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RESUMO

O controle dos niveis de enriquecimento de alimentos, pela adi¢do de vitaminas, tem sido
dificultado, especialmente, pela falta de metodologias apropriadas. Visando suprir esta
deficiéncia, foi desenvolvida e avaliada uma metodologia para determinagdo simultinea
das vitaminas B,, By, B acido nicotinico e nicotinamida em alimentos enriquecidos,
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O método desenvolvido foi
aplicado na determinagio dessas vitaminas em 30 diferentes tipos/marcas de alimentos
enriquecidos, como biscoitos de maisena (marca comercial grafada com Z, registrada), de
leite, maria, coco e recheados, farinhas de cereais, farinhas lacteas, flocos de mitho,
macarrdes, bebidas lacteas aromatizadas, leite em pé ¢ esterilizado, bebida dietética e um

complemento alimentar para desenvolvimento de massa muscular.

As vantagens do método proposto, em relagdo aos métodos oficiais, sfo, além da
determinagio simultinea de 4 vitaminas (B, B,, Bs ¢ PP, incluindo as duas formas desta
{iltima, 4cido nicotinico e nicotinamida), simplicidade e versatilidade das etapas de
extragio ¢ limpeza, utilizaglio de reagentes com mMEROIEs niveis de toxicidade, uso de
detector UV, em substituicio ao de fluorescéncia, eliminacio de reagbes de derivacio ¢

rapidez.

A extragio multivitaminica é feita com acido sulfirico diluido, através de vibragdo
ultra-sonica. A precipitagdo do extrato com metanol, sepwida de refrigeragdio, é satisfatoria
tanto na eliminacdo de interferentes, quanto na prevenglo de precipitagio na coluna
cromatografica. A eluicdo por gradiente ¢ importante para a obtengio de boa resolugéo

das vitaminas, sendo que todas as vitaminas s3o eluidas em 23 min de corrida. O tempo



necessario para o re-equilibrio da coluna ¢ de 20 mun. A detecglo ¢ feita na regido do

ultravioleta e a quantificago ¢ feita por curvas de padronizag#o externa.

Os limites de detecglio e recuperagdo, nos niveis meédios de enriquecimento, foram,
respectivamente, 0,04 ng/mi e 102% para a vitamina By, 0,03 pg/ml e 96% para a B3, 0,08
pg/ml e 106% para a B, 0,10 pg/ml e 105% para a nicotinamida e 0.03 pg/ml e 81% para
o acido nicotinico. Os testes de repetibilidade, nos niveis de enrnquecimento, apresentaram
um coeficiente de variagio médio inferior a 5% para as vitaminas By, By ¢ nicotinamida,

inferior a 10% para a vitamina By e inferior a 13% para o acido nicotinico.

Entre os alimentos enriquecidos analisados, todos os diferentes tipos de biscoitos,
de 1 f{inica marca, apresentaram apenas 30 % dos valores de vitamina B, descrifos nas
embalagens dos produtos; os flocos de mifho, de 4 diferentes marcas, apresentaram menos
de 30% dos niveis vitaminicos declarados; macarrdes, de 1 {nica marca, nao apresentaram
nenhuma das vitaminas descritas nas embalagens do produto e o complemento alimentar
para desenvolvimento de massa muscular apresentou niveis de By, B; ¢ nicotinamida
superiores a 300% dos valores declarados. Menores variagbes também foram observadas
em alguns dos outros produtos analisados. Os resultados obtidos neste trabalho, além de
demonstrarem as vantagens ¢ aplicabilidade da metodologia desenvolvida, apontam para a

necessidade de maior rigor no controle das taxas de enriquecimento destes alimentos.

it



SUMMARY

The control of enrichment levels in foods is difficult mainly due to the lack of appropriate
analytical methodology. A new method for the simultancous determination of
nicotinamide, nicotinic acid, riboflavin, thiamin and pyridoxine in enriched Brazilian
foods by high performance liquid chromatography (HPLC) was developed and evaluated.
The new method was employed to determine the vitamin B group in a survey of fifty
products, such as comflour, milk, coconut and sandwich biscuits, cereal flour, lacteous
flours, corn flakes, macaroni, flavored milk, whole and skim milk powder, acidified milk
powder, sterilized whole milk, flavored diet drinks and flavored mix for mitk-based diet
drink.

In addition to the simultaneous determination of four vitamins (By, Ba, B, and two
diferent forms of PP), the advantages of the method developed are: simplicity and
improvement in the extraction and cleaning procedures, no use of toxic reagents, use of
the UV detector instead of the fluorescent detector, elimination of derivatization reactions
and speed in comparison with the official methods. The multivitamin extraction with
sulfuric acid in an ultrasonic wave vibrator proved effective. The methanol solution
provided partial purification of the extract and prevented precipitation on the analytical
column. Neverthless, a gradient elution was necessary in order to get good resolution of
the compounds. As the amounts of vitamins in enriched foods are normally greater than
usual, the detection can be made using a UV detector. Quantitative data were obtained
using calibration curves constructed by plotting peak area versus concentration,
Quantification limits of the method and recoveries, in average enrichment levels, were

0.04 pg/ml and 102% for vitamin By, 0.03pg/ml and 96% for By, 0.08 pg/mi and 106%
for B, 0.10ug/ml and 105% for nicotinamide and 0.03 pg/ml and 81% for nicotinic acid,

respectively. Repeated injections showed a relative standard deviation lower than 5% for

111



vitamin B;, B, and nicotinamide, 10% for vitamin B, and 13% for nicotinic acid,

respectively.

In some of the products analized the vitamin levels agreed with those printed on the
package. Although some slight guantitative variations were found within biscuits, one
sample had levels of riboflavin 35% lower than the value stated on the package. Of five
different comn cereal brands, only one had the declared vitamin content, the others were
30% lower. No B-group vitamins were detected in one brand of enriched macaroni,
except for the nicotinic acid naturally present in the flour. On the other hand, one flavored
milk drink exhibited vitamins levels 200% higher than the amounts stated on the label and
one milk drink mix had thiamin, riboflavin and nicotinamide levels 3 to 5 times greater
than stated. These results suggest an absence of control of the amount of vitamins 1n

enriched foods.
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INTRODUCAOQO

O enriquecimento de alimentos, com vitaminas, tem sido uma pratica comum em VAarios
paises como EUA [MAXWELL, 1990]. Rassia [AUGUSTIN et alii, 1982], Canada
[RANUM, 1991], Franga [GASSIN, 1991], Suiga [WALTER, 1994] e Inglaterra
[RICHARDSON, 1990]. O enriquecimento ¢ feito com a finalidade de corrigir
deficiéncias nutricionais de uma populagio, de obter um balango caldrico nutricional
adequado, de suprir inferioridades nutricionais de produtos novos langados no mercado ¢

de atender aos padries de identidade ¢ regulamentos nufricionais 14 existentes.

Embora varios alimentos enriquecidos estejam sendo langados nas prateleiras dos
supermercados brasileiros, estes produtos ndo sdo dirigidos para aquela parcela da
populago que parece apresentar OS maiores Hscos nutricionais. O processo de
enriguecimento tem sido parte de uma estratégia promocional de marketing, visando,
principalmente, o aumento da comercializagio dos produtos. O sucesso do programa ¢
garantido pelo aceite ¢ pelo consumo dos alimentos oferecidos. A estabilidade dos
nutrientes, 4 seguranga contra ingestdes excessivas € 0 Custo do produto acabado devem

ser mantidos.

A legislagiio brasileira define como alimentos enriquecidos todos aqueles aos quais
forem adicionados nutrientes, seja visando a reposicdo de perdas pelo processamento, seja
suplementando o alimento com niveis nutricionais superiores ao seu conteiido normal,
Com relagio ao complexo B, permite a adigio das witaminas By, Ba, B, fator PP,
cobalamina e acido folico em alimentos que devem fornecer, na porgo média diaria
ingerida, 60%, no minimo, das recomendagbes para adultos. Permite, ainda, a

adicdo de niveis superiores, em até 100%, para compensar eventuais  perdas



durante o armazenamento, desde que o alimento apresente necessidade comprovada, A

dnica proibiciio é com relagio a adigdo de vitaminas em bebidas alcdolicas [ABIA, 1992}

Os critérios gerais para selecdo da fonte alimentar, a ser enriquecida, incluem o
consumo significative ¢ homogéneo do alimento pelas diversas camadas da populagio,
sendo que o nuiriente adicionado deve apresentar estabilidade e disponibilidade apds o
processamento e estocagem, sem, contudo, criar desbalancos nuiricionais ou alterar a

aparéncia e o aroma do produto acabado.

A farinha de trigo e os demais derivados de cereais sfo os alimentos
tradicionalmente utilizados no pracesso de enriquecimento com vitaminas do complexo B.
0 trigo e o milho s3o as maiores fontes mundiais de calorias ¢ proteinas, especialmente
e paises do terceiro mundo, fornecendo até 80% das calorias na Rissia, 55% no Meéxico
e 67% na India [EL -DASH, 1994]. No Brasil, os cereais fornecem em torno de 40% das
calorias consumidas, com exce¢do da regifio nordeste (28%), onde a farinha de mandioca
também supre grande parte das necessidades caldricas [IBGE, 1974). Os derivados de
cereais sio responsdveis por mais de 40% da ingestdo de tiamina ¢ aproximadamente 30%
da ingestdo de 4cido nicotinico e riboflavina nos Estados Unidos. A maior parte destes
nutrientes sdo provenientes do enriquecimento e fortificagdo: 31% da tiamina; 18% da

riboflavina e 19% de 4cido nicotinico J[COOK. ¢ WELSH, 19871,

Embora uma grande diversidade de outros alimentos enriquecidos com vitaminas
do complexo B estejam sendo langados no Brasil, a adi¢do indiscriminada de nutrientes
deve ser desencorajada e as informagdes nos rétulos dos produtos ndo devem enfatizar ou
distorcer a fung@io de um simples alimento. Entretanto, o controle desses produtos tem
sido dificultado pela falta de uma legislagdo especifica, pela caréncia de laboratdrios
preparados para o desenvolvimento das analises ¢ pela falta de metodologias analiticas

adequadas.



A andlise de vitaminas em alimentos envolve alguns desafios em decorréncia da
baixa concentracdo em que se encontram, da presenga de intimeros interferentes, em
fungdo da complexidade da matriz, ¢ pela exigéneia de cuidados especiais, decorrentes da
baixa estabilidade desses nutrientes. Os maiores desafios, para determinagio de vitaminas
hidrossolaveis, incluem melhoramento nos procedimentos de extragio ¢ limpeza,
desenvolvimento de métodos simultineos para alimentos e validagdio dos métodos
desenvolvidos [POLEZELLO e RIZZOLO, 1990, 1986; MACRAE, 1990].

A principal vantagem dos métodos da AOAC', geralmente, ¢ a simplicidade dos
equipamentos utilizados, entretanto, para a determinagio de vitaminas, sio demorados,
minuciosos [HIRAYAMA e MARUYAMA, 1991; FINGLAS e FAULKS, 1984} ¢
utilizam reagentes nocivos, como o brometo de cianogénio, ou de dificil obtencio
[RUSSEL ¢ VANDERSLICE, 1992]. Além disso, a determinaciio da vitamina B, ¢ feita
apenas por método microbiologico. Recentemente, a literatura vem apresentando avangos
nos métodos para determinagio de vitaminas hidrossoluveis, atraves de técnicas
promissoras, tais como CLAE® [Van SCHOONHOVEN et alii, 1994; MUNOZ ez alii,
1994: CHASE et alii, 1993], ELISA’ [FINGLAS e MORGAN, 1994; ALCOOK et alii,
1990; LEE et alii, 1990] e eletroforese capilar [DINELLI ¢ BONETTI, 1994; SOGA,
1994]. Entretanto, as duas altimas sfo técnicas muito recentes ¢ sofisticadas para anahise

de rotina.

As vantagens no uso da CLAE, para determinagdo de vitaminas, incluem rapidez,
alta sensibilidade e exatiddo, mesmo para analitos presentes em guantidades baixas e em
matrizes complexas, tais como alimentos [MACRAE, 1990], além de andlises diretas sem
derivacio, determinagio simultinea de véarios compostos em uma analise fnica e
resolugdo de isdmeros [POLESELLO ¢ RIZZOLO, 1986].

! dssociation of Official Analvticel Chemists
? Cromatografia lguida de alta eficiéneia

3 Enzime-linked immunoserbent assay



Viarios autores tém alcancado a determinacfio simultdnea de varas vitaminas do
complexo B em premix ou preparagdes farmacéuticas multivitaminicas [GENNARO,
1991: DONG ef alii, 1988; KOTHARI e TAYLOR, 1982; LAM ef alii, 1984; WILLS er
alii, 1977]. Enfretanto, a maior parte das determinagbes simultineas em alimentos
envolvem apenas 2 vitaminas do complexo B, como a B, ¢ B, que sdo determinadas em
alimentos variados [BARNA ¢ DWORSCHAK, 1994; LAVIGNE er dlii, 1987,
WIMALASIRI ¢ WILLS, 1985; WILLS et ali, 1985, MAURO ¢ WETZEL, 1984,
AUGUSTIN, 1984, FELLMAN er alii, 1982; KAMMAN er alii, 1980 ou a By e a
piridoxina em formulagdes infantis [AYI e alii, 1986] As vitaminas B;, B» e acido
nicotinico foram determinadas simultaneamente em arroz [TOMA e TABEKHIA, 1979},
macartio vitaminado [MARINI er alii, 19881 ¢ em alimentos variados [SKURRAY,
1981]. As vitaminas B,, B; e piridoxina foram determinadas simultancamente em
derivados de cereais fortificados [WEHLING ¢ WETZEL 1984] e em alimentos
medicinais [CHASE ez alii, 1993; CHASE et alii, 1992],

Os objetivos deste trabalho foram, portanto, © desenvolvimento de uma
metodologia para determinagio simultdnea, por CLAE, das vitaminas B;, B, Be, acido
nicotinico e nicotinamida em alimentos enriquecidos, validagfo intralaboratorial da

metodologia e sna aplicaco na analise de alimentos enriquecidos com estas vitaminas.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Vitaminas

Ha cerca de uma centena de anos foi reconhecida a necessidade de pequenas quantidades
de substincias orgénicas especificas, cuja falta pode causar doengas tais como 0
escorbuto, 0 raquitismo, a xeroftalmia, a pelagra ¢ o beriberi [BOBBIO ¢ BOBBIO,
1989].

Estas substincias essenciais, orginicas e nfo energéticas, possuem composigdo
quimica variada e sdo fornecidas em pequenas quantidades na dieta para, entre outras
fungdes, a sintese de cofatores e coenzimas que participam de reagGes metabolicas
diversas. S3o encontradas na natureza como tal ou sob a forma de precwrsores, pro-
vitaminas, que sdo ingeridos com os alimentos [FRANCO, 1992; BELITZ ¢ GROSCH,
1987; LEE, 1983}

A palavra vitamina, inicialmente designada como amina indispensavel a vida, tem,

hoje, apenas um significado funcional, dado a diversidade de constituigio de cada uma.

A diferenga na solubilidade das diferentes vitaminas levou a uma divisdo genérica

desses compostos em lipossoliveis e hidrossohiveis

1.1.1 Vitaminas lipossoliveis

Sio soliiveis nos solventes orgnicos, facilmente oxidaveis ¢ nfio possuem N na sua

constituicdo. Sio elas: a vitamina A, anti-xeroftalmica; a vitamina D, anti-raquitica; a



vitamina E, anti-esterilidade e a vitamina K, anti-hemorragica. As fungdes bioquimicas

mais conhecidas destas vitaminas estdo dispostas na Tabela 1-1.

Tabela 1-1 Principais formas ativas e fungdes das vitaminas lipossoluveis

Vitamina  Forma ativa Funcio
A 11-cis retinal, acido retindico mecanismo da visdo e integridade epitelial
¢ retinol
D 1,25-diidroxi-colecalciferot metabolismo do Ca, Mg e P
E a, B, v, d-tocoferol protegiio contra oxidagio das membranas

fosfolipidicas, fertilidade e gestacio

K 2 metil- 1,4 naftoquinona ativa em varins fatores sanguineos

LEHNINGER ef alii (1993), MACHLIN (1991).

As vitaminas lipossoliveis sfio encontradas principalmente no figado, manteiga,
ovos, peixes, derivados do leite e carnes em geral. As verduras e algumas frutas sdo fontes
de carotendides (pro-vitamina A) e de viamina K. A vitamina E estd amplamente

distribuida entre os 6leos vegetais [MACHLIN, 1991; LEE; 19831

1.1.2 Vitaminas hidrossoltveis

Nesta categoria estdo as vitaminas do complexo B e a vitamina C, cujas sinonimias mais
comuns estio dispostas na Tabela 1-2. Sdo solaveis em éagua e, portanto, ndo sc
armazenam com facilidade nos organismos animais [ROBINSON, 1991]. Possuem
estrutura quimica diversificada, entretanto suas distribuigbes entre os alimentos sdo
similares, o que explica porque a deficiéncia de vérios fatores € mais frequentemente
observada do que a deficiéncia de uma vitamina isolada. Geralmente atuam como

coenzimas nos processos metabdlicos [AURAND, 1987}
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Tabela 1-2- Vitaminas hidrossolivels reconhecidas e suas sinonimias mais comuns

Vitamina Sinonimias

C acido ascorbico; anti-escorbitica

B, tiaming,; anti-neuritica

B, riboflavina, lactoflavina; do crescimento

Be piridoxina, piridoxal ¢ piridoxamina; anti-acrodinica

PP 4cido nicotinico ou niacina ¢ nicotinamida ou niacinamida; preventiva da
pelagra

Bs acido pantoténico; anti-pelagrosa (galinha)

H biotina; anti-seborréico

M acido folico, folacina; anti-anémica

By cobalamina, cianocobalamina; anti-anemia perniciosa

Fonte: ROBINSON, 1991,

1.1.2.1 Fontes alimentares

As vitaminas do complexo B sio amplamente encontradas no figado e nas leveduras,
sendo que os cereais integrais, as leguminosas, as castanhas, 0s 0vos, 0 leite, as visceras,
a carne de porco ¢ os peixes também constituem importantes fontes [OHTA er alii, 1993,
BOCK, 1991; DAWSON er alii, 1988; LEE, 1983; RANUM et alii, 1982]. As verduras
siio ricas em acido folico e, em conjunto com as frutas, constituem as principais fontes de
vitamina C [MACHLIN, 1991; EITENMILLER et alii, 1977]. Os teores das vitaminas B,

B,, Bs ¢ PP, em varios alimentos, estdo dispostos na Tabela 1-3.
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Tabela 1-3 Teores de vitaminas By, B;, Bg ¢ PP (mg/100g) em alimentos crus

®

w*

*

FONTE ALIMENTAR B, B, Bs PP
Levedura em p6 14,5 461 44 57.0
Figado de vaca 0,24 2,04 0,9 16,7
Farinha de trigo integral 0,66 (0,15 0,34 4.0
Farmha de trigo branca 0,06 0,04 0,06 0,8
Arroz integral 0,36 0,06 0,24 52
Arroz polido 0,09 0,04 0,08 0.8
Frvilha seca 0,91 0,18 0,16 5.6
Fenydio branco seco 0,60 0,30 0,56 0,7
Boja 0,66 (3,22 0,81 2,2
Améndoa 0,15 0,50 L10 1.8
Castanha do para 1,09 0,12 — 7.7
Carne de porco magra 0,95 0,23 0,33 5.1
Carne de vaca magra 0,23 (0,26 0,33 0.4
Carne de frango 0,08 G,16 0,68 o0
Atum 0,10 0,06 0,43 10,0
Ovaos inteiros 0,10 3,30 0,11 0,1
Leite de vaca integral cru 0,04 0,65 0,04 0,2
Leite de vaca integral pasteurizado 0,01 0,19 —_ 0,2
Brécolis 0,12 011 0,20 0,4
Espinafre 0,10 (0,16 0,28 2.3
Repolho 0,11 (3,06 0,16 0.4
Laranja 0,09 6,03 0,06 0,2
Abacate 0,07 0,10 0,42 0,8
Banana 0,09 0,10 0,51 0.8

Fonte: FRANCO (1992), " LEKLEM (1991),"BELITZ ¢ GROSCH, 1987,
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1.1.2.2 Aspectos biogquimicos

As vitammas hidrossolaveis sdo de constituigdo quimica variada ¢ apresentam fungbes
biplogicas igualmente diversificadas (Tabela 1-4). As vitaminas do complexo B possuem
N em sua molécula ¢ geralmente atuam como coenzimas reguladoras dos processos
energéticos {By, B,, Bs, PP ¢ biotina), do metabolismo protéico (By) € da sintese de dcidos
nucléicos (B); ¢ acido folico). A vitamina C desempenha tmportante papel na manutengio
da integridade intercelular [LEHNINGER ez alii, 19931,

Tabela 1-4 Principais formas ativas ¢ fungSes das vitaminas hidrossoliveis

Vitamina Forma ativa Func¢io

C acido ascOrbico e deidroascorbico sistemas de oxiredugio
Tiamina TPP (tiamina pirofosfato) transferéncia de aldeidos
Riboflavina FMN e FAD transferéncia de hidrogénio
Acido nicotinico NAD ™ e NADP' transferéncia de hidrogénio
Acido pantoténico coenzima A transferéncia de grupos acil
Piridoxina PLP (fosfato de piridoxal) transferéncia de grupos amina
Biotina biocitina transferénicia de CO,

Acido folico tetraidrofolato transferéncia de formil no

metabolisma do C;

Cobalamina coenzimas By reacdo de isomerizagio,
desidrogenacio e metilagiio

FMN- flavina mononucleotideo; FAD- flavina dinucleotides, NAD- adenina dinucleotideo de
nicotinarmida; NADP- adenina dinucleotideo fosfato de nicotinamida. Fonte: LEHNINGER ef alii,
19093

A toxicidade destas vitaminas ndo ¢ comum em fungfo da alta taxa de excreglio
renal e da baixa capacidade de estocagem. Entretanto, efeitos toéxicos podem surgir em

decorréneia de doses excessivas e disfungdes renais. CUnancas com doencas cronicas e
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recém-nascidos sfo, particularmente, susceptiveis [JOHNSTON e YEN, 1994; GREENE
et alii, 1988, SCHAUMBURG ef alii, 1983]

A tiamina € constituida por uma molécula organica contendo dois anéis, um
pirimidico e oufro tiazélico (Figura 1-1). E parcialmente absorvida na forma livre,
especialmente em alimentos de origem animal, e mals frequentemente sob a forma de
pirofosfato. A tiamina pirofosfato (TPP) atua como transportador intermediério do grupo
aldeido na descarboxilagio do piruvate (Figura 1-3), nas reagdes de transcetolase na via
das pentoses e parece desempenhar papel essencial na transmissdo nervosa [GUBLER,
1991, ROBINSON, 1991]. A deficiéncia de tiamina provoca o beriberi, uma doenga
neuroldgica que foi endémica em paises do oriente que tinham, como alimentagdio basica,
o arroz polido. Os sintomas estdo associados com perda do apefite, envolvimentos
cardiacos e neuroldgicos. Seu excesso, entretanto, pode acarretar vasodilatacio periférica,
queda na frequéncia respiratoria, convulsdes e morte por paralisia do centro respiratorio
[FRANCO, 1992; BELITZ e GROSH, 1987},

NH: ?;
£
g
N N
.. /k _ CHy— CHy— pirofosfato

Figura 1-1 Tiamina pirofosfato. Grupo funcional em destaque.

A riboflavina é encontrada nos alimentos como flavina adenina dinucleotideo
(FAD - Figura 1-2), flavina mononucleotides (FMN) e riboflavina fivie. Apos
fosforitagio para FMN, é absorvida por transporie ativo no intestino delgado [ZEMPLENI
et nlii, 1996] e convertida em FAD no figado. A FAD pode ser hidrolisada em FMN e
riboflavina lvre nos tecidos. As formas coenzimaticas, FAD e FMN, atuam como
transportadoras intermediarias de elétrons pas reactes biologicas de oxiredugdo, como no
cicle de Krebs (Figura 1-5) ¢ na oxidaglo e sinfese de acidos graxos. A deficiéncia
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parcial de riboflavina ¢ comum na maior parte do mundo, sendo mais frequente na
gravidez, nas criangas em crescimente, ou no “stress” fisiologico, Geralmente ocorre
associada 4 outras doencas deficitarias, como a pelagra. A riboflavina apresenta baixa
toxicidade [COOPERMAN ¢ LOPEZ, 1991}

i NH

H3 s [ 9]

CH, — HOOH - HOOH ~n HOCH (s dening
dinucleotideo

Figura 1-2 Riboflavina adenina dinucleotideo. Grupo funcional em destaque.

As duas formas da vitamina PP, nicotinamida ou niacinamida ¢ dcido nicotinico ou
miacina (Figura 1-3a), sdo completamente absorvidas em todos os segmenios do trato
gastrointestinal. A nicotinamida € componente de duas coenzimas relacionadas,
micotinamida adenina dinucleotideo (NAD' - Figura 1-3b) ¢ nicotinamida ademmna
dinucleotideo fosfato (NADP"), Estas coenzimas atnam como transportadoras temporarias
de hidrogénio em vérias reagdes metabdlicas, como sintese de Acidos graxos, cadeia
transportadora de elétrons e glicolise (Figura 1-5). Varios autores t8m demonstrado os
efeitos terapéuticos do acido micotinico como droga de e¢scolha na reducido da taxa de
colesterol, diminui¢io do risco de doengas cardiovasculares ¢ da taxa de mortahidade.
Entretanto, alguns destes efeitos podem resultar em respostas toxicas com sintomas
cutiingos, hepéticos e gastrointestinais [KIRCHHOEFER ¢ SHARON, 1993; BLUM ¢
LEVY, 1989 ¢ CANNER et alii, 1986}). A deficiéncia conduz a pelagra, doenga dos 4 D
dermatite, diarréia, deméncia e death (morte). Ambos, acido picotinico ¢ nicotimamida,

podem ser toxicos s¢ ingeridos em doses excessivas [EYS, 1991},
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adenina dimwcleotides

a- acido nicotinico h- nicotinamida adenina dinucleotideo

Figura 1-3 -Diferentes formas da vitamina PP. Grupo funcional em destaque.

O grupo By ¢ formado pela piridoxina (PN), piridoxal (PL), piridoxamina (PM) e
pelas suas respectivas formas fosforiladas piridoxina fosfato (PNP), piridoxal fosfato
(PLP) ¢ piridoxamina fosfato (PMP), representadas na Figura -4, Estes compostos 5o
absorvidos na forma ndo fosforilada, principalmente no duodeno. No figado sdo
facilmente fosforilados com auxilio da enzima quinase ¢ defosforilados na presenca de
fosfatases alcalinas [LEKLEM, 1991]. A forma coenzimica da vitarnina B, PLP, liga-se as
enzimas através de uma base de Schiff com o grupo e-amino da lisina. Estas enzimas sio
muito importantes em varias reagbes metabdlicas de interconversio de aminoacidos.
Afnam, também, na sintese do 4cido nicotinice, das prostaglandinas, de
neurofransmissores ¢ de grupos heme, na fosforilagio do glicogénio, no desenvolvimento
do sistema imune ¢ desempenham algumas fungdes no sistema Nervoso [REEVE et alii
11995 ¢ GREENE et alii, 1988]. A deficiéncia de piridoxina ¢ rara uma vez que esta
presente, em quantidades consideravels, em varios alimentos. Os sintomas caracterizam-se
por atrofia dos érgios, reduciio da taxa de crescimento ¢ deficiénela metabolica,
SCHAUMBURG et alii (1983) constataram sérios problemas neurotdxicos (neuropatia

sensorial) relacionados com megadosagens de piridoxma.
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HD CH, — foslale H( CH, ~— fosfato HO

H H,C T\/\H

a- pirudoxal fosfato b- piridovamina fosfato ¢~ piridoxina

CH,OH

1,0 H H,{

Figura 1-4 - Diferentes formas da vitamina Be. Grupos funcionais em destague,

1.1.2.3 Necessidades nutricionais

As doses dietarias de vitaminas hidrossoliiveis, recomendadas por dia para homens,
mulheres e criangas, segundo a RDA’ americana [NAS-NRC? 1989] ¢ os valores de
referéncia nutricionais, formulados com a finahidade de harmonizagho dos padrdes
internacionais [FAQ", 1993], estdo dispostos na Tabela 1-5. Nio foram estabelecidas as
RDAs para a biotina ¢ o 4cido pantoténico, entretanto as suas estimativas de sepuranga
diaria estdo entre 30-100 pg e 4-7 mg respectivamente. Os niveis vitaminicos
recomendados no Reino Unido sdio menores do que em outros paises da Europa, antiga
Unifio Soviética ¢ Estados Unidos, sendo que, além das vitaminas acima citadas, a By, a
B, ¢ 0 acido folico também ndo possuem recomendagio didna, por falta de

conhecimentos suficientes sobre as suas necessidades [WATERHOUSE, 1990].

Em fungdo da participagio das vitaminas By, B, ¢ PP nas reagdes oxidativas pelas
quais a energia quimica presente nas moléculas de carboidratos, gorduras ¢ proteinas &
liberada, as necessidades vitaminicas variam com as fontes energéticas ingeridas ¢ com a
atividade fisica [TORUM, 1988 e GREENE e ali, 1988]. A necessidade de vitamina B,

geralmente esta associada, também, com o consumo protéico. A deficiéncia protéica

Y Becommended Dty Allowances
 wagianad Acidemy Scieace-Nationad Research Couneil
b Enod amd Agricwitare Orgomizution.
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Figura 1-5 Atividade das vitaminas hidrossoliveis (tiamina pirofosfato - TPP; acido pantoténico -
acetil CoA, macinamida adenina dinucleotideo ~ NADH, flavina adenina dinucleotideo - FADH,),

no metabolismo energético.
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promove o acimulo de riboflavina livre, que ¢ ehiminada na urtna [COUCH e DAVIES,
1973}

Tabels 1-8 Doses diarias de vitaminas hidrossoliveis recomendadas e valores de
referéneia nutricional

Criancas Homens Mulheres

Vitamina 1-3a 7-10a 1i-14a3 15-18a 11-143 15-18a VR
By (mg) 0,7 1,0 1,3 1.5 1,1 1,1 1,4
Bz (mg) 0.8 1.2 1,5 1.8 1,3 1.3 1.6
B (mg) 1,0 1,4 1,7 2.0 1.4 [ 2,0
PP (ng) 9 13 17 20 15 15 18
Acido folico (ug) 50 100 150 200 150 180 200
Bis (l-tg) 0,7 i4 2.0 20 2,0 2.0 i
C (mg) 40 45 50 60 50 60 60

Fonte: NAS-NRC (1989); " VR: Valores de referéncia, FAO (1993).

Embora a literatura venha demonstrando a relagdo entre a necessidade da vitamina
By ¢ a ingestiio protéica [MILLER et alii 1985], sua relagdo com a qualidade das proteinas
ainda ndo estd bem estabelecida [KRETSCH er atii, 1995; FISHER e1 alii, 1984}

O 4cido nicotinico pode ser sintetizada no organismo, a partit do aminoacido
triptofanc. A taxa de conversio estimada para o homem adulto ¢ de 60:1. Assmm, a
necessidade de acido nicotinico livre depende da quantidade de triptofano existente na
dieta e da eficiéncia da conversio [BLUM e LEVY, 1989 ¢ CANNER et alii, 1986].
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1.1.2.4 Causas de deficiéncias

As recomendagdes vitaminicas propostas por organizagdes oficiais incluem uma margem
de seguranga para cobrir necessidades desconhecidas. Entretanto, estudos recentes, em
muitos paises, sugerem que o estado nutricional vitaminico de um grande ndmero de
pessoas ndo ¢ adequado, como acreditava-se ha alguns ancs, tendo sido demonstrado que
o nivel vitaminico € insuficiente em certos grupos de pessoas de paises industrializados.
No entanto, a extensfio dessas deficiéneias vitaminicas ¢ minima, comparada com a
extensdo dos problemas nutricionais existentes em paises desfavorecidos. A prevaléncia
de deficiéncia de niboflavina ¢ inferior a 20% nos paises europeus e a ingestdo média no
Japdo ¢ de 1,4 mg/dia. A mesma deficiéncia varia entre 50 e 76% na Guatemala, sendo
que paises como a China ¢ Gambia apresentam uma ingestdo média de 0,6 ¢ 0,7 mg/dia,
respectivamente [BOISVERT er alii, 1993, BATES es alii, 1989, SGARBIERI, 1986].
Algumas causas dessas deficiéncias, segundo FRANCO (1992), sdo:

a} fatores gue provecam a ingestdo inadequada de alimentos

s condi¢do geografica e situagdo sdcio econdmica desfavordveis;

e ignorancia nutrictonal;

» perda nufritiva durante o processamento industrial € o preparo caseiro dos alimentos;
« preconceitos e tabus alimentares;

s anorexia, apatia, doengas cronicas, ¢ problemas dentarios;

b) problemas de digestio ¢ absorgao;
s distirbios digestivos e parasitoses;

» problemas relacionados com o avango da idade;

¢} fatores que provocam o aumento das necessidades vitaminicas;
¢ excesso de attvidade fisica e/ou crescimento rapido;

» gravidez e lactacdo,
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e infeceles, estados febris ¢ terapia com drogas,
» ingestio de fatores anti-vitaminicos ¢ alto consumo energético;

» excre¢do excessiva.

Os sinais classicos de deficiéncia vitaminica, associados ao problema da
desnutrigio generalizada em paises desfavorecidos, geralmente sdo antecipados por
sintomas grotescos de deficiéncias dietdrias multiplas (calorica, protéica, mineral e

vitaminica).

A deficiéncia mais abrangente, entre as vitaminas do complexo B, refere-se a
riboflavina, sendo comum, ainda, para a tiamina, o acido micotinico, acido folico e,
ocasionalmente, para o 4acido pantoténico. Nao 1€m sido publicados dados
epidemiolégicos sobre a deficiéncia de vitamina B, sendo gque, provavelmente, a

deficiéncia protéica reduz a necessidade desta vitamina [MACHLIN, 1991].

