10,6 213 30 1,0

NR - nao retida na coluna.
FA - AHS 5Mm e TEA 0,15%
pH- 1-9 pH 4,5; 10-21 pH 2,8
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O extrato foi centrifugado, filtrado e guardado em fragdes no congelador.
O mesmo procedimento de extracao foi repetido sem a etapa da autoclave. Outros
testes foram realizados visando a melhoria da clarificagdo. Utilizou-se o acido
tricloroacético (TCA) a 50%, metanol sob refrigeracéo de -18°C/60min e coluna de
extracdo em fase sélida Sep-Pak C1s, com eluicdo em MEOH e tamp3o acetato de
amonio (AcNHg4) 0,005mol/L. A Figura 1 apresenta o fluxograma do processo de
extragao e clarificacdo da amostra.

Os extratos foram filtrados em membranas de 0,45um (MILLIPORE-
HAWP 01300) e submetidos a cromatografia liquida utilizando o sistema isocratico
de eluicdo composto por 22% MEOH, 2,5% ACN e 75,5% de fase aquosa (5mM
AHS e 0,15% TEA, pH 28). A vazdo de 1,.2mU/min permitiu a eluicdo das
vitaminas em uma corrida de 20 minutos.

2.2.3.2 DETECGAOE IDENTIFICAGAO

O procedimento utilizado para analise de By e B, nos folhosos foi
padronizado para deteccdo em fluorescéncia com Aex 375nm, Agm 508nm e 522nm
para B; e By, respectivamente. A derivagdo da tiamina a tiocromo foi realizada por
oxidagao pré-coluna, utilizando ferricianeto de potassio a 1%. Utilizou-se também
a detecg&o por UV (A254nm) para as duas vitaminas. A identificacdo dos picos, foi
realizada comparando os tempos de retencdo obtidos nos padrées e por co-
cromatografia.

2.2.3.3 AVALIAGAO DOS PROCEDIMENTOS DE QUANTIFICACAO
A curva de padronizacéo foi construida em diferentes concentragées: 0,05;

0,2,06;1;2;4.6e8 ug/mL de solugdo 50ug/mL de By e B, separadamente. As

aliquotas foram diluidas em agua com pH 3,5; posteriormente filtradas e injetadas.
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Tabela 2: Teste enzimatico de extracdo das vitaminas Tiamina (B1) e

Riboflavina (B.), com claradiastase (Fluka).

Concentragao enzimatica Tempo de incubagao
40 mg/g de amostra 1h
40 mg/g de amostra 4h
40 mg/g de amostra 8h
120 mg/g de amostra* 4h
240 mg/g de amostra 1h
240 mg/g de amostra 4h
240 mg/g de amostra 8h

* Ensaio realizado em triplicata.

Amostra (7g)

2
N> liquido
4
Trituragao

5
HCI 0,1N (10mL)
3

Autoclave (110°C/30min)
AjusteJ'pH 45
Incubacgao enzimé#ca (Claradiastase)
Ajuste pH 3,5
CentriitL’Jgagéo

Filtragem (0,45um)

Figura 1: Fluxograma do processo de extragéo e clarificagdo da amostra.
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2.3 RESULTADOS E DiscussAo

2.3.1 AVALIAGCAOQ DOS PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

a) Composigio da fase mével

Os resultados mostram que o tempo de retencéo das duas vitaminas varia
com o pH e com a porcentagem de MEOH. Nas composicées das fases moveis
com pH 5,0 e diferentes porcentagens de MEOH, Tabela 1 (numeros 1-9, exceto
n° 8), a tiamina apresentou estreita variagdo no tempo de retencdo: 10,5min a 12,2
min. No entanto, na maioria das composi¢des, a tiamina ndo ficou retida na
coluna. Para verificar a eluicao dessa vitamina, foi coletado o volume
correspondente a 3min de corrida (tempo morto) e feito uma leitura no
espectrofotdmetro (A 254nm). Feita a leitura, foi possivel detectar a tiamina no
volume coletado, confirmando a suspeita de maior afinidade da Bi pela fase
movel.

Nas composicoes seguintes, com adicdo AHS e TEA, nimeros 10-21
(Tabela 1), a tiamina ficou retida na maioria das composicdes das fases moveis.
Segundo WILLS et a. (1977), o par idnico afeta a resolucdo de compostos devido
a formacido de um equilibrio entre amostras polares e a fase reversa apolar,
proporcionando uma melhoria na resolugdo dos picos cromatograficos.

As variagdes de % MEOH na fase mével, composta por MEOH: ACN:
AcNH4, mostrou a influéncia deste solvente no tempo de retencdo das vitaminas
B1 e B,. Constatou-se que a tiamina elui em tempos de retencao entre 10,5min a
11,2 min quando a concentracéo do metanol, na fase movel, ndo é superior a
40%, enquanto a riboflavina apresenta maior faixa de variagio (Tabela 1). Nas
concentragbes acima de 40% de metanol, a tiamina n3o eluiu e a riboflavina
obteve tempos de retencao proximos ao pico do solvente. Os picos das vitaminas
apresentaram alargamento de banda.
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Na tentativa de melhorar a resolugio dos picos cromatogréficos e obter
tempos de retencdo afastados do tempo morto, foram testadas pequenas
variagbes na % MEOH e substituicdo do tampao por AHS e TEA. A melhor
resolucdo dos picos cromatograficos das vitaminas foi com 22% MEOH. A
vitamina B; apresentou pequena variagao no tempo de retengao, enquanto a B> foi
fortemente influenciada pelo modificador organico (Tabela 1).

As fases méveis constituidas por MEOH e AcNH4 ndo foram suficientes
para eluir o padrdo de tiamina, sugerindo a adi¢éo de outro modificador organico,
a ACN. Sua presenca influenciou na retengdo da tiamina; porém, concentracdes
acima de 2,5% n&o eluiram a vitamina. A utilizagdo do AHS 5Mm e TEA 0,15%,
como ja mencionado, proporcionaram eluicdo € melhora na resolucéo dos picos
cromatograficos da tiamina. Preferencialmente, utilizou-se a vazao 1,2mbL/min para
diminuic&o do tempo de corrida.

b) Sistema de eluigao

O sistema isocratico foi satisfatério para determinac@o simultanea das
vitaminas B; e B, na serralha (Sonchus oleraceus L.), folhoso n&o convencional,
por fluorescéncia. Somente a vitamina B, pdde ser determinada por Uv. A
vitamina By ndo obteve uma boa separacdo e resolugdo do pico, pois se
apresentava eluida proxima aos interferentes da matriz. Os modificadores
organicos MEOH e ACN conseguiram eluir as vitaminas de interesse. O AHS e a
ACN mostraram-se decisivos no tempo de retengdo da vitamina Bs.

A fase movel de melhor resolugao foi obtida com 22% MEOH, 2,5% ACN e
fase aquosa (5mM AHS e 0,15% TEA, pH 2,8), com vazéo de 1,2mL/min e tempo
de corrida de 20 minutos (Figura 2). A detecgdo simultanea das vitaminas By e Bz

foi obtida por UV A 254nm e fluorescéncia, métodos da AOAC (CUNNIFF, 1995).
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2.3.2 AVALIACAO DOS PROCEDIMENTOS DE CLARIFICAGAO DO EXTRATO

Dentre os agentes precipitantes utilizados nos extratos dos vegetais O
TCA a 50% e o MEOH (refrigeragdo -18°C/ 60min) n&o conseguiram reduzir ou
precipitar os compostos interferentes. A utilizagao da Sep-Pak C1g n&o apresentou
nenhum efeito positivo para a clarificagéo, pois as vitaminas eluiram juntamente
com interferentes. Possivelmente, a proporcdo de 40% de tamp&o acetato de
amdnio 0,005mol/L e o 60% de metanol utilizada nao apresentou eficiéncia na
eluicdo das vitaminas e eliminagéo dos interferentes da matriz. Neste trabalho
foram realizados poucos testes com a Sep-Pak Cig As etapas de centrifugagéo e
filtragdo foram utilizadas para remogéo de interferentes e preparagac do extrato
para andlise na CLAE. O mesmo procedimento foi adotado por KAMMAN (1980),
RUSSELL e VANDERSLICE (1992)

2.3.3 AVALIACAO DO PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO

As misturas enzimaticas sdo, frequentemente, utilizadas nos
procedimentos de extracdo de vitaminas presentes naturalmente nos alimentos.
Entretanto, o tratamento enzimatico libera diversos compostos interferentes que
dificultam a identificagdo e quantificagéo das vitaminas.

Nas hidrolises acida e enziméatica, com ou sem a etapa da autoclave, ndo
foi possivel separar, quantificar e identificar a By nos diferentes tratamentos, por
UV. Acredita-se que o tratamento térmico (autoclave 110°C/30min) produza
grandes quantidades de interferentes, 0s quais impossibilitam a etapa de filtracao,
separagdo cromatogréfica e identificacdo do analito. Quanto a extracdo sem
autoclave, a etapa de limpeza e clarificagdo da amostra deve ser melhorada, pois
os interferentes absorveram na regido do UV (A 254nm). Na determinacéo de B2
(UV) o melhor tratamento foi de 4h-120mg de enzima/1 00g de amostra (Tabela 3).

A deteccdo por fluorescéncia mostrou resultados satisfatorios. As formas

oxidadas da tiamina e da riboflavina facilitaram sua identificacio, devido a
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especificidade dos produtos. O melhor tratamento de extragdo enzimatica para B,
e Bz, com autoclave ( 110°C/30min.), foi de 1h-120mg de enzima/1 00g de amostra
€, sém a autoclave, foi de 4h-120mg de enzima/1 00g de amostra (Tabela 3). Em
alguns tratamentos enzimaticos, nao foi possivel a realizagdo das etapas de
filtrac&o e separacao cromatografica devido 3 hidrélise excessiva de compostos.

A proposta de desenvolver metodologia para determinagéo simultanea de
B1 e Bz em alimentos n3o convencionais, tanto por UV quanto por fluorescéncia,
teve 0 mesmo procedimento de extracdo. Desta forma, julgou-se que o melhor
tratamento enzimatico detectado por UV seria também por fluorescéncia, o que de
fato ocorreu na préatica. O tratamento enzimatico adotado para determinacéo

simultaénea de B; e B, foi de 4h-120mg de enzima/100g de amostra sem
autoclave.

Tabela 3: Comparagéo dos diferentes tratamentos enzimaticos, com e sem |

utilizagdo da autoclave, para extracao das vitaminas B; e B2 (ug/100g) em UV e
fluorescéncia.

