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As vitaminas s&o essenciais ao metabolismo humano, sendo a alimentag&o a sua fonte principal. A
ingestdo de vitaminas em doses inferiores ou superiores ao recomendado resulta, geralmente, em
problemas de saude, pelo que é de grande importancia a determinagdo analitica das vitaminas nos

alimentos utilizando métodos validados que permitam a comparacéo e rastreabilidade dos resultados.

Neste trabalho otimizaram-se o0s processos de saponificacdo e extracdo das vitaminas A e E de
matrizes alimentares para diminuir o tempo de analise e o volume de solventes. Otimizaram-se, também,
as condigbes cromatograficas com o objetivo de implementar um método para a determinagéo
simultdnea das vitaminas A, E e D. A otimizagdo incidiu sobre dois métodos de HPLC baseados e
acreditados pelas normas EN 12821, 12822 e 12823-1. Avaliaram-se a repetibilidade, precisédo
intermédia e exatiddo, recorrendo a amostras de cremes vegetais para barrar, a amostras compostas

do projeto TDS Exposure e a materiais de referéncia.

Os resultados permitiram baixar o tempo de saponificacdo em 25% e o consumo de solventes de
extracdo em 63%. As novas condicdes cromatograficas mostraram ser possivel determinar
simultaneamente as vitaminas A, E e D. Os coeficientes de variagcdo de repetibilidade e preciséo
intermédia, para as vitaminas A / E, respetivamente, foram de 7,9% / 8,1% e 21% / 13% (creme vegetal
para barrar com sabor a manteiga) e 3,7% / 11% e 14% / 16% (ovos, salgadinhos e doces a base de
leite). Nos materiais de referéncia os valores de z-score foram inferiores a 2. Nas amostras, o teor em

vitamina A variou entre 0,071 e 69 ug/100g e em vitamina E entre 0,038 e 18 mg/100g.

A otimizagé&o introduzida permitird ao laboratério determinar as vitaminas A, E e D simultaneamente
ou, se for o caso, apenas as vitaminas A e E, com vantagens econdmicas e ambientais. As melhorias

introduzidas permitiram manter a preciséo e exatiddo dos métodos anteriores.

Palavras-chave: vitamina A, vitamina E, vitamina D, determinacdo simultdnea, HPLC, matrizes

alimentares.






Vitamins are essential to human metabolism, with food as the main source. Intake of vitamins at or
below recommended levels usually results in health problems, so the analytical determination of
vitamins in foods by validated methods that allow comparison and traceability of results is of great

importance.

In this work the saponification and extraction processes of vitamins A and E from food matrices were
optimized to reduce the time of analysis and the volume of solvents. Chromatographic conditions were
also optimized to implement a method for the simultaneous determination of vitamins A, E and D. The
optimization focused on two accredited HPLC methods based on EN 12821, 12822 and 12823-1
standards. Repeatability, intermediate precision and accuracy were evaluated using samples of

vegetable spreads, composite samples from TDS Exposure project and reference materials.

The results obtained allowed to reduce saponification time by 25% and extraction solvents
consumption by 63%. The new chromatographic conditions showed that it was possible to
simultaneously determine the vitamins A, E and D. The coefficients of variation of repeatability and
intermediate precision for vitamins A/ E, respectively, were 7.9% / 8.1% and 21% / 13% (butter flavored
vegetable spread) and 3.7% / 11% and 14% / 16% (eggs, finger foods and milk-based desserts). In
reference materials the z-score values were lower than 2. In samples, vitamin A content ranged from
0.071 to 69 ug/100g and vitamin E from 0.038 to 18 mg/100g.

The introduced optimization will allow the laboratory to determine vitamins A, E and D
simultaneously or, if appropriate, only vitamins A and E, with economic and environmental advantages.

The introduced improvements allowed to maintain the precision and accuracy of the previous methods.

Key words: vitamin A, vitamin E, vitamin D, simultaneous determination, HPLC, food matrices.
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OBJETTIVO DO TRABALHO







O presente trabalho foi desenvolvido durante um periodo de estagio nas instalacdes do
Departamento de Alimentacdo e Nutricdo (DAN) do Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge, IP (INSA) e envolveu a otimizagdo analitica e a andlise de diversos alimentos
com vista a determinacao dos teores de vitamina A, vitamina E e de vitamina D. As principais
matrizes estudadas foram pratos compostos representativos do consumo da populacdo

portuguesa.
Os principais objetivos deste trabalho foram:

» A otimizagdo do método analitico previamente acreditado e utilizado no
laboratorio do DAN para a determinagdo de vitamina A (all-trans-retinol e 13-cis-
retinol) e de vitamina E (dl-a-tocoferol), presentes em matrizes alimentares, por
cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC), em fase normal, com um detetor
de fluorescéncia e um detetor de rede de fotodiodos (PAD), baseado nas normas
EN 12822 e 12823-1, de forma a reduzir custos, tempo de andlise e impacto

ambiental;

» A extensdo das condi¢des cromatograficas utilizadas no método mencionado no
ponto anterior para a determinacao de vitamina A e vitamina E & determinagéo de

vitamina D;

» Adeterminagéo do teor de vitamina A e vitamina E, utilizando o método otimizado,
em diversas matrizes alimentares, na sua maioria provenientes do projeto TDS

Exposure.






ENQUADRAMENTO DO TEMA







A avaliagdo nutricional, em qualquer aplicagdo, tem como finalidades gerais detetar
estados de deficiéncia, avaliar as qualidades nutricionais dos habitos alimentares e/ou
alimentos e prever possiveis efeitos na saude (Combs, 2008).

A nutricdo é o processo de consumo, absorcéo e utilizagdo dos nutrientes necessarios
para o crescimento e desenvolvimento corporal, para o fornecimento de energia e para a
manutencéo da vida. Os nutrientes sdo imprescindiveis, sendo obtidos a partir dos alimentos
gque sdo consumidos diariamente ao longo da vida, designando-se por nutrientes essenciais
0S que ndo podem ser sintetizados no organismo. Estes incluem alguns aminoacidos (nas
proteinas), determinados acidos gordos (em gorduras e 6leos), minerais e vitaminas. Caso
0S nutrientes essenciais ndo sejam ingeridos nas quantidades requeridas, podem aparecer
perturbagdes relacionadas com deficiéncia ou excesso nutricional, dando origem a diversos
problemas de saude. Por este motivo, informacdes precisas sobre a composicdo dos
alimentos tornam-se cada vez mais necessarias, pelo que o conhecimento da distribuicéo e
abundancia das vitaminas em todas as suas fontes tem sido um dos principais objetivos
desde que se iniciou a investigagdo sobre estes compostos, passando a prestar-se uma
maior atencdo aos métodos para a sua detecao e determinacao (Moy, 2013; Youdim, 2017).

A determinacdo quantitativa de vitaminas é particularmente atil em nutricdo, tornando
possivel adequar os diferentes habitos alimentares as necessidades de cada individuo. Para
além disso, é necessario garantir também a exatiddo da rotulagem alimentar e nutricional
para que os consumidores possam fazer escolhas alimentares mais adequadas as suas

necessidades e preferéncias.

A determinacgdo de vitaminas nos alimentos representa um problema analitico complexo,
uma vez que as matrizes alimentares sdo muito complexas e as vitaminas estao
naturalmente presentes nos alimentos em niveis muito baixos. Para além disso, as vitaminas
destroem-se muito facilmente, seja por acdo da temperatura, da presenca de oxigénio, das
condi¢bes de luminosidade, ou até pelos restantes compostos alimentares constituintes da
matriz alimentar (Strohecker et al., 1967; Pegg et al., 2010; Moy, 2013; Aqgel et al., 2014;
Youdim, 2017).

Sao essenciais 0 desenvolvimento e a validagcdo de métodos analiticos robustos e
sensiveis capazes de determinar a presenca e a quantidade de vitaminas no maior nimero
possivel de matrizes alimentares. Devido ao grande numero de formas vitaminicas que
ocorrem naturalmente nos alimentos, a cromatografia liquida (LC) em todas as suas
variantes tem sido a técnica mais adequada para a analise de vitaminas, tendo ja sido

relatadas varias metodologias para a sua determinacao.



Na grande maioria destas metodologias, as técnicas convencionais de extracdo com
solventes empregam grandes volumes de solventes organicos, muitos deles toxicos,
causando impacto ambiental e envolvendo custos elevados. Tratam-se de técnicas pouco
seletivas que podem ser exigentes tanto no tempo como laboralmente, apresentar
recuperacdes baixas e ainda prolongar a exposi¢do do extrato ao calor, a luz e ao ar,
resultando em perdas significativas de vitaminas. Por estes motivos, nas Ultimas décadas,
a preparacdo de amostras tem sido o foco de uma pesquisa constante e interminavel que
vem acompanhando seis grandes tendéncias: simplificacdo, rapidez, miniaturizacdo/
reducdo de desperdicio, automacdo, custos e seguranca (Momenbeik & Bagheri, 2015;
Fanali et al., 2017).

Os problemas de salde que podem surgir por uma ingestdo inadequada de nutrientes
incluem vérios tipos de cancros, doencas congeénitas, partos prematuros, perturbacoes
reprodutivas, entre outros, e sdo prevalentes em todos os paises. Consequentemente, a
protecdo das dietas contra estes perigos deve ser considerada uma das mais importantes
funcbes de salde publica para qualquer pais e, neste sentido, os estudos de dieta total sdo
as ferramentas mais econdmicas, uma vez que complementam a tradicional monitorizacao
e vigilancia, fornecendo uma base cientifica para a exposi¢do alimentar da populacao a
nutrientes e ndo-nutrientes, incluindo contaminantes, e impacto potencial na saude publica
(Moy, 2013).

Um Estudo de Dieta Total (TDS) consiste na recolha de alimentos, selecionados com
base em dados de consumo nacionais, que representam a consumo alimentar habitual das
populagbes-alvo, na sua preparacdo tal como sdo consumidos, no seu agrupamento em
amostras (compostas por alimentos relacionados entre si) e, posteriormente, na sua analise
laboratorial (WHO, 2005).

Neste sentido, o projeto TDS Exposure (Total Diet Study Exposure — Estudo de Dieta
Total para Avaliagdo da Exposicdo), no qual este trabalho se insere, visou harmonizar na
Europa uma metodologia para conduzir um Estudo de Dieta Total e criar uma rede de TDS

a escala europeia.

Tendo em vista responder a este objetivo, este trabalho pretende contribuir para avaliar
a ingestdo de vitaminas A e E pela populacdo portuguesa, analisando diferentes amostras

representativas dos habitos de consumo alimentar em Portugal.



INTRODUCAO







O facto de certos alimentos serem necessarios para manter a saude ou para evitar
algumas doengas é conhecido ha muito tempo. Antes do século XX, as causas dessas
doencgas, como o escorbuto, o beribéri, a cegueira noturna, o raquitismo e a pelagra,
ndo eram conhecidas e os médicos acreditavam que eram de natureza infecciosa, pois
afetavam muitas pessoas de uma mesma comunidade como, por exemplo, 0s
marinheiros de navios por longo tempo no mar. Por esse motivo, 0s tratamentos eram

totalmente inadequados e ndo curavam.

A patrtir do século XVIII, foi demonstrado que a suplementacao alimentar com frutas
citricas (laranjas e limbes, por exemplo) evitava o escorbuto e, no século XIX, que a
ingestao de arroz integral (em substituicdo do arroz polido), prevenia a ocorréncia de
beribéri, tendo-se descoberto também que o 6leo de figado de bacalhau era excelente
para o raquitismo. Deste modo, os cientistas do século XX, utilizando a metodologia
recém-desenvolvida da bioquimica e da nutricdo experimental, determinaram que esse
poder curativo dos alimentos poderia ser devido a substancias quimicas presentes

nesses mesmos alimentos, mas também em falta em alguns deles (Sabbatini, 2000).

Em 1906, o bioquimico inglés Frederick Hopkins demonstrou a existéncia desses
fatores acessorios nos alimentos e, em 1911, o quimico polaco Casimir Funk descobriu
na casca do arroz um "fator anti-beribéri" (que hoje se sabe que se trata da vitamina Be),
capaz de corrigir a doenga, experimentalmente, em animais e seres humanos. Funk
denominou esta substancia por "vitamin", baseando-se na palavra latina vita (vida), em
virtude de ser considerada uma substancia vital para o ser humano, e no sufixo -amin
(amina), por possuir a caracteristica quimica do grupo amina. Embora atualmente a
maioria das vitaminas ndo contenha o grupo amina (como as vitaminas sollveis em
gordura), este nome foi aceite em todo o mundo, especialmente nas ciéncias da nutricdo
e da alimentacéo (Sabbatini, 2000; Berger, 2013).

Em 1912, depois de varias pesquisas semelhantes, foi proposta a "hip6tese da
deficiéncia de vitaminas", ou seja, que varias doengas poderiam ser causadas pela falta
de uma quantidade minima dessas substancias e, por meio de experiéncias, nas quais
0s animais eram privados de certos tipos de alimentos, os cientistas conseguiram
reproduzir, em laborat6rio, o raquitismo, o escorbuto e a pelagra, sendo assim capazes
de isolar e identificar as vitaminas que conhecemos nos dias de hoje, nomeadamente,
vitamina A, complexo vitaminico B, vitamina C, vitamina D, vitamina E e vitamina K,
sendo este um dos mais importantes progressos da medicina de todos os tempos,
levando a erradicacéo de todas estas doencas, a partir de recomendacdes dos médicos

para que fossem adotados regimes alimentares mais equilibrados (Sabbatini, 2000).



3.1 ASPETOS NUTRICIONAIS DAS VITAMINAS

As vitaminas sdo um grupo de compostos organicos que S80 essenciais para o
funcionamento normal do corpo humano. Na nutricAo humana estéo identificadas 13
vitaminas que se classificam, de acordo com a sua solubilidade, em dois grupos:
vitaminas lipossoluveis (sollveis em gordura), representadas pelas vitaminas A, D, E e
K e vitaminas hidrossoluveis (solUveis em agua), compreendidas pelo grupo vitaminico
B e pela vitamina C (Ball, 2004; Combs, 2008).

As vitaminas sollveis em agua tendem a ter um ou mais grupos polares ou ionizaveis,
sendo apreciavelmente sollveis em solventes polares, enquanto que as vitaminas
soluveis em gordura tém predominantemente grupos aromaticos e alifaticos, sendo
apreciavelmente solUveis em solventes apolares. Em termos estruturais, as vitaminas
soluveis em agua tém, geralmente, poucas semelhancgas estruturais, ao contrario das
vitaminas lipossollUveis que tém algumas caracteristicas em comum, na medida em que
cada uma é composta inteiramente ou primariamente por unidades de isopreno (2-metil-
1,3-butadieno) (Combs, 2008).

Em termos funcionais, as vitaminas tém fungfes bioquimicas e fisiolégicas muito
diferentes, estando distribuidas em diversas fontes naturais de alimentos. Para varias
das vitaminas, a atividade biologica é atribuida a uma série de compostos relacionados
estruturalmente, conhecidos como vitmeros (ver Tabela 3.1). Os vitdmeros
pertencentes a uma determinada vitamina exibem, na maioria dos casos, propriedades
biologicas qualitativas semelhantes entre si, mas, devido a diferencas nas suas
estruturas quimicas, apresentam diferentes graus de poténcia (Ball, 2004; Combs,
2008).