1.1.2.5 Biodisponibilidade e estabilidade

As vitaminas provenientes de fontes animais geralmente sio melhor absorvidas do que
aquelas provenientes de fontes vegetais [COOPERMAN e LOPEZ, 1991). O farelo de
trigo ¢ a celulose aumentam a absor¢do da riboflavina, do 4cido nicotinico e da vitanmina
C, apresentam impacto variavel sobre o acido folico e a vitamina By [INK, 1988}
entretanto reduzem a biodisponibilidade da vitamina Bs. Embora o efeito das fibras sobre
a absorgdo dietaria da vitamina B, seja pequeno, as plantas contém alta concentragdo de 5-
piridoxina glucosideo, o que altera a sua disponibilidade entre 0-85% [REYNOLDS,
1988]. Os cereais matinais fortificados apresentam apenas 18-44 % de biodisponibilidade
da vitamina [GREGORY e KIRK, 1981]. A interagéo do piridoxal com a cisteina, ou
outros tidis, determina a sua perda em leites processados. A interagdo entre 0 pirtdoxal e o
piridoxal fosfato com grupos e-amino da lisina promove uma perda entre 25-30% de
disponibilidade durante o processamenio da carne. O processamento de alimentos vegetais
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com alto teor de acido ascorbico, resulta na conversdo da piridoxina em um metabolito

hidroxilado inativo [GREGORY e KIRK, 1981].

As fiaminases naturalmente presentes no peixe crii, cafe, ch4, nozes ¢ em uma
grande variedade de outras plantas podem provocar a destruicio da vitamina B nos
alimentos, durante o processamento, ou no intestino, apés a ingestao dos alimentos. Além
das tiaminases termolabeis alguns fatores termoestaveis como o acido ténico, o 4cido
caféico e outros flavondides, presentes em alimentos vegetais, também provocam a

inativagiio da vitamina B, [GUBLER, 1991].

A Tabela 1-6 mostra a estabilidade relativa das vitaminas hidrossolitvels frente ao
pH, luz, oxigénio e aquecimento. Estes vitaminas sdo adversamente afetadas pelo
processamento térmico convencional [AYRANCI e KAYA, 1993, DAWSON e alil;
1988: BERGLUND et alii, 1987, RANHOTRA et alii, 1985], esterilizacdo por UHT!
[OAMEN et alil, 1989}, microondas [VARGAS, 1995} enlatamento € congelamento
[BUSHWAY et alii, 19851, extrusio [KILLEIT, 19941, ultrafiltragio [PREMARATNE e
COUSIN, 1991}, refino ¢ moagem IMATTERN, 1991; AUGUSTIN et alii, 1982], tipo de
embalagem, tempo e condigbes de estocagem IMUNOQZ er alii, 1994, AUGUSTIN ef alil,
1978]. Entretanto, 08 Processos de industrializagiio dos alimentos, desenvolvidos nos
altimos S0 anos, muitas vezes colaboram para manutencio do potencial nutricional do
alimento, desde que respeitados os devidos cuidados de processamento ¢ observadas as

boas praticas de fabricagdo.

A tiamina ¢ a mais labil entre as vitaminas do complexo B. Tratamentos com
agentes oxidantes e alcalinizantes aceleram a formacdo de tiocromo, sulfitos e disulfitos
de tamina e outros derivados, rtesuitando em perda da atividade vitaminica
[BEDNARCYK, 1987]. RANHOTRA e GELROTH (1986) ndo enconiraram nenhuma

perda mensuravel de tiamina durante a producdo e assamento de paes ¢, durante 2

 Ultra High Temperature
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estocagem do produto, as perdas foram minimas. Entretanto, a sua destruigdo durante o
assamento de biscottos foi extensiva em fungio da elevada area superficial e do pH
suficientemente elevado, consequéncia da substituigiio do fermento pela soda. A pratica
da parbolizagdo do arroz aumenta a estabilidade térmica da vitamina e reduz suas perdas

por lavagem e lixiviacio [GUBLER, 1991].

Tabela 1-6- Estabilidade relativa das vitaminas hidrossolaveis.

pH Perdas méximas pelo
Vitamina 02 neutro  acido alealino  Luz Calor cozimento {%)
B, 1 1 E I E I 80
B, E E E I I ! 73
B E E E E 1 I 40
PP E E E E E E 75
Biotina E E E E E I 60
Acido folico 1 1 1 E I I 100
Acido E E I I E I 50
pantoténico
B 1 E E E 1 E 10
C 1 1 E i 1 1 100

E: estavel, I: instdvel Fonte: GREGORY (1985).

A riboflavina é muito sensivel a luz, o que pode ser um problema no caso de
embalagens transparentes, sendo que a instabilidade aumenta com a temperatura ¢ o pH.
O processo de secagem de alimentos ao sol resulta em perdas da maior parte da

riboflavina presente [COOPERMAN e LOPEZ, 1991].

O acido nicotinico € encontrado, nos cereais, na forma livre ¢ ligada, sendo que
esta Gltima constitui 40%, ou mais, do acido nicotinico total, A forma hgada € pouco

utilizada pelo homem. O 4cido nicotinico ¢ uma das vitaminas mais estaveis ¢ em fungdo
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do tratamento alcalino, tal como o utilizado no processamento de tortithas e biscoitos,
ocorre um aumento do acido nicotinico assimilavel, provavelmente em fungfio da hidrélise
do acido nicotinico ligada durante o assamento [BOCK, 1991, RANUM, 1991
RANHOTRA ¢ HELROTH, 1986}

1.2 Adicdo de vitaminas nos alimentos

1.2.1 Aditivos

As propriedades quimicas de certas vitaminas permitem o desempenho funcional destas
como aditivos no processamento de alimentos. As vitaminas C e E exercem atividade
protetora na qualidade do alimento pelas suas propriedades antioxidantes mantenedoras
do valor nutritivo, cor e aroma. 0 PB-caroteno, precursor da vitamina A, melhora a
aparéncia e aceitabilidade do produto devido 2 sua capacidade corante [GIESE, 1993,
SAPERS, 1993; NEWSOME, 1987]. Dentre as vitaminas do complexo B, apenas a
riboflavina apresenta fungio de aditivo, podendo ser adicionada em 1ogurtes como corante

natural [SIMAQO, 1986].

1.2.2 Enriquecimento

A adigio de vitaminas, para melhorar o conteitdo nutricional dos alimentos, ¢ um
procedimento importante em um grande nimero de paises como EUA [ELDRIDGE ¢
SHEEHAN, 1994; RANHOTRA, 1991; MAXWELL, 1990; JOHNSON ef alii, 1988;
RANHOTRA, 1985 HOFFMANN La Roche, 1979], Rassia JAUGUSTIN ef alii, 1982},
Canadd [RANUM, 1991}, Franca [GASSIN, 1991], Suiga [WALTER, 1994], Inglaterra
[RICHARDSON, 1990}, e outros. A partir da descoberta ¢ sintese das vitaminas nos anos

30, esta pritica tem sido adotada visando suprir perdas provocadas pelo processamento
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dos alimentos e corrigir deficiéncias nufricionals entre 0s grupos mais pobres da
populagio [WATSON, 19811

1.2.2.1 Natureza do enriguecimento

Os nutrientes podem ser incorporados nos alimentos por fortificagio e restauragio, com a
finalidade de corrigir deficiéncias nutricionais em segmentos especificos da populagdo. A
restauragio consiste na reposigio dos nutrientes perdidos durante o processamento dos
alimentos ¢ a fortificagdo consiste na adigio de nutrientes em alimentos originalmente
destituidos ou que contenham quantidades nutricionalmente insignificantes destes
compostos. O enriquecimento consiste na adigio de nutrientes especificos em alimentos
determinados, de acordo com padrdes de identidade especificados [FENNEMA 1993;
RANUM, 1991: NEWSOME, 1987]. A suplementagio ¢ um termo geral, que engloba
todos acima [LEVEILLE, 1984].

1.2.2.2 Legislacio internacional

Os programas de enriquecimento de alimentos normalmente sdo implantados ¢
controlados por uma autoridade governamental. Embora a capacidade do programa em
melhorar a qualidade do suplemento alimentar seja reconhecida, enriguecimentos
inadequados podem causar problemas, tais como alimentos super fortificados e
desbalangos nutricionais. Com a finalidade de evitar esses problemas ¢ para que o
enriquecimento seja apropriado o Food and Drug Administration (F DA) sugere as

seguintes condigdes [RANUM, 1991}:
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*

a ingestio dietaria do nutriente deve ser abaixo dos aiveis desejados, em uma ampla

faixa da populacio,

o alimento utilizado para suprir o nutriente deve ser consumido em quantidade
suficiente para proporcionar uma contribuigdo significativa na dieta da populagao

carente;

o nutriente adicionado ndo deve criar um desbalango entre os nutrientes essenciats,
o nutriente adicionado deve ser estivel nas condigbes de uso ¢ estocagem;

o nutriente adicionado deve permanecer fisiologicamente disponivel no alimento;

o enriquecimento deve proporcionar seguranga contra mgestdes excessivas.

O Food Nutrition Board (FNB), pertencente ao NAS-NRC, estabeleceu alguns

critérios para conduzir a selecdio da fonte alimentar como veiculo do suplemento

nutricional [WATSON, 1981}

A maioria da populagdo deve ter acesso a fonte alimentar, principalmente aqueles

gIupos que apresentamn maiores riscos nutricionais;

a fonte deve ser tal que baixos niveis de fortificagio sejam capazes de providenciar

niveis significantes do nutriente adicionado, nas condigbes normais de consumo,

4 taxa de consumo da fonte alimentar deve ser razoavelmente bem definida entre 08
varios segmentos da populaglo, permitindo um consumo matricional significativo, sem

favorecer riscos de ingestdes excessivas;
a fonte alimentar deve permitir uma distribuigfo uniforme dos nutrientes;

a fonte ndo deve contribuir para a instabilidade dos nutrientes adicionados ou mterferir

nas suas absorgdes;

a enriquecimento ndo deve causar alteragdes na aparéncia, no aroma € no custo do

produto acabado.
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Os cercais e derivados constituem a fonte de escotha para o programa de

enriquecimento de alimentos com vitaminas do complexe B nos Estados Unidos da

América e no Canada (Tabela 1-7).

Os paises europeus promovem a adicdo de vitaminas segundo a legislagdo dos

produtos dietéticos ou de acordo com regulamentos especificos relativos a fortificagio

[GASSIN, 1991].

Tabela 1-7 Padides de enriquecimento de cereais nos Estados Unidos e Canada

Produto Tiamina Riboflavina Acido nicotinico
EUA (mg/160g)

Farinha de trigo 0,63 0,39 3.2
Flocos de milho 0,43-0,65 0,26-0,39 3,5-52
Arroz 0,43-0,87 0,26-0,52 3.5.7,0
Macarrio 0.87-1,09 0,37-0.48 5.9-74

Pao 0,39 0,24 33

Canada (mg/100g)
Farinha de trigo 0,44-0,77 0,27-0,48 3,5-6,4
Pio 0,24 0,18 2.2

Valores isolados indicam minimos. No Canadé existem padrfes para enriquecimento
opcional da farinha com as vitaminas B (0,25-0,31 mg/100g), acido folico (0,04-0,05
mg/100g) ¢ 4cido pantoténico (1,0-1,3 mg/100g). Fonte: RANUM, 1991

1.2.2.3 Legislacao brasileira

A legislagio brasileira relativa ao registro de alimentos enriquecidos foi elaborada para

regular sanitariamente os alimentos no estado de Sdo Paulo, com episodios de caréncias

nuiricionais bastante esparsos e diferentes do restante do pais [GONCALEZ, 1994]. Os
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alimentos enriquecidos sio definidos segundo a Resolugiio o’ 12/78 da CNNPA', que

declara:

“Definigdo: considera-se alimento enriquecido todo aquele ao qual for adicionado
substancia nutriente, com o objetivo de reforgar o seu valor nutritivo, seja repondo
quantitativamente os nutrientes destruidos durante o processamento do alimento,

seja suplementando-os com nutrientes em nivel superior ao seu conteddo normal.”

A suplementagdo do alimento com vitaminas deve ser feita de acordo com a
resolucio da CNNPA (Tabela 1-8). Os alimentos enriquecidos, para que assim possam
ser denominados, devem fornecer na porgio média didria ingerida, 60%, no minimo, da
quota diaria recomendada para adultos. E permitida a adigdo de até 100% a mais de
vitaminas, exceto a vitamina D, para compensar as perdas eventuais decorrentes do tempo

de armazenamento do alimento.

E proibida a adigfio de vitaminas em bebidas alcodlicas. A margarina deve conter
vitamina A ou pro-vitamina A equivalente a, no minimo, 13.000 €, no maximo, 30.000 Ul

de vitamina A por quilo e podera conter de 500 a 2000 Ul de vitamina D por quilo.

1.2.2.4 Formas vitaminicas comerciais

As principais formas comerciais das vitaminas hidrossolirveis estdo dispostas na Tabela
1-9. O enriquecimento, com mononitrato de tiamina, apresenta a vantagem de ser mais
estavel frente as condigdes de processamento € estocagem [GUBLER, 1991} A
riboflavina 5° fosfato ¢ mais solivel do que a riboflavina, entretanto mais cara
[COOPERMAN e LOPEZ, 1991]. Frbora o acido nicotinico e a nicotinamida apresentem

toxicidade, quando administrados em quantidades excessivas, o acido nicotinico ainda

! Comissio Nacional de Normas e Padrfes para Alimentos
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apresenta frequentes problemas de intolerdncia [EYS, 1991]. A cianocobalamina parece
ser a forma mais estavel entre os varios analogos estudados [ELLENBOGEN e COOPER,
1991]. A maltodextrina e 0 agcar sfo bastante utilizados como veiculos destas misturas
vitaminicas comerciais [CARVALHO, 1994; JOHNSOX et afii, 1988].

Tabela 1-8- Doses vitaminicas didrias para adultos’

Vitaminas Doses
Vitamina A 5000 Ul
Vitamina D 400 Ut
Vitamina B, 1,0 - 1,6mg
Vitamina B: 1,5 1.8 mg
Vitamina Be 20mg
Vitamina By, 2.0-30ug
Vitamina C 70,0-750mg
Nicotinamida ou Acide nicetinico 17.0-21,0mg
Acido félico 1,0-2,0mg
Vitamina E 5.0 mg

Acido pantoténico 3.0-50mg

*Resolugio da CNNPA de 12/78 [ABIA, 1992]
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Tabela 1-9 Principais formas comerciais das vitaminas hidrossoluveis

Vitaminas Principais formas comerciais

Vitamina C Acido ascorbico, ascorbate de sodio, ascorbato de calcio
Vitamina B, Cloridrato de tiamina, mononitrato de tiamina

Vitamina B, Riboflavina USP, riboflavina 37 fosfato

Vitamina B Cloridrato de piridoxina

Vitamina By, Cianocobalamina, hidroxicobalamina

Vitamina PP Acido nicotinico, nicotinamida

Acide pantoténico D-pantotenato de chlcio, D-pantotenato de sodio
Bitotina D-biotina

Acido félico Acido folico

Fonte: RUSIG (1994), CARVALHO (1994).

1.2.2.5 Tendéncias

A suplementagdio nutricional tem gerado grande confrovérsia, com visdes distintas de
profissionais representantes das indusfrias produtoras desses suplementos [CORDARO ¢
DICKINSON, 1986] e profissionais da 4rea de nutrigdo [ELDRIDGE SHEEHAN, 1994;
RICHARDSON, 1990; MIRA et alii, 1989 GUTHIRIE, 1986]. O processo de

enriquecimento no Brasil conta com algumas recomendactes de consenso [CARVALHO

e RUSIG, 1994}

o levantamentos nutricionais, principalmente nos bolsdes de pobreza do pais;
» programagiio de enriquecimento de alimentos institucionais;

e campanhas regionais de educag@o alimentar;

e criacio de uma tabela de composigo de alimentos produzidos no Brasil;

e revisio dos projetos de lei ¢ atualiazagfio da legislagio brasileira,
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¢ credenciamento de laboratérios particulares para analise de micronutrientes;

e padronizacio de métodos de analise ¢ amostragem.

Nos ltimos anos, tem sido prevista uma tendéncia de uniformizagdo das normas ¢
padrées de enriguecimento de alimentos dentro dos blocos econdmicos, que vem se
consolidando com o processo de globalizagdo [GONCALEZ, 1994; GASSIN, 1991} A
atual proposta de alteracio da legislagdo brasileira para alimentos enriquecidos, conforme
apresentado no Il Semindrio Brasileiro de Alimentos Enriquecidos (1996), vai de encontro
com os padries estabelecidos pelo MERCOSUL, classificando os alimentos adicionados

de nutrientes em;

o alimentos enriquecidos fortificados para programas institucionais;
» alimentos enriquecidos fortificados para fins comerciais,

s alimentos restaurados.

Os alimentos enriquecidos fortificados para fins comerciais deveriio conter, na
porgio média diaria ingerida, no minimo 10 e no méximo 25% das doses diarias
recomendadas (DDRs), conforme valores de referéacia fomnecidos pelo Codex
Alimentarius [FAO, 1993]. Os alimentos, para que possam ser restaurados, deverfo
fornecer, na forma natural, mais de 10% da DDR do nutriente, A farinha de trigo, para
venda direta ao conswmidor, somente podera ser restaurada. Além das bebidas alcoolicas,
nio deverfio ser enriquecidos os refrigerantes, balas, bombons ¢ similares, produtos de
confeitaria, gomas de mascar, produtos cameos e mel, salvo em atendimento aos

Programas Institucionais.
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1.3 Métodos para determinaciio de vitaminas do complexo B

1.3.1 Métodos classicos

Os métodos biologicos avaliam o efeito da suplementagfio de dietas pobres em
determinada vitamina sobre os processos fisiologicos de animais de laboratério, tais como
reprodugio, crescimento e estocagem no figado. Essas determinagbes tém sido
indispensaveis no isolamento ¢ identificagio das diferentes vitaminas a partir de fontes
naturais, entretanto sdo inevitavelmente demoradas, caras € pouco precisas para
quantificagio. Determinagdes biolégicas em humanos sao limitadas em funglo de

questdes éticas [CARPENTER, 1985].

Os métodos microbiologicos sio baseados nos requerimentos nutricionais de um
microorganismo para uma vitamina determinada Em comparagdo com os métodos
biologicos, as técnicas microbiolégicas requerem menos €spago, tempo, trabalho, matertal
e sio mais reprodutiveis. Entretanto, muitos micToorganismos podem sintetizar vitaminas
a partir de certos precursores, o que dificilmente ocorre no metabolismo humano e animal
[VOIGT e EITENMILLER, 1985]. O uso de um branco ¢ fatores de correcfio podem
melhorar a exatidjo nestes casos [DEFIBAUGH er alii, 1977]. Os métodos
microbiolégicos ainda sdo os mais frequentemente utilizados nas determinagdes de dcido
nicotinico (Leuconostoc mesenteroides ¢ Lactobacilus  plantarum) e vitamina B
(Saccharomyces uvarum) em alimentos. O Leuconosioc mesenteroides € especifico para o
acido nicotinico, mas nfo é utilizado para analise de nicotinamida e o Lactobacillus
plantarum ndo é especifico para as formas da vitamina PP, detectando também derivados
do 4cido nicotinico sem atividade vitaminica [VIDAL VAL-VERDE e RECHE, 1991;
ANDERSON et alii, 1993]. O Lactobacilus casei & o microorganismo mais utihizado na
determinagdo da riboflavina. Tanto os métodos microbiolégicos quanto os biologicos nio

permitem a determinagdo simultanea das vitaminas.
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Os métodos fisico-quimicos geralmente s3o mais precisos. rapidos e econdmicos,
sendo, portanto, mais aplicAveis as determinagSes de rotina. As determinagles
espectrofotométricas  sio frequentemente utilizadas em andlises de preparagdes
farmacéuticas, Entretanto, em fungfo da sua baixa sensibilidade e da presenca de
substincias interferentes, ndo sdo satisfatoriamente utilizadas em analise de alimentos. Os
métodos fluorimétricos, em decorréncia da alta sensibilidade, sdo os mais comumente

usados para determinagiio de tiamina e riboflavina em alimentos.

1.3.2 Métodos oficiais

A principal vantagem dos métodos oficiais da AOQAC' ¢ a simplicidade dos equipamentos
utilizados, entretanto sdo demorados, minuciosos [HIRAYAMA ¢ MARUYAMA, 1991;
FINGLAS ¢ FAULKS, 1984] e utilizam reagentes altamente nocivos, como brometo de
cianogénio, e especificos e/ou de dificil obtengdo como as resinas 16nicas e fosfatases
[Mac BRIDE e WYATT, 1983; RUSSEL e VANDERSLICE, 1992]. Os principios para
determinagio das vitaminas By, B;, B¢ ¢ PP, conforme os métodos da AOAC [CUNNIFF,

19951, estdo descritos a seguir:

 Vitamina B;: A amostra, previamente digerida com HCl 0,1 N ¢ fosfatase, ¢
purificada em coluna catidnica. A tiamina é oxidada, na presenga de K, Fe(CN)s e NaOH,
formando o tiocromo, composto fluorescente com A exc’. de 365 nm e A em’. de 435 nm

{método 957.17.}.

« Vitamina B,; A amostra, previamente digerida com HCI 0,1 N e fosfatase, ¢
purificada por precipitacic no ponio isoelétrico. A riboflavina € oxidada, na presenga de

KMnO, e H,0,, formando a lumiflavina, composto fluorescente com A exc. de 440 nm ¢

Y dssociation of Official Analyvtical Chemists
¢ Comprimento de onda de excitagdo
¥ Comprimento de onda de omissio
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% em. de 565 nm (método 970.65.). Entretanto, este método ndo ¢ indicado para
alimentos que possuem enzimas com capacidade para degradar a vitamina B, como o
figado, ou que apresentam altas concentragdes de gordura, promovendo a oclusdo fisica
da vitamina [RUSSEL ¢ VANDERSLICE, 1992].

+ Vitamina Be: Apés a digestdo da amostra com HCl 0,44 N ¢ aquecimento, as
varias formas da vitamina Be sio purificadas e separadas em coluna catidnica. Meios de
cultura, contendo essas diferentes formas vitaminicas, sdo noculados com Sacharomyces
uvarum ¢ incubados por 22 hs a 30° C. As concentragBes vitaminicas sdo determinadas
por turbidimetria em 550 nm (método 961.15.). A AQAC nio oferece método guimico

para determinagio da vitamina Be.

» Vitamina PP: A amostra, previamente digerida com HCl IN em autoclave, ¢
purificada por precipitagio com (NH4):50; no ponto isoelétrico. Esta hidrolise drastica
durante o procedimento de extragio geralmente resulta em muitos interferentes
[HIRAYAMA ¢ MARUYAMA, 1991]. O anel piridinico das formas vitaminicas, clivado
pelo CNBr, reage com 0 acido sulfanilico, formando um complexo amarelo com absorgdo
a 470 nm (método 961.14.). Entretanto esta reaglo ndo ¢ especifica para o Aacido
nicotinico, sendo comum para todos os compostos piridinicos substituidos, nchundo o

acido mcotinico ligado [VIDAL VAL-VERDE e RECHE, 1991}

Os métodos microbioldgicos para determinacdo da vitamina PP sdo methores ¢,
geralmente, mais aceitos oficialmente. A quantificagio é feita por titulagdo apos um
periodo de 72 hs de incubagio ou por medida turbidimétrica apos 16-22 hs de incubagio
[HIRAYAMA e MARUYAMA, 199 I}
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1.3.3 Métodos por CLAE'

As técnicas cromatograficas, que utilizam papel e camada delgada para determinagfio das
vitaminas do complexo B, foram mais utilizadas no passado. KATSUI (1972) determinou
a niacina por cromatografia em papel, utilizando brometo de cianogénio como revelador.
A cromatografia de papel [KAWASAKI e SANEMORI, 1985] e a cromatografia em
camada delgada [LEVORATO e CIMA, 1968] também foram utilizadas para
determinacdo da tiamina, entretanto estas técnicas n3o apresentam resultados quantitativos
satisfatorios. As flavinas podem ser separadas por cromatografia em papel, ou por
cromatografia em camada delgada, com visualizagio da fluorescéncia sob luz ultravioleta
[MARLETTA e LIGHT, 1983). As vitaminas B;, B, e By foram determinadas
simultaneamente por cromatografia em camada delgada, utilizando detecgiio por
fluorescéneia [RIZZOLO e POLLESELLO, 1992].

Alguns poucos trabalhos encontrados na literatura determinam as vitaminas do
complexo B por cromatografia a gs, entretanto nenhum destes oferece a possibilidade de
determinagBes simultineas das diferentes vitaminas. As diferentes formas fosforiladas da
vitamina B, foram determinadas por cromatografia a gas, apés derivagdio com acetil
[VANDERSLICE er alii, 1985]. VELISEK et alii (1986) determinaram a vitamina By por
cromatografia a gds, apos clivagem com sulfito, utilizando detector fotomeétrico de chama.
A nicotinamida foi determinada por cromatografia a gas, apés metilagio com metanol
[HENGEN e URIES, 1985] ou desidratagdo com anidrido heptafluorobutirico [TANAKA

et alii, 1989], utilizando, também, detector de ionizagdc de chama.

As vantagens no uso da CLAE, para determinagdo de vitaminas, mcluem rapidez,
alta sensibilidade e exatiddo, analises diretas sem derivagio ¢ determinagdo simultanea de
varias vitaminas, ou formas vitaminicas [POLESELLO e RIZZOLO, 1986].

! Cromatogratia Hqwida de alta eficiéncia
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Muitos autores tém desenvolvido metodologias para a determinagdo, isolada ou
simultinea, de vitaminas do complexo B em premix ou preparacdes farmacéuticas
multivitaminicas [GENNARO, 1991; DONG er alii, 1988, KOTHARI ¢ TAYLOR, 1982;
LAM e alii, 1984; WILLS er alii, 1977). Geralmente as amostras sio dissolvidas
diretamente na fase mdvel, sem necessidade de procedimentos de extraglo e limpeza,
devido, principalmente, & simplicidade da matriz e & alta concentragio desses nutrientes.
Entretanto, metodologias que fazem a utilizagio da CLAE, para a determinacdo de

vitaminas em alimentos, ainda estio sendo estudadas.

1.3.3.1 Extraciio

A determinagdo de vitaminas em alimentos envolve a extragdo de compostos complexos
frequentemente labeis, em concentragbes da grdem de ppm’, a partir de matrizes
orghnicas complexas. Assim, o procedimento de extracao das vitaminas geralmente
envolve extensiva hidrélise 4cida do alimento para romper 0s complexos protéicos,
produzindo um extrato que contém quantidades apreciaveis de compostos interferentes
[HOLLMAN et alii, 1993b; MARINI et alii, 1988, DAWSON et alii, 1988; TOMA ¢
TABEKHIA, 1979: CHASE et alii, 1992]. Os procedimentos de extragdo € hidrélise
provavelmente constituem as mais importantes fontes de variagio na determinagdo de
vitaminas do complexo B em alimentos, e a otimizagdo destes procedimentos representara
um importante passo no melhoramento desses métodos [HOLLMAN ef alii, 1993b;
GREGORY e SARTAIN, 19911

A extraclio tradicional das vitaminas hidrossolaveis & feita com HCI diluido, em
banho-maria por 30 min ou em autoclave a 121° C, por 15 min. Alguns trabalthos utilizam
o H,80, diluido, em substituigio ao HCl, como solvente extrator [WEHLING ¢
WETZEL, 1984: SKURRAY, 1981; TOMA ¢ TABEKHIA, 1979]. Misturas de metanol €

4cidos diluidos foram utilizadas na extragio das vitaminas B; em arroz [OHTA et alil,

! Parte por milhio
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1993] ¢ B, em leite [STANCHER e ZONTA, 1986]. OHTA er glii (1993) ntilizaram
refluxo a 60° C ¢ vibragio ultra-sénica na extragio da B,. A niacina biologicamente
disponivel ¢ extraida por hidrolise 4cida, entretanto, se a quanfidade total ¢ solicitada, a
extragdo alcalina torna-se necessaria [FINGLAS e FAULKS, 1987]. KILCAST (1994)
verificou que o incremento na concentragio de By e niacina em pées preparados a partir
de farinhas irradiadas, pode ser decorrente da conversio de precursores para a forma ativa
da vitamina, ou resultante de um aumento no rendimento da extragio durante a andlise,
GREGORY ¢ SARTAIN (1991) demonstraram a eficiéneia do acido sulfosalicilico na

extracdo das diversas formas da vitamina By em alimentos.

A conversiio das vitaminas fosforiladas em sua forma livre ¢ importante para medir
o conteido vitaminico total do alimento, O tratamento com fosfatases, tats como Clarase ¢
Takadiastase, é feito com a finalidade de liberar estas vitaminas [HOLLMAN ez alil,
1993b: FINGLAS e FAULKS, 1984, SKURRAY, 1981, WEHLING ¢ WETZEL, 1984].
A omissdo da etapa de defosforilagio conduz a resultados muito baixos na determinagio
de tiamina e riboflavina em alimentos variados [HOLLMAN et afif, 1993b] e de niacina
em legumes [VIDAL VAL-VERDE e RECHE, 1991]. Em amostras contendo altos teores
de amido, tais como arroz ¢ batata, a Takadiastase tem a fungo adicional de hidrolisar o
amido e facilitar a filtragio. A papaina [TOMA e TABEKHIA, 1979], a Mylase 100 ou P
[Mac BRIDE ¢ WYATT, 1983; MAUROC ¢ WETZEL, 1984] ¢ a amtloglucosidase
[BERGLUND et alii, 1987] também tém sido utilizadas, ainda que com menor frequéncia,
Embora a Takadiastase seja a enzima mais utilizada na determinagfio dessas vitaminas,
observou-se gque o seu desempenho varia entre os diferentes fornecedores [HOLLMAN !
alii, 1993b]. HAGG (1994) avaliou o efeito de vérias enzimas comercialmente disponiveis
na extragio das vitaminas B; ¢ B;, tendo obtido resultados significativamente superiores

para a Clara-diastase, marca FLUKA.
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1.3.3.2 Limpeza do extrato

O extrato resultante, apds himpeza e purificagfo adequada, deve apresentar-se livre de
compostos interferentes e analogos biologicamente mativos. FINGLAS e FAULKS (1984)
obsevaram que o procedimento de analise por CLAE pode fornecer teores vitaminicos
mais baixos do que os fornecidos pelo método AOAC, provavelmente em fungéo de

interferentes fluorescentes neste Gltimo, que causam uma superestimaco das vitaminas.

Além da precipitaglio no ponto isoelétrico [CUNNIFE, 1995}, 0 acetato de chumbo
[MUNOZ er alif, 1994], o acido tricloroacético combinado com tratamento térmico
adequado [Van SCHOONHOVEN et afii, 1994; FELLMAN, 1982, DAWSON w1 alii,
1988, ANG e MOSELEY, 1980], o acido perclérico combinado com refrigeragio
[CHASE et a/ii,1992; CHASE et alii, 1993al e o acido metafosforico [SAMPSON e alii,
1995] sdo agentes precipitantes frequentemente utilizados na desprotetnizagéo de exiratos

provenientes de alimentos, para determinagdes vitaminicas variadas.

As colunas de troca i0nica sfio utilizadas na purnificacdio da tramna [CUNNIFF,
1995] e do 4cido nicotinico [HIRAYAMA e MARUYAMA, 1991; VIDAL VAL-VERDE
e RECHE, 1991]. Os cartuchos Sep-Pak C18, também, séo utilizados na purificagiio e
concentracio de extratos vitaminicos variados. Os cartuchos sfo condicionados com
solugdo tampdo ou reagente fon pareante e as vitaminas sdo eluidas com concentragdes
crescentes de metano! [BARNA ¢ DWORSCHAK, 1994; WIMALASIRY e WILLS, 1985,
WILLS er alii, 1985, FELLMAN et alii, 1982].

O uso de dispositivos de troca de colunas (column switching device) tem sido
apresentado como alternativa rapida e simples no preparo da amostra e que, a0 mesmo
tempo, previne a oxidagdo de algumas vitaminas [IWASE, 1992, WEHLING ¢ WETZEL,
1984]. Este procedimenio automdtico esta se tornando cada ver mais importante no

trabalho de rotina dos laboratdrios de controle de alimentos, onde velocidade de andlise ¢
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simplicidade no preparo das amostras, com determinagdes cromatograficas seguras e
reprodutiveis, sdo uma necessidade [RIZZOLO ¢ POLESELLO, 1992].

1.3.3.3 Etapa cromatografica

1) Fase estacionaria

Embora WILLS ef alii (1977) tenham utilizado coluna de troca idnica para
determinagdes multivitaminicas ¢ MARINI ef alif (1988) coluna aniinica na determinagéo
das vitaminas B, B, e niacina em macarrdo, as colunas de fase reversa sdo usadas com
maior frequéncia pelos pesquisadores. Segundo DONG ez alif (1988) as colunas Cyg de
fase ligada possuem alta seletividade, entretanto as colunas Cy fornecem a mesma
resolugio com menor tempo de determinacio. AKIYAMA et alif (1990), trabalhando com
padrdes, verificaram que colunas empacotadas com silica gel morfolinopropilsilil

apresentam um potencial satisfatorio na separagdo de vitanunas hidrossoluveis.

b) Fase movel

Embora poucos trabathos fagam referéncia ao uso de gradiente [BLANCO et alii,
1994; GREGORY ¢ SARTAIN, 1991; KOTHARI ¢ TAYLOR, 1982], a eluigdo das
vitaminas hidrossoltiveis geralmente ¢ isocratica. As fases moveis das determinagdes mais
simples contém 4gua e um modificador orgénico da polaridade, geralmente metanol ou
acetonitrila [FINGLAS e FAULKS, 1984}, podendo ser acidificadas com acido acético oun
fosforico [CHASE et alii, 1993b; MURNOZ et alii, 1994; IWASE, 1992; MARINI et alii,
1988, ASHOOR er alii, 1985]. Entretanto, uma boa resolucio para as vitaminas do
complexo B em determinacio simultinea, geralmente, envolve o uso de tampdes ¢/ou

pares idnicos, resultando fases méveis de composigdo bastante complexa:
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» Modificadores orginicos

O metanol tem se apresentado como o melhor modificador organico [DONG et alil,
1988], variando entre 0-40% na composigio da fase mével [van SCHOONHOVEN et alii,
1994; LAVIGNE ef alii, 1987, WILLS ef alii, 1985], embora varios trabathos apresentem
utilizagfio de acetonitrila entre 0-16% [BARNA e DWORSCHAK, 1994; MAEDA et alii,
1988; CHASE et alii, 1993a]. O cloroférmio foi utilizado na separacdio de tiamina e
riboflavina [ANG, 1980] e o 2-propanol na separagfio das formas livres e glicosiladas da
vitamina B [GREGORY ¢ SARTAIN, 1991] A presenga da vitamina B, demanda as

matores concentrages destes modificadores [DONG ef alii, 1988].