Com autoclave (1 10°C/30min.) Sem autoclave
Tratamento (rg/100g) (ng/100g)
enzimatico B, B, B, B,
UV Fluor. UV Fluor. UV  Fluor. UV Fluor.
1h - 40mg/100g nd 62,5 273 1391 nd 154,3 nd 73,5
1h - 200mg/100g nd nd 145,0 48 nd 296 572 1553
4h - 120mg/100g nd 90,5 1700 1475 nd 7299 653 105
4h - 120mg/100g nd nd nd nd nd 57,83 66,1 101
4h - 120mg/100g nd nd nd nd nd 32,1 497 136
8h - 40mg/100g nd 36,0 925 106,5 nd nd 564 90,33
8h - 200mg/100g nd nd 80,1 3,8 nd 70,7 nd 75,7
*nd: ndo detectado

As vitaminas B; e B, presentes na serralha (Sonchus Oleraceus L) foram
detectadas por fluorescéncia, identificadas POr co-Cromatografia e quantificadas
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por padronizacdo externa, somente a B, foi detectada por UV. Como ja
mencionado, em alguns testes enzimaticos, ndo houve a separagéo e detecgdo da
tiamina por UV. Anadlises realizadas sem reprodutibilidade possibilitaram a
separacgdo (Figuras 3), no entanto, apresentaram interferentes que eluiram bem
proximo ao tempo de retencéo da B;.

2.4 CONCLUSAO

Dentre as etapas analiticas utilizadas na determinagdo simultanea das
vitaminas By e B, para serralha, a composi¢cdo da fase mével foi decisiva na
separagédo, resolucdo e identificacdo dos analitos de interesse. O sistema
isocratico apresentou-se satisfatorio quando constituido por 22% MEOH, 2,5%
ACN e fase aquosa (5mM AHS e 0,15% TEA, pH 2,8), com vaz&o de 1,2mL/min e
tempo de corrida de 20 min. A substituicdo do tampao acetato de amodnio
0,005mol/L por AHS 5Mm e TEA 0,15% proporcionou eluigdo e melhora na
resolugdo dos picos cromatograficos da tiamina.

Nos tratamentos por hidrélise acida e enzimatica, com ou sem a etapa da
autoclave, nao foi possivel separar, quantificar e identificar a By, por UV.
Observou-se que para o detector UV, somente a B, podera ser identificada e
quantificada. Ja a detecgdo por fluorescéncia mostrou-se satisfatéria, pois as
formas oxidadas da tiamina e riboflavina facilitaram sua identificacdo. O melhor
tratamento para By e B2, sem a autoclave foi de 4h-120mg de enzima/100g de
amostra.

Quanto a etapa de limpeza da amostra, a agcdo dos agentes precipitantes,
TCA 50% e MEOH (refrigeracdo a -18" C/ 60min), ndo foi eficiente em reduzir os
compostos interferentes. A utilizacdo de coluna de Sep-Pak Csg também nao

apresentou nenhum efeito positivo, 0 que impossibilitou a utilizagdo da detecgao
na regiéo do UV.
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Figura 3: Cromatograma tipico do extrato de serralha (Sonchus oleraceus L), sem autoclave: (A)
UV 254nm e (B) fluorescéncia Az, 370nm, }gm 508 e 522nm B e B,, respectivamente. Condigbes
cromatograficas: fase moével com 22% MEOH, 2,5% ACN, 5mM AHS e 0,15% TEA, pH 2,8; vazio

Volla

0,020 2,020
W 1 Ii o
| ]
' I i i |
i
0,015 i ' : £ 0,015
] H ,; I | ﬂ L
J N 1 r J 1
i 5 |
) ! Jd "j i | }

0,010 ' | { ! L 0,010
1 ‘ l ! IIl I | .
i 1 | B 11| s

0,005 Tr 82 gt W | 82 _-u,nos

| . ™ /\ A
Ii N Y Al
! Tr 17min
0,000 4 . . ; - ——— 0,000
0 2 4 6 8 10 12 14 15 20
Minutes
0,005 . . 0,008
"L i |
amuT]; !E N ,
' | I| 1
i J[
1N |
7,004 - | 'i i Tr1?,3minr : - 1,004
N il | ]
! B .
N i ‘
L1 S T b
‘. ! .
0,002 4 Y o4 - 0.002
A T N
i: vl ‘.._ h I '
? VA P
{ Tresmim " Il i
et e P _— 1
0,000 ’.') ' oy ol al N 0,000
0 2 4 (3 8 10 12 14 16 18 20
Minutes

de 1,2mL/min.

59

Vols



2.5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGOSTINI, T. S. e GODOY, H. T. Simultaneous Determination of Nicotinamide,
Nicotinic Acid, Riboflavin, Thiamin, and Pyridoxine in Enriched Brazilian Foods by
HPLC: Journal High Resolution Chromatography, v. 20:245-248,1997.

BLANCO, D.; SANCHEZ, L. A ; GUTIERREZ, M. D. Determination of water soluble

vitamins by liquid chromatography with ordinary and narrow-bore columns.
Journal of Liquid Chromatography, v. 17 (7): 1525-1539, 1994.

BEAUSSET, |. Estudio de las bases cientificas para el uso de alimentos
alternativos en la nutricion humana; INAN/UNICEF, 1992.

CHASE, Jr. G. W.; LANDEN, Jr. W. O.; EITENMILLER, R. R.; SOLIMAN, A.G.
Liquid chromatography determination of thiamine, riboflavin and pyridoxine in infant
formula. Journal of AOAC International, v. 75 (3): 561-565, 1992.

CHU, K., TIM, K. Analysis of commercial multi-vitamin preparation by HPLC with
diode- array detector. Analytical Letters, v. 31(15): 2707-2715, 1998.

CHUANG, C.: AVERY RAGAN, Jr. F.; PRASAD, C. Use of triethylamine as an ion-
pairing reagent. Journal of Liquid Chromatography, v.17 (11): 2383-2394, 1994.

CUNNIFF, P. (ed). Official Methods of Analysis of AOAC International. 16th ed.
AOAC International, Gaithersburg, Maryland, 1995.

FELLMAN, J. K; ARTZ, W. E.; TASSINARI, P. D.; COLE, C. L.; AUGUSTIN, J.
Simultaneous determination of thiamin and riboflavin in select foods by high-
performance liquid chromatography. Journal of Food Science, v. 47: 2048-2050,
1982.




FINGLAS, P. M. e FAULKS, R. M. The HPLC analysis of thiamin and riboflavin in
potatoes. Food Chemistry, v. 15; 37-44, 1984.

FINGLAS, P. M. e FAULKS, R. M., Critical review of HPLC methods for
determination of thiamin, riboflavin and niacin in food. Journal of Micronutrient
Analysis, v. 3: 251-283, 1987.

GEHRING, T. A;; COOPER, W. M.; HOLDER, C. L. THOMPSON, JR. H. C.; Liquid
chromatography determination of thiamine in rodent feed by postcolumm
derivatization and fluorescence detection. Journal of AOAC International, v.78
(2): 307-309, 1995.

HOLLMAN, P. C.; SLANGEN, J. H.;, WAGSTAFFE, J.P.: FAURE, U.:
SOUTHGATE, D. A. T.; FINGLAS, P. M. Intercomparison of methods for the
determination of vitamins in food. Analyst, v. 118:481-488. 1993b.

KAMMAN, J. F.; LABUZA, T. P.: WARTHESEN, J. J. Thiamin and riboflavin

analysis by high performance liquid chromatography. Journal of Food Science,
v.45: 1497-1504, 1980.

LAM, F.; HOLCOMSB, |. J.: FUSARI, S. A Liquid chromatographic assay of
ascorbic acid, niacinamide, pyridoxine, thiamine and riboflavin in multivitamin-
mineral preparations. Journal Association Off Analytical. Chemistry, v. 67
(5):1007-1011, 1984,

MADRUGA, M. S. e CAMARA F. S. The chemical composition of "Multimistura” as
a food supplement. Food Chemistry, v. 68: 41-44, 2000.

MORENO, P. e SALVADO, V. Determination of eight water and fat-soluble
vitamins in multi-vitamin pharmaceutical formulation by high-performance liquid

chromatography. Journal of Chromatography A, v. 870: 207-215, 2000.

61



NDAW. S.. BERGAENTZLE, M. AOUDE-WERNER, D.; HASSELMANN, C.
Extraction procedures for the liquid chromatography determination of thiamin,
riboflavin and vitamin Bs in foodstuffs. Food Chemistry, v. 71: 129-138, 2000.

OHTA, H.. BABA, T., SUZUKI, Y. High-performance liquid chromatography
analysis of thiamine in rice flour with fluorimetric post-column derivatization.
Journal of Chromatography, v. 284: 281-284, 1984.

RIBAROVA. F.. SHISHKOV, N.. OBRETENOVA, N.; METCHKUEVA, L.
Comparative determination of riboflavin in milkk by HPLC and lumiflavin methods.
Die Nahrung, v. 31 (1): 77-79, 1987.

RUSSELL, L. F. e VANDERSLICE, J. T. Comments on the standard fluorometric
determination of riboflavin in foods and biological tissues. Food Chemistry, v. 43:
79-82, 1992.

SIMS, A. e SHOEMAKER, D. Simultaneous liquid chromatographic determination
of thiamine and riboflavin in selected foods, Journal of AOAC International, v. 76
(5): 1156-1160, 1993.

STANCHER, B. e ZONTA, F. High performance liquid chromatography analysis of
riboflavin (vitamin Bs) with visible absorbance detection in ltalian cheeses. Journal
Food Science, v. 51 (3), 857-858, 1986.

Van Den BERG, H.; VAN SCHAIK, F.; FINGLAS, P. M.; FROIDMONT-GORTZ, .
Third EU MAT intercomparison on methods for the determinations of vitamins B,
B, and Bs in food. Food Chemistry, v. 57 (1): 101-108, 1996.

WATADA, A. E. e TRAN, T. T. A sensitive high-performance liquid chromatography
method for analysing riboflavin in fresh fruits and vegetables. Journal of Liquid

Chromatography, v. 8 (9): 1651-1662, 1985.

62




WILLS, R. B. H.; SHAW, C. G.; DAY, W. R. Analysis of water soluble vitamins by

high pressure liquid chromatography. Journal of Chromatography Science, v.15:
262-266, 1977.

WILLS, R. B. H.; WIMALASIRI, P. e GREENFIELD, H. Comparative determination
of thiamin and riboflavin in foods by HPLC and fluorometric methods. Journal of
Micronutrient Analysis, v. 1, 23-29, 1985.

WIMALASIRI, P. e WILLS, R. B. H. Simultaneous analysis of thiamin and riboflavin

in  foods by high-performance liquid  chromatography.  Journal of
Chromatography, v. 318: 412-416, 1985.