Tabela 3.1 Vitameros correspondentes as vitaminas lipossoltveis A, D e E

VITAMINA VITAMERO
Retinol
A Retinal

Acido Retindico

Colecalciferol (D3)

D
Ergocalciferol (D2)
a-Tocoferol
E B-Tocoferol

y-Tocoferol




Apesar de na definicdo classica de vitamina se referir que séo substancias que ndo
podem ser sintetizadas pelo organismo humano, a vitamina D pode ser formada na pele
apés exposicdo adequada ao sol e a vitamina K € normalmente produzida em
guantidades suficientes por bactérias intestinais. Deste modo, a exce¢ao das vitaminas
D e K, as restantes vitaminas sdo exclusivamente fornecidas por fontes alimentares,
uma vez que nao podem ser produzidas pelo corpo humano. No caso das vitaminas
lipossoluveis, estas podem ser armazenadas durante algum tempo no corpo humano,
ndo sendo tdo importante haver um fornecimento diario destas vitaminas (Swanson &
Evenson, 2002; Ball, 2004).

Na Tabela 3.2 apresentam-se algumas das fontes alimentares que contém as

vitaminas lipossolaveis.

Tabela 3.2 Fontes alimentares para as diferentes vitaminas lipossolGveis

VITAMINA FONTE ALIMENTAR

Vitamina A pré-formada: Carnes, gema de ovo, @ S O @
graos integrais, manteiga, leite, manga, banana.

A Pré-vitamina A: vegetais vermelhos, amarelo- tb } ' Q/

alaranjados e verde-escuro: cenoura, brécolos,
pimentao, alface, agrido, abdbora, beterraba, \x ? %
tomate, espinafre, couve. :
D Manteiga, gema de ovo, leite, cereais enriquecidos, 0 &
figado, 6leo de figado de bacalhau, peixes gordos. g = -
Gérmen de trigo, cereais integrais, gema de ovo, e O
E creme de leite, manteiga, vegetais verdes, figado,

frutas oleaginosas, 6leos vegetais, banana, %@ & @ :
repolho, folhas verde-escuras. '

) : S M2 \
Figado, repolho, espinafre, folhas em geral, vagem,

K ervilha, cenoura, 6leos vegetais, alfafa. /:% g@ "

Os alimentos sao as fontes vitaminicas mais importantes. No entanto, as vitaminas
sdo distribuidas de forma desigual entre os varios alimentos que compreendem o

consumo alimentar diério dos seres humanos (Ball, 2004; Combs, 2008).

Em Portugal, a Balanca Alimentar Portuguesa (BAP), enquanto instrumento analitico

de natureza estatistica, permite retratar as disponibilidades alimentares e a sua



evolugdo em termos de produtos, nutrientes e calorias, e ndo a caracterizacdo dos
consumos alimentares dos residentes no pais. No entanto, dado que os coeficientes de
correlacdo entre a BAP (disponibilidades alimentares) e o Inquérito as Despesas das
Familias - IDEF (quantidades adquiridas pelas familias residentes) apresentaram
correlagdes positivas, elevadas e estatisticamente significativas, as disponibilidades

alimentares constituem uma forma indireta de caracterizagdo do consumo alimentar.

A comparacéo da distribuicdo das quantidades de produtos alimentares disponiveis
diariamente para consumo per capita apuradas pela BAP com o padrdo alimentar
recomendado pela Roda dos Alimentos revelou uma distor¢do do padréo das
disponibilidades face ao recomendado. Os alimentos que se encontram disponiveis para
consumo continuam a evidenciar uma oferta alimentar excessiva e desequilibrada,

conforme ilustrado na Figura 3.1 (INE, 2017).

Roda dos alimentos Balanga alimentar portuguesa
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Figura 3.1 Disponibilidades alimentares para consumo recomendadas pela Roda dos Alimentos e apuradas pela BAP
em 2016 [Adaptado de: INE, 2017]

Nos paises onde os regimes alimentares sao desequilibrados e inadaptados, ou onde
h& hébitos alimentares especificos, surgem algumas doencas tipicas de deficiéncia de
vitaminas. As principais causas da deficiéncia nutricional de vitaminas séo: ingestéo
inadequada, m& absorcdo, aumento da excrecdo e destruicdo pelo organismo (Ball,
2004; Combs, 2008).

Por outro lado, o consumo excessivo de vitaminas lipossollveis, seja por alimentos
ou suplementos alimentares, pode, em alguns casos, dar origem a efeitos téxicos
(Swanson & Evenson, 2002; Combs, 2008).



Uma vez que as principais fontes vitaminicas sdo os alimentos, a estabilidade da
vitamina é uma questdo importante quando se considera o valor nutricional de um
alimento. De uma forma geral, as vitaminas lipossollveis sdo pouco estaveis, devendo

ser protegidas do calor, oxigénio e luz ultravioleta (Combs, 2008).

O valor nutricional de um alimento em relagdo a uma determinada vitamina pode ser
expresso em termos da biodisponibilidade da vitamina, que se refere a propor¢édo da
gquantidade de vitamina ingerida que sofre absorcdo intestinal e utilizacdo pelo
organismo. A utilizacdo abrange o transporte da vitamina absorvida para os tecidos, a
absorcéo celular e a conversao para uma forma que possa desempenhar alguma funcao
bioguimica ou fisiol6gica, imediatamente ou apds o0 armazenamento. A
biodisponibilidade ¢é influenciada principalmente pelo tipo de processamento e
cozimento dos alimentos, uma vez que levam a perdas significativas das vitaminas nos
alimentos. Por esse motivo, a quantidade de vitamina biodisponivel pode variar
consideravelmente de regime alimentar para regime alimentar ou de alimento para

alimento (Ball, 2004).

Certos componentes do consumo alimentar diario de um ser humano podem retardar
ou aumentar a absorcdo de vitamina, logo, a composicdo de um determinado regime
alimentar € uma consideragcdo importante. Por exemplo, a presenca de quantidades
adequadas de gordura proveniente das fontes alimentares é essencial para a absorcéo
das vitaminas lipossolUveis. Fatores biolégicos, ingestdo de alcool e drogas, outros
fatores gerais como o plano de nutricdo, requisitos metabolicos, idade e estado de saude
e a presenca de distarbios gastrointestinais ou doencas podem também interferir nos

mecanismos fisiolégicos de absor¢ao, podendo ocorrer uma ma absorcao (Ball, 2004).

Os processos metabdlicos devem responder as necessidades imediatas do corpo e,
portanto, 0s requisitos vitaminicos estdo sujeitos a variagdo continua entre certos
limites/niveis. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude e a Organizagédo das
Nag¢Oes Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura (WHO/FAO) um requisito € um nivel
de ingestéo que, atendendo a critérios especificos de adequacao, evita o risco de défice
ou excesso. A Ingestdo Diaria Recomendada (DRI) é o nivel médio de ingestédo diaria
que atende aos requisitos de nutrientes de quase todos os individuos (97,5%)
aparentemente saudaveis em uma idade e grupo de populagcédo especificos. Para
determinados nutrientes foi definido um Nivel Superior (UL) de ingestdo de nutrientes
toleravel, isto €, um nivel maximo de ingestéo diaria total de um nutriente (proveniente
de qualquer fonte) que nao represente riscos de efeitos secundarios para a saude dos

seres humanos. Este UL ndo é um nivel recomendado de ingestdo, mas sim uma



estimativa do nivel mais alto de ingestao que ndo apresenta riscos apreciaveis de efeitos
adversos para a saude. A gama de valores entre a DRI e o UL é considerada suficiente
para prevenir a deficiéncia e, ao mesmo tempo, evitar a toxicidade. No caso de alguns
nutrientes ndo estéo disponiveis evidéncias cientificas suficientes para estabelecer uma
DRI, pelo que para estas situacdes se estabeleceram Ingestdes Adequadas (Als). O
termo Al é definido como o valor de consumo diario médio recomendado, com base em
aproximacdes observadas ou avaliadas experimentalmente ou estimativas de ingestéo
de nutrientes por um grupo (ou grupos) de pessoas aparentemente saudaveis, que se
supbe ser adequado quando uma DRI ndo pode ser determinada (WHO/FAO, 2002;
EFSA, 2006; Murphy & Barr, 2007).

Outro termo utilizado na rotulagem de alimentos é a Dose de Referéncia (RI), que
fornece uma indicacéo da percentagem da Rl que esta presente numa por¢gédo de um
determinado alimento, com base nos Valores de Referéncia do Nutriente (NRV), para
um adulto médio que consome uma dieta de 8400 kJ/2000 kcal (valores
correspondentes a dose recomendada de energia para uma mulher moderadamente
ativa) (Ross & Harrison, 2007).

De acordo com o regulamento da UE n° 1169/2011, relativo a prestacao de
informacé&o aos consumidores sobre 0s géneros alimenticios, a declaragéo de vitaminas
pode ser expressa por por¢ao e/ou por unidade de consumo, facilmente reconheciveis
pelo consumidor, desde que a porcao ou a unidade utilizada seja quantificada no rétulo
e que o numero de porcdes ou unidades contidas na embalagem seja expresso em
percentagem das doses de referéncia definidas para cada uma das vitaminas, por
100 g ou por 100 mL. De um modo geral, a quantidade a tomar em consideracdo para
decidir o que constitui uma quantidade significativa, no caso de produtos que nao sejam
bebidas e quando a embalagem contém apenas uma porc¢éo, corresponde a 15% dos
NRV especificados para cada vitamina. Os valores das doses de referéncia (para
adultos) para as vitaminas A, E e D serdo mencionados em cada um dos subcapitulos

referentes as diferentes vitaminas.



3.2 VITAMINA A

O termo vitamina A descreve um grupo de compostos que possui qualitativamente a
atividade biologica do retinol. No consumo alimentar diario, a vitamina A € ingerida sob
duas formas principais: provitamina A e retinoides. Os retinoides compreendem o retinol,
o retinaldeido e o acido retinoico, juntamente com o0s seus andlogos naturais e
sintéticos, sendo muitas vezes referidos como vitamina A pré-formada, uma vez que
ndo requerem conversdo metabdlica para se tornarem biologicamente ativos. A
provitamina A é proveniente de alguns carotenoides (a-caroteno, f-caroteno e S-
criptoxantina, principalmente) encontrados em alimentos de origem vegetal que podem
ser convertidos em vitamina A por um processo enzimatico regulado pelo nivel de
vitamina A do corpo. Embora os animais ndo consigam sintetizar carotenoides, estes
podem assimila-los através do seu regime alimentar. No entanto, a propor¢do de
vitamina A obtida de cada uma das formas varia consideravelmente entre as espécies
animais e entre 0s regimes alimentares de cada individuo. A propor¢do pode ainda
variar com a forma como os alimentos sdo armazenados e/ou cozinhados, podendo
levar a uma destruicdo de vitamina A e carotenoides entre 5 e 40%, dependendo em
grande parte da presenca ou ndo de oxigénio (Ball, 2000; Ball, 2004; Ross & Harrison,
2007; Belitz et al., 2009; FSE, 2013).

A vitamina A obtida a partir do consumo alimentar diario € armazenada no figado,
podendo ser excretada na corrente sanguinea quando necessario. O retinol circulante
€ absorvido por células alvo e oxidado, em parte, em &cido retinoico, o que induz a
sintese de proteinas através do controlo direto da expresséo genética. Este tipo de agéo,
a ativacdo de genes, estabelece a vitamina A (na forma de seu metabolito, acido
retinoico) como uma hormona, semelhante as hormonas esteroides e tiroide (Ball,
2000).

ESTRUTURA QUIMICA

De acordo com a Comissdo Conjunta de Nomenclatura Bioquimica da Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada e da Unido Internacional de Bioquimica
(IUPAC-IUB), os retinoides s&o "uma classe de compostos que consistem em quatro
unidades isoprenoides juntas sob a forma head-to-tail (cabeca para a cauda)" e os
carotenoides s&o "uma classe de hidrocarbonetos (carotenos) e respetivos derivados

oxigenados (xantofilas) constituidos por oito unidades isoprenoides unidas de tal



maneira que a disposi¢cao das unidades isoprenoides é invertida no centro da molécula”
(IUPAC-IUB, 1975; IUPAC-IUB, 1983).

Na Figura 3.2 apresenta-se a estrutura comum para os diferentes retinoides.
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Figura 3.2 Estrutura comum do retinol (R = CH,OH), retinal (R = CHO), retinil (R = CH,—) e acido retinoico (R = CO,H)
[Fonte: IUPAC-IUB, 1983]

Os retinoides tendem a ser mais estaveis na configuracdo all-trans. O isémero
predominante nos alimentos é o isomero all-trans-retinol. Este possui a atividade
méaxima (100%) de vitamina A e € normalmente acompanhado por quantidades menores
do isémero 13-cis-retinol, o qual, de acordo com estudos realizados em ratos, exibe 75%
de atividade relativa (Ball, 2000; Ross & Harrison, 2007).

Para que um carotenoide possua atividade de vitamina A, a sua estrutura deve
incorporar uma molécula de retinol, isto é, um anel g-ionona nao substituido e uma
cadeia hidrocarbonatada insaturada. O carotenoide percursor de vitamina A mais
omnipresente é o B-caroteno. Este composto € formado por duas moléculas de retinol
juntas de forma tail-to-tail (cauda a cauda) e possui a atividade de vitamina A maxima
(100%). As estruturas dos restantes carotenoides percursores de vitamina A incorporam
apenas uma molécula de retinol e, portanto, teoricamente, contribuem com 50% da
atividade biologica do B-caroteno. Para além do B-caroteno, o a-caroteno e a
B-criptoxantina sdo os que possuem maior atividade de vitamina A (Ball, 2000; Ross &
Harrison, 2007). Na Figura 3.3 apresentam-se as estruturas moleculares destes trés

compostos.

a-caroteno

B-criptoxantina

Figura 3.3 Estruturas moleculares dos carotenoides percursores de vitamina A, a-caroteno, B-caroteno e 3-
criptoxantina [Adaptado de: Ross & Harrison, 2007]



FUNCAO BIOLOGICA

A vitamina A € um micronutriente essencial para a visdo, para o crescimento e

desenvolvimento do corpo e para o sistema imunitario.

» Visao
As células recetoras na retina do olho contém um pigmento sensivel & luz chamado
purpura visual (ou rodopsina). Quando exposto a luz, o pigmento desintegra-se nos seus
componentes (uma proteina chamada opsin e um metabolito de vitamina A chamado
retinal) e liberta estimulos elétricos para o cérebro para formar a imagem que se
visualiza. Para manter a visdo, a rodopsina deve ser novamente formada continuamente
com a vitamina A. Um dos primeiros sinais de um baixo estado de vitamina A é a

"cegueira noturna" (dificuldade em ver sob luz fraca).

Outra forma de vitamina A € o0 acido retinoico, necessario para manter o bom
funcionamento da cornea (a camada transparente na frente da iris e da pupila) e da
conjuntiva (membrana que reveste as palpebras e cobre o branco do olho) (FSE, 2013).

» Crescimento e desenvolvimento

A vitamina A é importante para o bom funcionamento da maioria dos 6rgaos no corpo,
pois estd envolvida na regulacdo genética da formacédo e diferenciacdo celular e na
comunicagdo intercelular, sendo necessaria para a reprodugcdo e para O
desenvolvimento adequado do feto no Gtero. Quantidades de vitamina A elevadas ou
deficientes podem resultar em malformagées do esqueleto, sistema nervoso, coracgao,
olhos e ouvidos. A integridade das células epiteliais em todo o corpo (pele, intestino,
coracdo, pulmdes, bexiga, olhos, etc.) depende de um fornecimento adequado de
vitamina A. Quando estdo em falta, as células epiteliais param de produzir mucosas e
"secam" (FSE, 2013).

» Sistema imunitério

A vitamina A ajuda a proteger contra infe¢des de varias formas, garantindo a eficacia
das barreiras mecénicas (pele e membranas mucosas) e aumentando a producéo e a
eficacia das células protetoras, como os fagocitos (que envolvem particulas
"estranhas"), células “assassinas” e linfécitos (que produzem anticorpos e outras

moléculas para combater contra “intrusos”) (FSE, 2013).