» Tampdes

Varios trabathos fazem referéncia 4 utilizagfio de fases moéveis tamponadas para
separagio de vitaminas hidrossoltveis em alimentos. Grande parte destes eluentes siio
constituidos por solugdo tampdo fosfato pH 7,0 [HAGG, 1994, FELLMAN er alii, 1982;
AUGUSTIN, 1984; DAWSON ef alii, 1988; KAMMAN et alii, 1980], sendo que alguns
utilizam solugdo com hipofosfito de potassio pH 3,0 [BERGAENTZLE er alif, 1993,
BARNA e DWORSCHAK, 1994] ¢ solucio tampdo acetato [HIRAYAMA e
MARUYAMA, 1991; SKURRAY, 1981} nessas separa¢fes vitaminicas.

¢ Pares ibnices

A cromatografia por pareamento idnico (IPC) ¢ baseada na adigdo de ions
anfifilicos na fase moével, com objetivo de influenciar a retencdio de compostos i0nicos
presentes na amostra. A rétengﬁo dos analitos com carga oposta a do reagente ion pareante
(IPR) ¢ aumentada, enquanto que aquela dos analitos com a mesma carga ¢ diminuida,
sendo negligenciavel a influéncia na retenglio dos compostos destituidos de carga. Os
alquilsulfonatos melhoram a separac@o dos solutos béasicos. engnanto que as aminas
quaternarias sfo usadas na separacio dos solutos acidos [CHUANG et alii, 1994; DONG
et alii, 1988; HUNG e TAYLOR, 1981].
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0 modelo de retengdio ndo estequiomeétrico, baseado em ineragbes eletrostaticas,
constitui o mais bem fundamentado dentro dos principios fisico-quimicos. De acordo
com esta hipdtese o IPR ¢ adsorvido na superficie da fase estacionédria formando uma
primeira camada i6nica. Os ions inorgénicos formam a segunda camada entre a superficie
carregada e o volume eluente. O ions do analito sdio atraidos ou repelidos pela camada
ibnica primaria, dependendo das cargas desta camada e daquelas do analito. A retengio do
soluto ¢, entdo, parcialmente determinada pelas suas interagdes com o campo elétrico
estabelecido pelos pares idnicos adsorvidos. Este modelo, que ndo presupde a formagio
de complexos (pares idnicos), estd tornando popular o termo “interagfio 10nica”
[BARTHA ¢ STAHLBERG, 1994},

Numerosas variaveis da fase movel, tais como o tipo ¢ a concentragdo do IPR e do
modificador orginico, a forga 16nica e o pH do eluente podem ser utilizadas para controlar
a retengdo do soluto ¢ a seletividade da separagio pela técnica IPC. Alguns componentes
da fase reversa, tais como o tamanho do poro, a capacidade de adsor¢fo (comprimento da
cadeia alquilica e densidade da fase ligada) e a capacidade de dissociagdo dos grupos
stlanois, também afetam a retencdo [GENNARO ef alii, 1994; BARTHA ¢ STAHLBERG,
1994; BARTHA er alii, 1990, BARTHA ¢ VIGH, 198%; BARTHA er alii, 1989, DONG
et alii, 1988; BARTHA ef alii, 1984, BARTHA E VIGH, 1983}

Concentragdes em torno de 5mM de alguilsulfonates com cadeias entre 5 ¢ 8
atomos de carbono sio frequentemente utilizadas para melhorar a separacfio das vitaminas
hidrossoltveis, envolvendo aquelas de estrutura bésica como a By e a2 Bs. O
pentasulfonato foi utilizado por TOMA ¢ TABEKHIA (1979) durante a separagdo de
riboflavina e tiamina em arroz, € varios autores tém feito uso do octanosulfonato na
separagio das diversas formas da vitamina Bs em alimentos [van SCHOONHOVEN et
alii, 1994; SAMPSON et alii, 1995, GREGORY ¢ SARTAIN, 1991; AY] ¢er alii, 1986}
Os heptanosulfonatos, geralmente combinados com tampdes, vém sendo utilizados em
separagfes variadas [BERGAENTZLE et alii, 1993; BARNA e DWORSCHAK, 1994,
KAMAN e alii, 1980; SKURRAY, 1981; LAM e¢r alii, 1984}, entretanto, o

40



hexanosulfonato apresenta-se como o IPR mais eficiente [DONG ef afif, 1988] ¢ 0 mais
amplamente utihizado na separag@o dessas vitamunas [CHASE er aliz, 1993a; CHASE ef
alii, 1992; CHASE e SOLIMAN, 1990; LAVIGNE ef aofif, 1987, WILLS er alii, 1985;
MAURQ e WETZEL 1984; WEHLING ¢ WETZEL, 1984].

Sais de aminas quaternarias, também, sfo utilizados satisfatoriamente como 1PR na
separagdo das vitaminas hidrossoliveis. O ortofosfato ¢ o salicilato de octilambmio
[GENNARO, 1991}, o fosfato de tetrabutilaménio [AUSGUSTIN, 1984], o brometo de
tetrabutilaménio [ VIDAL VAL-VERDE e RECHE, 1991}, o fosfato de trietilamonio [AY]
et alii, 1986] e o hidroxido de amonio [CHASE e SOLIMAN, 1990, CHASE et alii 1992;

1993a] sdo os mais utilizados.

A trictilamina (TEA) é frequentemente adicionada como base compefitiva,
reduzindo on eliminando as interagdes sitanofilicas na superficie da fase estacionaria, com
efeito positivo na simetria ¢ separagio dos solutos basicos [DUCHATEAU et alii, 1989;
ROOS e LAU-CAM, 1986]. A resolugiio da vitamina B, [MAEDA er alii, 1989; DONG
et alii, 1988) e B [AY1 et alii, 1986; LAM et alii, 1984] foi melhorada pela utilizagdo da
TEA 0,1% na fase movel, Entretanto, a influéncia nas retenges dos solutos acidos e
basicos esta evidenciando a TEA como reagente fon pareante, justificando o aumento na
retengdo do 4cido nicotinico em fungiio da adigdo deste reagente [CHUANG e alii,
1994],

* Modificadores de pH

O pH da fase mével ndo s6 imfluencia o perfil dos picos das vitaminas como facilita
o pareamento idnico. GENNARO e alii (1994) constataram uma grande influéncia do pH
na retengdio da nicotinamida e do acido nicotinico, utilizando octilaménio como IPR. O
acido acético, geralmente contribuindo com 1-2 % da fase moével IMUNOQZ er alii, 1994;
CHASE ef alii, 1993b; MARINI ¢f afii, 1988; WEHLING e WETZEL, 1984] e o acido
fosforico, adicionado em quantidade suficiente para o ajuste de pH entre 2,1-3,6 [van
SCHOONHOVEN ef alii, 1994; BERGAENTZLE, 1993; CHARE er alif, 1993a; CHASE

41



et alii, 1992 ] sfo os acidos mais frequentemente utthzados. OHTA er alii (1993)
promoveram ajuste de pH 2,5 com acido perclérico durante a determinacdo de tiamina em

arroz.

Mestmos considerando a complexidade das fases mévets utilizadas na determinagéo
das vitaminas do complexo B, ¢ acido nicotinico ¢ a nicotinamida, gue constituem as duas
formas da vitamina PP, nfio foram separados em nephum dos trabalhos, com alimentos,

encontrados na literatura.

1.3.3.4 Sistema de deteccido

A técnica de detecglo, normalmente wutilizada na determinacfo de vitaminas
hidrossoliiveis em premix e preparagdes farmacéuticas multivitaminicas, utiliza a radiagéio
ultravioleta - UV [DONG et alii, 1988; GENNARO,1991; AKIYAMA er alii, 1990].
Entretanto, alguns alimentos exigem um detector mais sensivel e especifico, como o de
fluorescéncia, em funcdio da baixa concentragiio das vitaminas e da presenga de grande
quantidade de mterferentes [CHASE ez alii, 1993a; AUGUSTIN, 1984],

A tiamina, que niio é fluorescente, pode ser convertida em tiocromo por reagdo de
derivagiio pré- ou pos-coluna [FELLMAN er alij, 1982, BERGLUND et alii, 1987,
MAURQO e WETZEL, 1984; WEHLING ¢ WETZEL, 1984} Dados de recuperagio
mostram que a riboflavina, naturalmente fluorescente, € estavel durante a oxidagdo da
tiamina, podendo, portanto, ser determinada simultaneamente com derivagio pré-coluna
[FINGLAS e FAULKS, 1984]. Segundo HOLLMAN er alii (1993b), ndo tem sido
observada nenhuma variacfio significativa nos resultados, em fung@io dessas diferentes

técnicas utilizadas

O tiocromo, com Aexc. entre 360-365 ¢ Aem. entre 400-435 nm, ¢ a riboflavina,

com Aexc. entre 360-464 ¢ Aem. entre 500-565, sfo detectados por fluorescéneia em
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alimentos variados [HAGG, 1994, CHASE er afif, 1993a; DAWSON er alii, 1988:
WIILLS ¢z alii, 1985; AUGUSTIN, 1984; FINGLAS ¢ FAULKS, 1984; FELLMAN e/

alii, 1982]. No entanto, a reagdo de derivagdo da riboflavina em lumiflavina, com Aexc.

enfre 440-470 ¢ dem. entre 520-365 nm [CARVALHQ, 1988; CUNNIFF, 1995, ANG ¢
MOSELEY, 1980], aumenta ainda mais a especificidade do método. As vitaminas B, ¢ B,
também tém sido detenminadas através de detector UV a 254 nm [BARNA ¢
DWORSCHAK, 1994; KAMMAN ef alii, 1980, TOMA e TABEKHIA, 19791, 270 nm
[MtﬂqIOZ et alii, 1994, MARINI er alii, 1988, ASHOOR ef alii, 1985] e 214 nm
[LAVIGNE et alii, 1987} em alimentos como atroz, macarrdo, leite ¢ carnes. A vitamina
B, foi detectada pelo ombro secundario do seu espectro de absorglo, na regido do visivel
a 446 nm, em extratos de queijo [STANCHER e ZONTA, 1986].

A piridoxina, naturalmente fluorescente, com Aexc. entre 290-333 nm ¢ Aem. entre
360-405 nm, tem sido detectada por fluorescéncia em alimentos variados [CHASE e aliz,
1992: CHASE ez alii, 19932, SAMPSON ef alii, 1995; van SHOONHOVEN et alii, 1994,
BERGAENTZLE e afii, 1993; GREGORY ¢ SARTAIN, 1991}

A niacing nio é fluorescente, sendo detectada em alimentos através de detector UV
a 254 nm [CHASE ez alii, 1993b; VIDAL VAL-VERDE e RECHE, 1991; DAWSON ¢/
alii, 1988; TOMA e TABEKHIA, 1979], a 270 nm [MARINI ef o4fi, 1988] ¢ a 261 nm
[HIRAYAMA e MURAYAMA 1991].

A maior parte das determinagdes simultineas em alimentos envolvem apenas 2
vitaminas do complexo B, como a By ¢ B, que séo determinadas em varios alimentos,
através de detecgio por UV [BARNA ¢ DWORSCHAK, 1994; LAVIGNE et alii, 1987,
KAMMAN et alii, 1980] ¢ por fluorescéneia [WIMALASIRI e WILLS, 1985; WILLS et
alii, 1985; MAURO ¢ WETZEL, 1984; AUGUSTIN, 1984, FELLMAN &/ alii, 1982], ou
a B, e a piridoxina que sdo determinadas em formulagBes infantis, através de detecglo por
fluorescéncia [AY1 er alii, 1986]. As vitaminas B,, B, ¢ miacina foram determinadas

simultaneamente em arroz [TOMA e TABEKHIA, 1979] ¢ em macarrdo vitaminado
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[MARINI er alii, 1988] utilizando detector UV. SKURRAY (1981) determinou as
mesmas vitaminas em alimentos utilizando detectores UV e de fluorescéncia em série. Ag
vitaminas B,, B, e piridoxina foram determinadas simultaneamente em cereais fortificados
[WEHLING ¢ WETZEL 1984] ¢ em alimentos medicinais [CHASE er alii, 1993al,
atilizando detector de fluorescéncia. As mesmas vitaminas foram determinadas em
formulages infantis contendo leite € soja através de detectores UV e de fluorescéncia em

série [CHASE et alii, 1992],

1.3.3.5 Identificacio

Como citado por FERNANDO e MURPHY (1990). a identificagdo das vitaminas
hidrossoliveis geralmente € feita por comparagio dos tempos de retengdo dos picos
fornecidos pela amostra com aqueles fornecidos pelos padrdes e por co-cromatografia.
Um dos problemas nesse tipo de identificagdo ¢ que o tempo de retengdo vara de uma
matriz alimenticia para outra, podendo diferir dos compostos vitaminicos puros
[FINGLAS e FAULKS, 1987]. Foram observadas mudangas no tempo de retengdo das
vitaminas B; ¢ B, determinadas em batatas, devidas 20 efeito da matriz [FINGLAS ¢
FAULKS, 1984]. O perfil espectral do pico e as comparagdes enfre as razies das
absorbancias fornecidas pelo composto, em diferentes A, com aquelas obtidas pelos
padrdes correspondentes, nos mesmos A, foram utilizados por CHASE er alii (19932 ¢
1992) e por LAVIGNE et alii (1987), além do tempo de retengdo, como parametros de
identificagio. A pureza da vitamina B, foi testada por FERNANDO e MURPHY (1990}
através da destruigio da riboflavina com ditionito de sodio. O espectro de massa € a
espectroscopia no infravermelho constituem téenicas de identificacdo vantajosas,
especialmente para o desenvolvimento de métodos de referéneia para validar as
determinacdes vitaminicas por CLAE [RIZZOLO E POLESELLO, 1992; POLESELLO ¢
RIZZOLO, 1990},
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1.3.3.6 Quantificacio

A quantificagdo das vitaminas hidrossolaveis geralmente ¢ feita através de curvas de
padronizagdo externa, entretanto a acetanilida [MAEDA et alii, 1988] ¢ o acido m-
hidroxibenzoico [CHASE ¢ SOLIMAN, 1990] tém sido utilizados como padres internos
na determinagio simultinea destas vitaminas em premix ¢ em formulagbes

multivitaminicas.

1.3.4 Outros métodos

Outras técnicas, como ELISA! [FINGLAS e MORGAN, 1994; ALCOOK er alii, 1990,
LEE e alii, 1990] e eletroforese capilar [DINELLI ¢ BONETT], 1994], estdo sendo
empregadas na determinagfo das vitaminas hidrossoliveis em alimentos, entretanto, ainda
o técmicas muito recentes, reservadas para fins de pesquisa, ndo estando disponivels

para os métodos analiticos de rotina [RIZZOLO E POLESELLO, 1992].

1.3.5 Validacao da metodologia

Os resultados gerados por um método analitico devem garantir, através de evidéncias,
confiabilidade e qualidade [ARAUJO, 19951, Segundo WILLIAMS (1993) a garantia da

qualidade analitica ¢ expressa por 5 fatores essenciais:

» controle de qualidade interno, como calibragio de aparelhos e de padries, treinamento
dos analistas, uso de registros ¢ de controles gréaficos, expressio adequada dos

resultados, etc.;

! Erzvime-linked immnmosorbent assay



s certificagiio do laboratério em uma entidade certificadora oficial;
» participacdo em comparagdes interlaboratoriais;
¢ uso de materiais de referéncia;

e uso de métodos devidamente validados.

Vérios procedimentos estatisticos sdo utilizados com a finalidade de desenvolver,
avaliar ¢ validar um método analitico [WERNIMONT, 1985, YOUDEN, 1982,
STEINER, 1982}, entre os quais destacamos:

a) Exatiddo

Indica o grau de concordéncia entre o resultado obtido e o valor de referéncia, ou
valor real. O valor real é determinado através de andlises por métodos exatos e de
calibracBes com padrdes e/ou material de referéncia [BARROS NETO er alii, 1995;
WILRICH, 1993a].

A recuperagiio do método, determinada através da adigdo de padrdes, tem a
finalidade de avaliar a eficiéncia das etapas de derivagdo ¢ limpeza do extrato, além de
verificar a ocorréncia de perdas durante os procedimentos estabelecidos pelo meétodo,
sem, contudo, avaliar a eficicia da extragio. Recuperaghes baixas indicam perdas do
composto de interesse durante os procedimentos analificos, assim como recuperagdes
muito acima de 100% apontam para a ineficicia da ctapa de limpeza. As faixas de
recuperagio encontradas na literatura para as vitaminas B, By, Bs e PP, determunadas em
alimentos, por CLAE, utilizando procedimentos de limpeza variados, estdo dispostas na

Tabela 1-10.

O valor de referéncia, a principio, € fomecido por um método de referéneia, que
deve ser destituido de tendenciosidades significativas e corretamente aplicado pelo
laboratério. Ambos os requisitos sdo dificilmente demonstrados mna pritica

[WAGSTAFFE, 1993]. A comparagdo dos métodos de andlise de vitaminas hidrossoliiveis
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desenvolvidos por CLAE com métodos oficiais, como os quimicos ¢ microbiologicos, ¢
uma pratica comum na maioria dos trabalhos encontrados na lieratura, sendo que os
métodos da ACAC sio os mais frequentemente utilizades. Entretanto, a comparagio com
métodos microbioldgicos nfio é suficiente para validar um método, ja que estes ndo
apresentam desempenho adequado ‘em estudos colaborativos [FINGLAS e FAULKS,
1987].

Viarios trabalhos encontrados na literatura pars determinaglo de vitaminas
hidrossoliveis, por CLAE, fornecem resultados semelhantes aos obtidos pelos métodos
oficiais, porém, foram encontrados valores significativamente menores para a vitamina B,
[FERNANDO ¢ MURPHY, 1990; FINGLAS e FAULKS, 1984] e para a niacina
[HIRAYAMA ¢ MARUYAMA, 1991] e valores significativamente malores para a
vitamina B; [WILLS et alii, 1985; KAMMAN e aliz, 1980; FINGLAS e FAULKS, 1984]
e B, [KAMMAN et alii, 1980; AY1 et alii, 1986] com relagdo aos métodos da AQAC.

O material de referéncia certificado (CRM) fornece valores de referéncia com
simplicidade ¢ conveniéncia. A estimativa da incerteza ¢ facilmente demonsirada pela
comparagio do valor certificado com o valor obtido através de analise do CRM, com
matriz similar 3 do produto analisado [WAGSTAFFE, 1993]. O material de referéncia
(RM) preparado por adigdio de padrdes ¢ considerado com ressalvas quando este ¢ usado
para checar a exatiddo do método. Entretanto, se o método néio produz resultados corretos
a partir de um material de referéncia adicionado de padres, semelhantemente ele ndo
produzira resultados satisfatorios, quando comparados com o valor fornecido pelo

material certificado [WILLIAMS, 19931,

Com objetivo de melhorar a avaliagdo dos métodos de determinagdo de vitaminas
em alimentos, a Community Boreau of Reference (BCR) vem, recentemente, preparando
CRMs para uso em alimentos [FINGLAS et alii, 1993; HOLLMAN er alii, 1993a).
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Tabela 1-19 Faixas de recuperacdo das vitaminas By, B, Bs ¢ macina em alimentos,

determinados por CLAE, utilizando procedimentos variados de limpeza

Matriz Recuperacio Limpeza Referéncia

Alimentos variados B; 83-100% acido tricloroacético  HAGG (1904)
B, 80-100%

{arnes B, 83-85% Sep-Pak Ci BARNA e DWORCHAK (1994)
B, 71-83%%

Soia e tofu B; 42-106% precipitacio no PI FERNANDO e MURFHY {1990)
B, 47-102%

Alimentos medicinais B, 103-119% precipitagdo com CHASE ef i {1993a)

B, 89- 104% perclorato ¢
Bs 103-123% refrigeragio

Trigo B, 34-101% acido metafosforico  SAMPSON et alif (1995

Cereais ¢ levedura Bs 90-95% — BERGAENTZLY er alii (1993}

Alimentos fortificados NA 92-108% precipitacio no Pl e CHASE er alii (1593h)
limpeza com Fluorisil

Alimentos vartados NA 91-95% trocador iGnico E‘%?}’AMA ¢ MARUTYAMA

NA:niacina, PI: ponto isoelétrico.

b) Precisio

O desenvolvimento de um método analitico esta sujeito a variagles aleatorias, que
podem ser estimadas pela precisdo. Estas estimativas sdo expressas através da
repetibilidade ¢ da reprodutibilidade do método [CAULCUT e BODDY, 1983].

A repetibilidade indica o grau de concordéncia entre resultados sucessivos, obtidos
a partir de um Gnico método, com o mesmo material, sob as mesmas condi¢Ges analiticas,
em curtos intervalos de tempo. Quantitativamente, ¢ expressa pelo valor abaixo do qual a

diferenga absoluta entre os resultados pode ser esperada como incerfeza, com
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probabilidade especificada. Na auséncia desta mndicagiio a probabilidade ¢ de 95%
[CAULCUT e BODDY, 1983].

As determinag8es vitaminicas encontradas na literatura expressam gssas vartagdes
aleatorias como coeficientes de variagdo (CV) ou simplesmente como . As médias de
CV das vitaminas B, B,, Be e niacina determunadas em alimentos, por CLAE, geralmente,
estiio abaixo de 13% [FERNANDO e MURPHY, 1990; BARNA ¢ DWORCHAK, 1994;
CHASE et alii, 1993b].

A reprodutibilidade indica o grau de concordancia entre resultados mdividuais
obtidos a partir de um mesmo método, com o mesmo material, em diferentes laboratorios,
com diferentes operadores, equipamentos e/ou intervalos de tempo. Quantitativamente, é
expresso pelo valor abaixo do qual as diferengas absolutas entre dois resultados isolados
podem ser esperadas como incertezas, com 95% de confianga [CAULCUTT e BODDY,
1983].

Com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade entre os diferentes laboratérios dos
paises europeus, 0 BCR vem desenvolvendo programas de comparagdo entre os metodos
analiticos utilizados para determinagiio de vitaminas hidrossolaveis em alimentos
[BERGAENTZLE et alii, 1995, FINGLAS et alii, 1993; HOLLMAN et alii, 1993a]. Entre
18 laboratérios avaliados por HOLLMAN er afii (1993a) os resultados encontrados
apontam para variaghes entre 11-18% para a vitamina B, determinada por CLAE , por
métodos fluorimétricos e microbioldgicos, variagdes entre 28-74% para a vitamina B,
determinada por CLAE e por métodos microbiologicos, entre 18-51% para a vitamina B,
determinada por CLAE e por métodos microbiologices, e entre 9-15% para a niacina,

determinada apenas por métodos microbiologicos.
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¢} Sensibilidade

Um grande nimero de parametros, que incluem a capacidade do instrumento em
discriminar sinal e ruido (relagdo S/R), as propriedades fisico-quimicas do analito ¢ a
composigio da matriz, afetam a sensibilidade de um método analitico especifico. As
inclinagdes das curvas de calibragio sdo utilizadas para detenminar o valor da
sensibilidade [WILLARD et alii, 1988]. Os limites de detecgiio e de quantificagdo
sambém sdo indicativos desta sensibilidade, entretanto os valores determinados com base
na calibragiio sdo validos apenas para a série de medidas correspondentes. Estes limites

devem ser determinados por experimentos intra- ¢ intertaboratoriais. [WILRICH, 1993b].

O limite de detecglio ¢ definido como a concentragdo do analito que produz um
sinal duas vezes maior que o desvio padréio do sinal fomecido pelo branco [WILLARD ef
alii, 1988], indicando a menor concentragéio de um composto que pode ser detectado pelo
método, dentro de um nivel de confianga especificado [CAULCUTT ¢ BODYY, 1983}
A Tabela 1-11 mostra as variagbes entre os limites de detec¢do das vitaminas By, Ba, Bs e
miacina analisadas por CLAE, através de detector UV ¢ de fluorescéncia, em alimentos
variados. J4 o limite de quantificagdo indica a menor concentragdo do analito capaz de
produzir uma resposta linear com 0 aumento da concentragio do mesmo. As faixas de
concentracbes vitaminicas com boa linearidade, obtidas por CLAE, através de detector

UV e de fluorescéneia, em alimentos variados, estdo apresentadas na Tabela 1-12.
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Tabela 1-11 Limites de detecgfio das vitaminas By, By, Bs ¢ niacina analisadas, por
CLAE, em alimentos variados

Matriz Limite de¢ Volume de  Deiector Referéncia
deteecio injecio
Formula infantd  B; 0,15pg/ml I Uy CHASE et afii (1992)
(leite e soja) B, 0,09ug/ml
idemn Be 0,01pg/ml S— fluorescéncia  CHASE ef alii (1992)
Alimentos B, 0.05ug/mi e fluorescéncia  CHASE er alii (1993a)
medicinais B, 0,01ug/mi
Queijo B 2,511}; 25 m v STANCHER e ZONTA (1986)
Alitnentos B, eB, 0,005ug 50-100ul Uy V;fﬂ;iﬁmsmi ¢ WILLS
variados (1983)
B; 0.003ug 30-100ul fluorescéneia  WIMALASIRI e WILLS (1985)
B: 0,002ug
Bs 0?02“@’ g 20 ui fluorescéncia BERGAENTZLE ef afii (1993)
NA 0,1pg/g 5.20ul uv %?AMA ¢ MARUYAMA
NA 0,11ug/mi 100ul 195 CHASE et ahif (19930}
NA: niacina.

Tabela 1-12 Faixas de linearidades para determinagiio de vitaminas do complexo B

obtidas através de detectores UV e de fluorescéncia

Vitamina Faixa de linearidade Detector Referéncia

B, 0-35ng fluorescéncia OHTA et alii (1993)

B,eB; 0.2-1,4 pg/ml UV CHASE ef alii (1992)

BieB 0,2-1,0 pug/ml fluprescéncia CHASE ez alii (19932)

Bs 0,2-1,2 ;.Lg/m} fluorescéncia CHASE er alif {1992}

NA 10-100 ng 1037 HIRAYAMA ¢ MARUYAMA (1991}
NA: niacina.
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d) Robustez

Embora um novo método possa funcionar perfeitamente no laboratério de origem
os resultados podem se desviar do valor esperado, em extensdes consideraveis, quando
testado colaborativamente. Tais discrepancias ocorrem mesmo quando os laboratérios
participantes contam com analistas experientes e apresentam repetibilidade aceitavel entre
os experimentos. Vérias condigles podem influenciar, em maior ou menor escala, os
resultados finais do teste analitico: concentragio, gualidade e idade de reagentes, taxas de
aquecimento, equipamentos, umidade local, etc [WERNIMONT, 1985; YOUDEN, 1982].
Alguns testes preliminares podem ser desenvolvidos, variando aqueles fatores que podem
ser mais facilmente alterados de um laboratorio para o outro. Com objetivo de evitar o
erro sistemnatico, as varidveis criticas identificadas devem ser cuidadosamente controladas
durante o desenvolvimento do método [ULBERTH, 1993]. No entanto, a literatura
disponivel ndo tem oferecido informagSes sobre os estudos da rusticidade dos métodos

desenvolvidos.
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Capitulo 2

Avaliacio das etapas na determinagdo simultanea, por CLAE, das vitaminas By, By, Be,
scido nicotinico e nicotinamida em biscoitos enriquecidos
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AVALIACAO DAS ETAPAS ANALITICAS NA
DETERMINACAO SIMULTANEA, POR CLAE',
DAS VITAMINAS By, B,, B¢, ACIDO NICOTINICO E
NICOTINAMIDA EM BISCOITOS ENRIQUECIDOS

Resumo

Varios trabathos, encontrados na literatura, promovem a determinagfio smultinea de
vitaminas hidrossolfiveis, por CLAE, em formulagdes farmacéuticas ¢ premix. Entretanto,
a determinagio destes compostos, em alimentos, envolve alguns desafios, em fungdo da
baixa concentragdo em que se encontram e da presenga de interferentes provenientes da
matriz. Assim, este estudo teve por objetivo avaliar as etapas analiticas para determinagio
simultdnea das vitaminas B;, B,, B, acido nicotinico & nicotinamida, por CLAE, com
possibilidade de aplicag@o em alimentos enriquecidos. O procedimento de extragdo, com
4cido sulfirico diluido, feito através de vibragdo ultrasonica, e limpeza do extrato,
promovida pela adigio de metanol e refrigeragfio, forneceram os melhores resultados. A
methor separagio das vitaminas foi obtida em colunas C18, com eluigio por gradiente,
em vazio de 0.7 mL/min, utilizando 1% de acetonitrila e¢ 99% de fase aquosa (SHA®
SmM; 0,15% de TEA®: pH 2,8 ajustado com H,80; dituido) no inicio da comda, 3% de
acetonitrila e 97% de fase aquosa em 3 min e 5% de acetonitrila, 50% de fase aquosa e
45% de metanol, em 23 min de corrida. A detecgdio das vitaminas, feita na regifio do
ultra-violeta, foi satisfatoria, em funcdo da elevada concentragio em que estas se
encontram nos alimentos enriquecidos. A quantificagdo, por cwrva de padronizagdo

externa, mostrou-se¢ mais conveniente do que aquela feita por padronizagio interna.

! Cromatografia Hguida de alta eficiéneia
? Acido hexano-sulfnico
* Trietilaming
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Abstract

Various papers found in the literature promote the simultaneous determination of water
soluble vitamins by HPLC' in pharmaceutical formulations and premixes. However the
determination of these compounds in foods presents some challenges due to their low
concentration and the presence of interfering substances in the matrix. Thus the objective
of this study was to evaluate the analytical stages of the simultaneous determination by
HPLC of vitamins B, B, B, nicotinic acid and nicotinamide, with the possibility of
applying the procedure to enriched foods. The best results were obtained using an
extraction procedure with dilute sulphuric acid and ultrasonic vibrations and a clean-up of
the extract by the addition of methanol and refrigeration. The best separation of the
vitamins was obtained using a C 18 column, flux of 0.7 mL/min, and a gradient starting at
1% acetonitrile plus 99% aqueous phase (5 mM SHA; 0.15% TEA, pH adjusted to 2.8
with dilute H,50y,), changing to 3% acetonitrile plus 97% aqueous phase after 3 minutes
and 5% acetonitrile, 50% aqueous phase and 45% methanol after 23 minutes. Satisfactory
detection of the vitamins was obtained in the ultraviclet region due to the higher
concentrations found in the enriched foods. Quantification using external standard curves

was found to be more convenient than the use of mternal standards.

2.1 Introducio

A perda de nutrientes, durante o processamento de alimentos, é um problema crescente ¢
tem incentivado, cada vez mais, o enriquecimento destes para a manutengio dos padrdes
nutricionais. O enriquecimento de alimentos com vitaminas tem sido wma pratica comum
em varios paises como EUA [MAXWELL, 1990], Rassia JAUGUSTIN ef afii, 1982],
Canadé [RANUM, 1991], Franga [GASSIN, 1991], Suica [WALTER, 1994] ¢ Inglaterra

'High performance liguid chromatography
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[RICHARDSON, 1990]. A farinha de trigo, os pies, os biscoitos e os cereais matinais sio
os alimentos tradicionalmente enriquecidos com as vitaminas do complexo B. No Brasil,
além dos biscoitos ¢ dos cereais matinais, o processo de enriquecimento de alimentos,

com estas vitaminas, vem incluindo uma ampla variedade de produtos.

A dispombilidade de métodos analiticos mais apropriados ao trabatho € importante
para agilizar a fiscalizagdio e o controle de qualidade dos alimentos. A determinagio das
vitaminas hidrossoluveis em alimentos apresenta muitos desafios, mesmo com a utilizagiio
da CLAE, os quais incluem o melhoramento nos procedimentos de extragio e limpeza ¢ o
desenvolvimento de métodos simultdneos [POLESELLO e RIZZOLO, 1990; MACRAE,
1990; POLESELLQO e RIZZOLO, 1986].

Vanos trabalhos t€m apresentado a separagdo e identificacdio das vitaminas do
complexo B através da CLAE, em premix e/ou preparagGes farmacéuticas [GENNARO,
1991; DONG et alii, 1988; KOTHARI ¢ TAYLOR, 1982, LAM er afii, 1984].
Geralmente as amostras sio dissolvidas diretamente na fase movel, sem necessidade de
procedimentos de extragio e limpeza. Entretanto, o procedimento de extracio das
vitaminas em alimentos, geralmente, envolve extensiva hidrolise acida, para romper os
complexos protéicos, ¢ enzimatica, para converter as vitaminas fosforiladas em sua forma
bivre, produzindo, desta forma, um extrato que contém quantidades ainda maiores de
mterferentes [HOLLMAN er alii, 1993; CHASE er ofii, 1992; MARINI e afii, 1988:
DAWSON er alii, 1988; BERGLUND ez alii, 1987, TOMA ¢ TABEKHIA, 1979] A
etapa de extraglo constitul a mais importante fonte de variago na determinacio de
vitaminas do complexo B em alimentos [HOLLMAN et alii, 1993; GREGORY e
SARTAIN, 1991].

Os cartuchos Sep Pak, a precipitagiio no ponto isoelétrico e a precipitagio com
acido tricloroacético e acetato de chumbo tém sido utilizados na purificagdo dos extratos

para determinacfo das vitaminas do complexo B em abimentos [MUNQZ er alii, 1994;
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DAWSON e alii, 1988; WIMALASIRI e WILLS, 1985 WILLS ef afii, 1985: FELLMAN
et alii, 1982].

Embora as condigGes cromatograficas sejam as mais diversas, as colunas de fase
reversa sio utilizadas com maior frequéncia. Poucos trabalhos fazem uso de gradiente
[BLANCO ¢z alii, 1994, GREGORY ¢ SARTAIN, 19%1; KOTHARI ¢ TAYLOR, 1982],
sendo que a eluiclo das vitaminas hidrossolliveis geralmente € isocratica. As fases moveis
utilizadas sdo bastante complexas, devido as caracteristicas das proprias vitaminas. O
metanol tem se apresentado como o melhor modificador orglnico da fase mével [DONG
ef alii, 1988], entretanto alguns pesquisadores também tém utilizado acetonitrila em seus
estudos [CHASE e SOLIMAN, 1990; MAEDA e¢ alii, 1988]. Solugdes tampdo, também,
sdo frequentemente utilizadas nestas determinagdes [AKIYAMA ¢ afii, 1990; KOTHAR]
e TAYLOR, 1982]. Em funcfio da presenca de vitaminas iGnicas, a adi¢io de par idnico
tem se mostrado fundamental para a obtencdo de uma boa resolugio entre essas vitaminas.
O acido hexano sulfonico (SHA), em concentragles que variam de 4 a 7 mM na fase
mével, tem sido ¢ par iénico mais utilizado, principalmente por interferir na retengfo das
vitaminas catibnicas [DONG er afii, 1988]. O acido acético e a trietilamina (TEA)

também t€m sido usados satisfatoriamente como aditivos da fase movel.