63






Capitulo 3

OTIMIZAGAO E VALIDACAO DE METODOLOGIA
PARA DETERMINACAO SIMULTANEA, POR CLAE,
DAS VITAMINAS B, E B, EM VEGETAL FOLHOSO NAO CONVENCIONAL

Ramos, K. L% Souza, E. M. T": Godoy, H. T2
' Universidade de Brasilia, Instituto de Ciéncias Biol

Ogicas, Depto. de Biologia Celular
?Universidade Estadual de Campinas, Depto. Ciéncia de Alimentos

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTE

65




Capitulo 3

OTIMIZAGAO E VALIDAGAO DE METODOLOGIA
PARA DETERMINAGCAO SIMULTANEA, POR CLAE,
DAS VITAMINAS B4 E B, EM VEGETAL FOLHOSO NAO CONVENCIONAL

Ramos, K. L2 Souza, E. M. T'; Godoy, H. T2
1 Universidade de Brasilia, Instituto de Ciéncias Biolégicas, Depto. de Biologia Celular
2 Universidade Estadual de Campinas, Depto. Ciéncia de Alimentos

RESUMO

A introdugdo de novas fontes alimentares via alimentacdo alternativa tem o
objetivo de recuperar, nutricionalmente, criangas desnutridas utilizando produtos
ou subprodutos alimentares que contribuem para 0 enriquecimento da dieta.
Entretanto, a falta de metodologias analiticas apropriadas dificulta o conhecimento
dos teores de micronutrientes, em especial as vitaminas, em alimentos nao
convencionais. Com a finalidade de suprir essa caréncia, este trabalho propde-se
a otimizar e validar metodologia para determinacao simultanea das vitaminas Bie
B,, por CLAE. Inicialmente as vitaminas foram separadas em coluna C1s € eluidas
isocraticamente a uma vazao de 1,2 mL/min. A fase mével foi composta por 22%
metanol, 2.5% acetonitrila e 755% de fase aquosa (S5Mm de acido
hexanossulfénico e 0,15% de trieltilamina, pH 2,8 ajustado com H2804). O extrato
vitaminico obtido da serralha (Sonchus oleraceus L.) foi submetido as hidrolises
4cida e enzimatica. A limpeza do extrato foi realizada por centrifugacao e filtracao
em membranas de 0,45um. Para determinagdo simultanea das vitaminas,
utilizaram-se detectores UV A 245nm e de fluorescéncia, com Agx 370nm, Aem
508nm e 522nm para B; e Ba, respectivamente. A quantificacéo foi realizada por
padronizagdo externa e as curvas de padronizagao apresentaram linearidade
(*=0,9997) na faixa utilizada. Os limites de deteccdo para as duas vitaminas
foram 0,02ug/mL e 0,01pg/mL (UV); 0,01pg/mL e 0,005ug/mL (fluorescéncia) para
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B1 e Bz, respectivamente. Os limites de quantificacdo foram considerados o dobro.
As taxas de recuperacao, determinadas em dois niveis, foram 74% e 114% para
B1, € 102% e 147% para B2, no menor e maior nivel, respectivamente. Os testes
de repetibilidade da amostra, realizados apenas na fluorescéncia, apresentaram
um coeficiente de variacio para By de 12,8% e 12.6% (I e I niveis) e para B> de
57% € 62% (I e II niveis). A metodologia proposta e validada apresentou-se

eficiente quando aplicada em folhosos n&o convencionais na forma in natura.

ABSTRACT

The use of alternative supplements is a way to introduce new food sources for the
recovery of malnourished children. This new food source is made by using food
products or by-products which contribute to the enrichment of the diet. However,
the lack of appropriate analytical methodologies makes it difficult to know the
micronutrients content, especially vitamins, in unconventional foods. With the
purpose to supply this need, this work proposes to optimize and validate a
methodology for the simultaneous determination of B; and B> vitamins by HPLC.
Initially, vitamins were Separated in a Csg column, isocratic eluted with a 1.2mL/min
flow rate. The mobile phase was composed by 22% methanol, 2.5% acetonitrile
and 75.5% aqueous phase (5Mm hexanosufonic acid and, 0.15% trietylamine, pH
adjusted to 2.8 with dilute H2S04). The Clean-up of the extract revealed to be
efficient using centrifugation and filtration with a 0.45um membrane. The vitamin
extract obtained from serralha (Sonchus oleraceus | ) was submitted to acid and
enzymatic hydrolyses. For the simultaneous determination of vitamins, UV detector
(A 245nm) and fluorescence with 1e370nm, Aem 508nm and 522nm for B; and Bo,
respectively, were used. The Quantification was obtained though external
standardization and the standard curves showed satisfactory linear behavior
(r2=0.9997) in the used limit. The detection limits for both vitamins were 0.02ug/mL
e 0.01ug/mL (UV); 0.01 ug/ml and 0.005ug/mi (fluorescence) for B, and B,,
respectively. The quantification limits were double considered. The recovery rates,
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determined in two levels, were 74% and 114% for B, and 102% and 147% for B,
in the minor and higher levels, respectively. The repeatability tests of the sample,
conducted only in the fluorescence, showed a variation coefficient of 12,8% and
12,6% (levels I and II) for By and 57% and 6,2% (levels I and II) for B,. The
proposed and validated methodology showed efficiency when applied to raw
unconventional green leaves.

3.1. INTRODUGAO

A alimentacdo alternativa no Brasil, desde 1986, é utilizada em trabalhos
governamentais e por instituicdes nao governamentais, como a Fundacao
Nacional da Saude e a Pastoral da Crianga (MADRUGA e CAMARA, 2000). A
proposta de consumir alimentos nao convencionais incentiva a diversificagdo da
dieta e introduz novas fontes de nutrientes (NUNEZ, 1996).

Nas tabelas brasileiras de composigdo de alimentos n&o ha relato da
composicéo quimica dos alimentos nao convencionais ou alternativos. Além disso,
essas tabelas encontram-se desatualizadas e incompletas. A falta de uma
descricido detalhada do processo analitico e/ou O emprego de técnicas
inadequadas tornam-nas pouco confiaveis (LAJOLO e MENEZES, 1997; LAJOLO,
1995).

A mensuracdo de vitaminas por métodos oficiais da AOAC (Association of
Official Analytical Chemists) € simples, porém demorada, minuciosa (HIRAYAMA e
MARUYAMA, 1991; FINGLAS e FAULKS, 1984) e faz uso de reagentes altamente
nocivos (brometo de cianogénio) e especificos, como as resinas ionicas (Mac
BRIDE e WYATT, 1983; RUSSEL e VANDERSLICE, 1992).

A CLAE é uma técnica modema. Possui alta especificidade, sensibilidade
e reduzido tempo de andlise. Determina satisfatoriamente a analise simples de um
composto ou andlise simultanea de vitaminas hidrossollveis em vegetais frescos
(FINGLAS e FAULKS, 1987). A comparagdo dos métodos desenvolvidos por
CLAE com métodos fluorimétricos e microbiolégicos propostos pela AOAC
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demonstra as vantagens da CLAE nas analises de vitaminas quanto 3
recuperacao, reprodutibilidade, sensibilidade, rapidez e praticidade.

Seja qual for o método analitico escolhido, este deve produzir resultados
de alta qualidade e confiabilidade. A validacdo dos resultados é de extrema
Importéncia e pode ser realizada por estudos interlaboratoriais  ou
intralaboratoriais. A exatidio é um dos principais fatores a serem estabelecidos na
validagdo. Este pode ser avaliado com o uso de materiais de referéncia
certificados (FINGLAS et al. 19983). A maioria das vitaminas & instavel, o que
dificulta a obtencdo de material de referéncia. Estudos recentes avaliam
possibilidades no uso de padrées de referéncia secundarios, como substitutos do
material de referéncia. Estao sendo estudados o gérmen de trigo para tiamina,
riboflavina e niacina €, para vitamina C, um suco em pd suplementado (GODOY,
2001)

A escolha do método recai na composig&o quimica da vitamina, na matriz
alimenticia e nos recursos disponiveis. O presente estudo propde otimizar e
validar metodologia para a determinago simultanea dos teores de tiamina (B) e

riboflavina (B,) na serralha (Sonchus oleraceus L. ), alimento nao convencional, na
sua forma in natura.

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. MATERIAIS

Inicialmente, foi utilizada a serralha (Sonchus oleraceus | ) para
realizagao dos testes pertinentes a validacdo da metodologia. Todas as amostras
foram trituradas em gral de porcelana, utilizando nitrogénio liquido. O pé resultante
foi guardado em frascos no freezer -70°C. O extrato obtido da serralha apos
extracdo enzimética foi acondicionado em frasco ambar a 0°C.
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3.2.2. REAGENTES

Os padrdes mononitrato de tiamina (vitamina B4) e riboflavina (vitamina B>)
foram fornecidos pela Sigma Chemicals Co, USA. A tiamina foi eluida em etanol
20% em pH 3,5 e a riboflavina em acido acético 0,02N. As solugdes padroes das
vitaminas foram armazenadas a temperatura de refrigeracao. A enzima
claradiastase eluida em acetato de sédio 2,5N e pH 4.5, foi fomecida pela Fluka,
Suica.

Os solventes organicos metanol e acetonitrila (graus cromatograficos)
foram fornecidos pela Mallinckro, Brasil. O sal 1-acido hexanossulfénico (99%) foi
fornecido pela Vetec. Os demais reagentes utilizados sdo de grau de pureza
analitico. Na preparagéo da fase mével utilizou-se a agua duplamente deionizada
ou Milli-Q (MILLIPORE). Todos os componentes da fase movel foram filtrados em

membranas de 0,45um de diametro e degaseificado com gas Helio.

3.2.3. EQUIPAMENTO

O equipamento de cromatografia liquida utilizado foi o SHIMADZU série
LC-10Avp, constituido por degaseificador de fase movel, duas bombas LC-
10ADvp, forno CTO-10Asvp com sistema de injegédo manual (20ul), detectores UV-
VIS SPD-10AVvp e de fluorescéncia RF-551, dispostos em série. A esse conjunto
foi acoplado o controlador de sistema SCL-10Avp. A coluna cromatografica
utilizada foi a Shim-pack Cig CLC(M), 25cm x 4,6mm, d.i. 5um, marca SHIMADZU
e coluna de guarda 10mm x 4,6mm Inertsil ODS-3.
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3.2.4. METODOS

3.2.4.1. METODOLOGIA ANALITICA

Para a extraggo, utilizaram-se  7,0g de amostra, previamente
homogeneizada em nitrogénio liquido e armazenada a -70°C. Na etapa da
extracdo, utilizaram-se 10mL de HCI 0,1N para maceragao e, posteriormente,
ajustou-se o pH para 4.5 (com NaOH 30%). A etapa seguinte foi a incubacdo
enzimatica (claradiastase), na concentracéo de 120mg de enzima/g de amostra, 3
temperatura de 37°C a 39°C/4horas. Apds o periodo de incubagéo, a agso
enzimatica foi inativada reduzindo o pH para 3,5. A amostra foi centrifugada na
velocidade de 13.000rpm/20min, filtrada em membrana fluoropore, FHLP 01300,
0,45um (MILLIPORE) e injetada no cromatografo.

A separacéo cromatografica das vitaminas ocorreu por eluicdo isocratica
com vazdo de 1,2mL/min e tempo de corrida de 20 minutos. A fase movel foi
composta por 22% MEOH, 2,5% ACN e 75,5% de fase aquosa (AHS 5mM; 0,15%
de TEA; pH 2,8). A detecgdo simultanea das vitaminas B1 e B> foi obtida por UV
A254nm e fluorescéncia com rex 370nm e Agm 508nm e 522nm, para B, e B,
respectivamente. As amostras detectadas por fluorescéncia passaram pela etapa
de oxidacdo pré-coluna, promovendo derivagdo da tiamina a tiocromo. A
Identificagdo realizou-se por comparacéo dos tempos de retengdo obtidos com
padrées analisados nas mesmas condicdes e por co-cromatografia. Na
quantificacdo das vitaminas utilizou-se padronizacéo externa, por meio de curvas
construidas com 8 niveis de concentragao (0,05; 0,2: 0,4 06; 1,0; 20;30 e 4.0
ug/mL), sendo cada ponto representado pela média de 3 determinagbes, a partir
de solugGes padrdo contendo 45 e 48 ug/mL de B, e B2, respectivamente. A
degradacéo e perda das vitaminas, durante a analise, foram evitadas protegendo-
as da acdo direta da luz e efetuando as analises rapidamente.
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3.2.4.2. VALIDAGAO DA METODOLOGIA

a) Limite de deteccao e de quantificagao

Os valores adotados para os limites de detecg@o, de ambas vitaminas,
foram obtidos com o uso de solugdes padrédo realizando sucessivas diluicées,
determinando a menor quantidade detectavel. Esta menor quantidade detectavel
foi considerada aproximadamente duas a trés vezes o valor da amplitude do ruido
do equipamento (PRADO e GODOY, 2002).