Alguns retinoides sdo muito utilizados como agentes terapéuticos, particularmente no

tratamento de doencas dermatoldgicas, como acne e psoriase. Os efeitos dos retinoides



na diferenciacéo celular irdo, futuramente, levar a muitos outros tratamentos, incluindo
acdes potenciais contra varias leucemias, malignidades, anormalidades imunolégicas e

condicdes inflamatorias (Eitenmiller et al., 2008).

FONTES ALIMENTARES

Para uma grande parte da populagdo humana mundial e, em particular, em partes do
mundo em desenvolvimento, 0s vegetais e as frutas sao as principais fontes alimentares
de vitamina A. Em outras partes do mundo, o leite, a manteiga, 0 queijo e 0S 0v0os Sao
importantes fontes alimentares de vitamina A. O figado de animais é também uma fonte
particularmente rica, uma vez que este 6rgdo armazena a vitamina para 0 uUso proprio

do corpo do animal (Ball, 2004).

De acordo com dados da BAP, a disponibilidade alimentar diaria per capita de
vitamina A, em 2016, foi de 1131,4 ug/hab/dia. Sendo que, os produtos que mais
contribuiram para a disponibilidade diaria desta vitamina, conforme ilustrado na Figura
3.4, foram a “Carne e miudezas” com 39,5%, seguidos dos “Horticolas” com 23,6%, do

“Leite e produtos lacteos” com 15,2% e dos “Oleos e gorduras” com 9,7% (INE, 2017).

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Raizes e tubérculos Produtos Horticolas Carne e miudezas comestiveis
H Leite e produtos lacteos Oleos e gorduras Outros produtos alimentares

Figura 3.4 Contribuicdo dos principais grupos alimentares para as disponibilidades diarias per capita de vitamina A —
2016 [Adaptado de: INE, 2017]

REQUISITOS NUTRICIONAIS

Ao longo do tempo, tém sido adotadas diferentes unidades para expressar o teor de
vitamina A. Tradicionalmente, o teor da vitamina A dos alimentos era expresso em
Unidades Internacionais (IUs), uma unidade de bioatividade definida como a quantidade
de atividade de vitamina A contida em 0,334 ug de acetato de retinilo, equivalente a
0,3 ug de all-trans-retinol. Em 1967, a WHO/FAO recomendou a substituicdo das 1Us
por Equivalentes de Retinol (RE). Os RE séo definidos como a soma da quantidade de
retinol com a quantidade equivalente de retinol que pode ser obtida a partir das fontes
de provitamina A, conforme se pode verificar pela equagéo 3.1.

ug B-caroteno ug outra provitamina
6 12

RE = pug retinol + (3.1)



Uma vez que a IU se baseou em estudos que ndo levaram em conta a fraca absorcao
e biodisponibilidade de carotenoides em alimentos, a equivaléncia de retinol e [3-
caroteno no sistema IU difere daquela no sistema RE. No sistema RE, 1 ug de retinol =

6 ug B-caroteno, enquanto no sistema IU, 1 ug de retinol = 2 ug de B-caroteno.

No entanto, em 2001, o Instituto de Medicina dos Estados Unidos recomendou a
substituicdo dos RE pelo Equivalente de Atividade de Retinol (RAE), redefinindo os
valores médios de equivaléncia de carotenoides em alimentos em compara¢do com o
retinol. Estas mudancas sequenciais nas unidades foram, em grande parte, uma
resposta para um melhor conhecimento da eficiéncia da utilizacdo de carotenoides.
Neste novo sistema, 1 uyg RAE é definido como 1 ug de all-trans-retinol e, portanto, é o
mesmo que 1 ug RE. Ambos sao iguais a 3,3 |U de retinol. Em matrizes alimentares, de
acordo com este sistema, 12 ug de B-caroteno = 1 ug de retinol e 24 pug de a-caroteno

ou B-criptoxantina = 1 ug de retinol (Ball, 2000; Ross & Harrison, 2007).

Os valores de ingestdo recomendada para a vitamina A encontram-se na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 Valores de Ingestéo Diaria Recomendada (DRI) e respetivos Limites Superiores (ULs), para a vitamina A,
para cada faixa etaria [Fonte: Ross & Harrison, 2007]

Faixa etaria DRI (ug/dia)2 UL (upg/dia)®
Bebés

0-12 meses 400¢ 600
Criancas

1-3anos 300 600

4 — 8 anos 400 900
Adolescentes e adultos masculinos

9 - 13 anos 600 1700

14 — 18 anos 900 2800

19 a > 70 anos 900 3000
Adolescentes e adultas femininas

9-13 anos 600 1700

14 — 18 anos 700 2800

19 a > 70 anos 700 3000
Gravidas

<18 anos 750 2800

19 — 50 anos 770 3000
Amamentacéo

< 18 anos 1200 2800

19 — 50 anos 1300 3000

@ Como Equivalentes de Atividade de Retinol (RAES)
b Como pg de vitamina A pré-formada (retinol)
¢ Como Ingestdo Adequada (Al)



De acordo com o regulamento da UE n°® 1169/2011, o NRV para a vitamina A é de
800 pg.

DEFICIENCIA

A deficiéncia de vitamina A pode ser detetada por diagndstico clinico ou por avaliacdo
de indicadores bioquimicos ou histolégicos. Os sinais clinicos incluem adaptacdo ao

escuro debilitada (cegueira noturna) e lesbes oculares (Combs, 2008).

Em geral, os sinais de deficiéncia que ocorrem sao: perda de apetite, crescimento
retardado, infecdes, pele aspera, cabelo aspero, fraqueza muscular, entre outros.
Porém, os sintomas mencionados podem ser sintomas de outro tipo de doencgas e por
isso 0s Unicos sinais de deficiéncia de vitamina A que sao inequivocos séo as lesfes
oculares: cegueira noturna e xeroftalmia. A xeroftalmia trata-se da dessecacdo e
turvacdo da cornea e a cegueira noturna manifesta-se como uma perda da capacidade
na readaptacao rapida ao escuro, depois da retina ser exposta a luz brilhante (Combs,
2008; Roat, 2017).

Como a vitamina A é armazenada em quantidades apreciaveis no figado, pode ser
administrada em doses relativamente grandes e infrequentes com eficacia (Combs,
2008).

TOXICIDADE

A hipervitaminose A refere-se a ingestdo de grandes quantidades de alimentos com
elevado teor em vitamina A, como o figado de animais, ou ao uso inapropriado ou
acidental de suplementos. O armazenamento hepéatico de vitamina A tende a mitigar o
desenvolvimento de intoxicac&o devido a ingestdes em excesso. No entanto, a ingestao
de doses elevadas por periodos longos pode exceder a capacidade do figado para
armazenar e catabolizar a vitamina A e, assim, produzir intoxicagdo. Alguns estudos
sugerem ainda que a ingestao excessiva de retinol pode aumentar a reabsorcéo 6ssea
e diminuir a formacdo 6ssea, bem como aumentar as concentragbes de gordura e
colesterol no sangue. No entanto, o problema mais grave associado a hipervitaminose
A é a teratogenicidade (malformagBes no recém-nascido) (Ross & Harrison, 2007;
Combs, 2008; FSE, 2013).

Os sintomas normalmente sdo: vomitos, dores de cabeca, tonturas, viséo turva, falta
de coordenagdo muscular, fungdes anormais do figado e dor em 0ssos e articulagdes.

Estes sintomas geralmente séo reversiveis apos a interrup¢édo da ingestéo (FSE, 2013).



3.3 VITAMINA D

Existem duas formas quimicas de vitamina D, a vitamina D, (ergocalciferol) e a

vitamina D3 (colecalciferol).

A vitamina D, pode ser obtida a partir de fontes alimentares, sendo absorvida no
intestino delgado com a ajuda de sais biliares, ou pode ser sintetizada na pele por
exposicao a luz solar (radiagao ultravioleta (UV) na faixa de 290-315 nm). A vitamina D»
é produzida em fitoplancton, invertebrados, fermento e fungos, que contém ergosterol
(esterol percursor da vitamina D;) que pode ser convertido em vitamina D, pela
irradiacdo UV. A vitamina Ds;, embora também possa ser encontrada em alguns
alimentos, é obtida principalmente a partir da irradiacdo UV do percursor do colesterol,
7-desidrocolestrol, naturalmente presente na pele (Ball, 2000; Norman & Henry, 2007,
Alves et al., 2013; FSE, 2013; Chen et al., 2015).

A biossintese da vitamina D através da pele depende de alguns fatores como o grau
de pigmentagdo da pele, latitude do local de habitacdo, estacdo do ano, tipo de
vestuario, idade, uso de protetor solar e condigfes meteoroldgicas locais. Na raga negra,
os niveis de vitamina D, em comparacdo com a raca branca, sédo consideravelmente
mais baixos, devido & maior pigmentacdo da pele. Nas latitudes nordicas, os niveis de
vitamina D na populag&o reduzem cerca de 20% a partir do final do verdo e até meados
do inverno. O uso de protetores solares (fator de protecéo solar > 8) reduz a producéo
desta vitamina em 95%. No entanto, durante os meses de verdo, na Europa, cerca de
15 a 30 minutos de exposicdo corporal ao sol rapidamente originam vitamina D
suficiente (Alves et al., 2013, FSE, 2013).

Conforme ilustrado na Figura 3.5, a vitamina D proveniente da biossintese através
da pele ou de fontes alimentares requer uma primeira hidroxilagdo no figado pela 25-
hidroxilase para formar a 25-hidroxivitamina D (25(0OH)D), forma parcialmente
hidrossolUvel que circula ligada as proteinas de ligacdo. Esta requer outra hidroxilacédo
pela 1a-hidroxilase, no rim, para formar a 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH).D), a forma
biologicamente ativa da vitamina D. Esta forma circula em concentragdes mais baixas
do que a 25(0OH)D, mas tem uma afinidade superior para o recetor, sendo

biologicamente mais potente (Alves, et al., 2013).
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Figura 3.5 Metabolismo da vitamina D [Adaptado de: FSE, 2013]

A via catabdlica para a vitamina D é obscura, mas sabe-se que a excrecdo de
vitamina D e dos seus metabolitos ocorre principalmente nas fezes com a ajuda de sais
biliares, aparecendo muito pouco na urina (Norman & Henry, 2007).

ESTRUTURA QUIMICA

Os membros da familia D derivam do sistema de
anéis de ciclopentanoperidrofenantreno (Figura 3.6),
estrutura que € comum a outros esteroides como o
colesterol. No entanto, em comparagdo com O

colesterol, a vitamina D possui apenas trés aneéis

intactos, pois o anel B foi submetido a fisséo da ligacéo

Co-Cio, resultando no sistema trieno conjugado que Figura 3.6 Estrutura molecular do
; . . ciclopentanoperidrofenantreno
esta presente em todas as vitaminas D. [Adaptado de: Ball, 2000]

Os membros da familia da vitamina D que ocorrem naturalmente diferem uns dos
outros apenas na estrutura das suas cadeias laterais, como se pode ver, por exemplo,

para as vitaminas D; e Ds, na Figura 3.7 (Norman & Henry, 2007).
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Figura 3.7 Estrutura do colecalciferol (vitamina D3) e do ergocalciferol (vitamina D;) [Adaptado de: Ball, 2000]

FUNCAO BIOLOGICA

A vitamina D desempenha um papel importante, juntamente com 0s minerais
essenciais calcio, fésforo e magnésio, na manutencdo dos 0ssos e dentes saudaveis,
uma vez que promove a absor¢éo de calcio no intestino e adequa as concentracdes de
calcio e fosfato para permitir a mineralizacdo 6ssea adequada, desempenhando
também um papel importante na prevengéo da osteoporose. Além disso, a vitamina D
demonstra efeitos benéficos na funcdo muscular e na forga muscular exercida,
reduzindo o risco de quedas e fraturas. Os recetores de vitamina D existem em muitos
tecidos, indicando que também tem um papel importante no controlo do crescimento e
diferenciagéo celular, ajudando também a aumentar a imunidade (Combs, 2008; FSE,
2013).

Inicialmente, acreditava-se que as atividades bioldgicas de vitamina D- e vitamina D3
eram essencialmente as mesmas, mas estudos posteriores indicaram que, no Homem,
a vitamina D, tem apenas 25% a 30% da atividade biol6gica da vitamina D3 e, por esse
motivo, para alguns investigadores, a vitamina D, ndo é considerada como um nutriente
adequado para suplementacao (Ball, 2000; Norman & Henry, 2007; Chen et al., 2015).
No entanto, estudos mais recentes indicam novamente que, nos adultos, a vitamina D-
tem sido tdo eficaz quanto a vitamina Dz pois, de acordo com estes estudos mais
recentes, os estudos anteriores eram feitos com recurso a comprimidos constituidos por

vitamina D; ou vitamina D3 e ndo a produtos alimentares (Chen et al., 2015).

De acordo com Alves et al. (2013), sem vitamina D, apenas 10-15% do calcio
proveniente de fontes alimentares e cerca de 60% do fosforo sdo absorvidos e, por outro
lado, a suficiéncia de vitamina D aumenta a absorcéo de calcio em 30-40% e o fésforo
em 80%.



FONTES ALIMENTARES

As fontes de vitamina D s&o limitadas, estando presente na maior parte dos alimentos
nao fortificados em quantidades muito pequenas e variaveis. As maiores fontes sdo os
peixes de dgua salgada gordos como o arenque, o salmao e as sardinhas, que contém
quantidades substanciais de vitamina D, e 6leos de peixe gordo e de figado de peixe.
Os cogumelos, embora haja uma grande controvérsia em relagédo a vitamina D2 ser ou
ndo considerada como um nutriente de suplementacdo adequado, contém niveis
elevados desta vitamina e a exposi¢cao dos cogumelos ao sol ou a luz UV artificial pode
criar niveis elevados de vitamina D e, por isso, 0s cogumelos podem ser considerados
como a melhor fonte de alimento ndo-animal de vitamina D. Produtos como os ovos, a
carne e o leite contém apenas baixas quantidades desta vitamina, mas sdo consumidos
em quantidades mais elevadas por determinadas popula¢des (Norman & Henry, 2007;
Alves et al., 2013; FSE, 2013; Chen et al., 2015).

No Reino Unido, por exemplo, os peixes e produtos de peixe fornecem geralmente
entre 15 e 25% da ingestéao de vitamina D3 e a carne fornece entre 22 e 35% da ingestéo
geral. Os ovos fornecem entre 11 e 13% da ingestéo total de vitamina D (FSE, 2013).

Como a maioria dos alimentos contém apenas quantidades muito baixas de vitamina
D, muitos paises fortalecem certos alimentos comuns e frequentemente consumidos,
como por exemplo, leite, margarina, cereais e misturas de chocolate. Ambas as
vitaminas, D, e D3, sdo utilizadas na fortificacdo de alimentos. Alguns outros alimentos
podem ser enriquecidos indiretamente como resultado da suplementagao de alimentos
para animais com a vitamina, como é 0 caso dos ovos em que as galinhas séo
suplementadas com vitamina Dz (Norman & Henry, 2007; Combs, 2008; FSE, 2013).

De acordo com dados da BAP, a disponibilidade alimentar diaria per capita de
vitamina D, em 2016, foi de 4,8 pyg/hab/dia. Tendo em conta os valores de referéncia
diarios desta vitamina (5 yg/hab/dia), a quantidade de vitamina D apurada é inferior, o
que indica um défice desta vitamina, uma vez que o valor se refere a disponibilidades
alimentares (INE, 2017).