A técnica de detecclio, normalmente utilizada na determinacdo de vitaminas
hidrossolaveis em premix e preparagdes farmacéuticas, é feita por absorgdo na regido do
ultravioleta. No entanto, quando alguns alimentos exigem um detector mais sensivel e
especifico, devido ao efeito da matriz e das baixas concentragSes das vitaminas presentes,
a fluorescéncia tem sido a técnica prefenida [CHASE e alii, 1993; AUGUSTIN, 1984].

A identificagdo dos picos, na grande maioria dos trabathos publicados, ¢ feita por
comparagdo com o tempo de retengdo dos padrbes e por co-eluigdo, A guantificagio
geralmente ¢ feita através de curvas de padronizagiic externa, entretanto o acido m-
hidroxibenzoico ¢ a acetanilida tém sido apresentados como padeles internos [CHASE ¢
SOLIMAN, 1990; MAEDA et alii, 1988].
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Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar as etapas analiticas para a
determunagio simultinea,por CLAE, das vitaminas B,, B,. B, niacina e nicotimamida em
biscoitos enriquecidos, visando conhecer melhor o efeito de alguns pardmetros nessa

determinagio,

2.2 Material e métodos

2.2.1 Material

As amostras de biscoitos maria ¢ de maisena (marca comercial grafada com Z,
registrada), enriquecidos com as vitaminas By, By, Bs ¢ FP (1,20; 1,80; 240, ¢ 220
myg/200g, respectivamente), foram adquiridas em supermercados da cidade de Campinas,

SP, e homogeneizadas em mulfiprocessador de alimentos.

Os padrdes mononitrato de tiamina (vitamina B;), nboflavina (vitamina B,),
cloridrato de piridoxina (vitamina Bg), acido nicotinico (vitamina PP) ¢ nicotinamida
(vitamina PP} foram cedidos pela F. HOFFMANN-LA ROCHE Ltda, S8o Paulo, Brasil.
A enzima claradiastase foi fornecida pela FLUKA, Alemanha. O sal sédico do 1-dcido
hexanosulfonico, aproximadamente 98%, foi fornecido pela SIGMA Chemicals Co, USA.
O metanol (ominsolv) ¢ a trietilamina {para sintese) foram fornecidos pela MERCK,
Alemanha. A acetonitrila com pureza cromatografica foi fornecida pela MERCK, Brasil.
Todos os outros reagentes quimicos utilizados apresentaram grau de pureza analitico ¢
foram obtidos no coméreio local. A Agna utilizada no preparo das fases moveis foi
purificada no sistema Milli-Q (MILLIPORE). As fases mdveis foram filtradas em filtros
MILLIPORE, com poros de 0,45 um de didmetro, e degaseificadas em banho ultra-sonico.

Foram utilizadas as colunas Micropak ODS'-1 10 um 300 x 4,0 mm VARIAN; Bondesil

! Oetadesi] silano
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ODS-1 5um 150 x 4,6mm VARIAN; Spherisorb ODS-2, 5 um, 230 x 4,6 mm, SIGMA-
ALDRICH, USA e Spherisorb ODS-2, 5 pm, 150 x 4,6 mm, SIGMA-ALDRICH, USA.

O equipamento utihzado, durante as determinagdes por eluigdo isocratica, for um
cromatografo a Hguido HP (HEWELETT-PACKARD) modelo 9010, sistema de injecéio
manual tipo “Rheodyne”, equipado com /oop de 20 pl e detector de arranjo de diodos
HP, modelol1050. Acoplado a esse sistema um integrador HP, modelo 3393 AL O
equipamento utilizado, durante as determinagdes com eluiciio por gradiente, foi um
cromatdgrafo a liquido VARIAN com bomba temnaria, modelo 9010, sistema de injecdo
manual tipo “Rheodyne”, equipado com /eop de 20 pL ¢ detector policromatico de arranjo

de diodos, modelo 9065. Acoplado a esse sistema um integrador VARIAN, modelo 4400.

2.2.2 Métodos

2.2.2,1 Avaliaciio deos parametros cromatograficos

a) Composicio da fase movel e sistema de elnicio

A composigio da fase movel foi avaliada verificando-se a influéncia da presenca de cada
reagente, ou de variagBes nas concentragdes dos mesmos, sobre a resolugio dos padrdes
das vitaminas B;, B,, B, niacina ¢ nicotinamida, utilizando-se uma coluna Micropak C18
10 um 300 x 4,0 mm e sistema de eluigfo isocratica. A composigéio de cada fase movel ¢
descrita, para cada sitagfo, em anexo aos resultados apresentados. Os modificadores
organicos, metanol e acetonitrila, foram testados em concentragdes variadas, mantendo-se
constante 0s outros componentes da fase movel. A presenga de tetraidrofurano foi
avaliada na concentragio de 1%, durante testes de eluig@io por gradiente. A TEA, o acido
acético (HAc) e o SHA foram os aditivos testados. O efeito dos acidos fosférico e

sulfiirico foi testado durante avaliagdes do sistema de eluicfo por gradiente.
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A mfluéncia do sistema de eluigio, na resolugdo das vitaminas, foi avaliado com
utilizagdo de coluna Bondesil ODS-1, Sum, 150 x 4,6mm. A fase movel utilizada, com a
eluigio isocratica, foi composta de metanol:HAc:agua (30:1:69), contendo 0,12% de TEA
¢ SHA 5mM. A eluigfio por gradiente foi desenvolvida com HAc 1%, contendo 0,12% de
TEA e SHA 5mM no micio da corrida, tempo a partir do qual foi utilizado um gradiente
linear programado para atingir 25% de acetonitrila, em 20 min, A vazio foi de 0,7
mL/min,

b) Colunas de fase reversa

A eficiéncia de algumas colunas C18 (caracterizadas no item 2.2.1) foi avaliada,
utilizando-se as fases moveis mais adequadas para cada tipo. As colunas foram protegidas
por colunas de guarda, empacotadas no laboratério com o mesmo material da coluna

analitica utilizada,

2.2.2.2 Avaliagcio dos procedimentos de clarificacdo do extrato

O extrato foi preparado com 20g de biscoitc mana ennguecido, previamente
homogeneizado em multiprocessador. De acordo com o0s métodos tradicionals, as
vitaminas foram extraidas com 200ml. de 4cido cloridnico 0,1N em banho maria, por 30
min. O pH fo1 ajustado para 4,5 com acetato de sédio. Apés a adiglo de 2g de clara-
diastase, a hidrolise enzimatica seguiu por uma noite, & temperatura ambiente ¢ ao abrigo
da luz. O extrato foi filtrado e subdividido em fracBes, que foram submetidas aos
procedimentos de clarificagdo, apresentados a seguir. Os mesmos procedimentos foram

repetidos paralelamente com padrfes {misturas vitaminicas).
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a) 25 mL de extrato + dgua gsp 50 mL;

b) 25 mL de extrato + 6 mL de ferrocianeto de potassio 0.25M + 6 mL de acetato
de zinco IM + agua qsp S0 mL;

¢} 25 mL de extrato + 5 mL de acetato de chumbo 20% + agua gsp 50 mL;

d) 25 mL de extrato + 10 mL de dcido tricloroacético 50% + sulfato de amdnio
(sat.) + agua qsp 50 mL ~>, banho maria por 15 min_;

e) 25 mL de extrato + 25 mL de cloroformio ~» partigdo — agua gsp 50 mL;

f) 25 mL de extrato — precipitagio no ponto isoelétrico com acido sulfirico 10%
—» filtragem — dgua gsp 50mL;

£) 20 mL de extrato + metanol qsp 50 mL ~» refrigeragio 4 -18°C, por 60 min;

h) purificagiio em Sep-Pak C18:
+ condicionamento do Sep-Pak C18 com HCI G, 1IN, contendo SHA 5mM:;
¢ injecdo de 1 mL de extrato;
» limpeza do Sep-Pak com 1 mL de HCI 0,1N, contendo SHA SmM:

« cluicdo das vitaminas com | mL de metanol 60%.

Apos os tratamentos, os extratos foram filtrados em membrana fluoropore (FHLP
01300 MILLIPORE), com poros de 0.5 pum, e injetados no cromatografo, utilizando
coluna Bondesil ODS-1 Sum 150 x 4,6mm. As vitaminas foram eluidas por gradiente,
com vazéo de 0,7 mL/min, com uma fase movel aguosa contendo SHA 5mM, 1% de HAc
e 0,15% de TEA, no inicio da corrida, em gradiente linear até 75% de fase aquosa e 25%

de acetonitrila, em 20 min.

2.2.2.3 Avaliacio dos procedimentos de extragio

A extragdo das vitaminas foi realizada em triplicata, com 5 g de biscoito de maisena

enriquecido, previamente homogeneizado em multiprocessador. Todos os procedimentos
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foram conduzidos & temperatura ambiente, salvo agueles em que a temperatwra foi

especificada:

a) biscoito + 45 mL de 4cido sulfarico 0,1 N > aquecimento em banho maria, por
30 min -» ajuste de pH 4.5, com acetato de sodio —» adigfio de 0,5 g de
claradiastase - hidrolise por 1 noite, com protecio da lnz;

b) biscoito + 45 ml de acido sulfiarico 0,IN -» homogeneizagdo em agitador
mecanico por 60 min, sem protegdo da luz;

¢) biscoito + 45 mL de acido sulfirico 0,1 N — vibragdo ulira-sdnica por 60 min,
com prote¢do da luz;

d) biscoito + 45 mlL de acido sulfiarico 0,1 N —» aquecimento em banho maria por
30 min, com protegdo da luz;

e) biscoito + 45 mL de acido sulfimico 0,1 N — aquecimento em autoclave a
120°C, por 15 min, com protegio da luz;

f) biscoito + 45 mL de 4cido cloridrico 0,1 N —» vibrago ultra-sbnica por 60 min,
com protegdo da luz;

g} biscoito + 45 mL de acido sulfurico 0,1 N —» vibragio ultra-sénica por 45 min,
com protecgio da uz;

h) biscoito + 45 ml de acido sulfiirico 0,1 N — vibragio ultra-sOnica por 90 min,
com protegdo da luz;

1) biscoito + 45 mL de 4cido sulfirico 0,1 N — vibragfio ultra-sfnica por 120 min,
com protegio da luz;

j) biscoito + 45 mbL de acido sulfiirico 1 N — vibracfo ultra-sénica por 60 min,
com protegdo da luz;

D biscoito + 45 mL de acido sulfirico 0,1 N — vibracdo ultra-sénica por 60 min,

sem protegdo da luz.
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Os extratos tiveram os volumes completados para 100 ml com metanol, etapa
seguida de refrigeracdo a -18°C, por 60 min. Os mesmos foram filtrados em membrana
fluoropore (MILLIPORE - FHLP 01300), com poros de 0.5 um, e injetados no
cromatografo, utilizando-se coluna Spherisorb ODS-2, 5 um, 150 x 4,6 mm. As vitaminas
foram cluidas por gradiente, em vazédo de 0,7 mL/min, com 1% de acetonitrila e 99% de
fase aquosa (SHA 5mM; 0,15% de TEA; pH 2,8 ajustado com H,80, diluido) no inicio
da cornda, 3% de acetomtrila ¢ 97% de fase aquosa, em 3 min, ¢ 5% de acetonitrila, 50%

de fase aquosa ¢ 45% de metanol, em 23 min de cornda.

2.2.2.4 Detecgiio e identificacio

(s picos foram detectados através de detector de arranjo de diodos a 254 nm até 9 min,,
287 nm entre 9 ¢ 15 min. e 254 nm entre 15 ¢ 23 min. A identificagio foi fetta por
compara¢do dos tempos de retengfio obtidos com padrdes analisados mnas mesmas
condi¢Bes, por co-cromatografia ¢ pelos espectros de absorgfo obtidos pelo detector de

arranjo de diodos.

2.2.2.5 Avaliacio dos procedimentos de quantificagiio

As curvas de .padronizacio externa foram realizadas com 1, 4, 8§ 12, 16 ¢ 20 mL de
solugdo padriio contendo 4,75, 4,02; 6,11; 32,70 e 10,18 ug/1060 mL das vitaminas B,,
B,, B, nicotinamida e niacina, respectivamente. As aliquotas foram diluidas para 45 mL
com 4agua e para 100 mb com metanol, imediatamente filtradas ¢ imjetadas no

cromatografo, utilizando-se as mesmas condicbes do ifem 2.2.4.3.

A acetanilida e o acido m-hidroxibenzoico foram testados como padrdes internos

na determinacio das vitaminas B,, B;, B, niacina ¢ micotinamida.
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2.3.Resultados e discussio

2.3.1 Avaliacio dos parimetros cromatograficos

2.3.1.1 Fase movel
a} Modificador orginico

O acido mcotinice ¢ a nicotinamida foram elwidos da coluna CI8 com baixas
concentragBes de metanol e/ou acetonitrila. Porém, para uma elugo mais rapida, a
vitamina B. necessitou maiores concentracdes desses solventes orglnicos (Kiguras 2-1
2-23, sendo gue a acetonitrila provocou maior influéncia na retengéio das vitaminas, por
gnidade de concentragdo na fase mdvel, do que o metancl A vitamina B, apresentou dois
picos cromatogréficos, cotrespondentes 4s formas ibnicas presentes nessas condigdes. Os

picos correspondentes as vitaminas By ¢ B, apresentaram caudas e alargamentos de banda.

8% e 13
K o A,
10 oo NS
5 L
e 3% 1o A0% me{H % me(H 80%

Figura 2-1- Efeito da concentragdo de metanol na retengdo das vitaminas By, By, acido
nicotinico (NA) e nicotinamida {ND). Coluna:Micropak ODS-1, 10 pm, 300 x 4,0 mm.
Fase movel: metanol, dgua, TEA (0,2%;), HAe (pH 7.0). Vazdo: 0.7 mL/min.
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Figura 2.1 EBfeito da concentraglio de acetonitrila na refenciio das vitaminas By, B, acido
nigotinico {NAJ e nicotinamida (ND}. ColunaMicropak ODS-1 10 pum 300 % 4,0 mm. Fase mével-
acetonitrila, metanol (25%), dgua, TEA (0,2%), HAc (pH 7.0) Vazio: 0,7 mL/min,

b) Aditivos

As diferentes concentragdes de TEA, praticamente, nio apresentaram mfluéncia na
retengdo das vitaminas B, dcido nicotinico e nicotinamida. Entretanto, a concentragio
crescente deste aditivo reduziu significativamente a retencio da vitamina B, e aumentou a
retenglo de uma das formas da vitamina B, (Figura 2-3).

e B 1
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TEA D14% TEATQIT% TEA D 20%

Figura 1-3 Efeito da concentragdo de TEA na retenciio das vitammas B, B,, Acido nicotinico INA)
e micotmanida {(ND}. Coluna Micropak ODS-1, 10 um 300 x 4,0 nun. Fase mével TEA, metanol {25%),

acetonitnla (14,5%], dgua (60,5%), Hac (pH 7.0}, Vazio: 0,7 mL/imn.
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0 acido acético apresentou pequena nfluéneia na refencio das vitaminas B, ado
nicotinico & micotinamida, entretanto veduziu drasticamente a retengio das vitaminas By ¢
By (Figura 2-4), além de eliminar as caudas ¢ os alargamentos de banda. Com a adi¢lio de
acide acético na fase movel, a vitamina By apresentou apenas uma forma 106nica. A
presenca de SHA, na concentragdc de 3mM, promoven um aumento significative na
retengdo das vitaminas B, ¢ Be. Observando a Figura 2-8, os valores de retenglo das
vitaminas decrescem com o aumento da concentragio de metanol, quando o teor de SHA ¢
mantide constante {SmM). Entretanto, as vitaminas By ¢ By apresentam 'y {tempo de
retencio corrigido) igual a zero, quando eluidas com 23% de metanol, na auséncia de
SHA. Os valores de retengio sfo muite menores do que os valores esperados, se a

concentragio de SHA fosse 5mM, nessa concentragio de metanol.

s B3
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Figura 2-4 Efeito do acido acético na retencio das vitamunas By, B, acido nicotinico (NA) ¢
nicotinamida {(ND}, Coluna Micropak ODS-1, 10 wm 300 x 4.0 mm Fase movel HAg,
acetonitrila (16,3%), metanol {25%), agua (58,3%:), TEA {0.2%). Vazéo: 0,7 mL/mm.
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Figura 2-5 Efeito da presenca de SHA na retenclio das vitaminas B, Be, acido nicotinico (NAY e
nicotinamida (ND}. Coluna Micropak ODS-1, 10 pm 300 x 4,0 mm. Fase movel SHA,
metanol, agua, TEA (0,2%) HAC 1% Vazio 0.7 mL/mmn.

¢} Sistema de eluicio

() sistema ssocratico ndo se mostrou sahisfaténo para determmagiio das vitaminas do
complexo B em biscortos, pois 2 concenfracdo de modificador orgdnico necessario para
chuir a riboflavina e a tlamina, com boa resolugio, ndo permitiu a retencio satisfatonia das
vitarminas Be, dcido nicotinico ¢ nicotinamida, que foram eluidas com tempos de retencéo
muito proximas ao volume morto (Figura 2-6 a). Mesias condighes, grande parte dos
inferferentes, presentes nos extratos vitaminicos de biscoitos, foram eluidos no inicie da

corrida, mascarande as vitaminas de interesse,

() sistema de eluigdo por gradiente, com baixa concentragic de modificadoy
orgénico no micky da cornda, programado para um aumento bnear na concentragéo de
solventes, favorecen a boa resolugfo das vitaminas do complexe B (Figura 2-6 B), além
de aumentar as opedes de separaclo dos compostos interferentes da matriz alimenticia. A
presenga de 1% de tetraidrofurano na fase movel apresentou sm efeito de redugdo na

retengdo das vitaminas B, ¢ Be. A acetonitrila comportou-se satisfatoniamente no micic da



cornida cromatografica ¢ a combinagio desta com o metanol mostrou-se vantajosa na

obten¢do de picos bem resolvidos ¢ na separagio de interferentes presentes no extrato.

A substituigdo do 4cido acético por 4cido sulfirico ou fosférico, na composicio da
fase moével utilizada durante a eluigdio por gradiente, reduziu drasticamente a retencdo da
nicotinamida, permitindo a separagdo entre esta vitamina e compostos interferentes

presentes no extrato.

Desta forma, a composigio da fase mével, que forneceu melhor resolugio para as
vitanninas, foi obfida com eluigdio por gradiente, em vazdo de 0,7 mL/min, com 1% de
acetonttrila e 99% de fase aquosa (SHA SmM; 0,15% de TEA; pH 2,8 ajustado com
H,S0, diluido) no inicio da corrida, 3% de acetonitrila e 97% de fase aquosa em 3 min e

5% de acetonitrila, 50% de fase aquosa e 45% de metanol, em 23 min de corrida.

2.3.1.2 Coluna

As colunas com particulas de Spm apresentaram melhor resolugfio, para todas as

vitaminas, do que aquela com particulas de 10um. No entanto, entre as colunas de Sum, a
piridoxina apresentou mator alargamento de banda com a utilizagdo das colunas ODS-2
do que com a utilizag8o da coluna ODS-1, sendo que, para as demais vitaminas, a
eficiéncia da coluna ODS-2 foi maior. O alargamento de banda, apresentado pela
piridoxina, foi maior com a coluna ODS-2 de 250 mm de comprimento do que com a de
150 mm. Além disso, a grande elevagiio da pressfio, causada pela utilizacio de coluna com

particulas de 5 pum, com 250mm de comprimento, impossibilitou a utilizagfo desta coluna.
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2.3.2 Avaliaciio dos procedimentos de clarificaciio do extrato

Nenhum dos procedimentos de clarificagdo testados apresentou limpeza satisfatéria, com
eliminacdio dos interferentes do extrato vitaminico de biscoitos. Entre os agentes
precipitantes, apenas o ferricianeto de potassio, utilizade em conjunto com o acetato de
zinco, reduziu 0s compostos mterferentes do extrato, entretanto adsorveu, também, as
vitaminas de inferesse. A precipitacio do extrato com TCA e sulfato de amdnia
acrescentou interferéncia na area de eluigdo do acido nicotinico - NA (Figuras 2-6 ¢, d).
A partigio do extrato com cloroférmic ¢ a precipitagio no ponto isoelétrico também néo
foram suficientemente satisfatorios para a eliminag8o dos interferemtes dos extratos de
biscoitos, Os cartuchos Sep-Pak nfio apresentaram nenbum efeito positivo frente aos

mterferentes.

A adigdo de metanol no extrato vitaminico, seguida de refrigera¢iio 4 -18°C por 60
min, apresentou-se como uma medida pratica de clarificagdio do extrato, principalmente
como forma de prevemir a precipitagdo de compostos indesejaveis na coluna

cromatografica.

2.3.3 Avaliacio dos procedimentos de extracfio

A hidrélise enzimatica da matriz alimenticia com claradiastase fibera mais interferentes
{(Figura 2-7 a), que dificultam tanto a identificagdio quanto a quantificacdo das vitaminas.
Misturas enzimaticas, contendo fosfatases, sfo frequentemente utilizadas na determinacio
das vitaminas By, B, e Bs naturalmente presentes nos alimentos. Entretanto, as vitaminas
adicionadas aos alimentos enriquecidos encontram-se na forma livre, dispensando a

utilizacio de tal enzima.
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Figura 2-6 Perfis cromatograficos: {a) de solugdo padrio eluida isocraticamente com meOH-HAc-
agua (30:1:69), contendo 0,12% de TEA e SHA 5 mM; (b} de solugfo padriio eluida com HAc-
4gua (1:99), contendo 0,12% de TEA e SHA 5 mM em gradiente linear até 25% de acetonitrila, em
20 min; {¢) de extrato de biscoitos maria nfio clarificado; e {d) de extrato de biscoito mana
clarificado com TCA e sulfato de aménio, eluidos por gradiente, Coluna Bondesit ODS-1 5um, 150

% 4,6 mm. Vazo 0,7 mL/mm.
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Dentre as técnicas de extragdo utilizadas, a vibragio ultrasdnica e o banho-maria
apresentaram os methores resultados. A homogeneizagio em agitador mecénico produz
mm extrato com mmntos grumos, dificil de manusear. As etapas desta avaliacdo nfio foram
protegidas da luz, o que justifica os baixos teores encontrados para a vitamina B, (Tabela
2-1). O aquecimento dréastico, em autoclave, produz grande quantidade de interferentes,
impedindo a quantificagdo das vitaminas (Figura 2-7 b). Embora o aquecimento em
banho maria produza mais interferentes do que a vibragdo ultrasénica (Figura 2-7 ¢,
estes ndo interferem na quantificagdo das vitaminas, porém, foi a vibracéo ultra-sénica
gue forneceu resultados significativamente melhores para as vitaminas B, ¢ nicotinamida

(Tabela2-1)

Tabela 2-1 Comparagdo entre os diferentes fipos de extratores durante a extragdo das vitamina
B;, By, B; e niacinamida (mg/100g), a partir de biscoitos de maisena enriquecidos

Vitamina Ensaio Agitador ultra-som banho-maria
mecianico
1 0.87 101 0,98
B 2 0,84 0,93 0,95
3 0,89 0,93 0,95
Meédia 0,87a 0,97 0,96b
] 0,53 0,88 0,79
B 2 0,5¢ (3,88 0,80
3 0,53 0,87 0,80
Média 0,55 0,87 0,80c
1 1,60 1,67 1,67
B 2 1,66 1,81 1,72
3 1,62 1,85 1,66
Média 1,63a 1,71a 1,682
1 15,07 15,18 13,56
Nicotinamida 2 14,35 14,42 13,83
3 14,47 15,25 13,56
Média 14,622 14,954 13,65b

Médias com letras diferentes, na mesma linha, apresentam diferenca significativa, ao nivel de 5%,
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O prolongamento do tempo de extraglo, por vibragdo ultra-sénica, apresentou
reducio nos teores da vitamina B; e mostrou um increments na concentracio da vitaminas
B,, até 90 mun de extracdo, entretanto, com 120 min, também, reduziu estes valores
(Tabela 2-2). Os resultados indicam concordancia satisfatéria para a extrac8o

multivitaminica por vibragdo ultra-sdnica, por 60 min.

Tabela 2-2 Comparagio entre os diferentes tempos de vibragdo ultra-somica, durante a
extragdo das vitaminas B;, B, Bg ¢ nicotinamida, a partitr de biscoitos de maisena
enriquecidos

Vitamina Ensaio 45° ik 9¢° 1208
1 (3,98 0,89 0,89 0,84
B, 2 0,98 0,89 0,89 0,89
3 - 0,97 0,95 (3,95 0,87
Média (,98a 0,92ab 0,92Zab 0,87b
1 0,02 0,95 1,04 0,96
B 2 0,91 092 1,08 0,90
3 0,91 0,93 1,03 0,87
Médin 0,91a 0,94b 1,053 091a
1 1,67 1,78 1,76 1,67
B 2 1,78 1,75 1,75 1,8%
3 1,71 1,89 1,72 1,75
Média 1,72a 1,78a 1.74a 1,76a
1 15,85 14,29 14,91 16,19
Nicotinamida 2 15,14 16,86 1532 15,91
3 15,09 16,20 15,05 16,20
Meédia 15.36a 15,792 15,09a 16,032

Médias com letras diferentes, na mesma linha, apresentam diferenga significativa, ao nivel de 5%.
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O 4cido sulfirico 0,1N apresentou melhores resultados do que o HCl 0,1N, quanto
aos teores de vitamina B, (Tabela 2-3), entretanto, 3 utilizacfio do acido sulfurico IN
provocou a produgdo de interferentes, que impediram a quantificagfo das vitaminas

(Figura 2-7 d).

A protegiio da luz, em todas as etapas desenvolvidas pelo método, apresentou
importancia fundamental na manutencio da estabilidade da vitamina B, (Tabelas 2-1 e 2-
4).

A Figuras 2-8 ¢ ¢ d mostram os cromatogramas dos biscoitos maria comuns e
vitaminados, respectivamente, obtidos pela utilizagfo das melhores condigdes observadas

neste estudo.

Tabela 2-3 Comparaclo entre os diferentes tipos de éacidos durante a extragfo das
vitamina B;, B, Bs; ¢ nicotinamida (mg/100g), a partivr de biscoitos de maisena
enriquecidos

Ensaio Vitaming B, Vitamina B; Vitamina B, Nicotinamida
HCl H,80, HCl H,.80, H{ H.50; HCl .80,

i 0,89 0,89 0,80 0,95 1,71 1,78 14,04 14,20

2 0,95 0,89 0,79 0,92 1,74 1,75 13,73 16,88

0,95 0,95 0,80 0,93 1,72 1,89 14,39 16,20

Média 6,93a 0.92a 0,796 0.94¢ 1,72d 1,784 14.03e 15,70e

Médias com letras diferentes, para cada vitamina, possuem diferenca significativa, ao nivel de 5%.
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Tabela 2-4 Efeito da presenga da Iuz durante a exiracfo das vitamina B;, B., Bs ¢
nicotinamida (mg/100g), a partir de biscoitos de maisena enriquecidos

Ensaio Vitamina B, Vitamina B, Vitamina B, Nicotinamida
NPL PL NPL PL. NPL PL NPIL. PL

1 0,88 0,87 0,62 0,95 1,77 1,70 1299 12,94

2 (.89 0,92 0,63 6,92 1,59 1,65 13,08 12 45

3 0,92 0,82 0,57 0.93 1,67 1,59 11,20 10,92

Média 0,90a 0,88a 0,61b 0,9%4¢ 1,684 1.64d 12,42¢ 12,10¢

NPL: ndo protegide da luz, PL: protegido da luz Médias com letras diferentes, para cada
vitamina, apresentam diferenca significativa, ao nivei de 5%.

2.3.4 Avaliacfio dos procedimentos de quantificacio

A acetanilida, utilizada como padrio interno, eluiu junto com a vitamma By, nas
condi¢tes testadas. O acido m-hidroxibenzodico elui entre as vitaminas B, ¢ B, (Figura 2-
8a), entretanto a utilizagdo deste significa wma exigéncia a mais, quanto & limpeza dos
extratos vitaminicos. Embora os padrBes mternos sgjam uma boa opgdo para a
quantificacdo de vitaminas em formulagdes farmacéuticas, livres de compostos
mnterferentes, os mesmos ainda sdo um desafio para os extratos provementes de matrizes
alimenticias. As curvas de padronizacfio externa apresentaram, além de boa linearidade
para todas as vitaminas, na faixa de concentragdio analisada, uma resposta estavel durante

um periodo de 50 dias.

A adicio de metanol nos extratos vitaminicos, para precipitagdo de compostos
interferentes, provoca a isomerizacgdio da vitamina B, com formacdo de um pequeno pico
lateral (Figura 2-8b) Entretanto, apenas o pico principal, com resposta hnear nas
diversas concentragdes avaliadas, for utilizado na quanttficagdo desta vitam'i'na,

justificando, desta forma, a adi¢do de metanol também nas solugdes padrdes de trabalho.
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Figura 2-7 Perfis cromatogrificos dos cxtratos de biscoitos maria. extraidos: (a) com claradiastase; (b} em autoctave:
{c) em ulira-som ¢ {d) com 4cido sulfirico 1 N. Eluiclo por gradiente com 1% de acetonitrila em solugio aquosa.
contendo 0.12% de TEA. SHA SmM ¢ pH ajustado para 2.8, com H,50,. no inicic da cormnda, 3% de acetonitrila, em
3 min e 5% de acetonitrila ¢ 45% de metanol | em 23 min de corrida. Coluna Spherisorb ODS-2 Sum, 130 x 4.6 mm.

Vazio 0.7 mL/min,
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Figura 2-8 Perfis cromatograficos: (a) de padrSes vitaminicos com padrio interno, em solugdo aguosa, {b) de
padrdes vitaminicos, em soluglio metandlica, (c) de extrato de biscoitos maria ndc enriquecidos e (d) de
extrato de biscoitos maria enriquecidos, Condigdes cromatograficas conforme a Figura 2-7.
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2.4 Conclusodes

s A extragio multivitaminica com &cido sulfiirico dilnido, através de vibragdo ultra-
sOnica por 60 min, apresenta-s¢ como uma alternativa adequada na determinagéio das

vitaminas By, B, By, 4cido nicotinico e nicotinamida em biscoitos enriquecidos;

e A precipitacdo de interferentes com metanol, seguida de refrigeracio, ¢ satisfatdria,
também, na prevengdo de precipitagdes na coluna cromatografica. A precipitagdo no

ponto 1soelétrico pode constituir opcéio para outros tipos de alimentos;

¢ Colunas com particulas menores produzem melhor resolugiio, entretanto o aumento da
pressio, relacionado com o aumento do comprimento dessas colunas, limita a
utilizagfo de colunas com comprimento superior a 150 mm. Colunas ODS-2 aumentam
o alargamento de banda da vitamina By, entretanto melhoram 3 resolugfio das demais

vitaminas,

o A elugio por gradiente € essencial para obtengdo de boa resolugdo durante a
determinagiio simultdnea das vitaminas By, B,, B, acido nicotinico e nicotinamida por

CLAE, em biscoitos enriquecidos;

o Pequenas alteracdes no pH (2,0-2,9) ¢ nas concentragdes de metanol e/ou acetonitrila
constituem as vartagdes de prnimeira escolha na composicdo da fase movel, para

determinaco vitaminica em outros produtos;

« As ctapas sugenidas devem ser desenvolvidas ac abngo da luz, para garantir a

estamlidade da vitamina B,
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Capitulo 3

Otimizaciio ¢ valiagio de metodologia para determinacfo simultdnea, por CLAE, das
vitaminas By, Ba, B, acido nicotinico ¢ nicotinamida em alimentos enriquecidos



OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODOLOGIA
PARA DETERMINACAO SIMULTANEA, POR CLAE',
DAS VITAMINAS B, B;, Bs, ACIDO NICOTINICO E
NICOTINAMIDA EM ALIMENTOS ENRIQUECIDOS

Resumo

O mercado brasileiro tem langado uma grande variedade de alimentos enriquecides nos
filtimos anos. Entretanto, a falta de metodologias analiticas apropriadas tem dificultado o
controle dos niveis desses enriquecimentos. Com a finalidade de suprir essa caréncia, este
trabalho propde ¢ valida uma metodologia para determinagdo simultdnea das vitaminas
B, B,. Bs, acido nicotinico e nicotinamida, por CLAE, em alimentos enriquecidos. O
extrato vitaminico é obtido por vibragio ultra-sOnica da amostra, em acido diluido. A
limpeza do extrato é feita por precipitagdo, através da adigdo de metanol, seguida de
refrigeragiio a -18°C. As vitaminas sdo separadas em coluna C18 e eluidas por gradiente,
em vazdo de 0.7 mL/min. A fase mével inicial € constituida de 2% de acetonitrila e 98%
de fase aquosa (SHA? 5mM; 0,15% de TEA®; pH 2.8 ajustado com H,SO, diluido),
apresentando 3% de acetonitrila e 97% de fase aquosa em 3 min ¢ 2% de acetomitrila,
41% de fase aquosa e 57% de metanol, em 23 min de cornda. O tempo de equilibrio da
coluna, antes de cada nova injegdo, ¢ de 20 min. A detecgdo das vitaminas ¢ feita na
regido do ultravioleta e sua quantificagio através de curvas de padroniza¢lio externa.
Estas curvas apresentaram boa linearidade, sendo os limites de detecg@o e recuperagao,

nos niveis médios de enriquecimento dos produtos analisados, respectivamente, 0,04
ug/mL ¢ 102% para a vitamina B,, 0,03 ug/mL e 96% para a B., 0,08 ng/ml e 106%
para a Be, 0,10 pg/ml e 105% para a nicotinamida ¢ 0.03 pg/mbL ¢ 81% para o acido

' Cromatografia liquida de alta eficiéncia
? Acido hexano sulfénico
3 Trietilamina
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nicotinico. Os testes de repetibilidade, nos niveis de enriquecimento, apresentaram um
coeficiente de variagio inferior a 5% para as vitaminas By, B; e nicotinamida, nferior a
10% para a vitamina Bg ¢ inferior a 13% para o acide nicotinico (forma vitaminica
naturalmente encontrada nos alimentos). A metodologia proposta, aqui validada,
apresenta eficiéncia, simplicidade, rapidez e grande versatilidade, quando aplicada em

alimentos ennquecidos.