O “limite de quantificagdo” do método é a menor concentragao do analito
que pode ser medida com uma precisdo especificada. Geralmente, sugere-se 10s
(s= desvio padrao do branco) (CDER, 1994; CHASIN et. al, 1998). Segundo,
VALENTE SOARES (2001) o limite de quantificagdo usualmente adotado € 5
vezes o limite de deteccdo. No entanto, neste trabalho, os limites de quantificacao
foram estabelecidos em duas vezes o valor dos limites de detecga@o para cada
vitamina.

b) Recuperag¢ao de padroes

Testes de recuperacdo foram realizados com solugbes padrao e com a
adicdo dessas solugbes & amostra, em dois diferentes niveis de concentragéo
(0,06pg/mL e 2,0ug/mL de By e By). Este teste foi realizado apenas com folhas de
serralha (Sonchus oleraceus L.).

c) Repetibilidade
A repetibilidade foi determinada, por analises em quintuplicata, em dois
niveis de concentragdes vitaminicas, de solugdes padréo. A partir da sensibilidade

ou precisdo medida por multiplas injegoes obtivemos o calculo da estimativa do
desvio padrdo. No presente trabalho, realizou-se a repetibilidade em dois niveis de
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concentracéo (1,0ug/mL e 2,0ug/mL). As amostras foram determinadas em oito
repeticées com dupla injeco.

d) Estabilidade dos pPadroes e da amostra

As solugbes padrdo das vitaminas foram avaliadas por um periodo de

quatro semanas para a observacdo da estabilidade das mesmas: o mesmo foi
adotado para a amostra.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. ETAPAS ANALITICAS

Na Figura 1 nota-se a resolucéo dos picos cromatograficos e a separagéo
simultanea das vitaminas das solugdes padréo. As vitaminas B1 e B, foram eluidas
em tempos de retencdo de 8,3min e 15,3min, no UV. Na fluorescéncia, a tiamina
ficou retida em 6,2 min. A alterag&o no tempo de retencdo deve-se 3 reacdo de
oxidacdo utilizada para conversio da tiamina a tiocromo. Esta reacao nao
influenciou no tempo da B,, que se encontra na forma de lumiflavina. Os Anexos
1 e 2 mostram os perfis dos espectros de absor¢do das vitaminas B:1 e B,
presentes nas solugbes padrio, obtidos por espectrofotometro.

As curvas de padronizagdo das vitaminas apresentaram linearidade, nas
faixas de concentracdo pré-estabelecidas (Anexo 3). Isto pode ser verificado
pelos valores dos coeficientes de correlagao, pois estio préximos ao valor ideal 1,
O que demonstra maior probabilidade de existir uma relagdo linear definida. As

regressdes lineares para estas curvas, onde y = A + B x, estdo dispostas na
Tabela 1.
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Tabela 1: Regressao linear das curvas de padronizagéo das vitaminas Bie Ba.

Vitaminas Deteccdo A* B” R*
B uv 48899 -2106.1 0,9991
B4 Fluorescéncia 64258 -3024,3 0,9972
B2 uv 49531 1211,8 0,9993
B> Fluorescéncia 756460 -20468 0,9997

* A coeficiente linear, B: coeficiente angular, R: coeficiente de correlagdo.

3.3.2 VALIDAGAO DO METODO

Os limites de deteccdo (Tabela 2) encontrados para as vitaminas By e B2
foram de 0,02ug/mL e 0,01ug/mL, respectivamente, no UV. J& a fluorescéncia
mostrou-se duas vezes mais sensivel. Esta sensibilidade pode ser confirmada por
SIMS e SHOEMAKER (1993), que utilizaram a fluorescéncia e obtiveram limites
de deteccdo 0,05ng para Bi e By, e FINGLAS e FAULKS (1984), que obtiveram
0,5ng e 0,1ng, respectivamente. Os limites de quantificacao foram considerados
como duas vezes os limites de detecgdo obtidos nos respectivos detectores.

Tabela 2: Limite de detecgdio e quantificagdo da metodologia para detectores de
UV e fluorescéncia.

Limite de detecgao Limite de quantificacaox
Vitaminas (pg/mL) (pg/mL)
uv Fluor. uv Fluor.
B, 0,02 0,01 0,04 0,02
B2 0,01 0,0005 0,02 0,001

+ Limite de quantificagdo considerado foi de duas vezes o limite de detecgao.
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Na repetibilidade dos padrées (Tabela 3) utilizou-se concentragao de
Tug/mL e 2ug/mL, em duplicata. Pode-se observar que os coeficientes de variacao
(CV) foram inferiores a 8%, no UV, e inferiores a 5%, na fluorescéncia. O valor
obtido na fluorescéncia demonstra a sensibilidade desse detector e a
especificidade da etapa de derivag&o pré-coluna. A etapa de derivacdo pré-coluna
confere picos mais definidos e de melhor resolugdo, se compararmos com pos-
coluna (LYNCH e YOUNG, 2000). A repetibilidade da amostra (Tabela 4)
detectada por fluorescéncia obteve coeficientes de variagéo de 12,8% e 5.7% para
o nivel I (1ug/mL), 12,69% e 6,24% para o nivel II (2ug/mL) das vitaminas Bi e By,
respectivamente.

Tabela 3: Repetibilidade das vitaminas Tiamina (By) e Riboflavina (B2), em

solugéo padrao, detectado por UV (A 254nm) e fluorescéncia (hex 370nm).

Vitaminas (ng/mL)

Variaveis uv Fluorescéncia
B, B, B, B-
(Aem S08nmM)  (Aem 522nm)
Nivel I*

Média + DP** 0,94 +0,03 1,02 +0,03 0,81 +0,03 0,86 +0,03
CV(%)*** 3,2 2.9 3.7 3,5
Nivel II*

Média + DP 2,07 +0,14 2,00+0,15 1,43 +0,06 2,11 +0,09
CV(%) 6,8 7,5 42 43

* Concentragdes injetadas: nivel I, 1pg/mL e nivel II, 2ug/mL.
™ Média e estimativa do desvio padrio de 5 injegbes em duplicata.
*** CV: coeficiente de variacao
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Figura 1: Cromatograma tipico dos padroes de B; e B,: (A) detector UV A 254nm e (B)
detector de fluorescéncia Agx 370nm, Aem 508nm e 522nm B, e B,, respectivamente.
Condigbes cromatograficas descritas no texto, em 3.2.4.1.
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Tabela 4: Repetibilidade das vitaminas Tiamina (B1) e Riboflavina (B2) na amostra
de serralha (Sonchus Oleraceus L), detectado por fluorescéncia (A, 370nm).

Vitaminas (ug/mL)

Variaveis B, B,
(Aem S08nm) (Aem 522nm)
Nivel 1*

Média + DP** 2734385 116,4 +6,7
CV(%)* 12,8 5,7
Nivel I1*

Média + DP 99,2+126 1852+ 116
CV(%) 127 6,2

* Concentragdes injetadas: nivel L, Tug/mL e nivel 11, 2ug/mL.
** Média e estimativa do desvio padréo de 8 inje¢ses em duplicata.
* CV: coeficiente de variagio

Os padrées das vitaminas foram utilizados diariamente para identificacdo
e quantificagdo das amostras. Desta forma, houve a necessidade de conhecer a
estabilidade e o comportamento das vitaminas B, e B, durante o armazenamento
Sob temperatura de 4°C. O Grafico 1 demonstra que as solugdes padrio
(50ug/mL), detectadas por fluorescéncia, se mantiveram estaveis por 30 dias.
Cabe ressaltar que a tiamina foi diluida em solucdo de etanol a 20%, com pH 35
e a riboflavina em acido acético 0,02N. O meio acido favorece a estabilidade das
vitaminas. Na amostra, as duas vitaminas analisadas permaneceram estaveis por
30 dias quando submetidas 3 estocagem na temperatura de 0°C. Observou-se

pequenas alteracdes nas concentracdes finais das vitaminas, quando comparado
com os valores iniciais (Grafico 2).
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Grafico 1: Estabilidade dos padrées Tiamina em etanol 20% (pH 3,5) e
Riboflavina em &cido acético 0,02N.
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Gréfico 2: Estabilidade das vitaminas B1 e B2 na serralha (Sonchus oleraceus | )

As taxas de recuperacéo das vitaminas B1 e B, adicionadas a na serralha
(Sonchus oleraceus L.), variaram entre 74,3% e 114%, para tiamina, e 102% e
147%, para riboflavina, nos nivel I (1ug/mL) e nivel II (2ug/mL), respectivamente
(Tabela 7). Estes valores indicaram boa recuperacdo para niveis vitaminicos

presentes no alimento in natura, com excecado da taxa de recuperacso da B, com
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147%, pois valores muito acima de 100% indicam ineficacia na etapa de limpeza.
Na Tabela 8 encontram-se as taxas de recuperaca@o dos padrées que foram
submetidos ao mesmo procedimento de extracdo e limpeza. A tiamina obteve
recuperacéo entre 81,6% e 61,5% e a riboflavina entre 73,3% e 69%, niveis I e II,
respectivamente. As taxas do nivel II apresentaram-se muito préximas ao limite

aceitavel, o que indica perda do analito durante os procedimentos analiticos.

Tabela 7: Taxas de recuperacao dos padrées de Tiamina (B1) e Riboflavina (B,)

adicionados a serralha (Sonchus oleraceus L.), detectado por fluorescéncia (Aex
370nm).

Bq Bz
Niveis {(*em 508nm) (Aem 522nm)
Concentragiao Recuperagiao Concentragao Recuperagao
(rg/100g) (%) (rg/100g) (%)
I 28,7 743 129,2 102
II 70,0 114 224 2 147

* Concentragdes adicionadas: nivel I, 1 ng/mL e nivel II, 2ug/mL.

Tabela 8: Taxas de recuperacao dos padroes de Tiamina (B1) e Riboflavina (B,)

submetidos ao procedimento de extragdo, detectado por fluorescéncia (Aex370nm).

Concentragido Recu(p;:)raqao
(B1 e Bopg/mL) B, B,
{Lem 508nm) (Aem 522nm)
0,06 816 733
2,0 61,5 69

79



3.4 CONCLUSAO

Nas etapas de validagao, os resultados obtidos foram satisfatorios para as
duas vitaminas. Os parametros de limite de deteccdo e quantificagéo obtiveram
valores em unidades ug e até ng, no detector de fluorescéncia. As taxas de
repetibilidade obtiveram CV inferiores a 8% no UV e inferiores a 5% na
fluorescéncia. Quanto a recuperagéo, os valores indicaram boa recuperagao para
niveis vitaminicos presentes nos alimento in natura, com excegao da Bz, com
147% no nivel 11 de recuperagao. Cabe lembrar, que valores de recuperagao
baixos podem indicar perda do composto de interesse durante os procedimentos
analiticos, e recuperagdes muito acima de 100% podem indicar ineficacia na etapa
de limpeza.