De acordo com a Figura 3.8, o produto que mais contribuiu para a ingestdo de
vitamina D pela populagao portuguesa foi o “Pescado” com 62,5%, seguido pela “Carne
e miudezas” com um contributo de 27,1%, pelos “Ovos” com 8,3% e pelo “Leite e
produtos lacteos” com 2,1% (INE, 2017).
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Figura 3.8 Contribuicdo dos principais grupos alimentares para as disponibilidades diarias per capita de vitamina D —
2016 [Adaptado de INE, 2017]

REQUISITOS NUTRICIONAIS

A necessidade de vitamina D em adultos saudaveis nunca foi definida com grande
precisdo. No entanto, na auséncia de luz solar, as fontes nutricionais de vitamina D

tornam-se importantes, devendo ser fornecida regularmente (Norman & Henry, 2007).

De acordo com as ultimas orienta¢des da Sociedade de Endocrinologia Americana
(Holick et al., 2011), estas sugerem o rastreio de vitamina D apenas em individuos que
estejam em risco de deficiéncia (por exemplo, individuos de raca negra ou nérdicos,
como mencionado anteriormente) e nao para a populacdo em geral. Assim,
recomendam a medicao da 25(OH)D sérica circulante para avaliar o estado da vitamina
D nos individuos em risco de deficiéncia por um método analitico fidvel e consideram
uma deficiéncia de vitamina D como 25(0OH)D < 20 ng/mL (50 nmol/L) e uma
insuficiéncia de vitamina D como 25(0OH)D entre 21 e 29 ng/mL (525 e 725 nmol/L)
(Holick et al., 2011; Rebelo-Marques et al., 2017).

Os bebés entre 0 e 1 anos necessitam, no minimo, de 400 IU/dia (1 IU = 25 ng) de
vitamina D. ApGs o primeiro ano de vida e até aos 70 anos, os individuos necessitam
de, no minimo, 600 |U/dia. Para os adultos com mais de 70 anos as necessidades de
vitamina D sobem para 800 IU/dia. No entanto, para manter os niveis séricos de
25(0OH)D no sangue persistentemente acima de 30 ng/mL (75 nmol/L), para as idades
entre 1 e 18 anos, pode ser necessaria uma quantidade minima de 1000 IU/dia de
vitamina D e, para as idades entre 19 e 70 anos e acima dos 70 anos, 1500-2000 IU/dia.
As mulheres que estejam gravidas e a amamentar necessitam, pelo menos, de
600 IU/dia de vitamina D, com necessidades entre 1500-2000 IU/dia para manter os
niveis séricos de 25(OH)D no sangue acima de 30 ng/mL. (Holick et al., 2011; Rebelo-
Marques et al., 2017)

De acordo com o regulamento da UE n°® 1169/2011, o NRV para a vitamina D é de 5

ug.



DEFICIENCIA

A deficiéncia de vitamina D pode advir de exposicdo inadequada a luz solar, ma
absorcdo de vitamina D ou consumo insuficiente de alimentos, exposicdo a certas
drogas ou presenca de determinadas doengas como doencas de trato gastrointestinal,
figado ou rins, ndo permitindo converter a vitamina D numa forma ativa (Combs, 2008;
Johnson, 2017).

Quando ha deficiéncia de vitamina D, ha uma menor absor¢do de calcio e fosfato.
No caso de nao haver calcio e fosfato suficientes para manter os 0ssos saudaveis, a
falta de vitamina D pode criar um distldrbio 6ésseo que, nas criancas, se denomina
raquitismo e, nos adultos, osteomalacia. Numa mulher gravida, a deficiéncia de vitamina
D provoca deficiéncia no feto e o recém-nascido pode apresentar um elevado risco de
desenvolver raquitismo. A deficiéncia de vitamina D pode causar ainda o agravamento
da osteoporose. Por outro lado, para aumentar o baixo nivel de calcio no sangue
causado pela deficiéncia de vitamina D, o corpo pode produzir uma maior quantidade
da hormona paratiroide que, a medida que se torna mais elevada, drena célcio dos
0ss0s para aumentar o nivel de calcio no sangue e, desta forma, os ossos ficam
enfraquecidos (Norman & Henry, 2007; Combs, 2008; Johnson, 2017).

Os sintomas esqueléticos classicos associados ao raquitismo séo pernas arqueadas,
joelhos torcidos, coluna vertebral curvada e deformidades pélvicas e toracicas. No caso
da osteomalacia, particularmente na coluna vertebral, pélvis e pernas, as zonas
afetadas sdo mais sensiveis e dolorosas ao tato, podendo ocorrer fraturas (Combs,
2008; Johnson, 2017).

O tratamento envolve a ingestdo de doses elevadas de vitamina D diariamente,
durante 1 a 2 meses ou mais, podendo também ser administrados suplementos de

calcio e de fosfato (Johnson, 2017).

TOXICIDADE

A exposicéo solar prolongada nédo provoca toxicidade de vitamina D, pois 0 excesso
de vitamina D3 é convertido em isdmeros biologicamente inertes (Rebelo-Marques et al.,
2017). No entanto, a ingestdo excessiva de vitamina D proveniente de fontes
alimentares pode levar a hipercalcemia (concentracdo de calcio no sangue muito
elevada) e possivelmente a hipercalcidria (aumento da excrecdo de calcio na urina). A
hipercalcemia prolongada pode causar pedras nos rins e a calcificacdo de tecidos

moles, incluindo rins, vasos sanguineos, coracdo e pulmdes. Outros sintomas de



hipervitaminose D incluem perda de apetite, perda de peso, fraqueza, fadiga, sede,
desorientacé@o e vomitos (FSE, 2013).

3.4 VITAMINA E

Vitamina E € o termo coletivo para os compostos que exibem atividade biol6gica de
a-tocoferol. Geralmente, estdo incluidos na familia da vitamina E oito homélogos de
ocorréncia natural, sendo eles o a-, -, y-, e 6-tocoferol, e os tocotrienois insaturados
correspondentes (a-, B-, y-, € &-tocotrienol) (Eitenmiller et al., 2008). No entanto, em
2000, a Food and Nutrition Board (FNB) do Instituto de Medicina dos Estados Unidos
definiu o a-tocoferol como a Unica forma que atende os requisitos de vitamina E para os
humanos, pois apenas o0 a-tocoferol mostrou reverter os sintomas de deficiéncia de
vitamina E nos humanos, possuindo a atividade relativa de vitamina E méaxima (100%)
(Ball, 2000; Traber, 2007). Por este facto nos estudos efetuados com vitaminas, dos oito
homologos, passou a quantificar-se apenas o a-tocoferol. Porém, nem todos os autores
concordam com a quantificacdo de apenas este homélogo, havendo estudos da

determinagdo simultanea dos diversos homaologos.

Os ésteres de vitamina E sao facilmente hidrolisados no intestino e sdo absorvidos
como a-tocoferol, ndo ficando acumulados no figado. Isto sugere que a excre¢édo e o
metabolismo séo importantes, no entanto, o seu mecanismo de acdo ainda nado se
encontra bem esclarecido. Porém, sabe-se que a eliminacao fecal é a principal via de

excrecao desta vitamina (Traber, 2007; Belitz et al., 2009).

ESTRUTURA QUIMICA

Os tocotrienois diferem estruturalmente dos tocoferois. Os grupos metilo (CHs) na
“cabega” (anel aromatico) determinam se a molécula é a-, 8- ou y-, ou §-, enquanto a
“cauda” (cadeia lateral isoprenoide) determina se a molécula é um tocoferol ou um

tocotrienol.

Se a cadeia lateral estiver saturada, trata-se de um tocoferol, enquanto que se tiver
ligacdes duplas, é um tocotrienol. Os prefixos a-, B-, y-, € 6- sdo atribuidos de acordo
com o numero e a localizacao dos grupos metilo no anel de cromanol (“cabega”). Os
homdlogos a contém trés grupos metilo, os homélogos & contém apenas um grupo
metilo 0 os homoélogos B e y tratam-se de isbmeros posicionais dimetilados (Traber,
2007; Eitenmiller et al., 2008). Estas inter-relagdes estruturais encontram-se ilustradas

na Figura 3.9.
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Figura 3.9 Estruturas moleculares da vitamina E [Adaptado de Traber, 2007]

FUNCAO BIOLOGICA

A atividade da vitamina E baseia-se principalmente nas suas propriedades
antioxidantes, sendo reconhecida ha muito tempo como o principal antioxidante lipidico
solavel do corpo e, portanto, é fundamental na manutencdo da integridade e
funcionalidade das membranas celulares de todas as células do corpo humano. Como
antioxidante, a vitamina E atua dentro das membranas celulares, protegendo os acidos
gordos insaturados de oxidacdo. Ao fazé-lo, a vitamina € oxidada e deve ser "reciclada”

de volta a sua forma ativa, atividade normalmente efetuada pela vitamina C (FSE, 2013).

Devido ao seu papel como antioxidante, a vitamina E foi sugerida como papel crucial
em todas as condi¢cdes associadas ao aumento do stress oxidativo, do qual podem
resultar doengas cardiovasculares, diabetes, disturbios envolvendo inflamacao cronica,
cancro e distarbios neurologicos. Além de sua funcdo antioxidante, a vitamina E
demonstrou ter papéis especificos na transducdo de sinal, expressdo genética e

regulacdo de outras fungdes celulares (FSE, 2013).

No entanto, a vitamina E ndo sé contribui para a estabilizagdo das estruturas de
membrana, como também estabiliza outros agentes ativos (por exemplo, vitamina A,

ubiquinona, hormonas e enzimas) contra a oxidagéo (Belitz, et al., 2009).

A vitamina E tem também sido atribuido um papel na prevencéo da aterosclerose e
doencas cardiacas devido aos seus efeitos benéficos em varios mecanismos envolvidos
no desenvolvimento da aterosclerose (tais como inibicdo da oxidag&o de Lipoproteinas
de Baixa Densidade (LDL), efeitos anti-inflamatorios e inibic&o da proliferacéo de células
do musculo liso). Na prevencado das doencas cardiacas, no entanto, o papel da vitamina
E é atualmente uma questdo de debate. Sabe-se também que a vitamina E retarda a

agregacao de plaguetas no sangue (Belitz et al., 2009; FSE, 2013).



FONTES ALIMENTARES

A vitamina E encontra-se amplamente distribuida em nozes, sementes, frutos,
vegetais e gramineas. As fontes alimentares mais ricas em vitamina E sdo os 6leos
vegetais comestiveis, uma vez que s6 as plantas € que conseguem sintetizar esta
vitamina. O RRR-a-tocoferol é especialmente elevado em 6leos de gérmen de trigo,
cartamo, acafréo e girassol. Os 6leos de soja e milho contém predominantemente a
forma y-RRR-tocoferol, bem como alguns tocotrienois. O 6leo de algoddo, bem como o
6leo de palma, contém a-tocoferol e y-tocoferol em igual proporcdo. Nas frutas e nos
vegetais, assim como nos alimentos provenientes dos animais (como carne, peixe e
produtos lacticinios), a vitamina E encontra-se em concentracoes relativamente baixas
(Traber, 2007; Combs, 2008; FSE, 2013).

Os alimentos que sdo processados com Oleos vegetais tendem a variar muito no
conteudo de vitamina E devido aos diferentes tipos de 6leos que podem ser utilizados e

as estabilidades térmicas dos vitameros E presentes (Combs, 2008).

Y

Devido a interagdo dos tocoferois e tocotrienois com eventos oxidativos em
alimentos, pela sua fungdo como antioxidantes, o0 manuseio fisico associado a colheita
e armazenamento de matérias-primas e, em seguida, processamento e comercializa¢ao
adicionais, podem produzir alteracdes significativas nos niveis de vitamina E.
Dependendo dos fatores ambientais e do stress oxidativo colocado na mercadoria pela
cadeia de eventos necessaria para entregar o alimento fresco ou processado ao
consumidor, essas mudancas podem ser bastante severas, com potencial para perda
completa, podendo esta perda ser iniciada em qualquer um dos eventos mencionados.
Do mesmo modo, o armazenamento e a preparacdo dos alimentos pelo consumidor
podem ter efeitos dramaticos sobre a reten¢éo de vitamina E no momento em que 0s
alimentos vao ser consumidos. Devido a esta instabilidade da vitamina E, o teor da
mesma, em alimentos e em produtos alimentares, varia consideravelmente (Combs,
2008; Eitenmiller et al., 2008).

Devido a sua instabilidade, a principal forma de vitamina E na maioria dos alimentos

é o y-tocoferol, que n&o é tao biopotente como o a-tocoferol (Combs, 2008).

Nos alimentos com maior teor de gordura, a concentragdo de vitamina E é muito

superior as concentragdes das vitaminas A e D (Ball, 2000).

De acordo com os dados da BAP, a disponibilidade alimentar diaria per capita de
vitamina E, em 2016, foi de 33 pg/hab/dia. Sendo que, conforme ilustrado na Figura

3.10, cerca de 81% da vitamina E disponivel por dia e por habitante resultou do



contributo dos “Oleos e gorduras”, cerca de 5,5% dos “Frutos (incluindo a azeitona)” e
cerca de 3,9% dos “Horticolas” (INE, 2017).

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Cereais e arroz Raizes e tubérculos Produtos horticolas
Carnes e miudezas comestiveis B Leite e produtos lacteos Pescado
Oleos e gorduras Outros produtos alimentares

Figura 3.10 Contribuigdo dos principais grupos alimentares para as disponibilidades diarias per capita de vitamina E —
2016 [Adaptado de INE, 2017]

REQUISITOS NUTRICIONAIS

As DRIs para a vitamina E foram publicadas em 2000 pelo FNB do Instituto de
Medicina dos Estados Unidos e encontram-se na Tabela 3.4, para bebés, criancas e

adolescentes.

Para os adultos (homens e mulheres com idade superior ou igual a 19 anos),
incluindo mulheres gravidas, o valor de DRI é de 15 mg/dia. No caso de a mulher ser
lactante, o DRI aumenta para 19 mg/dia. O UL para a vitamina E foi fixado em
1000 mg/dia (FNB, 2000; Traber, 2007).

De acordo com o regulamento da UE n°® 1169/2011, o NRV para a vitamina E é de
12 mg.

Tabela 3.4 Valores de Ingestao Diaria Recomendada (DRI), para a vitamina E, para cada faixa etaria
[Fonte: Combs, 2000]

Faixa etaria DRI (mg/dia)
Bebés

0 - 6 meses 4

7 - 12 meses 5
Criancas

1 -3 anos 6

4 — 8 anos 7
Adolescentes masculinos

9 - 13 anos 11

14 — 18 anos 15
Adolescentes femininas

9 - 13 anos 11

14 — 18 anos 15




DEFICIENCIA

A deficiéncia de vitamina E ocorre muito raramente em seres humanos e, na maioria
das vezes, nunca ocorre como resultado de deficiéncias alimentares, mas sim como
resultado de problemas genéticos na producao de a-TTP (a-tocopherol transfer protein),
sindromes de mé absor¢éo de gordura e desnutricdo proteico-energética (Traber, 2007,
Eitenmiller et al., 2008).

Uma ma absorcdo de gordura pode resultar de distirbios pancreaticos e hepéticos
que reduzem a absor¢céo da mesma, problemas nas células intestinais, comprimento do
intestino e defeitos na sintese ou composicdo de quilomicrons (lipoproteinas que
transportam os triglicéridos a partir do intestino para o figado, musculo esquelético e
tecido adiposo). As anormalidades genéticas no metabolismo das lipoproteinas podem
produzir niveis baixos a néo detetaveis de quilomicrons circulantes, Lipoproteinas de
Muito Baixa Densidade (VLDL) e Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL), afetando a
absorcéo e o transporte plasmatico da vitamina E. O a-tocoferol plasmatico € controlado
pela a-TTP hepdética. Esta proteina é necessaria para facilitar a transferéncia de
a-tocoferol do figado para o plasma. Em humanos, um defeito genético nesta proteina
resulta numa grave deficiéncia de vitamina E, pelo que os defeitos genéticos na sua
producao estdo associados a uma sindrome caracteristica, a Ataxia com Deficiéncia de
Vitamina E (AVED), caracterizada por altera¢cdes neuroldgicas, que leva a diminuicéo
da capacidade de incorporar RRR-a-tocoferol nas VLDL (Traber, 2007; Eitenmiller et al.,
2008).