Abstract

Lately a variety of enriched foods have been launched on to the brazilian market.
However, a lack of appropriate analytical methodologies has made it difficult to control
the levels of enrichment. With the objective of overcoming this lack, this work proposes
and validates a method for the simultaneous determination by HPLC! of the vitamins By,
B., B, nicotinic acid and nicotinamide. The vitaminic extract was obtained by ultrasonic
vibration of the sample in dilute acid and the extract cleaned up by precipitation, using the
addition of methanol followed by refrigeration at -18°C. The vitamins were separated on
a C 18 column by gradient elution and a flux of 0.7 mL/min. The starting mobile phase
was 2% acetonitrile plus 98% aqueous phase (5 mM SHAZ 0.15% TEA’; pH adjusted to
2.8 with dilute H,S0,) changing to 3% acetonitrile plus 95% aqueous phase after 3
minutes and 2% acetonitrile, 41% aqueous phase and 57% methanol after 23 minutes.
Column equlibration time before each new injection was 20 minutes. Detection was
carmied out in the ultraviolet regién and quantification effected using external standard

curves. These curves presented good linearity, the detection and recuperation limits at the
average enrichment levels of the products analysed being respectively 0.04 pg/ml and

102% for vitamin By, 0.03 ug/mlL and 96% for B, 0.08 ug/mL and 106% for B, 0.10

! High performance liquid chromatography
* Hexanosulfonic acid
? Trietvlamine
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ug/ml. and 105% for nicotinamide and 0.03 ng/mlL and 31% for nicotinic acid. At the
levels of enrichment tested, the tests for repeatabihity presented a coefficient of variability
of less than 5% for vitamins B;, B, and nicotinamide, less than 10% for vitamin By and
less than 13% for nicotinic acid (naturally occurring form of the vitamin in foods). The
proposed methodology, validated here, was shown to be efficient, simple, quick and

highly versatile when applied to enriched foods.

3.1 Introducio

Um grande miimero de paises promove o enriquecimento de alimentos com as finalidades
de corrigir deficiéncias nutricionais de uma populagio, de obter um balango calérico
mutricional adequado, de suprir niveis nutricionais de movos produtos langados no
mercado e de fazer cumprir padrdes de identidade e regulamentos nutricionais ja

existentes,

Fmbora vérios produtos enriquecidos venham sendo langados no mercado
brasileiro, o controle destes produtos tem sido dificultado pela falta de uma legislagdo
especifica, pela caréncia de laboratorios preparados para o desenvolvimento das analises ¢

pela falta de metodologias analiticas adequadas.

A principal vantagem dos metodos da AOAC' para determinagiio de vitaminas ¢ a
simplicidade dos equipamentos ufilizados, entretanto sdo procedimentos demorados,
minuciosos [HIRAYAMA e MURAYAMA, 1991, FINGLAS ¢ FAULKS, 1984} ¢
utilizam reagentes nocivos, como brometo de cianogénio, ou de dificil obtengdo [RUSSEL
e VANDERSLICE, 1992]. Além disso, a determinagio da vitamina By € feita apenas por
método microbiolégico. Recentemente, a literatura vem apresentando avangos nos
métodos para determinagdo de vitaminas hidrossoluveis, através de técnicas promissoras,

tais como CLAE {Van SCHOONHOVEN et alif, 1994; MUNOZ et alii, 1994; CHASE e1

Y Association Official of Analvtical Chemists
90



alii, 1993], ELISA! [FINGLAS e MORGAN, 1994; ALCOOK et alii, 1990, LEE et alii,
1990] e eletroforese capilar [DINELLI ¢ BONETTI, 1994: SOGA, 1994]. Entretanto, as

duas tiltimas sdo técnicas ainda muito recentes ¢ sofisticadas para analise de rotina.

O novo enfoque dado ao desenvolvimento de métodos analiticos vem buscando
metodologias novas que permitam a determinagdo simultinea de varios compostos, com
rapidez, custos relativamente baixos e que, principalmente, fornecam dados com boa
qualidade. Neste sentido, a CLAE apresenta-se como uma das técnicas mais apropriadas
para a determinagdo de vitaminas, incluindo rapidez, alta sensibilidade e exatiddo, mesmo
quando os analitos estdo presentes em quantidades baixas e em matrizes complexas, fais
como alimentos [MACRAE, 1990], além de permitir analises diretas sem derivagio,
determinacio simultinea de vérios compostos em uma andlise tnica e resolugdo de
isémeros [POLESELLO e RIZZOLO, 1986; TOMA e TABEKHIA, 1971; MARINI e/
alii, 1988; SKURRAY, 1981; WEHLING ¢ WETZEIL, 1984; CHASE et alii, 1993;
CHASE e alii, 1992].

A qualidade dos dados analificos € fator importante para o conhecimento do
potencial nutricional dos alimentos, com vistas a garantia da seguranga alimentar ¢ ao
sucesso do desenvolvimento de novos produtos. Nos Gltimos anos a AOACvem
estimulando o controle da qualidade analitica, através de planejamentos ¢ analises
estatisticas variadas [ULBERTH, 1993; WILRICH,1593; WERNIMONT, 1985,
YOUDEN, 1982: STEINER, 1982], enquanto que a Communily Boreau of Reference
(BCR) vem desenvolvendo programas de comparagic entre métodos analiticos ¢
preparando materiais de referéncia (Rms) para uso em alimentos [F INGLAS et alii, 1993,
HOLLMAN e7 alii, 1993a; 1993b]. No Brasil, também, a validagiio dos métodos tem sido
uma preocupagio dos pesquisadores, que trabalham com metodogias analiticas para
determinacdc de vitaminas [GODOY, 1996; SABING, 1996; SILVA, 1996]

! Engime-linked inmnunosorbent assay
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O objetivo deste trabalho foi a otimizagdo e validagfio de uma metodologia, por
CLAE, para determinagfio simultinea das vitaminas B, B, B, 4cido nicotimico e

nicotinamida em alimentos enriquectdos.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Material

Biscoitos maria ¢ de maisena (marca comercial grafada com Z, registrada) enriquecidos e
ndo enriquecidos, biscoitos de coco e de leite enriquecidos, macarrdo enriquecido. leite
em po acidificado enriquecido, leite desnatado esterilizado néio enriquecido, flocos de
milho ¢ farinha de cereais enriquecidos, adquiridos em supermercados da regido de
Campinas. As amostras de biscoitos, flocos de milho e macarrBes foram, previamente,

homogeneizadas em multiprocessador.

3.2.2 Reagentes

Os padrdes mononitrato de tiamina (vitamina By), riboflavina (vitamina By), cloridrato de
piridoxina (vitamina Be), acido nicotinico (vitamina PP} e nicotinamida (vitamina PP}
foram cedidos pela . HOFFMANN-LA ROCHE Lida, Sdo Paulo, Brasil. O sal sédico do
1-a¢ido hexanosulfénico, aproximadamente 98%, foi fornecido pela SIGMA Chemicals
Co, USA. O metanol (ominsolv) e a trietilamina (para sintese) foram fornecidos pela
MERCK, Alemanha. A acetonitrila com pureza cromatografica foi fornecida pela
MERCK, Brasil. Todos os outros reagentes quimicos utilizados apresentaram grau de
pureza analitico e foram obtidos no comeércio local. A dgua utilizada no preparo das fases
méveis foi purificada no sistema Milli-Q (MILLIPORE}). As fases moveis foram filtradas
em filtros MILLIPORE, com poros de 0,45 um de didmetro, e degaseificadas em banho

ultra-sfinico.
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3.2.3 Equipamento

Foi utilizado wm cromatografo a liquido VARIAN com bomba terndria modelo 9010,
sistema de injecio manual tipo Rheodyne, equipado com loop de 20 ul, detector
policromatico de arranjo de diodos, modelo 2063, Acoplado a esse sistema um integrador
VARIAN, modelo 4400, Para a separagio dos compostos foi utilizada uma coluna
Spherisorb OD8-2, 5 um 150 x 4,6 mm d.i. (SIGMA-ALDRICH, USA) protegida por

coluna de guarda, empacotada com o mesmo material da coluna analitica.

Foi utilizado, também, um fotofluorémetro eletrénico COLLEMAN, modelo 12C,
com lampada de vapor de mercirio ¢ filtros 12-221 e 12-225, para a vitamina B;, ¢ 12-

222 e 14-212, para a vitamina B;.

3.2.4 Métodos
3.2.4.1 Metodologia analitica

Para a extracdo, foram tomadas entre 4 ¢ 5g de amosira, previamente homogeneizada. As
vitaminas sdo extraidas com 435 mL de acido sulfarico 9,1 N em banho ultra-sénico, por
60 min. O extrato ¢ purificado pela adigdo de metanol, em quantidade suficiente para
completar 100mL, e refnigerado a -1 8°C, por 60 min. A amostra ¢, entdio, adequadamente
filtrada em papel de filtro ¢ em membrana fluoropore, FHLP 01300 (MILLIPORE}, com

poros de 0,5um.

As vitaminas sdo separadas através de eluiclio por gradiente, em vazio de 0,7
mL/min, com 2% de acetonitrila e 98% de fase aquosa (SHA 5mM; 0,15% de TEA; pH
2,8 ajustado com H,S0, diluido) no inicio da corrida, 3% de acetonitrila e 97% de fase
aquosa em 3 min e 2% de acetonitrila, 41% de fase aquosa e 57% de metanol, em 23 min
de corrida. As condigBes iniciais sdo, entdo, retomadas ¢ a coluna ¢ re-equilibrada por 20

min., Os compostos sao detectados pela absorgio na regifio do ultravioleta a 254 nm at¢ 9

93



min, 287 nm entre 9 e 15 min e 254 nm entre 15 ¢ 23 min. A identificagdo € feita por
comparacio dos tempos de retengio, obtidos com padrGes analisados nas mesmas
condigdes, por co-cromatografia, pelos espectros de absorgéio, fornecidos pelo detector de
arranjo de diodos, e pelas razbes entre as absorbancias, obtidas em dois diferentes
comprimentos de onda. A quantificagdo das vitaminas € feita por curvas de padronizacio
externa, construidas com 6 niveis de concentragdo, sendo cada ponto representado pela
média de 3 determinacdes. As curvas foram feitas com 1, 4, 8, 12, 16 ¢ 20 mL de solugdo
padrdo contendo 5,11; 3,99, 6,09; 50,75; ¢ 11,67 ug/100 mL das vitamunas By, B,, Be,
nicotinaniida e acido micotinico, respectivamente. As aliquotas so diluidas para 45 mL
com 4gua e para 100 mL com metanol, imediatamente filtradas em filtro fluoropore
(MILLIPORE FHLP 01300), com poros de 0.5 pm, ¢ injetadas no cromatografo. Todas as
precaugdes, necessarias para evitar a degradagéo ¢ perda das vitaminas durante a analise,
foram tomadas, realizando-se as analises o mais rapidamente possivel e protegendo as

vitaminas da a¢8o da luz.

O fluxograma da metodologia, desenvolvida para determinagdo simultdnea de

vitaminas do complexo B em alimentos enriquecidos, esta disposto na Figura 3-1.

3.2.2.3 Validacdo da metodologia

a) Limite de detecgfio e de quantificaciio

O limite de detecgdo foi estimado, segundo CAULCUTT e BODDY (1983), através da
estimativa do desvio padrdo (DP) produzida por 8 leituras, em duplicata, do branco. O
critério de detecgdo (CD) pressupde que 5% das amostras, com concentragdo zero, devem

fornecer uma leitura correspondente a este valor:

CD = 1,80 x DP;
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Assim, o limite de detecgdio pode ser estimade como sendo 2 vezes o critério de
detecghio, adicionado de 20% do valor encontrado. A estimativa do desvio padrio
fornecida pelas leituras da amostra no limite de detecgéo estimado (8 determinagbes, em
duplicata), fornece, em conjunto com o critério de detecgfic, o limite de deteccdo (LD) do

composto de interesse:
LD=CD+ 1,86 x DP

O limite de quantificagiio foi considerado como sendo duas vezes O fimite de
detecgdo.

b) Comparacio com métodes oficiais

DeterminagBes em paralelo, realizadas em triplicata, utilizando a metodologia por CLAE
e os métodos da AOAC (CUNNIFF, 1995), foram feitas para determinagdo das vitamnas
em biscoitos de maisena enriquecidos. Os métodos da ACAC (CUNNIFF, 1995),

utilizados para cada vitamina, estiio apresentados abaixo:
e vitamina B;: método fluorimétrico 957.17;
« Vitamina B, método fluorimétrico 970.65;

e Vitamina B¢ ndo foi determinada segundo a AOAC, pois esta ndo oferece método

quimico para determinagio desta vitamina;

» Acido nicotinico e nicotinamida: nio foram determinadas segundo a AOAC, pois o
laboratério ndo dispunha de seguranga para o manuseio de CNBr, reagente exigido

pelo método quimico 961,14
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Amostra homogenezada

H,S0;y

;i

Extraciio em banhe ultrasdnice,
por 60min,

+

Limpeza com adiciio
de metanol e refrigeracio

s

Filtracio

Injecin no CLAE

i

Etapa cromatografica:
coluna (18, Spm, 150 x 4,.6mm,
eluicio por gradiente

!

Peteccio:
regifo do UV

!

1dentificaciio

i

Quantificacio:
padronizacdo externa

Figara 3-1 -Fluxograma do metodo para determinagio simultinea de vitaminas By, Ba, Bs acido
nicotinico & nicotinamida em biscoites enriquecidos.
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¢) Recuperacio de padroes

Foram feitos testes de recuperagio de padrfes, em triplicata, adicionados, em 4 diferentes
niveis de concentragio, em leite esterilizado desnatado néo enriquecido e, em 5 nivels, em
biscoitos de maisena ndo enriquecidos. Foram utilizadas, para a andlise, 5 g (mL) de

amostra.

d) Repetibilidade

Foi determinada, segundo CAULCUTT e BODDY (1983), através de determinacgdes, em
triplicata, de S niveis de concentrages vitaminicas em solugdo padrdo e adicionadas nos

biscoitos de maisena ndo enriquecidos. A repetibilidade foi calculada segundo a formula:
R=292 J2DP
onde R: repetibilidade, com significincia de 90%

DP: estimativa do desvio padrdo

e)Robustez

Foi feito um estudo, através de planejamento fracionaric de 16 ensaios, para avaliar como
7 varidveis, consideradas como pontos criticos nas etapas de extragdo ¢ purifica¢fio do
extrato, (Tabela 3-1) afetam as concentrag@es das vitaminas do complexo B em biscortos
enriquecidos - plangjamento fatorial fracionario 27 (Tabela 3-2)
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Tabela 3-1 Condicbes pré-estabelecidas (+) e alternativas (-) na determinagio da
rusticidade do método desenvolvido

VARIAVEIS + _
A {Blocos) Periodo entre extragdo e injecdo 0 horas 24 horas
B Peso da amostra 5g 78
C Volume de solugdo extratora 43mi 50mL
D Concentragdo da solugdo extratora 41N 02N
E Tempo de exiragio 60min. 30min.
F Metanol Synth Merck
G Tempo de resfriamento 60 man. 30 min.

Tabela 3-2- Distribuicdo aleatdria de 6 varidveis em 2 blocos através de um
planejamento fatorial fracionario 27 (PROC. FACTEX, the SAS System)

Blocos Ensaios A B C D E F G
1 + - - - + - +
z + - + - - - "
3 + + + - + + -
1 4 o + - + + + +
5 + + - - - + +
6 + + + + - + -
7 + - - + - - +
8 + - + + + - -
9 - + + + + - +
10 - - - - - + -
11 - - + + - + +
2 12 - + + - - - +
13 ~ - - + + + -
14 - + - + - - -
13 - - + - + + +
16 - + - - + - -
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3.3 Resultados e discussio

3.3.1 Etapas analiticas

A Figura 3-2 a mostra o cromatograma de separagdo simultinea das vitaminas em
solugdio padrio. O 4cido nicotinico, a nicotinamida, e as vitaminas Be, B, e B> sio ¢luidas,
com boa resolugfio, em tempos de retengio em torno de 5, 7, 14, 18 e 21 min,
respectivamente. Em fungdo da utilizagdo do sistema de eluigo por gradiente, o tempo de
re-equilibrio da coluna (20 min), apds o final da corrida, ¢ fundamental para a boa
resolugiic das vitaminas, na determinagio seguinte, Os picos fantasmas, que sdo
observados no cromatograma, provavelmente sdo decorrentes de impurezas presentes no
cido sulffirico ¢ na trietilamina, que s3o eluidas durante o gradiente desenvolvido com
concentragdes crescentes de metanol. Além disso, a mudanca do comprimento de onda,

feita em 9 e em 15 min de corrida, também provoca um sinal na linha de base.

Os cromatogramas obtidos para o macarrdo, o leite em po acidificado e os biscoitos
de maisena, enriquecidos, estfio dispostos nas Figuras 3-2 b, ¢ ¢ d, respectivamente. O
principal problema de interferéncia ocomreu com o 4cido nicofinico em biscoitos.
Entretanto, observamos que a metodologia desenvolvida apresenta grande versatilidade
para os alimentos enriguecidos, com aplicagio em biscoitos, macarrdo, leite ¢ flocos de
milho. Os Anexos 1, 2 ¢ 3 mostram os perfis dos espectros de absorgio das vitaminas By,
B,, Bs, 4cido nicotinico e nicotinamida, presentes em solugdo padrido e em alimentos
enriquecidos, obtidos através de detectores de arranjo de diedos. A Tabela 3-3 apresenta
as razdes entre as absorbéncias, obtidadas em diferentes A, para as vitaminas presentes nas
solucBes padrBes e nas amostras analisadas. Os valores mais diferenciados, entre as
amostras ¢ os padrdes, foram aqueles obtidos para o 4cido nicotinico em biscoitos, quando

nfio ocorre a perfeita separagio entre este e um Interferente.
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Figura 3-2 Perfis cromatograficos: (a) de solugdo padrido; {b) de macarrdo, (¢} de leite em poé e (d) de
biscoitos de maisena. CondicBes cromatograficas descritas no texto,
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Tabela 3-3 Razio entre absorbancias a 234 e 254 nm, para as vitaminas B,. B,, acido
nicotinico (NA) e nicotinamida (ND), e a 254 e 278 nm, para a vitamina B

Amostras B;: Ba B: NA ND
Biscoito de maisena 741 244 264 240 246
Biscoito marta 245 246 267 244 246
RBiscoito de leite 243 246 267 242 244G
Biscoito de coco 245 247 267 243 248
Flocos de mithe QL 246 246 269 246 248
Macarrdo 244 243 266 246 247
Padrdes 242 245 243, 247 268, 269 246 247

As curvas de padronizagio das vitaminas apresentam boa linearidade, nas faixas de
concentracdo pré-estabelecidas (Anexes 4 a 6). As regressoes lineares para estas curvas,
onde y = A + B x, estdo dispostas na Tabela 3-4. Os coeficientes lineares (termo A), de
todas as curvas de padronizagdo, foram desprezados durante as quantificagdes analiticas,
em fungio dos altos valores das estimativas de desvios padréo, fornecidos para este termo.

Tabela 3-4 Regressio linear das curvas de padronizagdo das vitaminas Bi, B: ¢ Bs, acido
nicotinico e nicotinamida

Vitaminas A Dy B DP R

B, -442 245 108 4 0,9973
B, 272 366 254 7 0,9982
B 214 328 164 4 0,9986
Acido 392 373 133 3 09992
nicotinico

nicotinamida ~1681 2170 148 4 0,9989

A: coeficiente linear; B: coeficiente angular; R: coeficiente de correlagdo; DP: estimativa do desvio
padrio.
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A Tabela 3-5 apresenta os teores das vitaminas By, B;, Bs, acido nicotinico e
nicotinamida, determinados em biscoitos, macarrdo, flocos de milho e leite em po,
enriquecidos. Esses valores apresentam algumas variagdes, em tormo daqueles declarados

nas embalagens dos produtos.

Tabela 3-5 Concentracdes de vitaminas do complexo B (mg/100g} em alimentos enriquecidos

Produto B B, B; NA NB PP

Biscoitos Maria 1,01 0,93 1,5 0.8 124 13,2
Biscoitos de maisena 0,71 0,86 1.4 1.4 10,3 11,7
Biscoitos de leite 0,77 1,03 1.4 0,7 10,8 11,5
Biscoitos de coco 1,53 1,61 2.0 2.4 17,7 20,07
Embalagem* (0,60 0,90 1,20 e 11,00
Flocas de miltho 1,61 1,80 2.2 2,0 20,2 22,2
Embalagem® 1,67 1,25 1,42 —_— — 15,83
Macarrio 1,29 1,61 23 3.0 15,9 19,0
Embalagem™ 1,2 1,5 2.0 ——— — 17.0
Leite em pé 0,29 0,82 1,1 2.3 0,2 2,3

Embalagem” 0,3 0,8 0,4 —e  — 3,6

NA acido nicotinico; ND: nicotinamida; *valores fornecidos pelas embalagens dos produtos. CVY, entre
duplicatas, inferior a 5% para as vitammas B, B, e nicotinamida, inferior a 10% para a vitamina Bs ¢
inferior a 13% para o acido nicotinico,

3.3.2 Valida¢iio do método

Os limites de detecgfio encontrados para as vitaminas By, By, B, acido nicotinico ¢
nicotinamida foram 0,04: 0,03; 0,08; 0,03 e 0,10 ug/ml, respectivamente (Tabela 3-6).
Os limites de quantificagdo obtidos foram 0,08; 0,06, 0,16; 0,06 ¢ 0,20 pg/mL, para as
vitaminas B,, B, B, acido micotinico e nicotinanuda, entretanto, as curvas de
padronizagéo das vitaminas By, B, e By apresentaramn boa linearidade a partir de solucles
padrdo contendo 0,05, 0,04 ¢ 006 pg/mL, respectivamente. As determinagdes

simultdneas das vitaminas B, ¢ B, realizadas pelo método CLAE, foram,
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respectivamente, 21 e 8% superiores as determinagles realizadas pelos métodos
fluorimétricos, estabelecidos pela AOAC (Tabela 3-7). Estas diferengas foram
significativas ao nivel de 5% e, provavelmente, sdo consequéncias de perdas vitaminicas,
causadas pelo método da AOAC durante a etapa de extragdio, feita em banho-mana, por
30 min., e/ou durante as reagdes de derivagdo. A pureza das vitaminas, determinadas pelo
método por CLAE, ¢ garantida pela separag@o cromatografica dos interferentes, pelos

espectros de absorgdo fornecidos pelo detector de arranjo de diodos, ¢ pela relacfo das

absorbéancias obtidas, em diferentes 2.

Tabela 3-6 Limite de deteccdio (LD) das vitaminas B;, B,, Be, acido nicotinico (NA)
e nicotinamida (ND), segundo as condigdes de trabalho deste estudo

Varidveis B, B B NA ND
Dp#* 119 164 254 129 293
CB {4ren) 221 305 472 240 844
Estimativa de LD (ug/ml) 0,03 0,03 0,07 0,04 0,06
BP 83 243 433 61 345
LD {ug/mlL) 0,04 0,03 0,08 0,03 0,10

DP*: estimativa do desvio padrio do branco; CD: critério de detecgdo; DP: estimativa do
desvio padrio das solugSes padrio
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Tabela 3-7 Valores obtidos para as vitaminas B,, B, Bs, acido nicotinico {NA} e
nicotinamida (ND), determinadas por CLAE, e para vitaminas B, ¢ B, determinadas
pelos métodos da AOAC, em biscoitos de maisena enriquecidos

Métode por CLAE (mg/100g)

Determinacio B, B B NA ND
I 0,72 1,41 1,66 0,96 14,1
I 0,70 1,46 1,82 1,07 15,1
11} 0,76 1,42 1,72 1,00 13,7
Média (DP) 0,71 (0,01) 143 (0,03) 1,73 (0,08) 1,01 (0,05) 143 (0,7)
CV (%) 2 2 5 5 5
Métodos da AOAC (mg/100g}

Determinacio B B: B; NA ND
I (DP) 0,56 (0,01 1,29 {0,01) — S —
I (DP) 0,53 (0,000 1,36 (0,02) _ N e
I (DP) 0,59 (0,00) 128 (C,00) J— — —
Meédia (DP) 0,56 (0,03) 1,31 (0,04) — - N
CV (%) 5 3 U — —

CLAE I II e Il determinagdes simples, AOAC I, II e Il médias de duplicatas, DP:
estimativa do desvio padrio; CV: coeficiente de variagio.

As taxas de recuperagiio das vitaminas By, B, ¢ B¢ e nicotinamida, determinadas
por CLAE em biscoitos de maisena ndo enriquecidos, variaram entre 96-1 14%, sendo que
os valores correspondentes ac 1° nivel de enriguecimento foram desconsiderados, por
estarem abaixo do limite de quantificagdo. As mesmas taxas, para o acido nicotinico,
variaram entre 75 ¢ 88% (Tabela 3-8). As taxas de recuperaglo das vitaminas By, By e
nicotinamida, em leite desnatado, variaram entre 87-103%. As mesmas taxas para as
vitaminas B ¢ acido nicotinico variaram entre 72-111% (Tabela 3-9). Estes valores

indicam wmn boa taxa de recuperagio para os niveis vitaminicos presentes nos alimentos
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enriquecidos, e recomendam cautela para aplicagio do metodo em alimentos ndo

enriquecidos, que apresentam barxos teores dessas vitaminas.

Tabela 3-8 Recuperagdo de padrbes adicionados, em diferentes niveis de
concentracdo, em biscoitos de maisena néo enriquecides{.

Nivel B, B B; NA ND
Cone. | Rec. | Conc. | Rec, | Cone. | Rec. | Con, | Rec | Come. | Rec.
{ 0,09 103 0,08 120 0,12 194 (.20 169 1.1 106
il 0,38 105 032 08 0,49 114 G 81 75 4.2 167
il 0,76 102 0.64 G5 (G,98 1006 163 76 8.4 1G5
14% 1,14 103 0,96 o7 1,47 104 244 88 12,7 105
V 1,52 g9 1,29 85 1.99 o7 3,26 81 16,9 101

' Os resultados sio médias de determinagBes em triplicata. NA: acido nicotinico; NE
nicotinamida; Cone.: concentragio (mg/100g), Rec.: recuperagiio (%)

Tabela 3-9 Recuperacio de padiGes adicionados, em diferentes niveis de
concentragéo, em leite desnatado néo enriquecido’.

Nivel B B Bs NA ND
Cone. | Rec. | Cone. | Rec. | Conc.| Rec. | Con. | Ree | Cone.| Rec,
I 0,20 87 0,15 95 0,24 72 0,30 79 2.0 g4
Ii 0,51 a1 0,37 87 0,61 105 E17 91 5.1 90
I i,02 104 0,75 93 1,22 102 2,33 1311 10,2 102
v 1,53 105 1,12 G8 1,83 a4 3.50 102 152 99

' Os resultados sio médias de determinacBes em duplicata. NA: acido nicotinico, ND:
nicotinamida; conc.: Concentragiio (mg/100mL de leite); Rec.: recuperagio (%).



Os Anexos 7 a 9 mostram os residuos das concentragdes (diferenga entre cada
valor determinado e a média encontrada) deixados pelas determinagdes, em triplicata, das
vitaminas adicionadas em biscoitos de maisena ndo vitaminados ¢ em solugdo padrio,
contra as congentracdes previstas. Nephuma das vitaminas apresemtou diferenga
significativa, ao nivel de 5%, entre os conjuntos dos residuos deixados pelas anilises dos
padrdes e aqueles deixados pelas andlises das amostras (biscoitos). As vitaminas B) ¢ By,
com concentrages de 4,7 e 4,0 ug/100mL, respectivamente, apresentaram coeficiente de
variagio (CV) em tomo de 20%, durante as determinagdes em biscoitos. Em
concentragdes superiores, as vitaminas B,, B; e nicotinamida apresentaram CV em tomo
de 5%. As vitaminas B e acido nicotinico apresentararn CV acima de 15%, quando

adicionadas em biscoitos em concentragdes inferiores a 30pg/ml..

A Tabela 3-10 apresenta as faixas de repetibilidade esperadas entre duas
determinagbes das vitaminas By, B, Bg, acido nicotinico ¢ nicotinamida em solugdo
padifio ¢ em biscoitos, com 90% de confianga. Desta forma, espera-se que os valores
fornecidos por determinag¢des, em duplicata, difiram dentro dos limites fornecidos pela
repetibilidade, com a confianga indicada. As viteminas By, B, e mnicotinamida,
respectivamente, apresentaram os melhores valores de repetibilidade, com a reducio das
suas respectivas concentragdes. De acordo com a Tabela 3-11, a diferenga fornecida pelas
duas médias de determinagdes padres, feitas em triplicata, com um intervalo de 30 dias,
permanecem dentro dos limites de repetibilidade esperados para cada vitamina,
previamente determinada sob as mesmas condigdes. O resultado demonstra a estabilidade

das curvas padrGes, neste intervalo de tempo.
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Tabela 3-10 Repetibilidade das vitaminas B, B, B, acido nicotinico e nicotinamida em
biscoitos de maisena ¢ em solugio padrdo, em 5 diferentes niveis de concentragdo

Yitamina Concentracio Repetibilidade Concentracio Repetibilidade
(mg/100g) (biscoitos) {11g/100 mL) (padrdes)
0,09 4 4,74 3
0,38 4 18,96 3
B 0,76 6 3792 5
1,14 5 56,9 5
1,52 7 75.8 8
0,08 5 4.0 4
0,32 4 16.1 5
B 0,64 4 32,2 5
G,26 5 48,2 4
1,29 3 64,3 &
0,12 7 6,1 2
0,49 9 24 4 6
B6 0,98 18 48,9 5
1.47 8 73,3 4
1,96 8 97,8 )
0,20 12 10,2 3
0,81 10 40,7 4
Acido nicotinico 1,63 9 81,4 5
2,44 10 1222 8
3,26 17 162,9 i3
1,1 8 52,7 7
4.2 17 210.,8 11
Nicotinamida 8.4 18 421,6 16
12,7 20 6324 1s
16,9 20 843.2 18

Nivel de significancia; 10%.
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A Tabela 3-12 apresenta as concentragdes das vitamunas By, By, B, 4cido
nicotinico e nicotinamida determinadas em biscoitos de maisena vitaminados, por
combinagdes fatoriais das varidveis inerenfes aos procedimentos de extracio ¢ limpeza do
extrato, para avaliagio da rusticidade do método de determinagdo simultinea das
vitaminas, por CLAE. A Tabela 3-13 mostra que o tempo de injegdo foi a variavel com
efeito mais pronunciado, entre os tratamentos promovidos, durante as determinagfes das
vitaminas B;, B, e acido nicotinico. Entretanto, nas condigdes estudadas, o mesmo foi
significativo, ao nivel de 5%, apenas para a vitamina B, sendo que a injegdo com 24
horas apresentou um efeito positivo de 5% sobre a média total desta A quantidade de
amostra foi a variavel que exerceu maior influéncia na determinacfo da vitamina By ¢ o
tempo de extragdo, a concentragdo do acido e o tipo de metanol foram as variaveis de
maior efeito na determinacéio da nicotinamida. Nessas condigdes, a extragio por 30 min, 0
4cido 0.1IN e o metanol Merck exerceram efeitos positivos de, aproximadamente, 3%

sobre a média fotal de nicotinamida.

Tabela 3-11 Diferengas médias deixadas pelas determinacBes dos padrdes
(ug/100mL), com 50 dias de intervalo

Determinacio By B, B; NA ND
Inicial 78,9 62.6 102.4 188,53 8144
Apos 50 dias 74,3 61,8 100,13 2026 823.0
Diferenca 46 0.8 2.4 141 8.6

NA: acido nicotinico, ND: nicotinamida.
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Tabela 3-12 Concentragdes {mg/100g) das vitaminas determinadas em biscoitos de
maisena vitaminados, através de combinagdes fatoriais, para avaliagfio da rusticidade
do método de determinagZo simultinea, por CLAE

Combinacio B, B, B NA ND

1 0,89 1,30 1,92 2,9 12,1
2 0,95 1.29 1.83 21 13.1

3 0,89 1,32 1,59 32 13,0
4 0,85 1,37 1,47 1.3 133
b 0,82 1,35 1,66 2.1 12,9
6 0,78 1,34 1,75 12 13,9
7 0,75 132 1,62 22 13.3
8 0,76 1,27 1,58 1,0 12,4
9 G,76 1,44 1,74 2,7 123
10 0,67 1,31 1,66 33 13,1
11 0,77 138 1,67 2.7 133
i2 0,82 1,40 1,72 34 13,0
13 0,72 136 1,68 28 13.6
14 80.72 1,45 1,63 33 13,4
15 0,72 1,38 1,73 2.4 13,0
16 0,73 1,33 1,42 2.6 11,3
Média 0,79 1,35 1,67 2,46 12.93
CV (%) 11 2 g 38 0.8

Pr>¥F 0,70 (3,25 0,73 0,78 0,02

" De acordo com a Tabela 3-2; CV: coeficiente de variagdo, Pr. probabilidade; NA: acido
nicotinico, NI, nicotinamida; F: valor teste-¥.
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Tabela 3-13 Estimativas dos efeitos das varidveis de extragdo e limpeza do extrato
durante as determinagdes das vitaminas By, B, B, 4cido nicotinico (NA) ¢
nicotinamida (ND} em biscoitos de maisena ennquecidos

Vita- Observacio Varidveis

mina A B C D E F G

By Estimativa do efege 0,10 0,02 0,04 005 0,01 -0,02 002
Significncia Pr>F) 0,15 074 049 037 092 068 071

B, Estimativa do efeito  -0,06 005 0,00 003 -001 000 0,03
Significncia (Pr >F) 0,05 0,08 080 017 056 09 014

B Estimativa do efeite 0,02 008 007 005 <005 003 0,05
SignificAncia (Pr >F) 0,80 0,34 0,45 0,57 0,53 0,71 0,56

NA  Estmativadoefeito -09 01  -03 06 01 01 00
Significincia (Pr>F) 020 090 063 034 079 081 093

ND  Estimativadoefeito 0,13 -0,11 012 051 -063 065 0,1l
Significincia ®r>F) 013 0,15 015 061 001 00l 017

" De acordo com a Tabela 3-1; Pr: probabilidade; F: valor teste-F

3.4 Conclusdes

As taxas de recuperagdo para as vitaminas By, B, By, acido nicotinico e nicotinamida em
leite sdo satisfatorias. Os dados de recuperagio ¢ repetibiiidade, em biscoitos, recomedam
cautela na aplicagfio do método, por CLAE, para determunagiio das vitaminas presentes em
baixos niveis de concentracio. A recomendacdo deve ser mais rigorosa, quando
consideradas as vitaminas Bg e acido nicotinico. A analise de robustez do método mostra
que o tempo de imjecdo ¢ a variavel com efeito mais pronunciado, entre os tratamentos
promovidos, durante as determinagbes das vitaminas B, B; e acido nicotinico. A
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guantidade de amostra ¢ a varidvel com mator influéneia na determinagfo da vitamina By
e o tempo de extracdo, a concentracdo do acido e o tipo de metanol sfo as vanaveis de

mator efeito na determinagdo da nicotinamida.