Os padroes das vitaminas obtiveram estabilidade durante O
armazenamento sob temperatura de 4°C, por 30 dias. O mesmo ocorreu com a
amostra, mesmo sob estocagem a 0°C. Estas vitaminas foram diluidas em solug@o
de 20% etanol com pH 3,5 (tiamina) e &cido acético 0,02N (riboflavina), 0 meio
acido favoreceu a estabilidade.
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CAPITULO 4

OTIMIZACAO DA DETERMINACAO DE VITAMINAS B, E B2 EM VEGETAL FOLHOSO
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RESumO

Dentre as etapas analiticas utilizadas na determinacao simultanea das vitaminas By e B>
em alimentos, a extracdo & a responsavel pelos maiores erros nas determinagdes. Isto
ocorre devido & extracdo incompleta, a ndo mensuragao das possiveis formas ativas, a
presenca de interferentes e, ainda, a possivel degradacéo durante a analise. Com base
nestas observagdes, € de interesse cientifico investigar e otimizar novos métodos para
andlise de vitaminas em vegetais frescos. Para analise e otimizacdo do processo
utilizou-se a metodologia multivariada de superficie de resposta, que investigou as
alteracdes nas concentragdes da tiamina (B4) e riboflavina (B2) em serralha (Sonchus
oleraceus L.), por meio do delineamento estatistico fatorial completo 2* Foram
avaliados quatro parametros: tempo de centrifugagd@o (min); velocidade da centrifuga
(rpm); peso da amostra (g); e tempo de maceragdo (min). O extrato vitaminico obtido da
serralha (Sonchus oleraceus L.) foi submetido as etapas pré-estabelecidas de analise.
Segundo os resultados obtidos pelo grafico de superficie de resposta, a correlagcao
entre as varidveis independentes peso de amostra X tempo de maceragéo encontram-
se préximas da faixa tedrica 6tima, para as duas vitaminas.
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ABSTRACT

Amongst the used analytical phases in the simultaneous determination of vitamins B
and B; in foods, the extraction phase is the responsible for the biggest errors in the
determination. This occurs due to incomplete extraction, not quantifying the possible
active forms, the presence of interferences and, still, the possible degradation during the
analysis. Based on these observations, it is of scientific interest to investigate and
optimize new methods for vitamin analysis in fresh vegetables. Response surface
analysis was applied to analyze and optimize the process in order to investigate the
variation in concentrations of thiamin (B1) and riboflavin (B2) in serralha (Sonchus
Oleraceus L.) according to statistic delineation complete factorial 24 Four parameters
were evaluated: centrifugation time (min); centrifugation rotation (rpm); sample weight
(9) and maceration time (min). The obtained vitaminic extract of serralha (Sonchus
Oleraceus L.) was submitted to the pre-established steps of the analysis. According to
the results obtained by the graph of reply surface, the correlation between the

independent variables, weight of sample X maceration time Is next to the optimum
theoretical zone, for both vitamins.

4.1 INTRODUGAO

A utilizagdo de alimentos alternativos, como suplemento alimentar, demonstra
ser um veiculo no combate & desnutricdo em algumas regides do Brasil. Os programas
de combate & fome e a desnutricdo utilizam produtos e subprodutos nao convencionais,
como farelos de cereais (arroz e trigo), pé da folha de mandioca (Manihot esculenta),
sementes de girassol e abdbora, folhosos verde-escuros, como a beldroega (Portulacca
Oleracea L.), o caruru (Amaranthus sp), a serralha (Sonchus oleraceus L. ), tanchagem
(Plantago tomentosa Lom.) (LORENZI, 2000) e folhas de beterraba, rabanete e chuchu
(BEAUSSET, 1992). Estes alimentos regionais contribuem na diversificacdo da dieta e
oferecem novas fontes de nutrientes, pois se aproveita toda a parte comestivel da
planta.



A diversidade e potencialidade dos alimentos alternativos, como fonte de
micronutrientes, ressaltam a importancia do conhecimento cientifico para averiguar a
real contribuicdo destes alimentos para a nutricdo humana e, se possivel, para
classifica-los como substitutos de alimentos convencionais.

Alguns trabalhos interlaboratoriais propuseram-se a determinar, quantificar e
avaliar parametros independentes da metodologia com a finalidade de isolar e
identificar as vitaminas By e B, por CLAE, em alimentos infantis, leveduras, cereais,
leite em po, farinha de trigo, vegetais liofilizados, entre outros (CHASE et al, 1992;
CHASE et al, 1993a; STANCHER e ZONTA, 1986; WIMALASIRI e WILLS, 1985. Os
trabalhos realizados por Van Der BERG et al (1996), ARELLA et a/ (1996), NDAW et a/
(2000) enfocaram extracéo e hidrélise enzimatica, composicéo da fase movel e tipos de
colunas, com pré-derivagéo das vitaminas detectadas por fluorescéncia. Apenas SIMS
e SHOEMAKER (1993) determinaram vitaminas B1 € B2 em brocolis. Até o presente
momento, nenhum trabalho analisou a concentracdo dessas vitaminas hidrossoluveis
utilizando uma metodologia multivariada de superficie de resposta.

Este estudo teve o objetivo de verificar as melhores condigdes de extragéo das|
vitaminas B; e B, e limpeza da amostra, na serralha, segundo o método desenvolvido
nesta dissertacao (capitulos 2 e 3). Para analise e otimizacao do processo, utilizou-se
a metodologia multivariada de superficie de resposta, que relacionou 0s efeitos das|

variaveis independentes sobre a concentragéo das vitaminas.




4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 MATERIAIS

Utilizou-se apenas a serralha (Sonchus oleraceus L.), coletada no Nucleo Rural
Alexandre Gusmao (Brazlandia/DF ), para analise de superficie de resposta. As
amostras foram trituradas em grau de porcelana utilizando nitrogénio liquido. O pé
resultante foi guardado em frasco @mbar numa camara fria a -70° C. O po obtido era
sempre homogeneizado antes de iniciar a andlise das amostras. O extrato obtido da

serralha, apos extragdo enzimatica, foi acondicionado em frasco ambar a 0°C.

4.2.2 REAGENTES

Os padrées mononitrato de tiamina (vitamina B1) e riboflavina (vitamina B,)
foram fornecidos pela Sigma Chemicals Co, USA. A tiamina foi eluida em etanol 20%
em pH 3,5 e a riboflavina em &cido acético 0,02N. As solugdes padrbes das vitaminas
foram armazenadas a temperatura de refrigeragdo. A enzima claradiastase eluida em
acetato de sédio 2,5N e pH 4,5, foi fornecida pela Fluka, Suiga.

Os solventes organicos metanol e acetonitrila (grau cromatografico) foram
fornecidos pela Mallinckro, Brasil. O sal 1-acido hexanossulfénico (99%) foi fornecido
pela Vetec. Os demais reagentes utilizados sdo de grau de pureza analitico. Na
preparacdo da fase moével utilizou-se a &gua duplamente deionizada ou Milli-Q
(MILLIPORE). Todos os componentes da fase mével foram filtrados em membranas de

0,45um de diametro e degaseificado com gas hélio.

4.2.3 EQUIPAMENTO

O equipamento de cromatografia liquida utilizado foi o SHIMADZU série LC-
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10Avp, constituido por degaseificador de fase moével, duas bombas LC-10ADvp, forno
CTO-10ASvp contendo o injetor manual com alga de amostragem de 20ul, detectores
UV-VIS SPD-10AVvp e de fluorescéncia RF-551, dispostos em série. A esse conjunto
foi acoplado o controlador de sistema SCL-10Avp. A coluna cromatografica utilizada foi
a Shim-pack Cyg CLC(M) 25cm x 4,6mm; d.i. 5um, marca SHIMADZU e coluna de
guarda 10mm x 4,6mm Inertsil ODS 3.

4.2.4 METODOS
4.2.4.1 METODOLOGIA ANALITICA

As amostras foram trituradas em gral de porcelana adicionando nitrogénio
liquido e posteriormente armazenadas a -70°C, desta forma, foi possivel obter um pé
homogéneo. Estas amostras foram submetidas, primeiramente, a extragdo acida com
HCI 0,1N e o pH ajustado para 4,5 (com NAOH 30%), este ajuste prepara a amostra
para hidrélise enzimatica (120mg de enzima/4h). A inativacdo enzimatica foi realizada
por diminuigéo do pH para 3,5 e, finalmente, as amostras foram centrifugadas e filtradas
(membrana de 0,45um). O peso da amostra, tempo de maceragéo, velocidade e tempo
de centrifugacdo foram os parametros utilizados no delineamento estatistico fatorial
completo 2% Os extratos foram filtrados em membranas de 0,45um (MILLIPORE-
HAWP 01300) e injetados no cromatografo.

O sistema isocratico de eluicdo foi composto por 22% MEOH, 2,5% ACN e
75,5% de fase aquosa (5mM AHS e 0,15% TEA, pH 2,8). A vazdo de 1,2mL/min
garantiu a eluicdo das vitaminas em uma corrida de 20 minutos. A detecgdo simultanea
das vitaminas foi realizada por fluorescéncia, Agx 370nm, Agm 508nm e 522nm, para B
e B, respectivamente, por meio do processo oxidativo (ferricianeto de potassio 1%).
Para identificacao, utilizou-se a comparacao dos tempos de retencdo obtidos com os
padrées nas mesmas condigdes e por co-cromatografia. A quantificagdo realizou-se por
curvas de padronizacao externa.
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4.2.5 DELINEAMENTO ESTATISTICO

Para elaboracdo do delineamento estatistico observaram-se os fatores que
mais interferiram na etapa de extracdo das vitaminas e na limpeza da amostra. Os
parametros considerados foram a velocidade e tempo de centrifugacdo (referente 3
limpeza da amostra), tempo de maceraczo e peso da amostra (referente a extragio),
com o objetivo de analisar o comportamento das vitaminas By e B> na serralha
(Sonchus oleraceus L.).

O delineamento estatistico utilizado foi o fatorial completo 2* (Tabela 1). Para
avaliagédo da estimativa do erro experimental realizaram-se 3 repeticbes dos pontos
centrais. Utilizaram-se 8 pontos axiais adicionados ao planejamento no centro do
experimento completo para medir a possibilidade da nao-linearidade nos valores de
concentracao de B¢ e B, relacionados as quatro variaveis (BOX, et al, 1978). Os dados
obtidos foram analisados no programa Statistica vers3o 5.0.

Na Tabela 2 encontram-se os valores Y, ou da varidvel dependente, que
corresponde a concentracdo de vitaminas B; e B, na serralha (Sonchus oleraceus L.).
As primeiras 16 linhas determinam o modelo linear e s3o referentes ao experimento
completo 24. As linhas 17 a 19 correspondem aos pontos centrais, enquanto os
experimentos 20 a 27 correspondem aos pontos axiais. O modelo experimental, com
valores reais e codificados, encontra-se na Tabela 2.