Os disturbios associados a deficiéncia de vitamina E sdo distirbios na reproducéo,
musculos, figado, medula 6ssea e funcdo cerebral e diatese de embriogénese
defeituosa (transtorno de permeabilidade capilar). Nos seres humanos, as primeiras
manifestacdes da deficiéncia de vitamina E incluem ataxia espinocerebelar, miopatia
esquelética e retinopatia pigmentosa. No entanto, o estado clinico da vitamina E no ser
humano é dificil de avaliar devido ao facto de a vitamina E armazenada no corpo diminuir
muito lentamente e os indices bioquimicos utilizados (niveis de soro, eritrécitos,
plaquetas e tecido de tocoferol) ndo serem indices efetivos. Niveis de a-tocoferol no
soro inferiores a 11,6 uymol/L, em adultos, sdo uma indicacdo de uma deficiéncia
bioquimica de vitamina E, contudo, nem sempre indicam uma deficiéncia clinica. Neste
sentido, o Instituto de Medicina Americano considerou a hemdlise induzida por peroxido
de hidrogénio, usado em conjunto com as concentragdes plasmaticas de a-tocoferol,
como o melhor biomarcador para estimar os requisitos de a-tocoferol em adultos
humanos. (FNB, 2000; Traber, 2007; Eitenmiller et al., 2008).



TOXICIDADE

A vitamina E € uma das vitaminas menos téxicas. Estudos em animais demonstraram
que o a-tocoferol ndo € mutagénico, carcinogénico ou teratogénico e em estudos com
humanos, a suplementacdo oral desta vitamina mostrou ser inofensiva mesmo em
doses superiores ao UL. No entanto, em doses demasiado elevadas, esta vitamina pode
antagonizar as funcdes de outras vitaminas lipossollveis. Animais com sobredosagem
de vitamina E mostraram mineralizacdo Ossea prejudicada e reducdo do
armazenamento hepatico de vitamina A, mas ambos conseguiram ser corrigidos com
suplementos alimentares da vitamina apropriada. Relatérios isolados de efeitos
negativos em humanos que consomem mais de 1000 mg/dia de a-tocoferol incluem dor
de cabeca, fadiga, nauseas, visdo dupla, fraqueza muscular e disturbios
gastrointestinais (Traber, 2007; Combs, 2008).

3.5 METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINAGCAO DAS VITAMINAS

LIPOSSOLUVEIS (A, DEE)

De uma forma geral, os ensaios para determinacdo de vitaminas podem ser

classificados em:
1. Bioensaios envolvendo seres humanos e animais;

2. Ensaios microbioldgicos utilizando organismos protozodrios, bactérias e

leveduras;

3. Ensaios fisico-quimicos que incluem métodos espetrofotométricos,

fluorométricos, cromatograficos, enzimaticos, imunolégicos e radiométricos.

Cada tipo de método tem as suas vantagens e desvantagens e por isso a elei¢cdo de
um determinado método de analise para uma determinada vitamina ou vitaminas deve
ter em conta alguns fatores como a exatiddo e a precisdo do método, requisitos de
tempo e instrumentagéo, o tipo de matriz a ser analisada, bem como o ndmero de
amostras a analisar, e requisitos regulamentares. Por outro lado, o analista deve
também escolher a combinacdo adequada de técnicas para a extracdo, isolamento,

purificacdo e medicédo (Strohecker et al., 1967; Pegg et al., 2010).

A utilizac&o de ensaios biologicos tem sido sucessivamente limitada aos casos em
gue nao esta disponivel qualquer método alternativo adequado, ou em casos em que
se necessita de informagcdo sobre a biodisponibilidade do analito, pois estes sdo

extremamente demorados, requerendo muito tempo na implementacédo. Nao bastando,



sao geralmente caros e o0s seus intervalos de erro sdo, frequentemente, muito amplos.
No entanto, os bioensaios tém a vantagem de que, por vezes, ndo requerem a
preparacdo de um extrato, eliminando assim a probabilidade de altera¢des indesejaveis
do analito durante a preparacéo do extrato. Por outro lado, os bioensaios estdo limitados
a testes em animais, 0s quais tém sido cada vez mais restringidos. Por estes motivos,
nos ultimos anos, 0s métodos microbioldégicos e fisico-quimicas tém vindo
sucessivamente a substituir os ensaios biolégicos, pois tratam-se de métodos mais
rapidos e mais baratos e, no geral, 0s seus intervalos de erro sdo inferiores (Strohecker
et al., 1967; Pegg et al., 2010).

Tanto os métodos microbiologicos como os fisico-quimicos requerem a extragéo de
vitaminas e, de uma forma geral, os resultados obtidos através destes métodos
representam o teor total de uma determinada vitamina numa determinada matriz
(alimentos, por exemplo), e ndo necessariamente a sua biodisponibilidade para os seres

humanos (Pegg et al., 2010).

Os ensaios microbiolégicos, embora sejam mais sensiveis e especificos para cada
vitamina, j& praticamente ndo sdo utilizados nos dias de hoje. Nestes métodos, em
comparagdo com 0s ensaios fisico-quimicos, normalmente é necessaria menos

preparacdo de amostra, mas, no entanto, sao também demorados (Pegg et al., 2010).

Atualmente, os métodos fisico-quimicos, em particular os métodos de HPLC com
diferentes técnicas de detecdo, sdo os principais métodos analiticos para a
gquantificacdo de vitaminas, devido ao seu alto poder de resolucéo, especificidade e
sensibilidade. Esses métodos requerem uma preparacdo prévia das amostras para
andlise, de forma a separar-se as vitaminas de matrizes complexas, porém, a duracdo
deste procedimento é muito importante, uma vez que a maioria das vitaminas néo sdo
estaveis em solucdes e decompdem-se quando expostas a luz, oxigénio, pH e calor,

devendo ser tomadas precaugdes (Karazniewicz-tada & Gtowka, 2016).

As vitaminas lipossolUveis séo fotossensiveis e, portanto, em todas as operacgdes
com solugbes vitaminicas e materiais contendo vitaminas devem ser tomadas
precaucbes adequadas para evitar qualquer deterioracdo ao longo do processo
analitico. Deste modo, as operagfes devem ser realizadas sob luz moderada ou em
vidro ambar baixo em actinico e, idealmente, a iluminacdo deve ser fornecida
artificialmente por lampadas fluorescentes amarelas/douradas. Estas vitaminas também
sdo sensiveis ao ar, temperaturas elevadas e humidade, pelo que também se deve

evitar temperaturas muito altas e utilizar azoto e/ou vacuo (Ball, 2000; Pegg et al., 2010).



Embora o investimento em HPLC seja elevado, tém sido relatados cada vez mais
métodos diferentes para a analise de vitaminas lipossolUveis em diversos tipos de
matrizes, incluindo alimentos e produtos para alimentagdo animal, amostras biologicas
e produtos farmacéuticos, sendo cada vez mais recorrente o desenvolvimento de
métodos analiticos capazes de identificar e quantificar varias vitaminas e compostos
relacionados numa sé corrida cromatografica. No entanto, existem dificuldades na
determinacgdo simultanea de vitaminas lipossollveis, uma vez que as vitaminas estao
presentes como vitameros estruturalmente relacionados e sob formas sintéticas,
exigindo métodos de separacdo altamente eficientes, e também porque as
concentracdes das diferentes vitaminas presentes numa mesma amostra variam muito,
requerendo métodos analiticos com alta sensibilidade e seletividade e aplicaveis numa
elevada gama. Além disso, quanto mais componentes estiverem presentes nos
alimentos ou nos suplementos alimentares multivitaminicos, maior o risco de serem

observadas interferéncias (Nimalaratne et al., 2014).

A fracdo lipidica de alimentos que contém vitaminas lipossollveis € composta
principalmente por triglicéridos, com quantidades muito menores de esterois,
carotenoides, fosfolipidos e constituintes lipidicos menores. Todas estas substancias
exibem propriedades de solubilidade semelhantes as das vitaminas lipossollveis e, por
isso, constituem uma potencial fonte de interferéncia durante a andalise cromatogréfica.
Uma proporgao do contetdo de vitamina lipossoluvel original de um alimento esta ligada
a um complexo de lipoproteinas e, portanto, para a vitamina ser libertada, as ligacées
gordura-proteina devem ser quebradas. Neste sentido, a saponificacdo € o0 meio mais

efetivo para a remocéo de lipidos nao desejados (Ball, 2000; Fanali et al., 2017).

Para um ensaio ser bem sucedido é essencial que as vitaminas sejam extraidas
gquantitativamente da matriz alimentar de forma a poderem ser quantificadas com
exatiddo. Um procedimento de extracdo eficaz serve para homogeneizar e concentrar a
amostra, isolar o analito, ou seja, a vitamina, da sua associa¢cdo com proteina, eliminar,
na medida do possivel, substancias interferentes conhecidas e destruir qualquer

atividade enzimatica (Ball, 2000).

Deste modo, quando se seleciona um método de analise, pelo menos inicialmente, &
aconselhavel considerar a utilizacdo de métodos oficiais ou normalizados, ja testados
através de estudos interlaboratoriais, publicados por organizacdes como a AOAC
International (Association of Official Analytical Chemists), o Comité Europeu de
Normalizagdo (CEN), a Convencdo Farmacéutica dos Estados Unidos, ou a AACC

International (American Association of Cereal Chemists) (Pegg et al., 2010).



Na Tabela 3.5 apresentam-se alguns dos métodos oficiais utilizados na determinacao
das vitaminas A, E e D.

Tabela 3.5 Métodos oficiais frequentemente utilizados na andlise de vitaminas [Fonte: Pegg et al., 2010]

VITAMINA METODO APLICACAO ABORDAGEM

Vitamina A

Vitamina A em férmulas

AOAC 992.04 . L . HPLC UV 340 nm
infantis a base de leite
Retinol
AOAC 2001.13 Vitamina A em alimentos HPLC UV 328 nm
ou 313 nm
All-trans-retinol HPLC UV 325 nm
o EN 12823-1  Vitamina A em alimentos ~ OU Fluorescéncia
13-cis-retinol A excitagao = 325 M
}\emisséo =475 nm
Vitamina D
AOAC 936.14 Vitamina D em Bioensaio
alimentos
Colecalciferol Vitamina D em férmulas
) AOAC 995.05 infantis e produtos HPLC UV 265 nm
Ergocalciferol intestinais
EN 12821 Vitamina D em HPLC UV 265 nm
alimentos
Vitamina E

HPLC UV 292 nm

R, R, R - tocoferois EN 12822 Vitamina E em alimentos U Fluorescéncia
A excitagdo =295 nm

)\emisséo =330 nm




3.5.1 METODOS DE EXTRAGAO

A extracdo é o passo-chave na andlise de vitaminas. No entanto, apresenta uma

série de dificuldades, tais como:
1. Instabilidade quimica em relacdo a luz, oxigénio, calor, bases e acidos;
2. Heterogeneidade quimica entre os diferentes vitameros;
3. Diferentes e/ou baixos niveis de concentracdo em amostras de alimentos;
4. Complexidade da matriz.

Os métodos de extracdo de vitaminas lipossoluveis incluem hidrélise alcalina
(saponificagéo), extragéo liquido-liquido, extracdo em fase sdlida e extragdo com fluido
supercritico. A extragdo liquido-liquido é o tipo de extracdo mais utilizado. Em geral
utilizam-se solventes organicos, por questdes de solubilidade (Ball, 2000; Luque-Garcia
& Luque de Castro, 2001).

A hidrdlise alcalina, ou saponificacdo, tem sido a ferramenta mais efetiva para a
extracdo dos micronutrientes lipossollveis a partir de alimentos. A reacao de hidrélise
“ataca” as ligagbes éster, libertando os acidos gordos e as vitaminas. Desta forma, as
condicbes alcalinas removem efetivamente a preponderéncia de triglicéridos de
amostras alimentares com gordura e liberta as vitaminas A, D e E das respetivas
matrizes, utilizando-se esta operacdo para simplificar a posterior extracdo destas
vitaminas. No entanto, esta saponificacdo tem desvantagens inerentes que incluem a
formacdo de emulsdes e a degradacdo de analitos (especialmente vitamina E e
retinoides). A saponificagdo pode também ser aplicada a frio (temperatura ambiente),
mas, em comparagdo com a anterior, a quente, esta saponificacdo € ainda mais
desvantajosa, uma vez que demora cerca de 15 h, em vez de cerca de 30 minutos,
tendo de ser realizada durante a noite (Ball, 2000; Jedlicka & Klime§, 2004; Fanali et al.,
2017).

De acordo com Ball, a saponificacdo € convencionalmente realizada por refluxo da
amostra preparada com uma mistura de etanol com uma solugdo de hidroxido de
potassio (KOH), na presenca de um antioxidante. E, posteriormente, os esterdis, as
vitaminas lipossollveis que constituem a fragdo ndo saponificavel, sédo extraiveis do
residuo de saponificacdo por extracao liquido-liquido utilizando um solvente orgéanico
nao miscivel com agua. Como os acidos gordos, que precipitam sob a forma dos seus
sais de potassio (sabdes), e o glicerol, ndo séo extrataveis sob condi¢cbes alcalinas, as

vitaminas conseguem extrair-se com facilidade (Ball, 2000).



No entanto, embora a extracdo liquido-liquido seja a técnica de elei¢do, a mesma
tem bastantes desvantagens associadas como o uso de solventes téxicos, a dificuldade
de automatizagéo e o facto de envolver procedimentos demorados (Jedlicka & Klimes,
2004).

Nos métodos convencionais que exploram a técnica de HPLC com coluna C18 de
fase inversa, as vitaminas A, E e D, por serem altamente hidrofobicas, apresentam alta
afinidade por esta fase estacionaria e, por isso, para promover a sua eluicdo é
necessario utilizar altas concentracbes de metanol e acetonitrilo para aumentar a
afinidade destas vitaminas pela fase movel, o que torna a eliminacdo do solvente
organico neste tipo de coluna uma tarefa muito dificil. Assim, para contornar esse
problema, Kienen et al. (2007), propuseram um método analitico cromatografico verde
para determinar as vitaminas lipossolUveis em alimentos e suplementos farmacéuticos,
no qual exploraram a utilizagdo de um meio micelar através da modificacdo de uma
coluna C18 com uma soluc¢do aquosa de SDS (dodecil sulfato de sodio) a 3% (m/v) e
na utilizacdo da mesma solucao surfactante como fase movel, na presenca de alcool
butilico a 15% (v/v) como solvente organico modificador. Neste método, ao utilizar um
meio micelar, 0 mecanismo da separacao é alterado, pois a medida que o surfactante é
absorvido pela fase estacionaria, a sua polaridade aumenta e, ao mesmo tempo, as
caracteristicas da fase movel também séo alteradas, conseguindo apresentar afinidade
pelas vitaminas de baixa polaridade, pois a presenca do surfactante induz a formagéo

de micelas.

Ainda no contexto do desenvolvimento e da utilizacdo de métodos verdes, tém sido
desenvolvidas técnicas a base de fluidos comprimidos e técnicas de extracdo

miniaturizadas (microextracdes) (Fanali et al., 2017).