Recomendamos a aplicacdo do método de determinagio simultdnea, por CLAE, em
alimentos enriquecidos, com grandes vantagens em relagdo aos métodos recomendados

pela AQAC, principalmente pelos fatores que seguem:

» determinagdo simultinea de 4 vitaminas,

« separacio das duas formas da vitamina PP, 4cido nicotinico e nicotinamida;

s simplicidade e versatilidade nas etapas de extragdo e purificagio:

e uso de detector UV em substituic8o ao de fluorescéncia, com eliminagfio de reagbes de
derivacdo;

s menores possibilidades de perdas vitaminicas na execugo do método;

» ufilizaclio de reagentes com menores niveis de toxicidade e baixo custo;

« rapidez.
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Capitulo 4

Determinagiio simultinea, por CLAE, das vitaminas By, Bz, Bs, 4cido nicotinico e
micotinamida em biscoitos entiquecidos



DETERMINACAO SIMULTANEA, POR CLAE',
DAS VITAMINAS B;, B,, B;, ACIDO NICOTINICOE
NICOTINAMIDA EM BISCOITOS ENRIQUECIDOS

Resumo

O mercado brasileiro vem oferecendo uma grande variedade de biscoitos enriquecidos
com vitaminas do complexo B, nos Gltimos anos. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
niveis de enriquecimento, entre os diferentes tipos e marcas de biscoitos enriguecidos,
utilizando a CLAFE para determinagio simultinea das vitammas B, By, Bs ¢ PP, Foram
analisados 3 lotes diferentes de 24 tipos/marcas de biscoitos. As vitaminas sdo extraidas
com écido diluido, através de vibragio ultra-sonica, e a limpeza do extrato ¢ feita pela
adicdo de metanol e refrigeragfio. As vitaminas s30 separadas em coluna C18, em ehuiglo
por gradiente com 2% de acetonitrila e 98% de fase aquosa (SHA‘? SmM:; 0,15% de
TEA™ pH 2.8 ajustade com H,SOy diluido) no inicio da corrida, 3% de acetonitrila e
97% de fase aquosa em 3 min e 2% de acetonitrila, 41% de fase aquosa e 57% de
metanol, em 23 min de corrida. A detecgdo € feita através da absorgfio da radiagdio na
regifio do ultravioleta e a quantificagdo por padronizagdo extema. Os biscoitos de
chocolate apresentaram interferentes que dificultaram a determinagéo da vitamina Bs.
Todos os diferentes tipos de biscoitos, de uma Gnica marca, apresentaram apenas 30%
dos teores de vitamina B,, descritos nas embalagens dos produtos. Os biscoitos de coco,
de uma segunda marca, apresentaram niveis vitaminicos aproximadamente dobrados, em
relagiio aos valores declarados. Os demais biscoitos apresentaram niveis vitaminicos de

acordo com os valores declarados, ou com pequenas variagdes em relagio a estes,

' Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
2 Acido hexanosuifonico
* Trietitaming
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Abstract

In recent years a great variety of enriched biscuits have become available on the brazilian
market. The objective of this research was to determine the levels of enrichment in
different types and brands of enriched biscuits using HPLC' for the simultaneous
determination of the vitamins By, B,, By and PP. Three different batches of 24
types/brands of biscuit were analysed. The vitamins were extracted using dilute acid and
ultrasonic vibration and the clean-up effected by the addition of methanol followed by
refrigeration. The vitamins were separated on a C 18 column and gradient elution starting
at 2% acetonitrile plus 98% aqueous phase (SmM SHAZ;, 0.15% TEA® the pH being
adjusted to 2.8 with dilute H,80,), changing to 3% acetonitrile and 97% aqueous phase
after 3 minutes and to 2% acetonitrile, 41% aqueous phase and 57% methanol after 23
minutes. Detection was camried out by absorption in the ultraviolet region and
quantification by external standards. The chocolate flavoured biscuits presented
mterference which hampered the detection of vitamin By, Of one brand, all the different
types of biscuit analysed presented only 30% of the levels of vitamin B, stated on the
package. The coconut biscuits of a second brand presented approximately double the
levels of vitamin stated on the package. The remaining biscuits tested presented vitamin

levels equivalent to those stated on the package or with only slight variations.

! High performance lquid chromatography
* Hexanesulfonic acid
* Trimethylamine



4.1 Introduciio

Os derivados de cereais sdo responsaveis por mais de 40% da mgestdo de namina e
aproximadamente 30% da ingestdo de niacina e riboflavina nos Estados Unidos. A maior
parte destes nutrientes sdo provenientes de enriquecimento ¢ fortificago: 31% da tiamina;
18% da nboflavina ¢ 19% de niacina [COOK e WELSH, 1987]. Embora uma grande
variedade de alimentos enriquecidos, com vitaminas do complexo B, estejam sendo
oferecidos no mercado brasileiro, a grande diversidade de tipos e marcas de biscoitos

vitaminados fazem destes produtos um dos principais veiculos dessas vitaminas.

A aplicagdo de branqueamento, maturagfio ¢ agentes oxidantes, em condicdes
normais de processamento, ndo apresenta nenhum efeito sobre as vitaminas adicionadas
no enriquecimento da farinha de trigo [RANUM, 1991]. Nenhuma perda mensuravel de
tiamina tem sido observada durante a produgdo ¢ assamento de ples ¢, durante a
estocagem do produto, as perdas sdo minimas. Entretanto, a sua destruigdo, durante o
assamento de biscoitos, é extensiva em fungdo da elevada area superficial ¢ do pH
suficientemente  elevado, consequéncia da substituigdo do fermento pela soda
[RANHOTRA e GELROTH, 1986]. Visando a estabilidade, o mononitrato de tiamina tem

sido a forma mais empregada no enriquecimento dos derivados de cereais.

A riboflavina ¢ muito sensivel a luz, o que pode ser um problema no caso de
embalagens transpartentes, sendo que a instabilidade aumenta com a temperatura € 0 pH.
A niacina é uma das vitaminas mais estaveis e, em fungfio do tratamento alcalino, tal
como ¢ usado no tratamento de tortilhas e biscoitos, ocorre um aumento da niacina
assimilavel, provavelmente em fungdo da hidrdlise da niacina ligada durante ¢ assamento
[BOCK, 1991; RANUM, 1991; RANHOTRA e GELROTH, 1986]. A piridoxina,
aparentemente, ndo apresenta grandes problemas de estabilidade em produtos de

panificagdo.
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A determinagio das vitaminas do complexo B em produtos de panificagdo tem sido
feita por métodos microbiolégicos [RANHOTRA E GELROTH, 1986], fluonmeétricos
[RANHOTRA e GELROTH, 1986] ¢ por CLAE [HAGG, 1994; WEHLING ¢ WETZEL,
1984. MAURO e WETZEL, 1984; FELLMAN e1 afii, 1982; AUGUSTIN et a/iz, 1982}
AGOSTINI e GODOY (1996) desenvolveram ¢ validaram uma metodologia, por CLAE,
com aplicagdo em alimentos enriquecidos, que, além das vantagens de eficiéncia, rapidez
e simplicidade, permite a determinagfo simultinea das vitaminas By, B;, B¢ & PP, com

separacio das duas formas da Gltima vitamina, acido nicotinico e nicotinamida.

Este trabatho teve como ohjetivo a determinagdo simultinea das vitaminas By, By,

B, e PP, por CLAE, em biscoitos enriguecidos.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Material

Foram analisadas 24 tipos/marcas de biscoitos enriquecidos, de acordo com a
disponibilidade no mercado, sendo: 5 marcas de biscoitos de maisena (marca comercial
grafada com Z, registrada), 5 marcas de biscoitos de leite, 4 marcas de biscortos maria, 2
marcas de biscoitos de coco e 8 marcas de biscoitos recheados de morango, sendo 4
destes com massa de chocolate. Para cada marca/tipo de biscoito, foram analisados 3
diferentes lotes, identificados pela data de fabricacdo. As amostras foram adquiridas, entre
setembro de 1995 e janeiro de 1996, em 5 supermercados de médio ¢ grande porte na
cidade de Campinas, SP, sendo que apenas a marca RC foi proveniente da cidade de
Fortaleza, CE. Os ingredientes descritos nas embalagens dos produtos analisados estdo
dispostos no Awpéxe 10. As amostras foram preparadas com 200 g de biscoitos,
previamente homogeneizados em multiprocessador de alimentos. Todas as determinacSes

foram feitas em duplicata.
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4.2.2 Reagentes

Os padres mononitrato de tiamina (vitamina B,), riboflavina (vitamina B), cloridrato de
piridoxina (vitamina Bg), acido nicotinico (vitamina PP) e nicotinamida (vitamina PP)
foram cedidos pela F. HOFFMANN-LA ROCHE Litda, S30 Paulo, Brasil. O sal sodico do
1-acido hexanosulfbnico, aproximadamente 98%, foi fornecido pela SIGMA Chemicals
Co, USA. O metanol (ominsolv) e a trietilamina (para sintese) foram fornecidos pela
MERCK, Alemanha. A acetonitrila com pureza cromatografica foi fornecida pela
MERCK, Brasil. Todos os outros reagentes quimicos utilizados apresentaram grau de
pureza analitico e foram obtidos no comércio local. A dgua, utilizada no preparo das fases

moveis, foi purificada no sistema Milli-Q (MILLIPORE}. As fases méveis foram filtradas
em filtros FLUOROPORE (MILLIPORE HAWP 0013), com poros de 0,45 um de

diametro, e degaseificadas em banho ultra-somnico.

4.2.3 Equipamento

Foi utilizado um cromatografo a liquide VARIAN com bomba ternaria modelo 9010,
sistema de injecdo manual tipo Rheodyne, equipado com loop de 20 pl, detector
policromético de arranjo de diodos, modelo 9065. Acoplade a esse sistema um integrador
VARIAN, modelo 4400, Foram utilizadas coluna analitica Spherisorb ODS-2, Sum, 150 x
4.6 mm, SIGMA-ALDRICH, USA ¢ colunas de guarda C18, 5 um, ODS-1 VARIAN,

empacotadas no laboratorio.

4.2.4 Métodos

4.2.4.1 Extracio

Entre 4 e 5 g de amostra, previamente homogeneizadas, foram utilizadas para a extragdo

das vitaminas, feita com 45 mL de 4cido sulffirico 0,1 N em banho ultra-sdnico, por 60
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min. A limpeza do extrato é feita pela adigdo de metanol, em quantidade suficiente para
completar 100mL, e refrigeragdo a -18°C, por 60 min. O extrato é filtrado em papel de

filtro comum e, antes de ser injetado no cromatografo, em filtros fluoropore (MILLIPORE

FHLP 01300), com poros de 0,5um.

4.2.4.2 Cromatografia

As vitaminas sio separadas através de eluicBo por gradiente, em vazio de 0,7 mi/min,
com 2% de acetonitrila e 98% de fase aquosa (SHA 5mM; 0,15% de TEA; pH 2,8
ajustado com H,SO; diluido) no inicio da corrida, 3% de acetonitrila ¢ 97% de fase
aquosa em 3 min e 2% de acetonitrila, 41% de fase aquosa e 57% de metanol, em 23 min
de corrida. As condigSes iniciais sdo, entdo, retomadas ¢ a coluna ¢ re-equilibrada por 20
min. Os compostos sdo detectados pela absorgio na regidio do ultra violeta a 254 nm até 9
min., 287 nm entre 9 ¢ 15 min e 254 nm entre 15 ¢ 23 min. A identificagfio ¢ feita por
comparagio dos tempos de retengio, obtidos com padrOes analisados nas mesmas
condigdes, por co-cromatografia e pelos espectros de absorgfo, fornecidos pelo detector
de arranjo de diodos. Os graus de pureza dos picos sdio determinados pelas razbes entre as
absorbancias obtidas em diferentes A. A quantificagdio das vitaminas ¢ ferta por curvas de
padronizagio externa, contruidas com 6 niveis de concentragfo, sendo cada ponto
representado pela média de 3 determinagdes. As curvas foram feitascom 1, 4, 8,12, 16 e
20 ml de solugio padrio contendo 5,11; 3,99, 6,09; 30,75, ¢ 11,67 ug/100 ml. das
vitaminas B;, Ba, B, nicotinamida e 4cido nicotinico, respectivamente. As aliquotas sdo
diluidas para 45 mL com 4Agua e para 100 mL com metanol, imediatamente filtradas em
filtros fluoropore (MILLIPORE FHLP 01300), com pores de 0.5um, e mjetadas no

cromatografo. Todas as etapas desenvolvidas sdo devidamente protegidas da luz.

4.2.4.3 Determinacao de pH

O pH das amostras foi determinado, por potenciometria, & partir de suspensdes a 10%,
conforme método da AQAC n” 940.22 [CUNNIFF, 1995].
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4.3 Resultados e discussio

A Figura 4-1 mostra os perfis cromatograficos da soluglio padr@o e dos extatos
vitaminicos de algumas amostras de biscoitos. Os Anexes 1, 2 ¢ 3 mostram perfis de
alguns espectros, obtidos através de detector de arranjo de diodos, nos tempos de retengdo
correspondentes as vitaminas By, By, Be, 4cido nicotinico ¢ nicotinamida. O grau de
pureza de cada pico fol observado através das relagbes entre absorbancias, de cada
vitamina, obtidas em 2 diferentes A. As relagbes obtidas para os biscoitos analisados
foram comparadas com aquelas obtidas para os padrbes. A Tabela 4-1 apresenta as
relagies entre absorbincias de cada vitamina, obtidas em diferentes A, para os padrGes ¢
os diferentes biscoitos analisados. As relagOes mais éiferenciadas, entre as vitaminas
presentes nas solugdes padrdes e nas amostras, foram aquelas obtidas para o acido
nicotinico, forma vitaminica naturalmente presente em alimentos, como farmhas e
biscoitos, Embora esta vitamina apresente um pico cromatografico sempre mutto fino, este
coeluiu com a canda de um interferente, o que influenciou, parcialmente, na identificagio
e quantificacio desta vitamina. Entretanto, os resultados obtidos funcionaram,
satisfatoriamente, como uma estimativa do valor real desta vitamina em biscoitos. Em
biscoitos recheados, com massa de chocolate, um interferente, provavelmente presente no
cacauy, dificultou 2 determinacfio da vitamina Bes. Em biscoitos de lerte. da marca RC’, a
determinacéo da vitamina B, também foi dificultada pela presenca de interferente (Figura
4-1d). As Tabelas 4-2 3 4-7 apresentam os teores vitaminicos determinados nos diferentes

tipos de biscoitos.

Todos os diferentes tipos de biscoitos da marca NS apresentaram menos de 30% do
teor de vitamina B, descrito na embalagem. Esses baixos teores, provavelmente, sdo
consequéncia de degradacdes durante o processamento dos biscoitos, pois nenhum outro
produto analisado, da mesma marca, apresentou este perfil vitaminco, sendo que a farinha
tactea NS (Capitule 5) chegou a apresentar o dobro dos niveis de By ¢ By, em relagfo aos

valores declarados. Além disso, um pico cromatografice (Z), com tempo de retengo 4-3
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min inferior ao da vitamina B, (Figura 4-1b), detectado apenas nos biscoitos desta marca,
apresentou o mesmo perfil do espectro de absorgfio desta vitamina (Anexo 1 g). Se
considerado com a mesma atividade da vitamina B,, a soma dos 2 picos forneceria os

teores vitaminicos declarados nas embalagens dos biscoitos desta marca.

Os biscoitos de maisena CR apresentaram 70% do valor descrito para a vitamina
B,. Os biscoitos de coco da marca BD (Figura 4-1¢) apresentaram nivels vitaminicos
aproximadamente dobrados, em relagdo aos valores declarados nas embalagens deste
produto. Os demais produtos analisados apresentaram niveis vitaminicos de acordo com

os valores declarados, ou com pequenas variagdes em relagdo a estes.

Tabela 4-1 Razdo entre absorbancias a 234 e 254 nm, para as vitaminas By, B,, acido
nicotinico (NA) e nicotinamida (ND), ¢ a 254 ¢ 278 nm, para a vitamina By

Amostras B, B, B, NA N
Maisena NS 245 244 267 242 247
Maisena RC 241 244 264 240 246
Maisena I 245 244 270 243 247
Maisena CR 245 246 264 241 246
Maisena TD 244 245 269 242 246
Muria NS 245 246 266 244 247
Maria TR 245 246 267 244 244
Maria IL 243 246 266 243 247
Maria CR 244 246 266 244 247
Leite BD) 244 244 270 243 247
Leite TR 243 246 267 242 249
Leite RC 243 247 268 244 246
Feite RO 243 245 269 243 247
Leite BL 244 246 267 241 248
Cogo NS 245 247 266 243 247
Coco BD 245 247 267 243 248
Chocolate CR 244 244 264 242 247
Chocolate NB 242 243 267 241 247
Chocolate RC 240 246 267 244 247
Chacolate RC 241 246 263 240 247
Morango NS 247 231 267 2 247
Morango TR 245 245 266 240 347
Morango L 242 244 267 241 247
Mcsrango BD 246 244 266 243 245
Padries 242 245 243, 247 268, 269 249 247
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Figura 4-1 Perfis cromatograficos: (a) de solugio padrio; (b) de biscoitos de morango NS; {¢) de biscoitos
de coco BD: e (d) de biscoitos de leite RC” (d). Condigdes cromatograficas descritas no texto.
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Tabela 4-2 Conceniracio de vitaminas do complexo B {mg/100g) em biscoitos de maisena

enriquecidos

Marcas/lotes A B, B; B NA ND PP
NS1 3 .85 0,28 1.6 2.1 18.6 206.7
NS2 3 1.07 .25 1.2 2.3 17,1 14,4
NS3 G 1.00 .31 1.0 O.R i5.8 16,6
Média - DP 097-0,11{0.28-0,03] 1,2-03 1,708 172-14 159-2.1
Embalagem* {160 0,90 1.26 —_ — 11.00
RCI 3 0.45 0.87 1.2 1.6 10.0 t1.2
RC2 3 046 096 P4 1.5 10,0 il.8
R(3 3 0,71 0,86 i4 P4 16.3 i1
Média - DP 054 -0,1531090-000] 1.4-01 14-04 16,2 - 1.2 11.6-43
Embalagem® 0,60 0,90 1.24 e o 1106

| 18] 4 0.67 .93 13 1.0 13.3 14.2
1.2 3 1,12 1.13 14 1.3 11.5 12,9
T3 7 0,99 1.69 il 1.9 12,0 _—
Média - DP 093-0231505-011) 11-0.2 12-64 12.3-49 13,6-0.9
Embalagem* 0,96 1.08 1.26 — e 1046
CR1 12 1.09 142 1.1 1.8 12.5 14.32
CR2 i2 086 (.97 1.1 2.2 123 14 56
CR3 16 1.09 1.23 1.7 2.2 10.8 12 96
Média - DP 103 -4 131 1.07-0141F 1.3-03 21-03 11918 140-09
Embalagem* 1.04 1,43 1,22 e —_— 13,54
i 3 1,20 1,13 1.8 19 14,1 153
D2 7 1,13 1,07 1,7 2.0 12,7 14,8
Th3 8 1,38 1,37 2.2 2.3 12.6 14,9
Mdédia 1,23-0.1211,206-0,161 1982 2,102 13,1-09 15.6-0.3
Embalagem* 0,60 1,08 1.02 —— B 12.06

PV: prazo de validade (meses); NA: acido nicotinico, ND: nicotinarmida, vitamina PP = NA+ND; DP:
estimativa do desvio padrio; ~ valores fornecidos pelas embalagens dos produtos; - ndo fornecidos.
Coseficiente de variacio, entre duplicatas, inferior a 5% para as vitaminas B, B, e aicotinamida, inferior a
109% para a vitamina Bs e inferior a 13% para ¢ acido nicotinico.
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Tabela 4-3 Concentragdio de vitaminas do complexo B (mg/100g) em biscoitos maria

enriquecidos

Marcas/lotes PV*# B, B, Bs NA ND PP
Ns1 4 4,90 022 1.5 1.7 15,5 17.2
NS2 4 .78 0.19 1.2 2.0 14.7 16,6
NS3 6 .90 028 1.2 1.8 15,0 168
Média - DP 0.86-0071023-003 13-0.2 1.8 -4.1 151-04 16,9 -3
Embalagem*® 0,60 0,90 1.2¢ BU— SR 11,00
TRI 5 (.45 1,23 1.6 1.8 134 4.8
TR2 7 1.01 (1,93 1.3 0.4 12.4 i3.2
TR3 7 0.85 1.63 i0 2.0 137 157
Média - DP 0.77-04.291 160015 1,6-0.1 1.5-4.46 13.0-07 146-1.3
Embalagem® 0,60 {3 B0 1.2 e cnnsmnmn 1:.00
L1 3 1,16 137 1,2 1.7 16,7 12.3
.2 3 1,35 (3,98 0.8 1.2 IRy 122
L3 3 1.45 107 1.1 1.6 143 i34
Média - DP 130~0,18 1 1,14 - 0,21 1.0-0.2 1.3-03 120-2.0 133 - 1.8
Embalagem® .96 1.08 1,20 _ sonmerer—s 10,44
CR1 11 1.19 1.28 1.9 2.2 10,5 12,7
CR? 11 0,99 1,32 1.4 2.1 11.0 131
CR3 12 0,91 1,07 1.0 1.t 123 1314
Média - DP 1.03-0.14) 1,22-0.13 1,4-0.5 18-006 113-1.0 13.3-04
Embalagem™ 107 147 120 e _ 13,89

PV: prazo de validade (meses);, NA: acido nicotinico; ND: nicotinamada; vitamina PP = NA+ND,; DP:
estimativa do desvio padrdo; ~ valores fomecidos pelas embalagens dos produtos; - ndo fornecidos,
Coeficiente de variacio, entre duplicatas, inferior a 5% para as vitaminas B;, B, 2 nicotinamida, mferior a
10% para a vitamina B, e inferior a 13% para o dcido nicotinico.
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Tabela 4-4 Concentragfo de vitaminas do complexo B (mg/100g) em biscoitos de leite

enriquecidos

Marcas/lotes Py By B, B NA ND PP
BD1 7 87 1.8 1.4 2.0 13.6 150
BD2 1¢ 1.09 1.5 20 0.6 158 16,4
B3 13 0,97 1.4 1,6 11 14.9 16.{
Média -DP 098-0111 1.6-02 1,7-03 1L2-07 148-11 158407
Embalagem* 0,60 3,90 1,20 —_ S— 10,20
TRI1 9 .63 82 i.8 2.3 12.3 144
TR 9 (.62 1.06 1.7 1.9 12,1 14,48
TR3 9 0.77 103 1.4 0.7 08 115
Miédia - DP 0.68-008[097-0.131 1.7-02 | 1.6-08 | 11.7-08 13.3-1.6
Embalagem* 0,60 £,90 1,20 — — 11.00
RC1 & 1.29 i.1s 1.5 0.3 13,4 i4.2
RC2 & 1,24 i.06 1.9 1.2 12,3 13.7
R{C3 6 1.17 1.09 1.8 0.8 139 4.8
Média - DP 1220091 1 10-005) 1.7-02 .9%-03 133-0.7 142~ 0.5
Embalagem* 0,60 0,90 1.20 R — 11,00
RC*1 6 0,52 1,60 2.2 3.3 14.0 14,5
RC"2 6 .83 1.32 23 2.9 15,5 16.4
RC*3 & .76 1,28 3.3 1,0 14,9 15,9
Média - DP 0,770-.016] 1400171 2.2-01 08-02 i4.8 -8 136-1.0
Embalagem™ 0,60 090 1,20 — enmemr il1.00
BL1 8 1,59 1,17 1,3 0.8 11,5 12,2
BLZ 9 1,39 1.1% i,6 13 12.5 13,9
BL3 9 1,48 1.34 1.6 16 1.0 12,4
Média - DP 1,49-0.1 11,23-0,02] 1,3-02 1,2-04 11,7-0.8 12,5-08
Embalagem® 0.96 1.08 1,20 — e 10,40

PV: prazo de validade {meses); NA: acido nicotinico, ND: nicotinamida; vitamma PP = NA+ND; DP:
estimativa do desvio padrio; “valores fomecidos pelas embalagens dos produtos; : ndo fomecidos.
Coeficientes de variagdo, entre duplicatas, inferior a 5% para as vitaminas By, B; e nicotmamda, mfenor
a 10% para a vitamina By e inferior a 13% para o acido nicotinico.
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Tabels 4-5 Concentragiic de vitaminas do complexo B (mg/100g) em biscoitos de coco
enriguecidos

Marcas/lotes PV* B B B NA ND PP
NS1 4 0,83 0.28 1.1 1.9 143 16,2
NS§2 5 {,59 0,41 1.0 4.5 13.3 138
NE3 f 1,19 0.21 1.6 3.7 15,2 i59
Média - DP 0870301030610} LO-0G1 1.0-0.%8 143-0.9 153-13
Embalagem* 0.60 0,90 120 e e 1,60
BD} 8 (.73 202 2.2 [ 17.0 18.08
BN 4] 1,53 1,61 2.0 2.4 17.7 2067
B3 11 1,13 1.83 2.4 1.7 19.2 2084
Média - DP 1,13-04 1182-0211 2,2-0.2 1.7-07 180-1.1 19.66
Embalagem* 0.60 .90 iz — —— 16,2

PV: prazo de validade (meses); NA: acido nicotinico; NI nicotinamida; vitamina PP = NA+ND; DP:
estimativa do desvio padrio; "valores fornecidos pelas embalagens dos produtos; ' ndo fornecidos,
Cosficientes de variagio, entre duplicatas, mferior a 5% para as vitandaas B,, B; e nicotinamida, mferior
a 10% para a vitamina B e inferior a 13% para o acido nicotinico,
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Tabela 4-6 Concentracio de vitaminas do complexo B (mg/1G0g) em biscoitos de chocolate
enriquecidos, recheados

Marcas/lotes | PV* B: B, B; NA Nb PR
CRi1 10 0.62 (.93 —— 0.9 10,2 i1t
LR2 4] 083 092 — 0.6 10,0 186
CR3 11 1.11 0,78 e 0.6 .0 14.5
Média - DP G83-023 1 0.88-008 — 07-0.2 100 0.2 107-03
Fmbatagem™ .60 0,90 1.20 e 11.040 S—
NBi ) 0,91 .96 1.4 — 15.6 e
NB2 3 0 38 1.20 0.8 1.5 193 208
NB3 4 0.61 1,21 — 1.7 199 21.6
Meédia DP 677015 1 L12-004 | 113040 | 159.40.00 i£3-23 21205
Embalagem* 0.8 (.9 1.3 B o 12.4
RCH 3 .72 1,08 1.5 0.7 1.0 11.7
RC2 H 674 1.07 1.7 0,4 11.2 11.6
ROC3 6 1.00 0.93 1.3 0.7 11.1 118
Média DP 082016 | 1L00-007 }5-02 0.6 -02 137 -0} iL,7-0.1
Embalagem* .60 8,90 1.20 — e 110
RO*1 5 86,76 119 1.5 1.0 j2®% 138
RO*2 A 0,87 1.09 1.7 (d 13.4 138
RC*3 6 1.1¢ 1,22 E— 1.2 13,7 i1
Média DP 091-017 ] 1,17-007 { 16-02 0.9-04 13.3-04 § 142-08
Embalagem® G.60 0,90 1.20 i — 11.0

FV: prazo de validade (meses), NA: acido nicotinico;, ND: nicotinamida; vitamina PP = NA+ND, DP:

estimativa do desvio padrio; “valores fomecidos pelas embalagens dos produtos,

: pdo fomecidos,

Coeficientes de variacio, entre duplicatas, inferior a 5% para as vitaminas By, B, e nicotnamida, infenor
a 10% para a vitamina B; ¢ inferior a 13% para o acido nicotimca,
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Tabela 4-7 Concentracio de vitaminas do complexo B (mg/100g} em biscoiios enriquecidos
recheados de morango

Marcasfiotes § PV* B, B; B, NA ND PP
M1 4 1,09 .40 1.3 i3 13.0 16,7
NS2 4 1,23 0.23 1.3 4.5 18,3 I8.8
NS3 4 1,08 .33 1.3 8.7 19.3 200
Média - DP — 113608 1 0,32-0,08 1.4-03 D8-04 176-22 18,5-1.7
Embatagem® — 0,66 (3,90 1,20 B 11,00 —_
TR 9 0,75 0,77 1.1 0.8 10.0 10.8
TR2 9 0.57 1,09 1.5 4.9 113 i2.3
TR3 10 071 .94 1.8 0.9 11,8 12.7
Meédia - DP — 068-0,00 1 493-0.16 14-G4 D9-0.1 1L0-10 119~ L0
Embalazem* —_— 0,60 0.90 1,20 — B — 11,046
1L3 ) 0,91 114 1.4 0.5 12,2 12,7
1.2 6 0.88 117 1.4 0.4 ilo 12l
L3 7 1,00 1.19 1.6 0.7 L7 12.3
Média - DP e 093.006 @ 1,17-0,03 1.3-03 0.53-011 | IL84-031 0 12403
Enmhalagem* —_ 0,96 1.08 1.20 — — 10,4
BDi 8 g73 i.21 1.2 0.4 14,9 113
B2 9 074 (,96 1.2 0.8 18,6 12.4
BD3 11 §.71 1,06 1.1 0.4 18,3 10,8
Média DP — 073002 | 1.06-013 12«60 3303 11.6-048 11,5-08
Embalagem* e .60 0,90 1,20 —_ s 10.2

PV: prazo de validade {meses); NA: écido nicotinico; ND: nicotinamida; vitamma PP = NA+ND; DP:
estimativa do desvio padrio; “valores fomecidos pelas embalagens dos produtos; . nfo fomecidos.
Coeficientes de variagdo, entre duplicatas, inferior a 5% para as vitaminas By, B; & nicotinamida, mferior
a 10% para a vitamina Bs ¢ inferior a 13% para o acido nicatinico.
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Aparentemente, as vitaminas se mantém estdveis durante a vida util do produto,
sendo que ndo foi observada alguma tendéncia de reducio dos teores vitaminicos em lotes
com menores prazos de validade. Nenhuma relagdo foir observada entre os mnivels
vitaminicos ¢ os diferentes tipos de biscoitos analisados. Os biscoitos de coco, da marca
BD, apresentaram os matores teores vitaminicos, entre todas as amostras analisadas,
gnquanto que os biscoitos de leite, da marca RC, apresentaram altos niveis de By. Os
biscoitos recheados apresentaram 08 menores niveis vitaminicos, enfre 0s biscottos
analisados da marca BD e CR. Os diferentes tipos de biscoitos das marcas NS, TR ¢ IL
apresentaram niveis vitaminicos semelhantes, dentro da mesma marca. A Figura 4-2
mostra a relagdo entre as médias totais de cada vitamina, determinadas entre os diferentes
tipos de biscoitos fornecidos pela mesma marca, entre as quais foram analisados 3 ou mais
tipos de biscoitos enriquecidos. Estes niveis foram significativamente diferentes, ao nivel
de 5%, apenas para a vitamina B,, determinada na marca NS, indicando, desta forma, que
os diferentes fabricantes apresentaram niveis de enriquectmento semelhantes nestes

produtos.

Considerando a sensibilidade das vitaminas, com relagfo as diferentes faixas de
pH, os valores deste foram determinados em todos os biscoitos analisados (Tabela 4-8),

entretanto, ndo foi observada nenhuma relagdo entre estes valores e os feores vitaminicos

determinados.
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Figura 4-2 Médias de teores vitaminicos, com relagho s diferentes marcas de biscoitos
enriquecidos.

Tabela 4-8 Valores de pH dos biscoitos analisados, provenientes de diferentes fabricantes

Produte pH  Produte phi
Biscoitos de lelte Biscoitos de maisena

BD 5,8 NS 5.4
TR 6.8 R{ 5,3
RE 7.3 1L 5,4
RC* 6.8 CR 0,5
BL 69 TD 6,5
Riscoitos maria Biscoitas de coco

NS 6,7 NS 7.2
TR RE B 7.0
1 - S
R 7.0 e
Riscoitos de chocelate recheadoy Biscoifos recheados de morango

R 6,7 W& 0,7
NB 5,7 TR 6.8
R 6.8 i, G0
RC* 7.0 B 6,5
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As taxas de recuperagiio das vitaminas determinadas por CLAE, em biscoitos de

maisena ndo enriquecidos, variaram entre 96-114%, para concentragBes entre 5-100
1g/100mL de vitamina B,, B; ¢ Bg ¢ entre 100-750 pg/100ml de nicotinamida. As
mesmas taxas variaram entre 75-88%, para concentragbes entre 15-175 ug/100mlL de

Acido nicotinico.

Considerando-se 40 g a porgiio média diaria de biscoitos doces para coletividades
[SILVA ¢ MONNERAT, 1986}, os teores vitaminicos descritos na matoria das
embalagens dos biscoitos enriquecidos (0,60, 0,90, 1,20 e 11,00 mg/100 para as vitaminas
By, B,, Bs e PP, respectivamente) correspondem a cerca de 20% da RDA média para a
vitamina B, e 25% desta para as vitaminas By, Be e PP. De acordo com estes percentuais e
com a média calorica para biscoitos doces, que, segundo FRANCO (1992), € de 379
cal/100g, a ingestdo vitaminica/2000cal de produto corresponde a cerca de 2,5 e 3,0
RDAs para as vitaminas B,, B,, respectivamente, e 3,5 RIDAS para as vitaminas Be e PP.
Estes dados sugerem a necessidade de maior rigor no estabelecimento das taxas de
enriquecimento dos biscoitos, de acordo com as calorias fornecidas pelo produto, com o

objetivo de previnir ingestdes excessivas dessas vitaminas.,

4.4 Conclusoes

# A determinacio do acido nicotinico, nos biscoitos enviquecidos, ¢ dificultada pela
presenca de compostos interferentes, que coeluem com a mesma, entretanto os
resultados obtidos fornecem uma estimativa bastante satisfatoria do teor dessa

vifaming.