Tabela 1: Variaveis independentes preestabelecidas [nivel superior (+), nivell inferior(-),
intermediario (0) e pontos axiais (c).

Variaveis a (-) ) 0) (+) a(+)
Tempo de centrifuga (min) 16 18 20 22 24
Velocidade da centrifuga (rpm) 9000 11000 13000 15000 17000
Peso da amostra (g) 3 b 7 9 11
Tempo de maceragdo (min) 1 2 3 4 5
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Tabela 2: Modelo experimental com valores reais e codificados.

Valores experimentais

Real Codificado Y (ng/100g)
Ensaios T Ve Ps* Tm* Xi X2 X3 X4 Fluorescéncia
(min)  (rpm) @) (min) B* Bo*
1 18 11000 6 2 - - - - 36,83 140,33
2 22 11000 6 2 * - - - 50,33 157,83
3 18 15000 6 2 - + - - 69,67 133,67
3 22 15000 6 2 + + - - 60,83 134,50
9 18 11000 8 2 - - + - 46,25 85,13
6 22 11000 8 2 + - + - 59,13 115,00
7 18 15000 8 2 - + + - 33,25 80,00
8 22 15000 8 2 + + + - 35,13 7713
9 18 11000 6 4 - - - + 61,83 151,33
10 22 11000 6 4 + - - + 60,17 144,50
11 18 15000 6 4 - + - + 35,33 154,83
12 22 15000 6 4 + + - + 30,17 119,17
13 18 11000 8 4 - - + + 28,38 113,38
14 22 11000 8 4 + - + + 60,50 123,25
15 18 15000 8 4 - + + + 35,75 107,13
16 22 15000 8 4 + + + + 44 63 106,38
17 20 13000 Z 3 0 0 0 0 43,43 127,43
18 20 13000 7 3 0 0 0 0 37,64 121,86
19 20 13000 § 3 0 0 0 0 47,86 131,43
20 16 13000 7 3 -2 0 0 0 45,57 116,86
21 24 13000 7 3 +2 0 0 0 48,14 121,14
22 20 8000 7 3 0 -2 0 0 51,29 152,00
23 20 17000 7 3 0 +2 0 0 67,71 122,86
24 20 13000 5 3 0 0 -2 0 82,8 141,4
25 20 13000 9 3 0 0 +2 0 34,00 89,33
26 20 13000 7 1 0 0 0 -2 39,14 78,71
27 20 13000 7 5 0 0 0 +2 28,00 125,86

" hex 370nm; Agm 508nm; Ay 522nm B, e B, respectivamente.

™Tc: Tempo de centrifuga, Vc: Velocidade da centrifuga, Ps: Peso da amostra e Tm: Tempo de maceragéo.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises realizadas pelo delineamento experimental demonstraram que,
dentre as variaveis independentes investigadas, somente o peso da amostra mostrou-
se estatisticamente significativo ao nivel de 95% de confianga, para as duas vitaminas
(Tabela 3). Sua influéncia na extracéo para obtencdo da B apresenta efeito negativo,
Ou seja, amostras com peso acima de 6g respondem de forma insatisfatéria ao
processo de extragdo, o que resulta em teores subestimados dessa vitamina.

O coeficiente de correlagéo (r) representa a relacao entre as respostas
observadas e os valores previstos pelo modelo matematico. Este valor, quanto mais
proximo de 1 ou 100%, mais preditivo € o modelo (NETO et al,(1995). Desta forma, a
vitamina B4, com r = 0,62946, indica que 0 modelo explica apenas 62,94% da variagao
dos dados observados. O baixo valor de r pode ser explicado pela etapa de derivagédo
da By (fluorescente). Isso ocorre devido a presenca de compostos (matriz alimenticia)
que causam supressao, ou seja, diminuem a intensidade da fluorescéncia da amostra.
Outro fator importante a ser considerado é o volume de HCI 0,1N utilizado No processo
de maceragéo. Este atuou de forma insuficiente nos ensaios com peso acima de 6g,
devido & desintegragdo parcial da matriz, o que reflete diretamente na acao da enzima
claradiastase.

Ao verificar os efeitos das variaveis sobre a B, observou-se que a velocidade
da centrifuga, o peso da amostra, o tempo de maceragdo e a interacdo peso da
amostra X tempo de maceracido, mostraram-se estatisticamente significativas ao nivel
de 95% de confianca (Tabela 3).

As variaveis peso de amostra, velocidade de centrifuga e tempo de maceragao
(Q) apresentaram efeito negativo. A primeira variavel influencia a vitamina B2 da mesma
forma que a By Quanto as demais, quanto maior a velocidade da centrifuga e o tempo
de maceracdo (Q), menor sera o teor de B2. A variavel tempo de maceracdo (L) e a
interacdo peso de amostra X tempo de maceracgéo obtiveram efeito positivo, ou seja,
quanto maior o valor destas variaveis maior sera o teor encontrado para B,. A interagéo
entre tempo e velocidade de centrifuga apresentou efeito negativo, ndo contribuindo
satisfatoriamente na obtencao desta vitamina.
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A vitamina B, apresentou r = 0,95728; isto indica que o modelo explica 95,7%

da variagdo dos dados observados. O valor proximo a 1,0 deve-se a fluorescéncia

natural da B, a qual é pouco afetada pela reagdo de oxidagdo por ferricianeto de
potassio 1%, o mesmo utilizado para derivagéo da B.

Tabela 3. Estimativa dos efeitos, erro puro e significancia dos efeitos (p) e t de Student.

*Estimativa dos efeitos

Fator

Estimativa dos Erro puro t(2) P
efeitos
B4 B, B, B. B4 B, B; B-
Média 42,3833 126,9067 3,503409 4,633961 12,09774 27,3862 0,006763 0,000000
Tc (L) 5,7283 16700 2477285 3276705 231234 0,5097 0,146901 0,6/19534
Tc(Q) 1,5042 -2,9592 2627557 3,475471 0,57246 -0,8514 0,624786 0,411183
Ve (L) -2,9850 -14,7250 2,477285 3,276705 -1,20495 -4,4938 0,351456
Ve (Q) 7,8267 6,2558 2627557 3,475471 2,97869 1,8000 0,096645
Ps (L) -14,1450 -36,0350 2477285 3,276705 -5,70988 -10,9973 0,029330
Ps (Q) 7,2767 -47767 2627557 3,475471 2,76937 -1,3744 0,109404
Tm (L) -5,5783 15,9300 2,477285 3,276705 -2,25179 48616 0,153160
Tm (Q) -5,1383 -11,3167 2627557 3,475471 -1,95556 -3,2562 0,189688
Tc X Ve(L)y* -8,7600 -11,0475 3,034042 4,013128 -2,88724 -2,7528 0,101944
Te X Ps(L)** 5,9900 7,4750 3,034042 4013128 1,97426 1,8626 0,187051
Tc X Tm(L)** 0,5950 -9,8975 3,034042 4,013128 0,19611 -2,4663 0,862645
Ve XPs(L)*™* -2,7925 -1,8475 3,034042 4,013128 -0,92039 -0,4604 0,454532
Ve X TmL)* -7,6675 3,4450 3,034042 4,013128 -2,52716 0,8584 0,127348
Ps X Tm(L)*™ 4,4575 11,2325 3,034042 4,013128 1,46916 2,7989 0,279549

*Confianga de 95%, t de Student; p-significancia
**Tc: Tempo de centrifuga, Vc: Velocidade da centrifuga, Ps: Peso da amostra e Tm: Tempo d

maceragao.

Na analise de variancia (ANOVA) (Tabela 4) encontra-se a validade do model

pelo teste F e o residuo, os quais mostram a extensao do erro experimental. Est

analise realizou-se apenas com a variavel 6 (concentragéo de B»), pois na analise d
rusticidade, esta vitamina sofreu influéncia de todas as variaveis independentes, com
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demonstra o grafico de Pareto (Figura 1). Quanto a vitamina B1, apenas a variavel peso
da amostra mostrou significancia ao nivel de 95% de confianga. Isto demonstra que o
meétodo € rustico para extragdo da B;, segundo as variaveis independentes analisadas
(Figura 1).

Baseado na ANOVA, o valor do F tabelado (F 620 = 2,60) foi menor que o F
calculado (20,41), o que demonstra a validade do modelo experimental. Quanto ao
residuo, o valor obtido de 2028,41 foi muito abaixo do da regressao, o que demonstra

um pequeno erro experimental (46,20) e indica reprodutibilidade nas andlises.

Tabela 4: Analise de variancia para desenvolvimento experimental (ANOVA).

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F. calculado F tabelado
variagao quadrados liberdade Médio
Regressio 12417 24 6 2069,54 20,41 2,60
Residuo 2028,41 20 101,42
Falta de 1982,21 18 110,12
ajuste
Erro puro 46,20 2 23,10
Total 14445 65 26

e Limite de confianga de 95%.

A Equacdo 1 representa o modelo experimental da extracao da riboflavina em
funcéo das varidveis analisadas.

Z = 344,54933333333-34,86625"x + 1,7132500000007* y Equagio 1
- 5,5103333333333*y*2 + 5,6162499999999*x*y - 47 85625
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Grafico de Pareto (Tiamina - B+)
4 fatores, 1 bloco, 27ensaios, erro puro = 36,82163
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Figura 1: Representagdo grafica da significdncia do modelo para determinacdo de Tiamina (Bi) e
Riboflavina (B,) em serralha (Sonchus oferaceus L.).*Tc. Tempo de centrifuga, Vc: Velocidade da
centrifuga, Ps: Peso da amostra e Tm: Tempo de maceragao.
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As variaveis independentes peso da amostra e tempo de maceragao foram as
que se destacaram na extracdo das duas vitaminas e foram utilizadas na obtencgéo do
grafico de superficie de resposta. Na Figura 2, observa-se que as faixas 6timas de
extracdo das vitaminas By e B, estdo proximas do ideal. Cabe ressaltar que a
quantificacdo simulténea das vitaminas, a partir do mesmo extrato, s6 foi possivel
devido as condi¢bes idénticas na etapa da extragdo, ou seja, 5g de amostra para 3min
de maceracdo. Este ponto é6timo de extracdo das vitaminas foi utilizado para
quantificagdo dos lotes das diferentes amostras analisadas (Capitulo 5).

4.4 CONCLUSAO

A analise da superficie de resposta relacionou os efeitos das variaveis
independentes sobre a concentragdo das vitaminas. Constatou-se que, dentro das
faixas estabelecidas de trabalho, as variaveis determinantes da extracdo foram peso da
amostra e tempo de maceragéo. Pode-se observar que somente o peso da amostra
mostrou-se significativo ao nivel de 95% de confianca. Esta varidvel tem efeito negativo
para as duas vitaminas.

A Figura 2 mostra que as faixas 6timas de extracdo das vitaminas estdo
proximas do ideal. A quantificacdo simultanea das vitaminas, a partir do mesmo extrato.
s foi possivel devido as condicdes idénticas obtidas na etapa de extragdo, ou seja, 5g
de amostra para 3min de macerac3o.