Em alternativa a extracdo liquido-liquido existem os outros dois tipos de extragdo:
Extracdo com Fluido Supercritico (SFE) e Extracdo em Fase Solida (SPE). Nos anos
mais recentes, devido as desvantagens inerentes a extragao liquido-liquido, estas duas
técnicas tém sido mais estudadas, de forma a desenvolverem-se métodos que sejam
capazes de extrair as vitaminas A, E e D. Neste sentido, por HPLC de fase inversa
(HPLC-RP) com detetor de rede de fotodiodos (PAD) e recorrendo a SPE, Chirkin et al.
(2013) propuseram um método capaz de determinar as vitaminas A, D e E em amostras
de manteiga, ovo e figado de galinha e Plonka et al. (2012) conseguiram desenvolver
um método que permite a determinagéo simultdnea ndo so das vitaminas A, D e E como
também de algumas vitaminas hidrossollUveis (Bi, B2, Bs, Bs, Bg, B12 € C) em amostras

de fruta (damasco e abacate) e sumos de fruta/vegetais. Apés SFE e por HPLC-RP,



Berg et al. (2000) conseguiram separar as vitaminas A e E de uma amostra de pasta de
figado recorrendo a um detetor de fluorescéncia e de uma amostra de leite recorrendo

a um detetor UV.

A SPE trata-se de uma tecnologia em que a amostra passa por uma coluna (fase
estacionaria) que contém particulas apropriadas, designadas por material de
empacotamento cromatografico, e a corrente de solvente (fase movel) que flui através
da coluna e arrasta a amostra através da mesma, de forma a separar quimicamente 0s
seus diferentes componentes e, assim, tornar os testes analiticos subsequentes mais

bem sucedidos (Arsenault et al., 2014).

Nesta tecnologia, 0s principais objetivos sdo a remogéo de interferentes da matriz, o
isolamento e a extragdo e/ou concentragéo dos analitos. E, tal como acontece em HPLC,
0s compostos podem ser retidos pelo sorvente por SPE de fase inversa, SPE de fase
normal, SPE de troca i6nica e também por adsorc¢ao (Sigma-Aldrich, 1998; Jardim, 2010;
Arsenault & McDonald, 2014).

O procedimento da SPE, apés o condicionamento (primeiro passo) do sorvente com
um solvente apropriado para solvatar os grupos funcionais da fase estacionaria, pode
ser feito em modo de “limpeza (cleanup) da amostra”, que inclui as etapas de introducao
da amostra, lavagem da coluna e eluicdo do analito ou em modo de “remocgéo da matriz”,
em que o extrato de amostra é colocado na coluna, passando o analito e ficando retido
o material ndo desejado. A estratégia de cleanup € utilizada quando se quer concentrar
elou isolar os compostos de interesse e a estratégia de ‘“remogédo da matriz” é
geralmente escolhida quando o analito esta presente em elevada concentracdo (Ball,
2000).

Para alguns autores, 0 modo de limpeza da amostra é a chamada SPE e o modo de
remocdo da matriz é designada por Extracdo Liquida de suporte Sélido (SLE).
Independente do modo empregue, o material que se utiliza com mais frequéncia é uma
coluna pequena de plastico com a forma de seringas de barril e fluxo for¢gado por vacuo.
O sorvente mais utilizado é o C18 (Luque-Garcia & Lugue de Castro, 2001; Arsenault &
McDonald, 2014). No entanto, de acordo com o0s estudos realizados por Chirkin et al.
(2013), o uso de um sorvente polar como o aminopropil ligado a silica provou ser uma

alternativa vantajosa aos sorventes ndo polares.



Comparando com a extracgao liquido-liquido, a SPE é mais eficiente, mais rapida, as
extragdes quantitativas sédo mais faceis de executar, utiliza menos solventes e pode ser
automatizada, tendo ainda a capacidade de aumentar seletivamente a concentragédo do
analito por um fator de 100 a 5000, tornando possivel a andlise quantitativa e qualitativa
de analitos que se encontrem em quantidades vestigiais, isto €, na escala dos
microgramas aos nanogramas. Porém, na SPE, os custos dos cartuchos/colunas séo
elevados e, por vezes, é dificil selecionar o sorvente adequado a matriz desejada. Nao
bastando ser caros, os cartuchos sé podem ser utilizados uma vez e, geralmente, a
reprodutibilidade de lote para lote é baixa (Sigma-Aldrich, 1998; Jardim, 2010).

A SFE, na ultima década, tem provado ser uma das descobertas mais significantes
no pré-tratamento de amostras sdlidas (Luque-Garcia & Luque de Castro, 2001). Em
aplicagcdes com vitaminas lipossoluveis, o diéxido de carbono supercritico (CO2-SC) é o
fluido utilizado com mais frequéncia devido a sua baixa temperatura critica (T,) e
pressdo critica (P.), a ser quimicamente inerte, de baixo custo e por ser de baixa
viscosidade e nao inflamavel. No entanto, a maior desvantagem ao utilizar-se o CO,-SC
€ a sua caracteristica ndo polar, sendo por vezes necessario adicionar-lhe pequenas

guantidades de um modificador organico polar, como o metanol (Turner et al., 2001).

Este método moderno, por poder ser realizado a temperaturas mais baixas do que
a extracao liquido-liquido e por, durante a extracdo, a amostra estar sob uma atmosfera
inerte e protegida da luz, consegue reduzir os problemas associados a degradacgao do
analito, oferecendo condicbes de extracdo menos agressivas. Para além disso,
comparativamente aos métodos de extracdo convencionais, este método oferece ainda
uma seletividade potencialmente elevada e tempos de extracdo menores (Ball, 2000;
Turner et al., 2001).

3.5.2 METODOS CROMATOGRAFICOS

Atualmente, de acordo com a definicdo da IUPAC, a cromatografia € um método
fisico de separacdo em que os componentes a serem separados sao distribuidos entre
duas fases, sendo que uma delas esta estética (fase estacionaria) e a outra (a fase

mével) move-se numa direcdo definida (Ettre, 1993; Skoog et al., 2006).

Ao longo dos anos, a cromatografia tem vindo a ser utilizada para a identificacdo de
compostos, por comparacdo com padrdes previamente existentes, para a purificacédo de
compostos, separando-se as substancias indesejaveis, e para a separacao dos

componentes de uma mistura (Degani et al., 1998; Skoog et al., 2006).



As diferentes formas de cromatografia podem ser classificadas de acordo com
diversos critérios, estando os mais comuns relacionados com a forma fisica do sistema
cromatogréfico, com a fase moével ou a fase estacionaria utilizada e com o modo de
separacdo. Tendo em conta a forma fisica do sistema cromatografico, a cromatografia
pode ser subdividida em cromatografia em coluna e cromatografia planar. A
cromatografia planar resume-se a cromatografia em papel e & cromatografia em camada
fina, enquanto a cromatografia em coluna engloba diversos tipos de cromatografia, 0s
quais sao mais bem compreendidos se classificados pelo critério relacionado com a fase
movel utilizada. Segundo este critério, sdo trés os tipos de cromatografia: a
cromatografia liquida, a cromatografia com fluido supercritico e a cromatografia gasosa
(Degani et al., 1998).

O método de cromatografia liquida de alta resolugéo (HPLC) é o tipo de cromatografia
mais utilizado nos ensaios realizados com vitaminas. Originalmente, o acrénimo HPLC,
criado pelo falecido Prof. Csaba Horvath, era utilizado para a cromatografia liquida de
alta presséo (High Pressure Liquid Chromatography), onde eram utilizadas bombas com
uma capacidade de pressdo de apenas 500 psi (35 bar). Mas, no inicio da década de
1970, houve um tremendo salto na tecnologia, no qual os novos instrumentos HPLC ja
conseguiam chegar a pressdes até 6000 psi (400 bar) e incorporar injetores, detetores
e colunas mais desenvolvidas. A partir desta década, este tipo de cromatografia
comecou a ser cada vez mais aperfeicoada, pelo que, com 0s avangos continuados na
performance (ou seja, particulas cada vez mais pequenas e pressdes cada vez mais
elevadas), levaram a alteracdo do nome para cromatografia liquida de alta resolucéo
(High-Performance Liquid Chromatography), tal como é conhecida nos dias de hoje
(Collins et al., 1997; Arsenault & McDonald, 2014).

Os componentes de um sistema basico de HPLC apresentam-se no diagrama

simples da Figura 3.11.
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Figura 3.11 Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Resolucéo [Adaptado de: (Arsenault & McDonald, 2014)]

Os componentes de um sistema de HPLC incluem uma bomba, um injetor, uma
coluna, um detetor e um sistema de aquisicdo/apresentacdo de dados e/ou um
integrador. A bomba de alta presséao (sistema de distribuicdo de solvente ou gerador de
solvente) é utilizada para gerar e medir um caudal especificado de fase modvel,
normalmente em mililitros por minuto. O tipo e a composicdo da fase mével afetam a
separacao dos analitos, pelo que diferentes solventes sdo usados para diferentes tipos
de HPLC, dependendo do modo cromatografico (fase normal ou invertida) desejado. Os
reservatorios de solvente (fase mével) mais comuns séo tao simples como frascos de
vidro com tubos a conecta-los a entrada da bomba. O injetor (gerador de amostras ou
autosampler) serve para introduzir (injetar) a amostra no caudal continuo de fase mével
que ir4 transportar a amostra pela coluna. A coluna contém o material de
empacotamento cromatografico (fase estacionaria) necessario para efetuar a
separacdo, sendo necessario um detetor para se conseguir ver as bandas dos
compostos separados a medida que eluem na coluna e, para isso, o detetor esta ligado
a um computador que regista o sinal elétrico necessario para gerar o cromatograma no
seu ecrd (como se pode ver na Figura 3.11), sendo posteriormente necessario um
integrador (um software, normalmente) para identificar e quantificar a concentracéo dos
constituintes da amostra. A fase movel sai do detetor e pode ser enviada para um
recipiente de recolha de residuos ou recolhida para posterior recuperagao e analise de

analitos (cromatografia preparativa) (Kupiec, 2004; Arsenault & McDonald, 2014).
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A coluna, ou fase estacionédria, € considerada o coracdo de qualquer sistema
cromatogréfico, pois € nela que se da a separac¢ao dos diferentes constituintes (analitos)
de uma amostra. Esta estd comercialmente disponivel com diferentes comprimentos,
diametros e materiais de empacotamento. As diferentes dimensdes de coluna incluem
colunas preparativas, de diametro normal, micro e mini e colunas capilares. Os materiais
de empacotamento mais utilizados sdo a base de silica, sendo o0 mais popular o
octadecilsilano-silica (ODS-silica), que contém revestimento C18. A maior parte das
técnicas de HPLC publicadas, utilizadas em ensaios com vitaminas lipossolaveis,
utilizam particulas de silica porosa ou derivados de silica de 5 ou 10 ym em tubos
(colunas) de aco inoxidavel de comprimento tipico de 250 mm e didmetro interno padréo
de 4,6 mm. Em geral, as colunas de cromatografia liquida sdo de bastante duracdo, com
uma vida 0til bastante longa, a ndo ser que sejam utilizadas de alguma forma
intrinsecamente destrutiva como, por exemplo, com eluentes altamente &cidos ou
basicos ou ainda inje¢cdes continuas de amostras “sujas” (com triglicéridos, por
exemplo). Em todo o caso, a degradacéo da coluna é inevitavel, mas com a manutencao

adequada a sua vida Util pode ser prolongada (Ball, 2000; Kupiec, 2004).

Tal como foi dito anteriormente, o tipo e a composi¢do da fase movel dependem do
modo cromatogréfico utilizado. Assim, se for utilizado um sistema de HPLC de fase
normal (HPLC-NP), é utilizada uma fase estacionaria polar (hidrofilica) em conjunto com
uma fase mével ndo polar, para que a separacdo seja feita com base na polaridade
relativa dos solutos e na sua afinidade pela fase estacionaria, ou seja, os solutos ndo-
polares preferem a fase movel e eluem primeiro e os solutos polares preferem a fase
estacionéria e eluem mais tarde. No modo de fase inversa (HPLC-RP), como o nome
indica, utiliza-se o inverso da fase normal, ou seja, fase estacionaria apolar e fase movel
polar, sendo gue neste caso 0s solutos polares sao eluidos antes dos solutos apolares.
As fases moveis normalmente utilizadas em fase inversa sdo compostas por uma
mistura de metanol ou acetonitrilo e agua. O uso deste modo cromatografico em ensaios
com vitaminas lipossolUveis torna-se muito Util para remover triglicéridos da amostra,
uma vez que os triglicéridos sao insoliveis em agua e moderadamente sollveis em

metanol ou acetonitrilo (Ball, 2000).

Na determinagdo das quantidades vestigiais de vitamina D de ocorréncia natural em
alimentos, muitas vezes é impossivel conseguir uma separacdo adequada para
guantificacdo usando uma Unica coluna, devido aos triglicéridos que nao conseguiram
ser removidos na saponificacdo interferirem na HPLC analitica, sendo por isso

considerado necessario, nesses casos, realizar a HPLC em dois sistemas, um primeiro



semi-preparativo e um segundo analitico. O primeiro sistema (HPLC semi-preparativo)
foi projetado para isolar e recolher a fragdo do extrato de amostra que contém o analito
e o padrdo interno. Esta fracdo pode ser recolhida manualmente para subsequente
reinjecao no segundo sistema (HPLC analitico), sendo designada por operacéo offline,
ou desviada diretamente para a segunda coluna através de uma valvula (operacao
online), passando o sistema cromatografico a ser designado por cromatografia
bidimensional. Na operacao offline a fracdo é recolhida hum recipiente apropriado, o
solvente é evaporado sob uma corrente de azoto, e o0 residuo é posteriormente
dissolvido em um pequeno volume de um solvente adequado para a separacao
analitica. Contrariamente, a operacdo online tem o potencial de ser completamente
automatizada, tendo por isso um custo muito elevado. No entanto, este tipo de

cromatografia encontra-se ainda em desenvolvimento (Ball, 2000).

O sistema de detecdo é também de extrema importancia. Tém sido utilizados trés
tipos de detetores de HPLC para medir as concentragdes de vitaminas lipossoluveis em

extratos de amostras de alimentos: absorvancia, fluorescéncia e eletroquimicos.

Todas as vitaminas lipossolUveis exibem alguma forma de atividade eletroquimica,
no entanto, a monitorizagdo da absor¢cdo da radiacdo do efluente da coluna a um
comprimento de onda apropriado fornece os meios de detecdo mais versateis para as
vitaminas lipossollveis, uma vez que as vitaminas A, D e E apresentam espetros de
absorcdo caracteristicos na regido UV. A medi¢cdo da absorvancia em HPLC é feita
geralmente por um PAD que monitoriza a absorvancia em varios comprimentos de onda
simultaneamente. A detecao por fluorescéncia € mais seletiva do que a detecédo por
absorvancia pelo facto de na medicao serem necessarios dois comprimentos de onda
(excitagdo e emissdo) e pelas caracteristicas estruturais das moléculas necessérias
para uma molécula ser fluorescente serem mais limitadas. No entanto, este tipo de
detetor apenas consegue detetar as vitaminas A e E, pois somente o retinol e 0s seus
ésteres, os tocoferdis ndo esterificados e os tocotrienois possuem fluorescéncia natural
(Ball, 2000).

Ainda neste ambito, as chamadas técnicas de hifenizacdo desenvolvidas
recentemente tém melhorado a capacidade de separar e identificar entidades multiplas
dentro de uma mistura. Estas técnicas incluem cromatografia liquida—espetrometria de
massa (LC-MS), cromatografia liquida—espetroscopia infravermelha (LC-IR) e
cromatografia liquida—ressonancia magnética nuclear (LC-NMR). Estas técnicas
geralmente envolvem a separac¢ao cromatografica seguida de identificacdo de pico com

um detetor tradicional como o UV, combinado com a identificacéo adicional do composto



com MS, IR ou NMR. Pelo facto de a MS ter elevada seletividade e sensibilidade, as
técnicas LC-MS ou LC-MS/MS séo as mais utilizadas (Kupiec, 2004; Agel et al., 2014).