» Interferentes presentes mos biscoitos de chocolate ¢ nos biscoitos de leite RC’
dificultaram a determinacdo das vitaminas By ¢ B respectivamente, As demais

determinagdes foram faciimente conduzidas pelo método apresentado.
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s Os biscoitos da marca NS apresentaram apenas 30 % dos teores de vitamina B;
descritos nas embalagens dos produtos. Apenas 0s biscoitos dessa marca apresentaram
um pico com caracteristicas espectrais idénticas a B, sendo, provavelmente, um

produto de degradagéio dessa vitamina,

o Os biscoitos de coco da marca BD apresentaram niveis vitaminicos aproximadamente

dobrados, em relagfio aos valores declarados.
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Capitnle 5

Determinacio simuitdnea, por CLAE, das vitaminas B, B, Bg, acido micotinico ¢
aicotinamida em alimentos enriquecidos



DETERMINACAO SIMUL'[‘&N'EA, POR CLAE!,
DAS VITAMINAS B;, B,, B¢, ACIDO NICOTINICO E
NICOTINAMIDA EM ALIMENTOS ENRIQUECIDOS

Resumo

Uma ampla variedade de alimentos enriquecidos vem sendo oferecida no mercado
brasileiro, nos Gltimos anos. O principal alvo desses programas de enriquecimento esta
relacionada com o marketing do produto, o que nem sempre vai de encontro com a
garantia da melhor qualidade nutricional. O objetivo deste trabalho foi a determinagdo
simultinea das vitaminas B,, B,, Bg, acido nicotinico e micotinamida, por CLAE, em
alguns alimentos enriquecidos. As vitaminas .sfo extraidas em solugdo acida, através de
vibragdo ultra-sénica. A limpeza do extrato ¢ feita pela adigio de metanol e refrigeragio.
As vitaminas siio separadas em colunas C18, utilizando eluigfo por gradiente com 2% de
acetonitrila e 98% de fase aquosa (SHA®SmM; 0,15% de TEA®; pH 2,8 ajustado com
H,80, diluido) no inicio da corrida, 3% de acetoniirila ¢ 97% de fase aquosa em 3 min ¢
2% de acetonitrila, 41% de fase aguosa ¢ 57% de metancl, em 23 min de corrida. As
vitaminas s3o detectadas através de detector ultravioleta e quantificadas por padronizagdo
externa. Entre as 5 marcas de flocos de mitho analisadas, 4 apresentaram menos de 30%
dos niveis vitaminicos declarados. Uma marca de macarrfo, entre as 3 analisadas, no
apresentou nenhuma das vitaminas descritas nas embalagens do produto. As farmhas
lacteas, em geral, apresentaram niveis vitaminicos superiores aos declarados. O
complemento alimentar para desenvolvimento de massa muscular apresentou teores de
B,, B, e nicotinamida superiores a 300% dos valores declarados. Os resultados indicaram

a necessidade de maior rigor no controle dos teores vitaminicos desses produtos.

! Cromatografia Liquida de Al Eficiéncia
* Acido hexanosulfbnico
? Trietilamina
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Abstract

In recent years a wide variety of eariched foods have become available on the brazlian
market. The main target of these enrichment programmes is related to the marketing of the
product, which does not necessanily guarantee the best nuiritional guality. The objective
of this research was the simultaneous determination by HPLC! of the vitamins B; By, Bs.
nicotinic acid and nicotinamide in some enriched foods. The vitamins are extracted by
dilute acid with ultrasonic vibration, The clean-up of the extract is carried out by the
addition of methanol followed by refrigeration. The vitamins are separated on a C 18
column using gradient elution starting at 2% acetonitrile plus 98% aqueous phase (5 mM
SHA® 0.15% TEA®; the pH being adjusted to 2.8 with dilute H;S0,), changing to 3%
acetonitrile plus 97% aqueous phase after 3 minutes and to 2% acetonitrile, 41% aqueous
phase and 57% methanol after 23 mimutes. The vitamins were detected using an
ultraviolet detector and quantified using external standards. Of the 5 brands of cornflake
analysed, 4 presented less than 30% of the levels stated on the package. Of the 3 brands of
macaroni analyzed, one did not present any of the vitamins stated on the package. In
general the lactic flours showed vitamin levels superior to those stated on the package.
The food supplement destined to develop muscle mass presented levels of B, B, and
nicotinamide 300% greater than the declared values. The results indicated the need for

greater control of the vitamin levels of these products.

! High performance liqmd chromatography
? Hexanesnlfonic acid
? Tristhylamine
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5.1 Introducao

(Os cereats desempenham um importante papel no atendimento as necessidades
nutricionais humanas e, assim como outros alimentos, sio boas fontes de alguns nutrientes
¢ pobres em oufros. O trigo e o mitho sfio as maiores fontes mundiais de calorias e
proteinas, especialmente em paises do terceiro mundo, fornecendo até 80% das calorias na
Rissia, 55% no México ¢ 67% na India [FL -DASH, 1994]. No Brasil, os cereais
tornecem em torno de 40% das calorias consumidas, com excecdo da regifio nordeste
{28%), onde a farinha de mandioca também supre grande parte das necessidades caléricas

[IBGE, 1974].

No trigo, o contendo vitaminico varta de uma parte para outra no griio integral,
sendo que o endosperma é convertido em farinha durante a moagem, enquanto o aleurona
e o germe s#o separados como farelo. Apesar de melhorar as caracteristicas tecnoldgicas
da farinha, a retirada destes componentes promove uma redugfio drdstica da tlamina e
vitamina Be {(cerca de 90%), niacina (80%), acido pantoténico (70%), riboflavina (50%) ¢
minerais [MATTERN, 1991}, Entretanto, a medida que se aumenta a extragdo, a farinha
toma-se mais escura, seu valor tecnolégico diminui, porém seu valor nutricional aumenta.
Além das vitaminas naturalmente presentes, varios paises promovem o enrguecimento da

farinha e dos demais derivados de cereais durante o processamento.

A legislago brasileira define como alimentos enriquecidos todos aqueles aos quais
forem adicionados nutrientes, seja visando a reposigo de perdas pelo processamento, seja
suplementando o alimento com niveis nutricionais superiores ao seu contelido normal.
Com relagio ao complexo B, permite a adi¢iio das wvitaminas B,, B;, B, fator PP
cobalamina e acido f6lico em alimentos que devem fornecer, na por¢dio média diana
ingerida, 60%, no minimo, das recomendagbes para adultos - RDA americana. B
permitida, ainda, a adi¢@o de niveis superiores em até 100% para compensar evenfuals

perdas durante o armazenamento, desde que o alimento apresente necessidade
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comprovada. A tnica restricio refere-se a adicdo de vitaminas em bebidas alcdolicas
[ABIA, 1992].

A matoria das vitaminas sfo altamente instdveis ¢ adversamente afetadas pelo
processamento dos almmentos. O efeito do cozimento convencional depende da natureza
do alimento e das condigdes do processo, podendo afetar, principalmente, a vitamina By,
A retenglo vitaminica no macarrfio cozido depende da possibilidade de degradagio, em
fun¢do das altas temperaturas aplicadas, ¢ das taxas de hxiviagdo. Entretanto, as matores
perdas observadas resultam, geralmente, da lixiviagdo das vitaminas hidrossoliiveis para a
agua de cozimento [AYRANCI e KAYA,1993]. RANHOTRA et g/ii (1985) verificaram
retencbes em torno de 55, 54-65 e 53-72 % das vitarunas B;, B; e niacina ¢ B,
respectivamente, em macarnrdes de marcas variadas, preparados conforme as

recomendacdes descritas nas embalagens dos produtos.

A extrusdio, baseada na Aigh-temperature short time (HTST), tem sido aplicada,
principalmente, no processamento de derivados de cereats. A retengfio das vitaminas, no
produto acabado, peralmente decresce com o aumento da temperatura e/ou do tempo de
residéncia no extrusor. O aumento da umidade inicial do material a ser extrudado, pela
adigdo de 3-11% de agua, geralmente melhora a retenglo das vitaminas By e Bg

[KILLEIT, 1994].

A determinacdo das vitaminas do complexo B em alimentos tem sido feita através
de métodos microbiologicos [OAMEN er afif, 1989; RANHOTRA er alii, 1985],
fluorimétricos [VARGAS er alii, 1995, RANHOTRA er alii, 1985] ¢ por CLAE
[AYRANCI ¢ KAYA, 1993; MARINI er alii, 1988, MAURO ¢ WETZEL, 1984] A
metodologia, desenvolvida por AGOSTINI e GODOY (1996), para determinagio
strnultdnea das vitaminas By, B,, Be, acido nicotinico ¢ nicotinamida, com aplicagdo em
alimentos enriquecidos, apresenta algumas vantagens como rapidez e simplicidade, além

de eficiéncia e boa versatilidade.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de enriquecimento, com as vitaminas
B,, B;, Bs, 4cido nicotinico e nicotinamida, utilizande a CLAE como técnica de
determinagio, em alguns derivados de cereais enriquecidos como farinhas de cereais,
farinhas lacteas, flocos de milho, e macarrdo, além de uma bebida dietética e um

complemento alimentar para desenvolvimento de massa muscular, também enriguecidos.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Material

Foram analisadas 4 marcas de farinhas de cereais. 3 marcas de farmhas lacteas, 5 marcas
de flocos de milho, 3 marcas de macarrdes enriquecidos, 1 marca de bebida dietética ¢ 1
marca de complemento alimentar para desenvolvimento de massa muscular, todos
enriquecidos. As analises foram feitas, em duplicata, em 3 diferentes lotes de cada
produto, para cada marca. As amostras foram adquiridas em 3 super mercados de médio ¢
grande porte na cidade de Campinas, SP, entre setembro de 1993 ¢ janeiro de 1996. Os
ingredientes descritos nas embalagens dos produtos analisados estdo dispostos no
Anéxell. As amostras foram preparadas com 200 g de cada lote de alimento enriquecido

¢ homogeneizadas em multiprocessador.

5.2.2 Reagentes

Os padrdes mononitrato de tiamina (vitamina B,), riboflavina (vitamina By). cloridrato de
piridoxina (vitamina Bg), acido micotinico (vitamina PP) e nicotinamida (vitamina PP)
foram cedidos peta F. HOFFMANN-LA ROCHE Lida, Sd0 Paulo, Brasil. O sal sddico do
1-4cido hexanosulfénico, aproximadamente 98%, foi fornecido pela SIGMA Chemicals
Co, USA. O metanol (ominsolv) ¢ a trictilamina (para sintese) foram fornecidos pela

MERCK, Alemanha. A acetonitrila com pureza cromaiografica foi fornecida pela
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MERCK, Brasil, Todos os outros reagentes quimicos utilizados apresentaram graa de
pureza analitico e foram obtidos no comercio local. A agna utilizada no preparo das fases

méveis foi purificada no sistera Milli-Q (MILLIPORE}. As fases moveis foram filtradas
em filtros fluoropore (MILLIPORE FHLP 01300}, com poros de 0,45 um de didmetro, ¢

desgaseificadas em banhe ultra-sbnico.

5.2.3 Equipamento

Foi utilizado um cromatografo a liquido VARIAN com bomba termnana modelo 9010,
sistema de injecio manual tipo Rheodyne, equipado com Joop de 20 p/, detector
policromatico de arranjo de diodos, modelo 9065. Acoplado a esse sistema um integrador
VARIAN, modelo 4400. A separagéio dos compostos foi feita em coluna Spherisorb ODS-
2,5 uym 150 x 4,6 mm d.i. (SIGMA-ALDRICH, USA) protegida por uma coluna de

guarda, empacotada com o mesmo material da coluna analitica.

5.2.4 Métodos

5.2.4.1 Extracio

Foram utilizadas entre 1 e 8g de amostra, previamente homogeneizadas. A extragdo das
vitaminas ¢ feita com 45-50 mL de acido sulfurico 0,1 N em banho ultra-sénico, por 60
min. A limpeza do extrato ¢ feita através da adig@io de metanol, em quantidade suficiente

para completar 100mL, e refrigeracio, por 1 hora, a -18°C.

5.2.4.2 Cromatografia

O sistema cromatografico, utilizado para separacdo das vitaminas, ¢ de eluigdo por
pradiente, em vazio de 0,7 mL/min. A fase mével utilizada no inicio da comida ¢
composta por 2% de acetonitrila e 98% de fase aquosa (SHA 5mM; 0,15% de TEA; pH

2.8 ajustado com H,S0, diluido), chegando a 3% de acetonitrila e 97% de fase aquosa em
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3 min e 2% de acetonitrila, 41% de fase aquosa e 57% de metanol, em 23 min de corrida,
As condigbes iniciais sdo, entdo, retomadas e a coluna ¢ re-equilibrada por 20 mun. Os
compostos sdo detectados pela absorcéo na regifo do ultravioleta a 254 nm até 9 min, 287
nm entre 9 ¢ 15 min e 254 nm entre 15 ¢ 23 min. A identificaciio € feita por comparagéo
dos tempos de retengdo, obtidos com padrdes analisados nas mesmas condigdes, por co-
cromatografia e pelos espectros de absorgio, fornecidos pelo detector de arranjo de
diodos. Os graus de pureza dos picos sdo determinados pelas razdes entre as absorbincias,
obtidas em diferentes A. A quantificacdo das vitaminas ¢ feita por curvas de padronizagio
externa, contrutdas com 6 niveis de concentracdo, sendo cada ponto representado pela
média de 3 determinacSes, As curvas foram feitas com 1, 4, 8, 12, 16 ¢ 20 mL de solugdo
padrio contendo 5,11; 3,99, 6,09; 50,75, e 11,67 ug/100 ml das vitaminas B;, B, Bq,
nicotinamida e acido nicotinico, respectivamente. As aliquotas sdo diluidas para 45 mL
com é&gua e para 100 mL com metanol, imediatamente filiradas em filtro millipore com
0,45 um e injetadas no cromatografo. Todas as etapas desenvolwvidas sfo devidamente

protegidas da luz.

5.2.4.3 Determinacio de pH

Os valores de pH das amostras foram determinados, por potenciometria, a partir de
suspensdes a 10%, conforme método da AOCAC n® 940.22 (CUNNIFF, 1995). O pH da

bebida dietética foi diretamente determinado na solugio, apds homogeneizaco.

5.3 Resultados ¢ discussio

A Figura 5-1 mostra os perfis cromatograficos da solugdo padriio e dos exiratos de bebida
dietética, de flocos de milho e de farinha lactea, respectivamente. Os Anexos 1, 2 ¢ 3
mostram alguns perfis de espectros, obtidos através do detector de arranjo de diodos, nos

tempos de retenclo comrespondentes as vitamunas By, B, Bs, 4cido nicotinico e
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nicotinamida. A Tabela 5-1 apresenta as relacdes entre as absorbincias de cada vitamina,
obtidas em diferentes A, para os diferentes tipos/marcas de alimentos analisados. As
relages mais diferenciadas, entre as vitaminas presentes nas solugSes padrdes e nas
amostras, foram aquelas obtidas para o acido nicotinico, forma vitaminica naturalmente
presente em varios alimentos, como os derivados de cereais, O mesmo foi observado,
quando s¢ aplicou essa técnica de andlise em biscoros enriquecidos [AGOSTINI ¢
GODOY, 1996], o que aponta para um interferente encontrado, principalmente, em

cereats.

Entre as trés marcas de macarrOes analisados, 2 marca RC ndo apresentou nenhuma
das vitaminas declaradas, com excegdo da vitamina PP, detectada apenas como acido
nicotinico, forma quimica naturalmente presente na farinha (Tabela 5-2). O macarrio da
marca SL apresentou os maiores teores de acido nicotinico, entre todos os tipos de
amostras analisadas. Tal fato pode estar relacionado com a presenca de sémola de trigo

duro importado, declarado na embalagem desta marca de macarrfo (Anexo 11).

Os valores descritos nas embalagens de flocos de milho sdo, aproximadamente,
1,0, 1,5, 1,2 e 16,7 mg/100g de vitamina B;, By, Bs ¢ PP, respectivamente. Entretanto,
estes produtos apresentaram menos de 30% dos niveis declarados para todas as vitaminas,
com exceglo de 0,6 mg/100g de vitamina B, na marca NF e dos teores encontrados na
marca QL, que chegaram a apresentar o dobro do valor de vitamina B, declarado (Tabela
5-3). Entre 15 diferentes tipos de alimentos enriquecidos com acido micotinico, analisados
pelo FDA, apenas os flocos de milho apresemtaram niveis inferiores aos valores

declarados (28% do declarado) [CHASE et alii, 1993].
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Tabela 5-1 Razlio entre absorbancias a 234 e 254 nm, para as vitaminas B, B,, acido nicotinico
{NA} e nicotinanuda (ND), e a 254 e 278 nm, para a vitamina By

Amopstras B B, 8, NA N
Farinha de arroz CL 246 nd nd 242 247
F. de milho/arroz RF 247 248 nd 240 244
F. de milho RF 241 240 md 240 246
F. arroz/mitho/centeio/aveia RF 241 240 nd 243 246
F. lactea NS 245 244 266 nd 246
F. lactea NS’ 245 243 264 nd 246
F. lactea MC 242 244 266 nd 246
Fiocos de milhko CF 244 243 267 245 245
F. de mitho SB 246 242 267 246 247
F de milho FT 244 243 267 246 247
F. de mitho QL 246 246 269 246 248
F. de milho NF 244 244 167 244 247
Macarrdo S 244 245 166 246 247
Macarrio SL 243 244 266 246 247
Macargdo RC nd nd s 246 ad
Bebida dietética I 244 245 Sy nd 247
Complemento alimentar SP 242 246 270 nd 247
Padroes 242 245 243, 247 268, 269 249 247

nd: nio detectado
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Tabela 5-2 Concentragio de vitaminas do complexo B (mg/100g) em macarrdes enriquecidos

Marcas/iotes e B, B, B NA ND PP
SLi i0 1.54 145 2.0 50 16,5 21,5
SL2 11 1,29 161 2.3 3,00 15.9 19.0
513 11 1.47 1,51 20 4.0 146 18,2
Meédia - BP £43-0,13 | 1.52.008 2.1-02 4610 1537-10 13617
Embalagem™* 1.2 15 2.0 ——— s 170
8L — 1,32 1,70 2.0 16 16.2 178
812 — 1,30 131 240 Y 164} 16,9
Média - DP 1.31-001 | 1,51-028 | 2.0-00 13-05 161-01 § 174-06
Embalagem* 1.2 1,5 2.0 S — —_— 17.0
R 3 ngd nd nd 1.3 nd 1,3
Erbalagem* (.60 0,90 1,20 — . 1.0

PV: prazo de validade {meses); NA. acido micotinico; NI): nicotmamida; vitamina PP = NA+NI, DP:
estimativa do estimativa do desvio padrio; nd: nfo detectado; "valores fornecidos pelas embalagens dos

produtos;

. ndo fomecidos, Coeficientes de variacfo, entre duplicatas, mferior a 5% para as

vitaminas B;, B; ¢ nicotinamida, mferior a 10% para a vitamina B; e inferior a 13% para o acido

nicofinico.
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Tabela 5-3 Concentragio de vitaminas do complexo B {mg/100g) em flocos de milho
enriquecidos

Marcas/lotes PV* B; B, B, NA ND Py
CF1 ti .12 071 0.4 1.2 3.0 472
CF2 9 0,24 0,24 0,5 1.4 2.4 1.8
CF3 iG .12 0,17 0.2 i1 2.2 3.3
Média - DP 0,16-007 1 021004 04-02 1.2-602 25-04 38-03
Embatagem™ 140 1.5 12 S— — 16.67
581 16 010 0,31 0.3 1.8 .6 5.4
Sp2 16 9.11 .45 0.2 1.5 1.8 3.3
SB3 i1 .10 .20 0.6 1.3 2.8 1.1
Média - DP 010001 | 0.32-0.13 04-072 1.5-4.3 2.7-09 43-1.1
Embatagem™ 1.6 1.5 1.2 — — 16,7
FT1 9 011 0.16 0.7 1.6 37 53
F12 9 nd 0.37 0.3 1.5 1.3 2.8
¥E3 10 0,13 0,28 0.4 1.6 2.9 4.5
Meédia - DP 0,13-003 | 0,27-0,11 0.5.0,2 56 - 0,06 26~ 1.2 42-13
Embalagem* 1.0 1,3 12 e — e 16.7
Lt 4 1.0 1.85 3.3 2.8 20,0 228
Q1.2 6 176 1.61 3.0 1.7 15,1 16,8
L3 9 i.61 1.80 2.2 2.0 20.2 222
Média - DP 1,76 - 0,15 | 1,75 -0,13 32-09 22 184-29 § 2046-33
Embalagem* 1,67 1.25 142 — e 15,83
NF1 10 015 631 0,6 1.3 3.7 3.0
NE2 11 .24 0.43 0.6 0.9 4.2 3.1
NE3 12 4,17 0.31 0.8 1.2 5,2 74
Média - DP 0.19-0,05 | 042-0,10 | 0.7-0,1 1.1-0.2 4,7-13 58-14
Embalagem® 1.0 L5 1.2 — — 16,7

PV prazo de validade (meses); NA: acido nicotinico, ND: nicotinamida; vitamina PP = NA+ND; DF:
estimativa do desvio padrio; nd; ndo detectado, “valores fomecidos pefas embalagens dos produtos;
: ndo formecidos. Coeficientes de variacdo, entre duplicatas, inferior a 5% para as vitaminas B, B, ¢
nicetinamida, inferior & 10% para a vitamina Bg ¢ mferior a 13% para ¢ acido nicotinico.
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A vitamina Be, que ndo é adicionada nas farinhas de cereais anahisadas, ndo foi
detectada em nenhuma destas marcas e a B, ndo foi detectada em farinha de arroz
(Tabela 5-4). A farinha de cereais variados (arroz, milho, centeio e aveia). marca RF,
apresentou maiores niveis de vitamina B, e PP, com relagio as outras farinhas da mesma
marca (arroz ¢ milho). A diferenga, provavelmente, é consequéneia da presenga de
maiores teores de vitaminas naturais nas farinhas de centeio e aveia, que, também,

compdem esta farinha.

O acido nicotinico nio foi determinado em farinhas lacteas, em fun¢do das baixas
concentragdes e da presenca de interferentes. Os valores das vitaminas B, e B,
determinados nas farinhas lacteas da marca NS, foram mais de duas vezes SUPETTores 40s

valores descritos nas embalagens (Tabela 5-5),

Embora a embalagem do complemento alimentar para desenvolvimento de massa
muscular SP declare 1,0, 2,0, 6,0 e 15,0 mg/100g de vitamina B,, By, B € niacina,
respectivamente, os valores determinados foram muito superiores aos declarados para as
mesmas vitaminas: 4,83, 6,30, 82 ¢ 574 mg/100g (Tabela 5-6). Cabe ressaltar a
ocorréncia de reagdes toxicas, devido & injecfio de doses contendo 50-100 mg de vitamina
B, ¢ o relato de mortes subitas observadas apds a injecdio de altas doses dessa vitamina
por via intravenosa ¢, até mesmo, por via intramuscular [FRANCO, 1992). Efeitos de
neuroapatia muscular, também, foram observados apos a injeciio de altas doses de
vitamina Bg, na prevengiio dos sinfomas da sindrome pré-menstrual [SCHAUMBURG et
ali,1983] ¢ vérios sinfomas de intolerfincia tém sido relatados, devidos a injecdo de altas

doses de niacina [EYS, 1991}

As bebidas dietéticas apresentaram niveis vitaminicos de acordo com os valores
declarados.
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Tabela 5-4 Concentragfo de vitaminas do complexc B (mg/100g) em farinhas de cereais

enriquectdas

Farinhas/Marcas/iotes PV* B, B, NA ND P
Arroz /CL1 14 1.49 ngd .9 12.4 13.3
Arroz/CL2 15 1.33 nd {8 g & 1.4
Arvar/CL3 21 1,18 nd i1 it.7 12,8
Média - DP 1,33 -0,16 nd 4.9-072 11,0-18 122-1.6
Embatagem® 0,72 J— S S— 12,0
Milho ¢ arror/BE1 12 0,19 .21 (.3 2.3 2.0
Mitho e arroz/RF2 13 0,20 6.21 nd 28 2.8
Miltho e arroz/RF3 13 (.28 £.20 0,2 2.7 24
Média - BP 622004 | 021-001 8.3-0.1 26-03 28-02
Embatapem* 0,15 g,24 e e 27
Mitho/R¥F1 16 0,21 g.21 &2 2.6 28
Milho/RE2 12 0,27 0,17 0.2 2,7 2.8
Mitho/RF3 13 0,27 €.19 {,1 2.6 2.7
Média - DP 025-0,03 | 0,19-0,02 0,2-0,1 2.6-0.1 28-01
Embalagem® 0,15 0,24 i —_ 27
Lereais variados/RF1 4 037 65,25 1.0 3.6 4 6
Cereais variados/R¥?2 4 5,40 0,18 {8 3.1 3.8
Cereais varindos/RE3 5 0,43 0,21 1.0 29 3.9
Média - DP 040-0,03 | 021-004 4.9 3.2-04 3,104
Embalagem* 0.15 .24 e _— 2,7

PV: prazo de validade (meses); MA: acido nicotinico; ND: micotinamida, vitamina PP = NA+ND; DP:
estimativa do desvio padrio; nd: ndo detectado; “valores fomecidos pelas embalagens dos produtos; ——:
nio fomecidos. Coeficientes de variagdo, entre duplicatas, inferior a2 3% para as vitaminas By, B, ¢
nicotinamida, mferior a 10% para a vitamina B ¢ inferior a 13% para o acido nicotinico.
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Tabela 5-5 Concentragiio de vitaminas do complexo B (mg/100g) em
farinhas lacteas enriquecidag

Marcas/lotes pPv* B; B, B; NP
NSi 20 1.0} 0,75 0.2 4.8
NS2 0 (.89 0,73 (.2 5,1
MN53 22 0,93 0.81 0.2 53
Média - DP 0.94-006 | 076 -804 (.2 -0 5103
Embalagem™ 6.30 .30 820 3,80
NSt 2 1,23 0.73 0.5 10,3
NE*2 14 0,71 1.16 a7 11,3
NS'3 it 1.17 0,84 0.5 1.5
Média - PP 1.04-039 1 693-622 06-01 13.8-90.5
Embalagem* 0,6 0.7 0.4 94
MCH 14 4,60 (.45 0.1 45
MC2 11 044 0.67 0.2 s
M3 1 (.34 3,49 0,2 3R
Média - DP 0,46-0.13 | .54-0.12 02-01 4.0
Embalagem* 0,30 (.30 0.20 3.80

PV: prazo de validade (meses); NA: acido nicotinico, NIX. nicotinamida; vitanuna
PP = NA+ND,; DP: estimativa do desvio padrio; nd: ndio detectados; “valores
fornecidos pelas embalagens dos produtos, : ndo fomecidos. Coeficientes de
variagho, entre duplicatas, inferior a 5% para as vitammas B, B, e mcotinamida,
inferior a 10% para a vitamina B, e inferior a 13% para o acido mucotinico,
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Tabela 5-6 Concentracdo de vitaminas do complexo B em bebida dietética' ¢ em complemento
alimentar para desenvolvimento de massa muscular® (mg /100g)

Prodato/Marcasfiotes Py B B, B, NA Nb PP
Beh. dietet./1Q1" 4 1.35 0,98 1.4 0.1 10,7 10.8
Beh. dietet,/1Q2 4 145 136 1.9 0.2 118 12.0
Beb. dietet./1Q3 5 1,44 1.23 16 8.2 11.7 119
Média - DP 141-005] 1,19-0.19] 1.6-03 | 0.2-01 | 11.4-06 || 116-07
Embalagem* 1,19¢ 1.150 1429 _ — 11,405
Comp. alim/SP1* 23 483 .30 8.2 nd 57.4 573
Comp. alim/SP2° 24 496 6.39 7.7 nd 57,5 57.5
Comp. alim/SP3’ 24 398 5.87 8.4 nd 64.6 64.6
Média - DP 489-0.5216.19-0.281 81-04 nd 308 -4.1 { 59.8-4.1
Embalagem* 1,00 2,00 6.00 15,00 . N

BV prazo de validade {meses); NA: acide micotinico, ND. nicotinanuda; vitamina PP = NA+ND, DP:
estimativa do desvio padrio; nd; ndo detectado, “valores fomecidos pefas embalagens dos produtos; ——
ndo formecidos. Coeficientes de variagdo, entre duplicatas, mferior a 5% para as wvitaminas By, B, e
nicotinamida, inferior a 10% para a vitammna Bg e mferior a 13% para o soido nicotimico.

Considerando a sensibilidade das vitaminas frente ao pH do meio, foram
determinados os valores de pH de todos os alimentos analisados (Tabela 5-7), entretanto,

nenhuma relacio fol observada entre estes valores e 0s niveis vitaminicos determinados.

A Tabela 5-8 mostra a correspodéncia dos valores vitaminicos descritos nas
embalagens dos produtos analisados em percemtuais de RDAs presentes nas porgdes
médias diarias para coletividades, segundo SILVA E MONNERAT (1986), ¢ em 2000 cal
(1300, para criangas) de alimentos. As embalagens de macarrdo declaram valores
vitaminicos correspondentes a 55-67% da RDA, na por¢do média, entretanto € importante
considerar a possibilidade de perdas, em torno de 50%, durante o cozimento [AYRANCI
e KAYA, 1993; RANHOTRA er alii, 1985]. As farinhas de cereais apresentam o0s
menores teores vitaminicos por calorias, entre os produtos analisados. O maior rigor, no

enriquecimento destes produtos, com relagdo ao ntmero de calortas fornecidas,
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provavelmente decorre do fato de que estes sfio oferecidos para criangas nos primeiros

anos de vida.

Tabela 3-7 Valores de pH determinados nos alimentos enriquecidos selecionados

Produtos pH
Macarrbes

SL 6,0
sL -
RC -
Farinhas de cereais

F. de arroz / CL 6.3
F. de mitho ¢ arroz / RF 3.9
F. de mitho / RF &7
F. de cercais {arroz. milho, cenieio ¢ aveia) / RF 6,2

Farinhas Licteas

NS 6.4
N&’ 6,3
MC 6,2
Flocos de miho

CF 3.0
SB 3.1
FT 33
NF
QL 5.0
Outros

Bebida dietética 2.3
complemento alimentar para desenvolvimenio de massa muscuiar 6.7

—: nédo determinado.
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Tabela 5-8 Correspondéncia dos valores declarados em % da RDA na porcio média didria e em
tumeros de RDA/2000 cal (1300cal, para criancas) de alimento

Amostra Porgio média’ cal/1080g° {Observacgio B B, Bs PP
embalagem 1.2 1.3 2.6 17,0
Macarrfio 60 g 344 % RDA 33 60 &7 60
RDA/2008ca} 5 6 6.5 )
embalagem 10 1,25 1.20 15,83
Flocos da milho g 388 % RDA 23 23 20 28
RDA2000¢al % 4 35 3
embalagem 0396 0307 0204 3894
Farinhas [icteas 208 424 Y% RDA 59 4-9 2-4 4-11
RIDA/2000cal 24 2-4 1-2 2-3
Farinhas de embalagem  0,15-4.72 0,24 _ 2.7-12
coreais 1l g 345 % RIDA -8 2.5 —_— 2.5-11
RIA/1300¢al -3 1 _— i-4
Bebida dietética _ _ embalagem 119 119 1.43 1141
110 mL* 72° % RDA 100 87 87 70
RDA/2060ca 25 22 22 18
Complemento embalagem 1O 2,0 6.0 15.0
alimentar 100g° 377 % RDA 77 130 330 &3
RI>A/2080¢4] 4 7 I8 4

' SILVA E MONNERAT (1986} ° FRANCO (19923, embalagem; mg/ g, * valores obtidos nas embaiagens dos
produtos; —— ndo determinado.

(s alimentos selecionados para o programa de fortificacio devem ter um consumo
bem defmido e estar presentes em quantidades capazes de contribuir significativamente na
dieta da populagdo deficiente, sem provocar ingestBes excessivas ou desbalangos
nutricionais ¢ sem alterar o custo do alimento, como ocorre com a farinha de trigo, cujo
enriquecimento € subsidiado em varios paises. O programa de enriguecimento, no Brasil,
tem langado, constantemente, novos produtos. Porém, curiosamente, tais produtos ndo
sd0, via de regra, acessiveis para aqueles grupos da populagfo que parecem apresentar

malores riscos nutricionais.
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Uma legislagdo especifica, definindo os tipos de alimentos a serem enriguecidos e
os tipos e quantidades de nutrientes a serem adicionados, assim como o confrole dos
niveis presentes nos produtos langados no mercado, sdo medidas fundamentais para que o
enriquecimento de alimentos no Brasil n3o apresente apenas caracteristicas de bom

marketing, mas que seja também eficiente e fiel aos objetivos propostos.

5.4 Conclusoes

¢ Entre as 5 marcas de flocos de milho analisadas, 4 apresentaram menos de 30% dos
niveis vitaminicos declarados, o que pode ser consequéncia de degradacfo. durante o
processamento.

» Uma, entre as 3 marcas de macarrdes analisados, nfo apresentou nenhuma das
vitaminas, que s3o adicionadas pelo processo de cnriquecimento, descritas nas
embalagens do produto.

s O complemento alimentar para desenvolvimento de massa muscular apresentou teores
de B,, B, ¢ nicotinamida superiores a 300% dos valores declarados.

» Os resultados obtidos apontam a necessidade de maior rigor no controle das taxas de
enriguecunento.
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Capitule 6

Aplicagio da CLAE na determinagiio simultdnea das vitaminas B, B, Bg, acido
nicotinico e nicotinamida em leites ¢ derivados lacteos enriquecidos



APLICACAO DA CLAE1 NA DETERMI’VACAO SIMULTANEA
DAS VITAMINAS B, B,, Bs, ACIDO NICOTINICO E
NICOTINAMIDA EM LEITES E DERIVADOS LACTEOS
ENRIQUECIDOS.

Resumo

O leite e os produtos lacteos, além de funcionarem como boas fontes naturais de vitamina
B,, também estdo sendo enriquecidos, no Brasil, com as vitaminas By, B, Bg ¢
nicotinamida, entre aquelas hidrossolaveis. O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis
de enriquecimento destes produtos, de acordo com a disponibilidade em supermercados
da regifio de Campinas, SP. A metodologia empregada utiliza a extragdo das vitaminas
com 4cido diluido, através de vibragdo ultra-sdnica, e limpeza do extrato pela adigao de
metanol e refrigeragio. A separagio das vitaminas ¢ feita em coluna 18 com eluig#o por
gradiente, utilizando 2% de acetonitrila ¢ 98% de fase aquosa (SHA” 5mM; 0,15% de
TEA?; pH 2.8 ajustado com H,S0, diluido) no infcio da corrida, atingindo 3% de
acetonitrila ¢ 97% de fase aguosa em 3 min e 2% de acetonitrila, 41% de fase aquosa ¢
579% de metanol, em 23 min de corrida. O tempo de re-equilibrio da coluna ¢ de 20 min,
A detecgiio das vitaminas € feita na regido do ultravioleta e sua quantificagiio por
padronizagfo externa. Os niveis de vitamina By, determinados em leite em pd integral,
leite em pé desnatado ¢ em uma marca de bebida lactea aromatizada foram,
aproximadamente, o dobro dos valores descritos nas embalagens dos produtos. O mesmo
acontecen com as vitaminas B¢ e PP determinadas na mesma bebida lactea e com a

vitamina B, determinada em leite acidificado. A alta concentragdo de vitamina B»

" Cromatografia liquida de alta eficiéncia
* Acido hexanosulfdnico
3 Trietilamina
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naturalmente presente no leite mtegral e a predomindncia da forma livre permitiram a

determinagio desta vitamina em leite no enriquecido.