Observou-se que todas as variaveis preestabelecidas, utilizadas para averiguar
as melhores condigbes de extracio das vitaminas, foram significativas para obtencéo
da B> O mesmo néo ocorreu para By, 0 que demonstra ser um método rustico para esta
vitamina.

O delineamento estatistico utilizado determinou a melhor faixa de trabalho para
extracao das vitaminas, porém sugere-se elaboracdo de outros planejamentos
experimentais que estudem melhor as variaveis independentes de tempo e velocidade

de centrifugacédo para melhorar a etapa de clarificacéo.



HEEE00UEEEN

R

b3

L]
VAR4

it
;8.\
b4
o]

IIIIEQD!EII
&

VAR3

Figura 2: Faixas de trabalho para extragdo de B, (A) e B, (B) na serralha (Sonchus oleraceus L.).
*Var 4 (Peso da amostra) e Var 3 (Tempo de maceragao).
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RESUMO

Considerando que os alimentos ndo convencionais sdo de baixo custo e alto valor
nutricional, julgou-se imprescindivel o conhecimento da composicao,
principalmente vitaminica, desses alimentos. Neste trabalho foram avaliados os
teores de tiamina e riboflavina de folhosos ndo convencionais como a beldroega
(Portulacca oleracea L.), caruru (Amaranthus sp), serralha (Sonchus oleraceus L.),
tanchagem (Plantago tomentosa Lom.) e pé da folha de mandioca (Manihot
esculenta) comparando os niveis desses nutrientes com os da couve manteiga
(Brassica oleracea). A metodologia empregada para determinagao simultanea das
vitaminas B;i e By, por CLAE, utilizou a extracdo acida seguida de hidrolise
enzimatica. A separacao cromatografica foi realizada em coluna Csg com fase
movel composta por 22% MEOH, 2,5% ACN e 75,5% de fase aquosa (5mM ASH
e 0,15% TEA, pH 2,8). O vazao de 1,2mL/min garantiu a eluigdo das vitaminas em
uma corrida de 20 minutos. A detecgdo simultanea foi realizada em detector de
fluorescéncia. Os teores de B; para serralha, caruru e tanchagem apresentaram-
se proximos aos da couve manteiga (Brassica oleracea). O mesmo n&o ocorreu
com a beldroega, que apresentou teores mais elevados. Quanto aos teores de B,
somente a serralna obteve valores proximos a couve manteiga. O caruru
apresentou valores expressivos, enquanto a beldroega e a tanchagem obtiveram

teores inferiores a couve manteiga. No pd da folha de mandioca os teores de
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vitaminas encontram-se elevados, cerca de 7,5 vezes mais conteldo de B, e 50

vezes mais conteudo de B, quando comparada com a couve manteiga.

ABSTRACT

Considering that the unconventional foods are of low cost and high nutritional
value, it become essential to know the composition, specially of vitamins, of these
foods. In this work, the levels of thiamin and riboflavin of green vegetables
unconventional as beldroega (Portulacca oleracea L.), caruru (Amaranthus sp),
serralha (Sonchus oleraceus L.), tanchagem (Plantago tomentosa Lom.) and
cassava leaf powder (Manihot esculenta) were evaluated comparing these levels
to the ones of kale. The methodology used for simultaneous determination of
vitamins B; and B, by HPLC, applied acid extraction followed by enzymatic
hydrolysis. In the chromatographic process, a Cig column and isocratic elution
were used, with a mobile phase of 22% methanol, 2.5% acetronitrile and 75.5% of
aqueous phase (5mM hexanosulfonic acid and 0.15% trietylamine, pH 2.8). The
flow rate of 1.2mL/min guaranteed the vitamins elution in 20 minutes. The
simultaneous detection was carried out in a fluorescence detector. The levels of B,
for serralha, caruru and tanchagem showed to be close to kale (Brassica
oleracea). The same didn’t ocurr for beldroega that showed higher levels. As for
the B2 levels, only serralha presented values close to kale. Caruru presented good
values while beldroega and tanchagem obtained values lower than kale. In
cassava leaf powder the vitamins levels are about 7.5 times higher for B; and 5.0
times for B, when compared to kale.

5.1 INTRODUGAO

A desnutricgo infantil nos paises em desenvolvimento esta associada a
dieta inadequada e infeccdes. O combate ao quadro de desnutri¢cdo incentivou a
adogdo de programas de intervencdo alimentar ou nutricional, direcionados &
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populagdo de baixa renda, visando recuperar criangas desnutridas por meio da
introducao de alimentos alternativos ou ndao convencionais.

A ingestéo de vitaminas esta relacionada, proporcionalmente, aoc consumo
caldrico. Desta forma, acredita-se que a deficiéncia de tiamina advém da
diminuigcao do consumo de pé&o, farinhas e outras fontes de B (ANDERSON et a/;
1986). Algumas variaveis, como fatores psicolégicos e estilo de vida, também
influenciam na relag&o entre a ingest&o vitaminica e niveis séricos (BENTON ef al,
1997).

A avaliagdo do conteudo quimico da dieta € critica para a interpretagao da
relacao entre nutrigdo e saude. Ao considerarmos a diversidade e potencialidade
dos alimentos altemativos no Brasil, como fonte de micronutrientes, sua
disponibilidade e acessibilidade tomam imprescindivel o conhecimento da
composigcao desses alimentos como informativo relatado em tabelas de
composi¢cdo, tanto para os profissionais (nutricionistas, nutrélogos, dietistas),
guanto para os programas nao govermamentais extensamente difundidos no
combate a desnutricdo, em especial a composigao dos nutrientes no produto cru.

MERCADANTE e AMAYA, 1990 e PENTEADO ef al/, 1986 analisaram a
composicédo e o teor dos carotendides (a-caroteno, B-caroteno e outros pro-
vitamina A) em vegetais nativos do Brasil, como beldroega (Portulaca oleracea),
serralha (Sonchus oleranceus), caruru (Amarantuus viridis) e folha de mandioca
(Manihot esculenta), e concluiram que estes folhosos sdo fontes de pré-vitamina
A. Posteriormente, LIU et al, (2000) chegou a mesma concluséo quando analisou
o teor de B-caroteno na beldroega.

No entanto, até o presente momento, n&o ha publicagées que relatem a
determinacd@o das vitaminas hidrossoluveis B; e B, nestes alimentos, nem
tampouco a avaliacdo da equivaléncia dos teores de B; e B, entre os alimentos
Nao convencionais e a couve manteiga (Brassica oleracea), alimento considerado
convencional, utilizado como parametro de comparagao.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 MATERIAIS

As amostras dos alimentos ndo convencionais, os folhosos verde-escuros
como beldroega - Portulacca oleracea L, caruru - Amaranthus sp, serralha -
Sonchus oleraceus L, tanchagem - Plantago tomentosa Lom. e couve manteiga -
Brassica oleracea foram coletadas no Nucleo Rural Alexandre Gusmao, em
Brazlandia, DF. O p6 da folha de mandioca (Manihot esculenta) foi fomecido pela
Creche Comunitaria da Ceilandia (DF). Este po foi obtido por secagem natural a
sombra. No prazo de 3 a 7dias a secagem é considerada completa. As folhas
foram trituradas e armazenadas (-20°C) em sacos plasticos e identificadas como
complemento alimentar.

A couve, fonte de vitaminas do complexo B e alimento convencional, foi
adotada como referéncia na andlise dos teores de By e B, nos diferentes folhosos.

5.2.2 REAGENTES

Os padrdes mononitrato de tiamina (vitamina B4) e riboflavina (vitamina B,)
foram fornecidos pela Sigma Chemicals Co, USA. A tiamina foi eluida em etanol
20% em pH 3,5 e a riboflavina em acido acético 0,02N. As solugbes padroes das
vitaminas foram armazenadas a temperatura de refrigeracdo. A enzima
claradiastase eluida em acetato de sédio 2,5N e PH 4.5, foi fornecida pela Fluka,
Suiga. Os solventes organicos metanol e acetonitrila (grau cromatografico) foram
fornecidos pela Mallinckro, Brasil. O sal 1-acido hexanossulfénico (99%) foi
fornecido pela Vetec. Os demais reagentes utilizados foram de grau de pureza
analitico. Na preparagio da fase movel utilizou-se a agua duplamente deionizada
ou Milli-Q (MILLIPORE). Todos os componentes da fase movel foram filtrados em

membranas de 0,45um de diametro e degaseificado com gas hélio.
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5.2.3 EQUIPAMENTO

O equipamento de cromatografia liquida utilizado foi SHIMADZU, série LC-
10Avp, constituido por degaseificador de fase moével, duas bombas LC-10ADvp,
forno CTO-10Asvp, contendo o injetor manual com alca de amostragem de 20ul,
detectores UV-VIS SPD-10AVvp e de fluorescéncia RF-551, dispostos em série. A
esse conjunto foi acoplado o controlador de sistema SCL-10Avp. A coluna
cromatografica utilizada foi a Shim-pack Cig CLC(M), 5 um, 25cm x 4,6mm, d.i.
5um marca SHIMADZU e coluna de guarda, 10mm x 4,6mm, Inertsil ODS 3.

5.2.4 METODOS

5.2.4.1 METODOLOGIA ANALITICA

Para extragéo das vitaminas B; e B, em folhosos ndo convencionais,
utilizaram-se 5g das diferentes amostras. Estas foram quantificadas em quatro
lotes em duplicata. As amostras foram trituradas em gral de porcelana adicionando
nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas a -70°C, desta forma, foi possivel
obter um pd homogéneo. As amostras foram submetidas, primeiramente, a
extracéo acida com HCI 0,1N e o pH foi ajustado para 4,5 (com NAOH 30%), para
que ocorresse a incubag&o enzimatica (120mg de enzima/dh). A inativagdo
enzimatica foi realizada por diminuigcdo do pH para 3,5. Na etapa da limpeza, a
centrifugacdo foi a 13000rpm por 20min. Os extratos foram filtrados em
membranas de 0,45um (MILLIPORE- HAWP 01300) e injetados no cromatégrafo.

O sistema isocratico de eluigdo apresentou 22% MEOH, 2,5% ACN e
75,5% de fase aquoso (5mM e 0,15% TEA, pH2,8). A vazdo de 1,2mL/min
garantiu a eluicdo das vitaminas em uma corrida de 20 minutos. A deteccéo
simultanea das vitaminas foi realizada por fluorescéncia, Aex 370nm, Agm 508nm e

522nm, para Bi e B, respectivamente, por meio do processo oxidativo
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(ferricianeto de potassio 1%). Para identificacdo, utilizou-se a comparagao dos
tempos de retengdo obtidos com os padrées nas mesmas condicdes e por co-
cromatografia. A quantificagéo realizou-se por padronizagdo externa (Anexos 3 e
4). As curvas apresentaram boa linearidade r? = 0,9997, construidas com oito
niveis de concentragéo 0,05; 0,2; 0,4; 0,6; 0.8: 1,0:,2,0; 3,0; 4,0ug/mL, sendo cada
ponto média de trés determinagdes.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se os teores das vitaminas B; e B> em folhosos
Nao convencionais e na couve manteiga (Brassica oleracea), alimento considerado
convencional. Pode-se observar que os teores de B, para as diferentes amostras,
foram muito préximos; porém, apresentaram coeficientes de variacdo bem
diversificados. Quanto aos teores de B,, estes se apresentaram com larga faixa de
variagao, tanto para as médias como para coeficientes de variagao.