Nos ultimos anos, para além das melhorias efetuadas a nivel dos sistemas de
detecdo, para melhor detetar e identificar analitos, tém sido também efetuadas
melhorias nas colunas e nos restantes instrumentos que constituem os sistemas de
cromatografia liquida, para melhor separar os diferentes analitos. Em 2004, comecaram
a ser desenvolvidas colunas com particulas menores (1,7 ym) e a instrumentacao
passou a ter capacidades especializadas projetadas para fornecer uma fase mével até
15 000 psi (1000 bar). Estes avancos na tecnologia de instrumentacdo e coluna
alcangcaram aumentos significativos na resolucdo, velocidade e sensibilidade da
cromatografia liqguida e a tecnologia passou a ser conhecida como UHPLC,

Cromatografia Liquida de Ultra Resolucéo (Balogh, 2009).

A chegada da UHPLC aos laboratérios permitiu a melhoria da qualidade e da
produtividade das analises, com maior sensibilidade, melhor seletividade, alto
rendimento e simplificacdo da preparacdo das amostras. Aliado a espetrometria de
massa, a UHPLC pode também ser uma solugao, com uma reducdo do tempo de
execucdo e uma melhor resolugdo, em comparacdo com 0s sistemas classicos de
HPLC. Pela sua elevada resolucao e sensibilidade, a UHPLC é particularmente atraente
na area de andlise de alimentos onde as matrizes das amostras sdo muito complexas.
No entanto, a pesquisa neste campo ainda é limitada, sendo necessarios ainda muitos
esforcos e tempo para fornecer mais informagdes e melhorar os métodos existentes
(McCabe, 2014; Aqgel et al., 2014). Porém, a nivel das vitaminas lipossollveis, Stevens
e Dowell (2012) reportaram um método para a determinacao da vitamina D (D e Ds),
por UHPLC-MS/MS, em diferentes amostras de alimentos, incluindo, entre outros, pao,
cogumelos, ovos, iogurte, queijo, peixe e manteiga, leite (férmula infantil Ready-To-
Feed) e mistura de vitaminas. Outro estudo por UHPLC foi desenvolvido por Chauveau-

Duriot et al. (2010) em gue determinaram as vitaminas A e E em leite.

Um vislumbre do que podemos esperar no futuro e que ja esta em estudo nos dias
de hoje sera o desenvolvimento de colunas com particulas de tamanho inferior a 1 ym
e sistemas capazes de trabalhar a 100 000 psi (6800 bar) (Arsenault & McDonald, 2014).

Outro tipo de cromatografia que pode ser utilizado na determinagcédo de vitaminas
lipossoluveis é a Cromatografia Supercritica (SFC), desenvolvida para expandir a
capacidade da Cromatografia Gasosa (GC), que utiliza solventes em condicbes
supercriticas. Inicialmente, nos instrumentos mais antigos ndo era possivel manipular

um solvente compressivel como o CO, de forma confiavel e repetida, pelo menos a par



com os instrumentos modernos de HPLC ou UHPLC e por isso este instrumento de
andlise ndo teve grande aplicagdo. No entanto, em 2012, a SFC conseguiu tornar-se
numa opc¢ao para estudos analiticos, passando a ser designada por Cromatografia de
Convergéncia de Ultra Resolugéo (UPCC), que se trata de uma tecnologia que converge
as tecnologias cromatogréficas GC e LC num unico sistema (Waters Corporation, 2014).

A UPCC, utiliza colunas iguais as da UHPLC, mais pequenas e com particulas de
tamanho inferior a 2 um, pressées entre 100 a 400 vezes superiores a pressao
atmosférica e CO, comprimido como o principal solvente da fase mével, juntamente com
co-solventes organicos (metanol, por exemplo) e aditivos para alcancar um
incomparavel poder de resolucdo e seletividade na separagdo por cromatografia. Ao
utilizar o CO, como fase mével primaria, a UPCC reduz significativamente a quantidade
de residuos de solventes organicos utilizados em laboratérios, bem como o descarte de
solventes residuais, apoiando as iniciativas verdes. A miscibilidade do CO, com uma
variedade de solventes organicos polares e apolares torna a UPCC suficientemente
versatil para separar uma gama muito mais ampla de compostos, podendo ser também

aplicada as vitaminas lipossoluveis (Waters Corporation, 2014).

Com a UPCC, devido a compatibilidade da técnica com os solventes organicos
apolares utilizados no inicio do processo de extracdo, o procedimento de preparacao da
amostra para analisar as vitaminas lipossollveis fica muito mais simples, pois deixa de
ser necessario evaporar e reconstituir a amostra, injetando-se as amostras diretamente
da extracgéo, tornando o tempo de execuc¢dao vinte vezes inferior aos métodos de andlise
tradicionais. Além disso, com a UPCC, as vitaminas A (cis e trans), D (D2 e D3) e E
conseguem ser separadas numa Unica injecdo em menos de 10 minutos, ao contrario
dos métodos tradicionais em que a vitamina D tem de ser analisada em dois passos
cromatogréaficos, usando para isso colunas e fases moveis diferentes (Waters
Corporation, 2014). Um estudo que comprova estes factos foi o realizado por Gu et al.
(2014) onde, embora utiizem uma matriz mais simples, mistura de vitaminas,
conseguem, numa so injecdo, analisar em simultaneo as vitaminas A (cis e trans) e D
(D2 e D3), com um detetor PDA.



3.6 VALIDACAO DE UM METODO ANALITICO

A validacao de métodos analiticos é uma ferramenta fundamental para a garantia da
gqualidade dos resultados obtidos, pois permite demonstrar que o método de ensaio
atende ao propésito descrito e que a sua aplicacdo produz resultados confidveis e
adequados a qualidade pretendida (INMETRO, 2011; Costa-Félix, et al., 2017).

De acordo com a norma ISO/IEC 17025 — Requerimentos gerais de competéncia
para Laboratérios de Ensaio e Calibracao, a validacdo de um método analitico consiste
na “comprovacao, através de evidéncias objetivas, de que o método cumpriu 0s
requisitos para uma aplicacdo ou uso especifico pretendido”. Esta definicdo contempla

todos os aspetos que devem orientar o processo de validagdo de um método analitico.

O processo de validacdo de um método deve estar descrito num procedimento e 0s
estudos para determinar os parametros de validagdo devem ser realizados com
equipamentos e instrumentos que se encontrem dentro das especificagdes, a funcionar
corretamente e adequadamente calibrados ou ensaiados. Da mesma forma, é de
extrema importancia que o responsavel pela realizacdo dos estudos seja competente
no método a ser validado, esteja treinado no referido método e seja capaz de tomar
decisdes apropriadas durante a realizacdo do mesmo (INMETRO, 2011; Costa-Félix et
al., 2017).

Sempre que um laboratério pratica métodos internos de ensaio, 0 mesmo tera de
instruir um processo de validagdo desses métodos que inclua todos os registos obtidos,
devendo ser revalidados somente no caso em que parte deles tenha sido alterada
(RELACRE, 2000; Costa-Félix et al., 2017).

A validacao dos métodos internos (que ndo segue uma norma de ensaio, nacional
ou internacional) deve ser adaptada a cada caso, sendo necessario realizar alguns
estudos de validacdo antes de colocar o método em rotina, durante a sua
implementagdo ou sempre que ocorra uma alteracao relevante do mesmo. Os requisitos
para a validacdo de métodos internos de ensaio dependem do tipo de método em causa
(qualitativo ou quantitativo) e compreendem o estudo e conhecimento de diversos
parametros, avaliados direta ou indiretamente. A avaliacdo indireta estuda parametros
como especificidade/seletividade, quantificacdo, precisdo e robustez e a avaliacédo
direta visa essencialmente conhecer a exatiddo dos métodos de ensaio (RELACRE,
2000).



3.6.1 AVALIACAO INDIRETA
3.6.1.1 ESPECIFICIDADE/SELETIVIDADE

Um método é considerado especifico quando produz uma resposta para um Unico
analito, o analito de interesse, e é considerado seletivo quando gera resposta para mais
do que um analito num determinado grupo de substancias quimicas (matriz complexa),
podendo ou ndo ser distinguiveis, mas é possivel separar e identificar o analito de
interesse. Na pratica, poucos métodos respondem a apenas um analito, fazendo com

que o termo seletividade seja o mais apropriado (Lancas, 2004; Costa-Félix et al., 2017).

Para averiguar o efeito de possiveis interferentes poder-se-a realizar um teste de
recuperacao usando uma série de amostras com a mesma matriz, variando-se apenas
a concentracdo do analito em propor¢des bem conhecidas e ao longo de toda a gama
de trabalho, sendo conveniente que as amostras sejam analisadas em duplicado e em

condi¢des de repetibilidade (RELACRE, 2000).
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Um método analitico é considerado especifico e seletivo quando se confirmam

percentagens de recuperacgao préoximas de 100% (RELACRE, 2000).

3.6.1.2 QUANTIFICACAO
3.6.1.2.1 CURVAS DE CALIBRACAO

A guantificagcdo, num método analitico, requer o conhecimento sobre a dependéncia
entre a resposta do sistema de medicdo e a concentragdo ou uma quantidade de
substancia conhecida. Para tal, € necessario estudar a gama de trabalho e a linearidade
do método analitico (RELACRE, 2000).

» Linearidade

A linearidade pode ser avaliada através de um modelo estatistico, conforme a norma
recomendada (ISO 8466-1) ou recorrendo a graficos de calibracdo, denominados por
“curvas de calibragao”, apesar de a grande maioria ndo ter a forma de curva (RELACRE,
2000; Lancgas, 2004).

De um modo geral, para construir a curva analitica sdo necessarios varios niveis de
concentracdo (5, no minimo). O nimero de duplicados em cada nivel de concentragédo
deve ser o mais préximo possivel do que € empregue na rotina do laboratério. Os
graficos de calibragdo devem ser apresentados juntamente com um tratamento

estatistico adequado, o qual deve envolver, no minimo, a equagéo da funcdo (uma reta,



normalmente), a andlise da regressao e os dados de correlacdo e/ou determinacao
(Langas, 2004; INMETRO, 2011).

A equacéo da reta, neste caso, tera a forma:

y=a+bx (3.2)
em que,

y — sinal instrumental (absorvancia, area ou altura do pico);
a — ordenada na origem (intersecdo com o eixo vertical y);
b — declive da reta;

x — concentracdo dos padrdes utilizados.

A regressao que normalmente se utiliza para anélise € a dos minimos quadrados.
Neste caso, o0 eixo vertical, y, representa sempre a resposta instrumental do
equipamento e, o eixo horizontal, x, representa sempre as concentra¢des dos padroes,
isto porque se assume que 0s erros associados aos valores de x sdo desprezaveis face
aos valores de y. Estas curvas devem, desejavelmente, ser efetuadas em cada dia de
andlise, cumprindo critérios de aceitacao definidos internamente (RELACRE, 2000;
Lancas, 2004).

A correlacdo é, normalmente, calculada por meio do coeficiente r de Pearson. Em
analise quimica, dependendo dos critérios internos do laboratério e do préprio método
analitico, as curvas de calibracdo para serem aceites devem ter valores de coeficientes

de correlagdo superiores ou iguais a 0,995 (RELACRE, 2000).

» Gamade trabalho

Em qualquer método quantitativo existe um intervalo de concentra¢cdes no qual o
analito em estudo pode ser determinado com boa linearidade, precisdo e exatidao. A

este intervalo da-se o nome de gama de trabalho (INMETRO, 2011).

Quando é utilizado um método que envolve a representacao grafica de uma curva de
calibracéo, o teste de homogeneidade de variancias permite avaliar a gama de trabalho.
Nos métodos em que tal ndo acontece, a gama de trabalho deve ser definida
previamente e pode ser funcdo de alguns fatores como, por exemplo, a quantidade de
amostra disponivel ou a boa visualizagdo dos pontos de viragem e volumes gastos em
volumetrias (RELACRE, 2000).

Para modelos lineares é recomendada a utilizagdo da norma ISO 8466-1 e para

modelos polinomiais de 2° grau a norma ISO 8466-2. A avaliacdo da gama de trabalho



para métodos que utilizem modelos de calibragéo lineares é a mais frequente. Segundo
a norma referida para estes Ultimos modelos sao analisados dez pontos de calibracao,
distribuidos de forma equitativa ao longo de toda a gama de trabalho, sendo o primeiro
e o ultimo padrdo analisados em 10 réplicas independentes (RELACRE, 2000).

3.6.1.2.2 LIMIARES ANALITICOS DO METODO DE ENSAIO
Os limiares analiticos sao de dois tipos:

» Limite de detegdo (LD)

O LD corresponde a menor quantidade (teor) de um analito que pode ser detetada,

porém, ndo necessariamente quantificada como um valor exato (Langas, 2004).

Quando sé&o realizadas medigbes em amostras com baixos teores de analito é
importante estabelecer a capacidade do método em diferenciar a detecdo de analito do
sinal do branco/ruido, isto é, a capacidade do método de identificar, de forma confiavel,
a presenca do analito em uma determinada amostra (INMETRO, 2011; Costa-Félix et
al., 2017).

Quando se obtém uma leitura inferior ao limite de detegdo apenas se pode afirmar
que a concentracdo do componente em causa sera inferior a um certo valor, ndo

significando a auséncia do analito a medir (RELACRE, 2000).

» Limite de quantificagdo (LQ)

Ao contrério do limite de dete¢&o, no LQ néo existe a duvida sobre a presenca do
analito (Costa-Félix et al., 2017), pois o LQ corresponde ao teor minimo de um analito
gue pode ser quantificado com uma determinada exatidao e precisdo. Geralmente, na
pratica, corresponde ao padrao de calibracdo de menor concentragéo e, por isso, 0 LQ
nado deve apresentar uma concentracdo superior a do primeiro ponto da curva analitica
de um método, uma vez que so é possivel quantificar de forma confiavel a partir dessa
concentracdo (RELACRE, 2000; Lancas, 2004; Costa-Félix et al., 2017).

3.6.1.2.3 SENSIBILIDADE

A sensibilidade de um método indica a capacidade que o método tem para
discriminar, com uma precisdo estabelecida, pequenas diferencas de concentracédo de
um analito (RELACRE, 2000; Lancgas, 2004).



Se a curva de calibracdo for definida por um modelo linear, a sensibilidade sera
constante ao longo de toda a gama de trabalho e igual ao declive dessa reta de
calibracdo. Neste caso, quanto maior for o angulo de inclinacdo da reta (declive), mais
sensivel serd o método (RELACRE, 2000; Lancas, 2004).

3.6.1.3 PRECISAO

A precisdo avalia a dispersao dos resultados obtidos em ensaios independentes,
repetidos sobre a mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées em condicdes
definidas (RELACRE, 2000).

Os materiais analisados devem ser semelhantes as amostras normalmente
analisadas pelo método, em rotina. Deste modo, é recomendado que a precisdo seja
avaliada através da andlise de materiais de referéncia (MR), materiais de referéncia
certificados (MRC) ou, caso existam, amostras reais que possuam a matriz da amostra
normalmente analisada pelo método. Porém, as amostras devem ser homogéneas,
garantindo que todas as por¢coes da mesma amostra se comportem de forma
semelhante (Langas, 2004).