Abstract

In addition to serving as good natural sources of vitamin B, milk and milk products are
currently being enriched with the vitamins By, B, Bg and nicotinamide in Brasil. The
objretive of this research was to evaluate the levels of enrichment of these products
according to their availability in supermarkets in the Campinas (5P, Brasil) region. The
metodology employed extraction of the vitamins with dilute acid and ultrasonic vibration
and the clean-up of the extract with methanol and refrigeration. The separation of the
vitamins is carried out on a C 18 column with gradient elution, starting at 2% acetonitrile
plus 98% aqueous phase (5 mM HSA!, 0.15% TEA? the pH being adjusted to 2.8 with
dilute H,50,), increasing to 3% acetonitrile and 97% aqueous phase after 3 minutes and
7% acetonitrile, 41% aqueous phase and 57% methanol after 23 minutes. The
reequilibration of the column took 20 minutes. Detection of vitamins was affected in the
ultraviolet region and quantification by an external standard. The levels of vitamin B;
determined in powdered whole milk, skimmed milk powder and one brand of flavoured
lactic beverage, were practically double the stated on the package. The same ocurred with
vitamins B¢ and PP, when determined in the same lactic beverage and with vitamin B,
determined in acidified milk. The high levels of vitamin B, naturally present in whole
milk, and the predominance of the free form, allowed for the determination of this vitamin

in non~enriched milk.

! Hexanesulfonic acid
el A A
* Triethyiwmine



6.1 Introducao

Estudos recentes, em muitos paises, sugerem que o estado vitaminico de um grande
nimero de pessoas nfo é adequado, como acredifava-se a alguns anos afas. O nivel
vitaminico ¢ insuficiente em certos grupos de pessoas de paises industrializados,
enfretanto a extensfio dessas deficiéncias ¢ minima, comparada com a extensfio dos
problemas nutricionais existentes em paises desfavorecidos. O leite e os produtos lacteos
fornecem quantidades significarivas de B, a dieta ¢ a prevaléncia da deficiéncia desta
vitamina, nos paises em desenvolvimento, tem sido relacionada com o baixo consumo

destes alimentos [BOISVERT et alii, 1993; BATES ¢z afii, 1989; SGARBIERI, 198%].

Além da presenga das vitaminas naturais, o leite ¢ os derivados lacteos t€m sido
adicionados de vitaminas do complexo B, através do emriquecimento. Entretanto, varias
destas vitaminas sdo labeis e facilmente degradadas durante o processo ¢ a estocagem
destes produtos. Os teores de tiamina e niacina sdo progressivamente reduzidos durante a
concentracio de leite por ultrafiltragio [PREMARATNE e COUSIN, 1991]. Esta redugéo
esta relacionada com a presenga de quantidades munto pequenas, ou auséncia, das

vitamina B, e B, ligadas &s proteinas e aos fosfatos [LAVIGNE ez afii, 1987].

Os processos rapidos de pasteunizago e esterihizagdo do leite (HTST', UHT?)
provocam menores perdas vitaminicas do que os processos de pasteurizagdo prolongada
(LT’LT3) [LAVIGNE er alii, 1989]. O tratamento térmico por UHT apresenta um efeito
negligencidvel sobre as vitaminas B, e By presentes no leite. Entretanto, a estocagem, 4
temperatura ambiente por 20 dias, provoca perdas de vitamina Bg em torno de 90% e
alteragdes negligenciaveis na vitamina B,. Antagonistas naturais podem estar funcionado
como inativadores da vitamina B, no leite [OAMEN er afif, 1989]. A estocagem de leites

pasteurizados, previamente abertos, em refrigerador por 6 dias, a 8°C, provoca perdas de

' High temperature short time
? Ultra high temperature
? Low temperature fong time
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B em torno de 20%. As perdas sio fungdo da capacidade de penetragdo de luz no interior
do produto [MUNHOS et alii, 1994].

Entre os leites fortificados e pasteurizados, analisados pelo FDA' [TANNER e
alii, 1988], aproximadamente 60% daqueles, com declaragdo de niveis de B; iguais a 30%
da RDA® estavam abaixo do limite tolerado de 80% ¢ apenas 4% daqueles, com

declaragio de niveis iguais a 25%, estavam abaixo do limite.

A determinagfio das vitaminas do complexo B em leite tem sido feita por métodos
microbiologicos [PREMARATNE e COUSIN, 1991; OAMEN et alii, 1989; TANNER e/
alii, 1988] e por CLAE [MUNHOS e: alii, 1994; CHASE et alii, 1992; LAVIGNE et alii,
1987 AYT et alii, 1986; ASHOOR er alii, 1985]. A técnica, por CLAE, desenvolvida por
AGOSTINI ¢ GODOY (1996), promove a determinagdo simultinea das vitaminas By, B,
B, 4cido nicotinico e nicotinamida em alimentos enriquecidos, com rapidez, simplicidade

e versatilidade.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de enriquecimento, de leites ¢
derivados lacteos, com vitaminas By, By, Bs, acido nicotimico e nicotinamida, utihizando

uma metodologia de determinagfio simultinea, por CLAE.

6.2 Material e métodos

6.2.1 Material

Foram analisadas 7 marcas de bebidas licteas aromatizadas, 1 marca de leite em po

integral, | marca de leite em po desnatado, 1 marca de leite em pé acidificado e 1 marca

' Food and Drug Administration

* Recommended Dairy Alfowances
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de leite integral esterilizado enriquecidos. As determinagdes foram feitas em 3 diferentes
lotes de cada marca, em duplicata, escolludos aleatoriamente. As amostras foram
adquiridas em 5 supermercados de médio e grande porte na cidade de Campinas, SP, entre
setembro de 19935 e janeiro de 1996. Os ingredientes descritos nas embalagens dos
produtos analisados estiio dispostos no Anexe 12. As amostras foram preparadas com 200

mL (g) de leite enriquecido, previamente homogeneizados.

6.2.2 Reagentes

Os padrdes mononitrato de tiamina (vitamina B, ), riboflavina (vitamina B;), clondrato de
piridoxina (vitamina Bg), 4cido nicotinico (vitamina PP} e nicotinamida {vitamina PP)
foram cedidos pela F. HOFFMANN-LA ROCHE Ltda, S0 Paulo, Brasil. O sal sédico do
1-4cido hexanosulfonico, aproximadamente 98%, foi fornecido pela SIGMA Chemicals
Co, USA. O metanol (ominsolv) e a trietilamina (para sintese) foram fornecidos pela
MERCK, Alemanha. A acetonitrila com pureza cromatogrdfica for fornecida pela
MERCK, Brasil. Todos os outros reagentes quimicos utilizados apresentaram grau de
pureza analitico ¢ foram obtidos no comercio local. A agua utilizada no preparo das fases
mbveis foi purificada no sistema Milli-Q (MILLIPORE}. As fases moveis foram filtradas
em filtros fluoropore (MILLIPORE FHLP 01300) , com poros de 0,45 um de didmetro, e
degaseificadas em banho ultra-sénico.

6.2.3 Equipamento

Foi utilizado um cromatografo a liguido VARIAN com bomba terndria modelo 9010,
sistema de injecdo manual tipo “Rheodyne”, equipado com loop de 20 pl, detector
policromético de arranjo de diodos, modelo 9065. Acoplado a esse sistema um integrador
VARIAN, modelo 4400. Foram utilizadas colunas de goarda C18, 5 um, VARIAN e
coluna Spherisorb ODS-2, 5 ym, 150 x 4,6 mun, SIGMA-ALDRICH, USA.
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6.2.4 Métodos

A metodologia utilizada neste trabatho para a determinagfio simultanea, por CLAE, das
vitaminas By, B., Bs acido micotinico e nicotinamida em alimentos ennquecidos foi
desenvolvida e validada por AGOSTINI e GODOY (1996}

6.2.4.1 Extracio

Foram utilizadas entre 5 e 8g de amostra, previamente homogeneizadas. As vitaminas séo
extraidas com 45 mL de acido sulftrico 0,1 N em banho ultra-sGnico, por 60 min. O
extrato é purificado pela adigio de metanol, em quantidade suficiente para completar
100mL, ¢ refrigerado a -18°C, por 60 min. O extrato ¢, entfio, filtrado em papel de filtro
comum e, logo apés, em filtro fluoropore (MILLIPORE: FHLP 01300) com poros de 0,5

m ¢ injetado no cromatografo.

6.2.4.2 Cromatografia

A separagio das vitaminas € feita através de eluigio por gradiente, com vazdo de 0.7
mL/min. A fase movel utilizada no inicio da corrida ¢ composta por 2% de acetonitrila e
08% de fase aquosa (SHA 5mM; 0,15% de TEA; pH 2,8 ajustado com H,S80, diluido),
chegando a 3% de acetonitrila ¢ 97% de fase aquosa em 3 min e 2% de acetonitrila, 41%
de fase aquosa ¢ 57% de metanol, em 23 min de corrida. As condigles tnicials sdo, entio,
retomadas e a coluna ¢ re-equilibrada por 20 min. Os compostos sfo detectados pela
absorgdo na regifio do ultravioleta a 254 nm até 9 min., 287 nm entre 9 € 15 min e 254 nm
entre 15 ¢ 23 min. A identificagfio é feita por comparagio dos tempos de retengdo, obtidos
com padrdes analisados nas mesmas condigdes, por co-cromatografia e pelos espectros de
absorgdo, fornecidos pelo detector de arranjo de diodos. Os graus de pureza dos picos so
determinados pelas razdes entre as absorbéncias, obtidas em diferentes A. A quantificagdo
das vitaminas ¢ feita por curvas de padronizagio externz, contruidas com 6 niveis de

concentragio, sendo cada ponto representado pela média de 3 determinagles. As curvas
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foram fertas com 1, 4, 8, 12, 16 ¢ 20 mL de solugdo padrio contendo 5,11, 3,99; 6,09;
50,75, e 11,67 ng/100 ml das vitarmnas By, B,, B, mcotinamida e acido nicotinico,
respectivamente. As aliquotas sdo diluidas para 45 ml. com édgua e para 100 mL com
metanol, mmediatamente filtradas em filtro fluoropore (MILLIPORE FHLP 01309), com
poros de 0,5 pm, e injetadas no cromatografo. Todas as etapas desenvolvidas sdo

devidamente protegidas da luz.

6.2.4.3 Determinagéio de pH

(s valores de pH das amostras liquidas foram determinados, por potenciomeiria. nas
solupdes previamente homogeneizadas. O pH das amostras solidas foi determinado a

partir de solugdes a 10%, adequadamente homogeneizadas.

6.3 Resultados e discussio

A Figura 6-1 mostra os perfis cromatogréficos da solugdo padrdo e dos extratos de leite
em pé acidificado, de leite em pd desnatado e de leite aromatizado, respectivamente. Os
Anexos I, 2 e 3 mostram alguns perfis de espectros de absorgdio, obtidos atraves de
detectores de arranjo de diodos, nos tempos de retengfo correspondentes as vitaminas By,
B,, B; acido nicotinico e nicotinamida. A Tabela 6-1 apresenta as relagbes entre
absorbancias, obtidas em diferentes A, para todas as marcas de leite analisados. As
relages mais diferenciadas, entre as vitaminas presentes nas solugdes padrGes e nas
amostras, foram aquelas obtidas para o acido nicotinico. forma vitaminica naturalmente
presente no leite. Entretanto, a diferenga observada foi mais discreta do que aquelas
apresentadas para os derivados de cereais [AGOSTINI ¢ GODOY, 1996] e, como
mostram os cromatogramas obtidos (Figura 6-1), niio estavam associadas com a presenca

de mterferentes.
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Figura 6-1 Perfis cromatograficos: (a) solugio padrio; (b} leite em pd acidificado NS; (¢} leite em
p6 BR ¢ (d) leite aromatizado QQ. Condigbes cromatogréficas descritas no texto. _
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Os teores das vitaminas B; ¢ Bg, em bebidas lacteas (Tabela 6-2), so medias
aproximadas, cujas determinagdes apresentaram coeficientes de variagio muito elevados,
em fungiio das baixas concentragdes de B, e pela presenca de interferentes, incorporados
com o chocolate, eluindo muito préximos a vitamina B, Entretanto, a maior parte destas
bebidas niio so enriquecidas com estas vitaminas. A bebida lactea, de marca FL,
apresentou o dobro dos valores declarados de vitamina B, B e PP nos 3 lotes analisados,
incluindo um lote com tempo de prateleira muito proximo a data de vencimento do
produto. A vitamma B, nfo foi detectada nesta marca, como nas outras, também

analisadas.

Tabela 6-1 Razio entre absorbancias a 234 e 254 nm, para as vitaminas B,, B, acido nicotinico
(NA) e nicotinamida (ND), € a 254 ¢ 278 nm, para a vitamina By

Amostras B, B, B; NA ND
Leite aromatizado NS nd 245 262 243 245
Leite aromatizade CF nd 243 nd 244 246
Leite aromatizade RS nd 242 264 244 246
Leite aromatizade LC nd 243 265 245 246
Leite aromatizado Q0 nd 243 264 244 246
Lette aromatizado PL nd 246 261 243 246
Leite aromatizado FL nd 243 264 244 248
Leite em pé integral NS 246 246 268 nd 243
Leite em po desnatado DR 243 246 208 239 247
Leite em pd acidificado N& 245 247 164 246 nd
Leite esterilizado IL nd 243 268 243 246
Padrics 252: 245 243, 247 268, 269 2449 247

nd: ndo detectado
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Tabela 6-2 Concentrac@o de vitaminas do complexo B {mg/100mL.} em bebidas lacteas, sabor chocolate.

Marcas/iotes PV B B B; NA ND PP
N1 4 ngd 0,41 0.3 0.3 3.2 13
N&2 4 nd .36 G,2 .4 3.2 15
N§3 5 nid .40 nd 1) 3.4 3.9
Mdédia -DP nd .39 -0,03 4.3-0.1 04-01 33-0.1 37-0.2
Embalagem” 8.1 4,2 0.2 e 2.7 e
CFi i) 0,2 0.73 nd 0,4 5.1 3.3
CE2 2 nd (.67 nd .3 46 4.9
CF3 3 gt 0,63 nd 0.3 4.2 4
Média - DP 0.2 0,68 - 4,04 nd 0.3 - 0,06 4.6-03 3.0
Embalagem® —_— 0.6 e — e &1
RS1 3 nd 0.64 0.2 0.4 39 4.3
RS2 4 nd 0,48 nd 0.3 4.2 4.5
RS3 6 .49 047 0.2 0.4 37 4.1
Média - DP 0,09 053-0161 02-00 (4 - 0,06 34.03 3.3-02
Embalagem” —_— {139 _— PR e 323
LY 3 0,08 0,69 6.2 0,5 4,8 5,3
LC2 3 nd 0,75 03 0.4 4.6 5,0
EC3 3 nd 0,74 nd 0,5 4.4 5.1
Média - DP 0,08 0730031 03-01 04,5006 3,7-0,1 51-42
Embalagem* — 0.6 — — — 5.1
DO 3 0,16 0,58 0.2 0.3 3.8 3,1
G2 3 <t 0,89 nd 0.3 3.6 59
)3 6 nd 6,60 nd 0,2 3.0 3.2
Meédia - DP 0.16 069 -0.17 0.2 4.3 - 0,006 42-13 4414
Embalagem* e 0,45 —_— —— e 3.0
PL} 0 nd (,76 0.2 0.4 5.8 6.2
PL2 i .18 0.67 nd 0.5 54 5.9
PL3 1 nd .62 nd 0.5 3.4 5.9
Média - DP 0,18 0,68 ~ 0,07 0.2 0.3 - (,06 553-0.2 60-02
Embalagem® — 0,45 0,60 e e 55
FL1 0 nd 1,12 1.8 0.4 117 12,1
FL2 3 nd 1,17 1.2 0.6 10,0 10.6
FL3 & md 111 nd 0.6 10,3 11,1
Média - DP nd 113 -0,03 1,5-04 64,5-0.1 10,7-0,9 11.3-0.8
Embalagem® 06,39 0,43 .60 — e il

PV prazo de validade (meses); NA: acido nicotinico. ND; nicotinamida; vitamina PP = NA+ND, DP: estimativa
do desvio padrio; nd: nio detectado; "valores fornecidos pelas embalagens dos produtos, ——: ndo fornecidos.
Coeficientes de variagio, entre duplicatas, inferior a 5% para as vilaminas By, By ¢ picotinamida, inferior a 10%
para a vitamina Bg ¢ inferior a 13% para o acido nicotinico. '
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A embalagem do leite esterilizado mtegral 1L ndo declara a presen¢a de vitamina
B., entretanto foram determinadas 0,19 mg/100 mL desta vitamina, naturalmente presente
no leite (Tabela 6-3). Embora este método analitico nio seja direcionado as vitaminas
naturalmente presentes nos alimentos, a elevada concentragdo de vitamina B,, com
predominancia da forma livre, permitiu a sua determinagdo no leite integral. Os niveis de
vitamina B, determinados nos leites em pé integral NS ¢ despatado BR ennquecidos
foram aproximadamente o dobro dos valores descritos nas embalagens dos produtos. O
leite em po acidificado NS apresentou o dobro da quantidade de vitamimna By declarada ¢
apenas 2,6 mg/100g de vitamina PP, contra 3,6 mg/100g declarados. O écido nicotinico
foi a tmica forma da vitamina PP, detectada nesta marca de leite. Os demais produtos
analisados apresentaram niveis vitaminicos de acordo com os valores declarados, ou com

pequenas variagdes em relagdo a estes,

As taxas de recuperagio das vitaminas determinadas por CLAE, em leite desnatado
ndo enriquecido, variaram entre 87-105%, para concentragbes entre 7-80 ug/100mL de
vitamina B, ¢ B, e entre 100-760 nug/100mL de nicotinamida. As mesmas taxas vartaram
entre 72-111%, para concentrages entre 12-100pg/100ml, de vitamina By ¢ entre 15-175

ug/100mL de dcido nicotinico.

Os valores de pH das amostras variaram em torno de 6,5, com excegdo do leite em
p6 acidificado, cujo pH foi 5,3 (Tabela 6-4). Entretanto nenhuma relagéo fot observada
entre as concentraces vitaminicas e os valores de pH determinados. A Tabela 6-3 mostra
a correspodéncia dos valores vitaminicos descritos nas embalagens dos leites analisados
em percentuais de RDAs presentes nas porgSes médias digrias para coletividades e em

2000 cal de produto.
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Tabela 6-3 Concentragio de vitaminas do complexo B em leites em pd {mg/100g)’ ¢ em leite
integral esterilizado (mg/100mL)

Produto/Marcas PV B B, B, NA NBE .
LP.integral/NS1' 8 0,62 1.28 (4 nd 3.2 3.2
LP.integral/NS2" 10 0.41 1.24 0.4 nd 46 4.6
LP.integral/NS3' — 0.26 L44 0.4 nd 38 3.8
Média - DP 043-018 | 1,32-0,11 | 0400 nd 3.9-07 | 3.9-07
Embalagem* 43 0.7 .4 e 3.7 —_
LP.acidificado/NS1’ 3 0.23 0,92 10 2,7 nd 27
LP.acidificado/NS2" 4 0,29 L10 0.9 2.7 nd 37
LP.acidificade/NS3' 6 0.29 0.82 1.1 23 0.2 73
Média - DP 027-003 1 095-014 | 10-01 | 2.6-02 62 -- 26-0.1
Embalagem* 03 4.8 0.4 16
LP desnatado/BRI 23 0,99 2,03 1.3 nd 14,7 14,8
LP.desnatado/BR2. 23 113 2.26 1.2 0.2 14,6 14.8
LP.desnatado/BR3" 24 1,37 238 1,2 0.2 16.0 16.2
Média - DP 1L17-6,19 | 222-017 [ 1.23-006] 02-00 | 151-08 15.2
Embalagem* 1t 1.1 1.1 11.6
LE.integral/IL1" 3 nd 0,14 0,6 0.7 4.0 4.7
LE.integral/IL2" 3 nd .19 0.6 0.2 5.7 5.9
LE.integral/fL3" 3 nd 823 0.8 nd 6.0 6.0
Média - DP — 0190051 07-01 | 04-04 | 52-11 | 55-67
Embalagem® e _ G.6 3.1

PV: prazo de vahdade (meses); NA; dcido nmicotinico; ND: micotinamida; vitamina PP = NA+ND; DP:
estimativa do desvio padrio; nd: ndo detectado; “valores fomecidos pelas embalagens dos produtos; ——:
ndo fornecidos. Coeficientes de variacdo, emtre duplicatas, inferior 2 5% para as vitaminas B, B; e
nicotinamida, inferior a 10% para a vitamina Bg e inferior 3 13% para ¢ acido nicotinico.



Tabela 6-4 Valores de pH dos produtos analisados,
distribuidos entre os varios fabricantes

Produto pH
Leites

Leite em pd integral / NG 6.4
Leite em pd acidificadn / N& 53
Leite em pd desnatado / NS 6.6
Leite esterilizado integral / fL 6.6
Bebidas licteas aromatizadas

NS 6.4
CF 6,3
RS 6.3
Le 6,4
QQ 6,4
PL 6,5
FL 6.4

Tabela 6-5 Correspondéncia dos valores declarados em % da RDA na porgio média diaria e em
numeros de RDA/2000 cal

Amtostra Porcio média'  cal/100g"  Descriciio B, B, Bs PP
embalagem O .43 0.60 3.1
Bebidas lacteas 200 mL 100 % RDA SU— 60 66 &0
RDA000c —— ) 6.3 )
Leite esterilizado embalagem —— SI— 8.6 3.1
integrai 200 mL 6l %% RDA _— SO—— 66 60
RDA/Z000cal e S 10 11
Leite em pd grmbatagem 3 0.8 0.4 3.7
integral 25g 484 % RDA 6 13 6 )
RDA/000cal | Z 1 1
Leite em pb gmbalagem 1.1 11 1.1 110
desnatado g 350 % RDA 43 36 31 13
RDA/2000¢al 3 4 3.3 4
L SILVA e MONNERAT (1986}, *- FRANCO (1992); embalagem: mg/100g; —— ndo formecido on nio
determinado.
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As embalagens das bebidas lacteas e do leite esterilizado declaram cerca de 60% da
RDA vitaminica nas porgdes médias, com equivaléncias em torno de 6 RDA/2000 cal nas
bebidas lacteas achocolatadas e 10 RDA/2000 cal no leite esterilizado. Os valores
vitaminicos descritos nas embalagens dos leites em pdé desnatados também apresentam
equivaléncias, em RDA/2000 cal, elevadas. Os valores declarados nas embalagens de

leites em pé integrais fornecem relagbes mais adequadas, entre 1-2 RDA/2000 cal.

6.4 Conclusoes

« Embora este método analitico ndo seja direcionado as vitaminas naturalmente presentes
nos alimentos, a concentragio elevada e a predomindncia da forma livre permitiram a

determinagdo da vitamina B; no leite integral, nfo enriquecido com esta vitamina;
¢ O dcido nicotinico foi a dnica forma da vitamina PP, detectada no leite em pd
acidificado NS;

s Os niveis de vitamina B, nos leites em p6 integral NS, desnatado BR e na bebida lactea
FL, Be no leite acidificado NS ¢ na bebida lactea FL. ¢ PP na bebida lactea FL foram,

aproximadamente, o dobro dos valores descritos nas embalagens dos produtos;

+ As vitaminas B, e B;, em bebidas lacteas, tiveram as suas determinacdes dificultadas
em fungdo das baixas concentraces ¢ de interferentes incorporados pela presenga de

chocolate, respectivamenic;

« Observou-se uma necessidade de maior rigor no controle das taxas de enniquecimento.
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Concluses



1.

L}

CONCLUSOES

A extracio multivitaminica com actdo sulfirico diluido, através de vibragéio ultra-
sGnica por 60 min, apresentou-se eficiente na determinagdo das vitaminas By, B,, B
niacina e niacinamida em alimentos enriquecidos. A precipitagdo do extrato com
metanol, seguida de refrigeracio, é satisfatoria tanto na limpeza do extrato quanto na
prevengdo de precipitagdes na coluna cromatografica. A eluicfo por gradiente ¢
essencial para obtengio de boa resolugfio cromatogréfica, guando se deseja a

determinagfo simultinea dessas vitaminas em alimentos.

. Pequenas alteragbes nas concentragdes dos modificadores orgénicos e no pH da fase

moével podem melhorar, prncipalmente, a separagfio de interferentes que eluem

préximos as vitaminas B; e niacinamida, respectivamente,

. Os limites de detecgdio encontrados para as vitaminas B;, B,, Be, acido nicotinico ¢

nicotinamida foram 0,08; 0,06; 0,16, 0,06 e 0.20 ug/mL, respectivamente. Os dados
de recuperaclio e repetibilidade das vitaminas B,. B., Bs, niacina e macimamida foram
bons nos niveis de enriquecimento dos produtos analisados, entretanto, recomendam
cautela para aplicagdio do método em alimentos que apresentam baixos niveis de
concentragdes vitaminicas. A recomendagio deve ser mais rigorosa, quando

consideradas as vitaminas Bs e niacina

. O método proposto apresenta menor sensibilidade, em relago aos metodos da AOAC,

devido a utilizago de detector ultravioleta, dificultando, assim, a aplicagio desie em
alimentos ndo enriquecidos. Enfretanto, o método pode ser aplicado, com vantagens,
em alimentos ndo enriquecidos, que sejam fontes naturais de vitaminas presentes em

grande quantidade ¢ na forma livre, como a riboflavina em leite.
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5. A analise de robustez do método mostra que o tempo de mjeciio € a variavel com efeito
mais pronunciado, entre os tratamentos promovides, durante as determinagSes das
vitaminas B;, B; e acido nicotinico. A guantidade de amostra € a variavel com maior
influéneia na determinagdo da vitamina By ¢ o tempo de extragfio, a concentragio do
acido ¢ o tipo de metanol sdo as variaveis de maior efeito na determinagio da

nicotinamida.

6. As vantagens do método de determinacio simultdnea das vitaminas By, B,, Be, niacina
¢ piacinamida, por CLAE, com relagdo aos métodos da ADAC, incluem a deternunagio
simultinea de 4 vitaminas; a determinacgio das duas formas da vitamina PP, niacina e
niacinamida; simplicidade e versatilidade das etapas de extraciio e purificacdio, assim
como baixo custo de reagentes; utilizagdo de reagentes com menores nivels de
toxicidade; uso de detector UV, em substituicio ao de fluorescéneia, com eliminacéo

de reagdes de derivagiio, e rapidez.

7. Entre os alimentos enriquecidos analisados, todos os diferentes tipos de biscoitos, de 1
tinica marca, apresentaram apenas 30 % dos teores descritos nas embalgens dos
produtos; os flocos de milho, de 4 diferentes marcas, apresentaram menos de 30% dos
niveis vitaminicos declarados; os macarrdes, de 1 tmica marca, nfio apresentaram
nenhwma das vitaminas descritas nas embalagens do produto e o complemento
alimentar para desenvolvimento de massa muscular apresentou niveis de By, B e

niacinamida superiores a 300% dos valores declarados.

8. Observou-se uma necessidade de maior rigor no controle das taxas de enriquecimento.
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Sugesties



SUGESTOES

1. Extensiio da metodologia de determinagio simultinea das vitaminas By, B;, Bs, macina
e niacinamida, por CLAE, para premix e formulacdes farmacéuticas, com eliminagdo

da etapa de limpeza do extrato.

2. Extensdo da metodologia de determinaglo das vitaminas By, B., Bs, niacma e
niacinamida, por CLAE, para outros alimentos enriquecidos, com melhoramento da
etapa de limpeza do extrato e eliminagdo dos interferentes que eluem proximos as
vitaminas Bs, quando determinada em achocolatados, ¢ niacina, determinada em

biscoitos.

3. Bstimulo do enriquecimento subsidiado da farinha de trigo com 60% dos valores de
referéncia (VR) fornecidos pela FAO para as vitaminas By, By, B ¢ PP na porgdo
média didria ingerida pela coletividade. O ennquecimento dos outros produtos, para
fins comerciais, deve obedecer a uma relagio de proporcionalidade entre os niveis de
nutrientes (valores de referéncia) € as calorias fornecidas pelo alimento, na porgdo
média digria. Nio devem ser enriquecidos alimentos como as bebidas alcéolicas, as
bebidas carbonatadas, o agficar e os produtos de counfeitaria, balas, gomas de mascar,

bombons ¢ similares.
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ANEXO 1- Espectros de absorgiio, obtidos através de detector de arranjo de diodos, da vitamma By (a) em
solugio padrio, {b) em biscoitos de coco & (¢} em creme de arroz; da vitamina B (d, e) em solugdo padrao e
{f) em biscoitos de maizena NS, e do composto similar 2 B, [Z], (g) em biscoitos de maizena NS e (h) em
biscoras de coco NS,
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Anexo 2- Espectros, obtidos através de detector de arranjo de diodos, da niacinamuda {a) em
solugio padrio, (b) em biscoitos de maisena, (¢} em biscoitos de leite e (d) em creme de arroz e da
niacina (e) em solugio padrio, (f) em macarrgo e (g) em lette em pé acidificado (g).
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Anexo 3- Espectros, obtidos através de detector de arranjo de diodos, da vitamina Bg presente em:
(a) soluglio padriio, (b) biscoitos de leite, (c) leite em po ¢ {d} flocos de milho.
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ANEXO 4- Curvas de padronizagio das vitamina B, (a) € B2 (b}, tragadas com médias de
duplicatas.
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ANEXO 5- Curvas de padronizagio da vitamina Bq (a) & do acido nicotinico (b), tragadas
com médias de duplicatas.
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ANEXO 6- Curva de padronizagéo da sicotinamida, tracada com médias de duplicatas.

177



& Amosrs & Padrio

B3 W

-
&

Residuos

L
R

47 19,6

Congentraghes

Binabacchin ik Lo

25

L1 ®
185
4 & &

05 -

&
&

foo SRS WUURUROUPUUUN SOURRRREPRNS RN

374 5.9 15,8

previstas (/10

#*Amosira & Padrdn

Residuns

A5+

& [N}

322 482 4.3

Concentraciies previsias (ng/100m)

ANEXO 7- Residuos deixados por determinagGes, em triphcata, das vitaminas By (aye By

(b} adicionadas em biscoitos d
concentragbes previsias,

e maisena nio vitaminados ¢ em solugdo padrio, contra as

178



#AMOsra & Padriic

5
= »
8 4
4.k g
iob *
Z+ * . @
§ & ; i E® g & *
% &
-4 * * &
B &
: RPN |
b b A i i
6.1 244 48,9 733 978
Concentragfies provistas {ug/ Hitm/)
& Amostra & Padrilo
15
* s
40 ®
&
g+ - ®
: ) £ 4
3 F &
& 0 : &
’g » F A s 4 i
ELl
g ¥ . ® * *
AD & _
i
o 45
¥

10,2 w7 bos14 1222 AR

Concontrachics provistus (up/ 10imd)
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ANEXO 9- Residuos deixados por determinagdes, em triplicata, da micotinamida
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concentragdes previstas.
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Biscoitos de leite

Farinha de trigo, amido de milho, leite em po ,soro de leite, gordura vegetal hidrogenada,
acticar, sal, lecitina, aromas e vitaminas. Extrato de malte na marca TR. Margarina e
gema de ovos na marca RC.

Biscoites de maisena

Farinha de trigo, amido de mitho, soro de leite, agtcar, gordura vegetal hidrogenada, sal,
leciting, aromas € vitaminas

Biscoitos maria

Farinha de trigo, amido de milho, soro de leite, agucar, gordura vegetal hidrogenada, sal,
lecitina de soja, aromas ¢ vitaminas. Leite em p6 na marca TR.

RBiscoitos de coco

Farinha de trigo, agficar, gordura vegetal hidrogenada, coco, sal, lecitina, aromas ¢
vitaminas. Amido, leite em pé e extrato de malte na marca BD.

Biscoitos de chocolate recheados - massa

Farinha de trigo, amido de milho, cacau em po, agucar, acticar invertido, gordura vegetal
hidrogenada, sal, lecitina, aromas e vitaminas. Leite em pé nas marcas RC e RC.

Biscoitos recheados de morango - massa

Farinha de trigo, amido de mitho, gordura vegetal hidrogenada, aglicar, sal, lecitina,
aromas e vitaminas. Maltodextrina na marca IL. Leite em pd e aglicar invertido na marca
TR. Soro de leite e extrato de malte na marca BD.

ANEXO 10- Ingredientes descritos nas embalagens dos biscoitos analisados
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Macarroes

Farinha de trigo, semolina, dgua, sal e vitaminas. Espinafre, cenoura e tomate em po nas
marcas RC e SL. Ovos na marca RC. Sémola de trigo durc importado na marca SL.

Farinhas lacteas

Farinha de trigo torrada, leite em p6 integral, agticar, sal, vanilina, sais MInerais e
vitaminas.

Farinha NS’- trigo, cevada, aveia, malto-dextrinas, sacarose, sal, sais minerais ¢
vitaminas.

Farinhas de cereais

Farinha de arroz CL- arroz,

Farinha de arroz ¢ milho RF- amido de milho, farinha de arroz (9%) e vitaminas.
Farinha de milho RF- amido de mitho , agUcar, aroma, corante, minerais e vitanunas
Farinha de cereais RF- amido de mitho, farinhas de mitho, de aveia, de arroz e de
centeio, minerais € vitaminas

Floces de milho
Milho, aglcar, sal extrato de malte e vitaminas. Glicose de miltho ¢ mel na marca CF.

Bebida dietética

Extratos vegetais aromaticos, mel de abelha, agicar, vinho, acidos orgénicos, sorbitol e
vitaminas

Complemento alimentar para desenvolvimente de massa muscuiar

Soro de leite, leite desnatado, caseina, clara de ovos desidratada, maltodextring, glicose,
frutose, flocos naturais de morango, aromas, Sais Mminerais vitaminas.

ANEXO 11- Ingredientes descritos nas embalagens dos alimentos analisados
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Leites

Leite esterilizado IL- leite integral e vitaminas.

Leite em po NS- leite, agtcar, mel, dleo de milho, lecitina, minerais e vitaminas.
Leite em p6 BR- leite em p6 desnatado, leite em pé integral, maitodextrina, aromas ¢
vitaminas.

Bebidas Iicteas aromatizadas

Leite, agiicar, cacau em po, sal, espessante carragena, aromas e vitaminas. Gordura
vegetal e extrato de malte nas marcas QQ e RS.

ANEXO 12- Ingredientes descritos nas embalagens dos leites analisados
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