Para avaliar a equivaléncia ou ndo dos teores de B; e B, entre os
alimentos n&o convencionais € a couve manteiga foi realizada a analise de
variancia. Ao aplicar o teste observou-se que a serralha (Sonchus oleraceus), o
caruru (Amaranthus sp.) e a tanchagem (Plantago tomentosa Lom. ) apresentaram
p > 0,05, para teores de B;. Esta observagdo sugere a equivaléncia entre os
folhosos n&o convencionais e a couve manteiga, para teores desta vitamina. O
mesmo nao ocorreu com a beldroega (Portulacca oleracea L), que apresentou o
conteudo desta vitamina muito superior ao da couve manteiga.

Ao avaliar os teores da vitamina B,, nos mesmos folhosos, observou-se
que apenas a serralha obteve p > 0,05, enquanto ao outros folhosos apresentaram
valores de p=0,027, p=0,0003 e p=0,00002, respectivamente para caruru,
tanchagem e beldroega. A partir desta andlise, observou-se que apenas a serralha
apresentou equivaléncia com a couve manteiga, para vitamina B,. Cabe ressaltar
que o caruru apresentou teor de riboflavina superior & couve manteiga, enquanto
os outros folhosos, beldroega e tanchagem, apresentaram teores inferiores.
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O método desenvolvido e validado para determinagdo simultanea das
vitaminas B; e B utilizou, como referéncia, um folhoso ndo convencional, a
serralha. As etapas de extragdo e limpeza sao determinantes na obtengao das
vitaminas. Partindo desta observacao, realizou-se analise de superficie de
resposta para obter o ponto 6timo de extracado destes analitos (capitulo 4). Esta
analise comprovou que o 6timo foi alcangado para as duas vitaminas. O mesmo
pode ser verificado pelos valores dos coeficientes de variacao obtidos na serralha.
Porém, valores de B; e B, encontrados nos outros folhosos, nédo respondem tao
bem a metodologia como a serralha, o que foi demonstrado pelas largas faixas
dos coeficientes de variagdo. Observou-se que, para obter desvio padrédo e CV
adequados, sera necessario verificar o ponto 6timo de extracdo das vitaminas
para cada material folhoso estudado, por meio de analise de superficie de
resposta. SO assim sera possivel averiguar se a variagdo dos coeficientes esta
relacionada a metodologia ou a diversidade da matriz alimenticia.

Outros estudos realizados por SIMS e SHOEMAKER (1993) e GARCIA et
al (1993) determinaram os teores de vitaminas B; e B> em folhosos por CLAE,
com detector de fluorescéncia, adotando a metodologia da AOAC (métodos
adaptados 957.17 By e 970.65 By). O primeiro trabalho determinou, no brécolis,
teores de 40ug/100g e 50ug/100g de B4 e B, respectivamente. O segundo
determinou, no repolho e na alface, teores de 11ug/100g e 26ug/100g de B;, e
175ug/100g e 237ug/100g de B, respectivamente. Cabe ressaltar que a
metodologia utilizada na determinacéo destas vitaminas foi a mesma para repolho
e alface.

A Tabela 2 apresenta os teores de By e B2 no p6 da folha de mandioca.
Esta amostra possui elevado teor de vitaminas, cerca de 7,5 vezes mais conteudo
de By e 5,0 vezes mais conteudo de B, quando comparada com a couve
manteiga. Esta relagao ocorre devido ao baixo contelddo de umidade presente
nesta amostra. A folha de mandioca sé pode ser consumida apds processamento
de secagem e trituragdo; s6 assim ocorre a eliminacdo do acido cianidrico,
composto toéxico encontrado naturalmente nas folhas. Na forma de po, a folha de
mandioca possui baixa toxicidade (BOKANGA, 1994; LANCASTER e BROOKS,
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1983). Se fizermos a correcdo da umidade em 61% de agua, para folha in natura,
poderemos verificar que este alimento ndo convencional também é uma fonte
potencial das vitaminas B; e B,. Os cromatogramas tipicos dos folhosos e do pé
da folha de mandioca encontram-se nas Figuras 1, 2 e 3.
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Tabela 1: Concentracdo das vitaminas Tiamina (B41) e Riboflavina (B,) em folhosos

verdes escuros.

Amostras/ Lotes

Tiamina (ng/100g)

Riboflavina (ng/1 00g)

Beldroega
(Portulacca oleracea L) Média + DP CV (%) Média + DP CV (%)
Lote 1 489 +35 7.1 442 + 06 1,3
Lote 2 479+06 1.8 466+09 2,0
Lote 3 50,0+1,3 27 435+09 2.1
Lote 4 491+06 1,3 495+09 1,9
Media + DP 49 + 1* 20 46 + 3* 6.5
Caruru
(Amaranthus sp) Média + DP CV (%) Média + DP CV (%)
Lote 1 418+20 47 1958 +82 42
Lote 2 31,3+27 8,6 236,0+2,0 0,8
Lote 3 270+13 48 206,3+7,5 3,6
Lote 4 33,8+22 6,3 1945 +0.4 0,2
Média + DP 34+6 17,6 208 + 19* 9.1
Serralha
(Sonchus oleraceus L) Média + DP CV (%) Média +DP CV (%)
Lote 1 298+10 35 144,3 + 13 9,0
Lote 2 320+0.2 0,7 1434+25 17
Lote 3 305+12 39 1456 + 19,2 13,2
Lote 4 26,3+0,8 3,0 135,8 + 12,4 9.2
Média + DP 30+2 6.6 142 + 4 28
Tanchagem
(Plantago tomentosa
Lom.) Média + DP CV (%) Média + DP CV (%)
Lote 1 327+18 56 636 +98 15,5
Lote 2 254+07 2.8 91,7+23 25
Lote 3 324+05 1,5 786+22 2.8
Lote 4 296+28 9,3 857 +17,5 20,0
Média + DP 30+3 10,0 80 + 12* 15,0
Couve manteiga
(Brassica oleracea) Média + DP CV (%) Média +DP CV (%)
Lote 1 289+19 6,6 186,4 +85 46
Lote 2 32,9+0,1 0,2 160,9 + 13,2 8,2
Lote 3 355+09 26 1415 + 14 9,8
Lote 4 41,7+1,3 3,2 180,7 + 3,0 1,6
Média + DP 35+5 143 167 + 20 12,0

* p < 0,05 diferenca significativa, comparada a couve.
DP: Estimativa do desvio padrio

CV: coeficiente de variagao




Tabela 2: Concentragio das vitaminas Tiamina (B1) e Riboflavina (B2) no pé da
folha de mandioca (Manihot esculenta).

Amostras/ Lotes Tiamina (1g/100g) Riboflavina (rg/100g)
Folha de mandioca
(Manihot esculenta) Média + DP CV(%) Média+DPp CV (%)
Lote 1 263,3+215 8.2 952,5 +22 1 2,3
Lote 2 2514 +207 82 8276 +40 1 48
Lote 3 2447 +95 39 7422 +44 9 6,1
Madia + DP 253+9 3,5 841+ 106 12,6

DP: Estimativa do desvio padrao
CV: coeficiente de variagio

5.4 ConcLusiAo

A metodologia desenvolvida e validada apresentou-se satisfatéria na
determinacdo das vitaminas B, e B2 nos alimentos Nao convencionais e na couve
manteiga (Brassica Oleracea). Foi possivel avaliar g equivaléncia nos teores das
vitaminas entre as diferentes matrizes pela andlise de variancia. Para os teores de
B1 observou-se que a serralha (Sonchus oleraceus), o carury (Amaranthus Sp.)ea
tanchagem (Plantago tomentosa Lom.) podem ser consideradas fontes desta

vitamina por nao apresentarem diferenca significativa com p>0,05 A beldroega,
fonte de B;. A mesma analise permitiy verificar, para vitamina B2, que apenas 3

serralha é considerada equivalente & couve manteiga, porém o caruru se destaca
Pois possui teores elevados de Bz. Os folhosos beldroega e tanchagem nzo sao
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Figura 1. Cromatogramas tipicos dos extratos de beldroega (Portulacca oleracea L) (A) e
caruru (Amaranthus sp) (B) Agx 370nm, Aegnm 508nm e 522nm, para B, e B,

respectivamente. Condi¢cbes cromatograficas: fase movel com 22% MEOH, 2,5% ACN,
5mM AHS e 0,15% TEA, pH 2.8; vazao de 1,2mL/min.
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Figura 2: Cromatograma tipico dos extratos de serralha (Sonchus oleraceus L) (C) e
tanchagem (Plantago tomentosa Lom.) (D) A, 370nm, Ag,, 508nm e 522nm, para B, e B,

respectivamente. Condigdes cromatograficas: fase mével com 22% MEOH, 2,5% ACN,
5mM SHA e 0,15% TEA, pH 2,8; vazio de 1,2mL/min.
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Figura 3: Cromatograma tipico dos extratos de po6 de folha de mandioca (Manihot
esculenta) (E) e couve manteiga (Brassica oleracea) (F) Agx 370nm, Agm 508nm e 522nm,

para B, e B,, respectivamente. Condi¢cdes cromatograficas: fase mével com 22% MEOH,
2.5% ACN, 5mM SHA e 0,15% TEA, pH 2,8; vazdo de 1,2mL/min.
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Anexo 1: Espectro de absor¢do da solugdo padrao de tiamina (eluida em etanol 20%,
pH 3,5) por espectrofotdmetro.
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Anexo 2: Espectro de absor¢&o da solugdo padrao da riboflavina (eluida em acido acético
0,02N) por espectrofotdmetro.
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Curvas de padronizagio externa
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Anexo 3 : Curva de padronizacdo da Tiamina (A) e Riboflavina (B); UV A 254nm (média
de triplicata).

117



300000 -
250000 -
200000 -
150000 -
100000 -+

50000 |

Area

y = 64238x- 3024 3
R?=0,9972

4000000 | |'
3000000 i |

‘ ;!3 2000000 - i ‘
1000000 - = 7;?‘_’60035 9270468 |

0- . . B |

0 1 2 3 4 5 |

ng/mL B, "

Anexo 4 : Curva de padroniza¢do da Tiamina (C) e Riboflavina (D); fluorescéncia Ag,

370nm; Aem 508nm e 522nm, respectivamente (média de triplicata).
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ERRATA

- Onde se 1&:" A tiamina foi eluida por etanol...” leia-se, “ A tiamina foi diluida em
etanol...” (pagina 48- Capitulo 2).

- Onde se lé:” Espectro de absor¢do da solugéo padréo de tiamina (eluida em
etanol 20% pH 3,5).." leia-se, “Espectro de absor¢do da solugdo padrdo de
tiamina (diluida em etanol 20% pH 3,5)..." (pagina 116- Anexos).

- Os dois primeiros paragrafos da pagina 51 deveriam estar na pagina 49 dando
continuidade ao texto escrito no topico A - Avaliacdo dos procedimentos de
extracao e clarificagéo (Capitulo 2).