A dispersao é avaliada através de duas medidas extremas designadas por
repetibilidade e reprodutibilidade e, através de uma situacdo intermédia, designada por
precisao intermédia ou variabilidade intralaboratorial. A repetibilidade expressa a
precisao obtida sob condi¢ces operacionais idénticas (mesmo método, mesma amostra,
mesmo laboratério, mesmo operador, mesmo equipamento) aplicadas num curto
intervalo de tempo. A reprodutibilidade expressa a preciséo obtida segundo condigbes
de ensaio diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio, sobre uma mesma amostra,
variando as condicdes de medicdo (em diferentes laboratérios, por diferentes
operadores, utilizando diferentes equipamentos e/ou em épocas diferentes). A precisao
intermédia refere-se as variacdes que ocorreram dentro de um mesmo laboratério
gquando um ou mais fatores importantes séo alterados. Os fatores tipicos neste caso sdo
a mudanca de dia e/ou analista, e/ou equipamento, entre outras (RELACRE, 2000;
Lancas, 2004).

Geralmente, a precisdo € expressa sob a forma de desvio padréo, s, ou pelo
coeficiente de variagdo, CV (RELACRE, 2000; Lancas, 2004).

Para o caso da repetibilidade, o coeficiente de variacdo, CV,., expresso em

percentagem, é calculado através da equacao 3.3 (Relacre, 2000).



S
CVr = % x 100 (3.3)

Sendo,

S,i — desvio padrdo dos valores de concentragcdo das tomas analisadas em
condi¢des de repetibilidade;
X — média dos valores de concentracao obtidos.

A estimativa da variacio (S?) de um método de analise € determinada pela média
ponderada das estimativas das variacBes de w séries de analises estudadas nas
mesmas condi¢cdes. Uma vez que a repetibilidade pode variar com o teor do analito a
analisar, em principio esta Ultima condicdo assegura a igualdade estatistica das
variacdes de w séries de andlises. Portanto, a variancia associada a repetibilidade do
método de ensaio, para cada nivel i de concentragédo é calculada através da equacao
3.4 (Relacre, 2000).

5;:1[(nwi - 1)55»1']

Sfi = D
ZW=1(nwi - 1)

(3.4)

Sendo,

$% —variancia de repetibilidade associada aos resultados considerados, para cada
laboratorio;

vai - variancia associada aos resultados considerados, para cada laboratério;
(ny; — 1) — graus de liberdade da série de analises;

p — numero de laboratorios participantes.

No caso da precisdo intermédia, o coeficiente de variacdo, CVp;, expresso em

percentagem, € dado pela equacgéo 3.5 (Relacre, 2000).

So;
CVp; = % X 100 (3.5
Sendo,

Spi — desvio padrdo da preciséo intermédia;

X — média das concentra¢cdes do niumero de ensaios realizados.

A estimativa da preciséo intermédia € determinada através da equacao 3.6 (Relacre,
2000).



1 n
Spi= |7 0k = )? (3.6)
k=1

n—1
Onde,

n — ndmero de amostras;

y,, — valor individual obtido;

y —média dos valores obtidos.

3.6.1.4 ROBUSTEZ

A robustez de um método corresponde a capacidade que o método tem para nao
sofrer alterac6es, ou seja, para manter o desempenho analitico inalteravel, ou
praticamente insensivel, perante pequenas variacbes que possam ocorrer durante a
execucdo do método, produzindo os mesmos resultados (RELACRE, 2000;
Lancas, 2004).

Este parametro pode ser determinado segundo o teste de YOUDEN, que avalia ndo
s6 a robustez do método como também permite seriar a influéncia de cada uma das
variagdes nos resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia (por excesso ou por
defeito) de cada uma dessas variagbes (RELACRE, 2000).

3.6.2 AVALIACAO DIRETA

A avaliacdo direta pretende conhecer a exatiddo dos métodos de ensaio, ou seja,
analisar a concordancia entre o resultado obtido pelo método de analise e o valor de

referéncia aceite como convencionalmente verdadeiro (RELACRE, 2000).

A preciséo e a exatidao sao conceitos muitas vezes confundidos. A precisdo mede a
capacidade do método de repetir (em condi¢cdes experimentais muito préximas) ou
reproduzir (em condi¢cdes experimentais menos proximas) um resultado analitico,
enquanto a exatiddo mede o desvio do valor obtido em relac&o ao valor assumido como
real. E impossivel obter uma boa exatiddo se a precisdo nao for boa, assim como uma

boa precisdo ndo garante uma boa exatidao (Lancas, 2004).

A exatidao de uma metodologia € normalmente avaliada recorrendo a MRCs, ensaios

interlaboratoriais, testes comparativos, entre outros.



3.6.2.1 MATERIAIS DE REFERENCIA CERTIFICADOS (MRC)

Sempre que possivel, os MRC devem ser utilizados no processo de valida¢éo de um
método de ensaio, ndo sé por constituirem uma excelente ferramenta no controlo
externo da qualidade de uma analise quimica, mas também pelo facto de o valor
esperado para a concentracao j4 estar definido (ou ser conhecido) (RELACRE, 2000;
Lancas, 2004).

De acordo com o Guia para a aplicacdo da NP EN ISO/IEC 17025
(OGCO001:IPAC:2010), os MRC sao “preparados por entidades reconhecidas, sendo
atribuidos valores certificados e respetivas incertezas aos parametros”, possuindo um
valor de concentragdo (ou outra grandeza) para cada parametro e uma incerteza
associada. Desta forma, a aquisicdo de um MRC deve ser feita a um organismo
fornecedor reconhecido e credivel como, por exemplo, o NIST — National Institute of
Standards and Technology, dos Estados Unidos da América, e o FAPAS - Food Analysis
Performance Assessment Scheme, do Reino Unido (RELACRE, 2000).

A correta utilizacdo dos MRC consiste na sua analise para avaliar o desempenho do
laboratério. Na avaliagdo da exatiddo, utilizando um MRC, os valores obtidos pelo
laborat6rio devem ser comparados com os valores certificados do material de referéncia.

Para esta comparacédo pode recorrer-se a diversos critérios de decisdo, entre os quais:

» Erro relativo;
» Fator de desempenho Z (“Z-score”);

» Erro normalizado.

Quando o valor obtido ndo se encontrar dentro do intervalo de incerteza indicado
para o valor certificado, o laboratério deve procurar as causas desse desvio e tentar
elimina-las ou aceita-las (RELACRE, 2000; INMETRO; 2011).

O calculo do fator de desempenho Z é feito de acordo com a seguinte expressao:

~ X — X))

- (3.7)

Z

Sendo:
Xqap — valor obtido pelo Laboratério
X, — valor aceite como verdadeiro, ou seja, o valor certificado do MRC
S — unidade de desvio, que pode ser a incerteza do MRC ou ainda outra unidade

de desvio interna



De acordo com o0 Anexo B da norma ISO/IEC 17043 a avaliagédo deste fator pode ser
feita de acordo com os seguintes critérios:
» |Z| < 2,0 —indica um desempenho “satisfatério” e ndo gera nenhum sinal;
» 2,0 <|Z| < 3,0-indica um desempenho “questionavel” e gera um sinal de
atencao;

» |Z| > 3,0 — indica um desempenho “incorreto” e gera um sinal de agao.



MATERIAIS E METODOS







Atualmente, no Laboratério de Quimica do Departamento de Alimentacéo e Nutri¢cdo
do INSA, é utilizado um método de HPLC em fase normal, com detetor de fluorescéncia,
para a determinagdo simultédnea de vitamina A (all-trans-retinol e 13-cis-retinol) e de
vitamina E (dl-a-tocoferol), presentes em géneros alimenticios. Este método baseia-se
nas normas EN 12822 e 12823-1 e esta acreditado pelo IPAC (Instituto Portugués de
Acreditacdo) pela norma 17025. Para além deste método, o laboratério utiliza um
método para a determinacdo de vitamina D em produtos alimentares por HPLC, de

acordo com a norma EN 12821, também acreditado pelo mesmo Instituto e norma.

Com este trabalho, contribuiu-se para a otimizacdo dos passos de saponificacdo e
extracdo e das condigbes cromatograficas utilizadas no método de HPLC para a
determinagéo simultanea das vitaminas A e E, de forma a conseguir determinar-se nao
s6 as vitaminas A e E mas também a vitamina D. O método otimizado foi aplicado a

algumas amostras recolhidas no ambito do projeto TDS Exposure.

Nos subcapitulos seguintes descreve-se o procedimento utilizado na analise das
amostras do projeto TDS Exposure, bem como os estudos prévios que deram origem

ao procedimento otimizado.

4.1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A forma de proceder na determinacao tanto das vitaminas A e E como da vitamina D
envolve vérias etapas fundamentais: saponificacdo das amostras, extracdo liquido-
liqguido para extrair os analitos das amostras, evaporacdo dos extratos, diluicdo
(reconstituicdo) dos residuos de insaponificavel e separacdo através de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucdo (HPLC). A identificacdo e quantificacdo das vitaminas é
efetuada através do software “Empower” do equipamento de cromatografia “Waters”
utilizado na analise, recorrendo-se a calibracao externa no caso das vitaminas Ae E e
a calibragdo interna no caso da vitamina D. Para realizar este processo € necessario
preparar previamente as amostras a analisar, algumas solu¢cbes padrdo, reagentes,
materiais e equipamentos a serem utilizadas durante a execugdo da determinagéo

analitica.

Nos subcapitulos seguintes descreve-se o procedimento experimental final (apés os
estudos de otimizacdo) para o método da determinacdo simultanea das vitaminas A, E
e D (determinag&o das vitaminas A e E e parte semi-preparativa da determinacdo da

vitamina D).



O modo de proceder da determinagdo da vitamina D atualmente acreditado no
laboratério do DAN nao foi o seguido neste trabalho, mas como para chegar ao
procedimento experimental final deste trabalho se recorreu ao procedimento
experimental de determinacdo da vitamina D em determinadas etapas, este método
encontra-se descrito no Anexo 1. O modo de proceder do método de determinacao da
vitamina D tem algumas diferencas em compara¢ao com o método de determinacéo das
vitaminas A e E, nomeadamente o tipo de solvente, o tempo de saponificacdo e o

método de calibracao utilizado.

4.1.1 MATERIAL
O material necessario para a realizacao deste trabalho foi o seguinte:

» Ampolas de decantagdo (500 e 1000 mL);
» Balbes volumétricos, com certificado de lote (5, 10, 20, 50, 100 e 1000 mL);
» Balbes de evaporador rotativo, em forma de pera (50 e 250 mL);
» Células de quartzo de 1 cm;
» Criotubos (2 e 5 mL);
» Erlenmeyers, de boca esmerilada (250 mL);
» Espatulas para pesagem;
» Filtros de papel (185 mm de diametro);
» Filtros de PVDF (0,45 um);
» Frasquinhos de vidro para injetor automatico (vials);
» Frascos de vidro, pequenos;

» Frascos de vidro, para as fases moéveis e para a solucdo de solventes de

extracdo (1 e 2,5 L);
» Funis;
» Pipetas graduadas, com certificado de lote (1, 2, 5, 10, 20, 25 e 50 mL);
» Pipetas de Pasteur;
» Pompete;
» Provetas (100 e 2000 mL);

» Seringas com capacidade de 10 mL.



4.1.2 EQUIPAMENTO

O equipamento necessario para a realizagdo deste trabalho foi 0 seguinte:

» Balanga analitica com precisédo de 0,0001 g, marca Mettler Toledo, modelo
XP 205;

» Banho de 4gua, com regulador de temperatura e equipado com sistema de
condensacédo, marca Trade Raypa;

» Camara fria a uma temperatura de 5 + 3 °C;

» Colunade HPLC de fase inversa Kromasil 100 C18, de 25 cm de comprimento
por 4 mm de didmetro e com particulas de 5 um, marca Teknokroma;

» Coluna de HPLC de fase normal LiChrosorb Si60, de 25 cm de comprimento
por 4 mm de didmetro e com particulas de 5 um, marca Merck;

» Congelador a uma temperatura < - 20 °C, marca Sanyo;

» Espetrofotobmetro UV-Vis de comprimento de onda variavel, marca Thermo
Scientific, modelo Evolution 300 LC;

» Evaporador rotativo de rotacdo variavel (entre 0 e 10 rotagBes por minuto),
marca Buchi, modelo R—210, com controlador de vacuo (V-850) de presséo
regulavel, banho de agua aquecido (B—491) de temperatura regulavel, bomba
de vacuo (V-700), com ligacdo a azoto e equipado com um circulador de
refrigeragdo compacto, marca Huber, modelo minichiller;

» Frigorifico a uma temperatura de 5 + 3 °C, marca Miele;

» Sistema de HPLC, marca Waters, modelo 2695, equipado com um detetor de
fluorescéncia, marca Waters, modelo 2475, e um detetor de rede de
fotodiodos (PAD), marca Waters, modelo 2996;

» Sistema de HPLC, marca Waters, modelo 2695, equipado com um um detetor
de rede de fotodiodos (PAD), marca Waters, modelo 2996;

» Sistema de ultrapurificacdo de agua, marca Millipore, modelo Milli-Q;

» Ultracongelador a temperatura < - 70 °C, marca Thermo Scientific, modelo
Revco.



Figura 4.1 Em cima, a esquerda, banho de agua fervente equipado com sistema de condensagéo e a

direita evaporador rotativo; em baixo, sistema de HPLC

1 — detetor de fluorescéncia; 2 — detetor UV/Vis de rede de fotodiodos (PAD); 3 — reservatério de
fase movel (a esq., em cima); 4 — forno da coluna e respetiva coluna (a dir.), 5 — sistema de

arrefecimento de amostras, injetor automatico e respetivo “carrossel” (a esq., em baixo); 6 — bomba;

7 — sistema de aquisi¢do de dados

4.1.3 REAGENTES E PADROES

Os reagentes utilizados foram os seguintes:

) 4

) 4

Acido ascorbico, CeHsOs, p.a., pureza = 99,0%, CAS 50-81-7, VWR Prolabo;

Agua desionizada, pelo menos de grau 2 (de acordo com a norma EN 1SO
3696), obtida a partir de um sistema de purificagéo Milli-Q (Millipore);

BHT (2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol), CisH240, puro, pureza > 99,0%, CAS
128-37-0, Panreac;

Etanol, C2HsOH, p.a., pureza > 99,9%, CAS 64-17-5, Sigma-Aldrich;
Eter etilico, C4H100, p.a., pureza > 99,7%, CAS 60-29-7, Sigma-Aldrich;

Eter de petrdleo, p.a., ponto de ebulicdo 40-60°, CAS 64742-49-0, VWR
Prolabo;

Fenolftaleina, C20H1404, indicador ACS, pureza 98% - 102%, CAS 77-09-8,
Merck;



» Hidroxido de potassio, KOH, lentilhas p.a., pureza > 85,0%, CAS 1310-58-3,
Merck;

» n-Heptano, C;sHss, para HPLC, pureza > 99,0%, CAS 142-82-5, VWR Prolabo;
» Metanol, CH3;OH, p.a., pureza > 99,8%, CAS 67-56-1, J. T. Baker,
» Metanol, CHsOH, para HPLC, pureza > 99,9%, CAS 67-56-1, Prolabo VWR,;

» 2-Propanol, C3HgO, para HPLC, pureza > 99,8%, CAS 67-60-0, Sigma-
Aldrich;

» Sulfato de sodio anidro, Na,SOa, p.a., pureza > 99,0%, CAS 7757-82-6,
Merck.

As substancias puras utilizadas na preparacdo das solu¢des dos padrdes foram as

seguintes:
» Vitamina A (all-trans-retinol), C20H300, sintético (HPLC), pureza > 95%, CAS
9568-26-8, Sigma;

» Vitamina A (13-cis-retinol), CxH300, sintético (HPLC), pureza > 90%, CAS
2052-63-3, Sigma,;

» Vitamina D (ergocalciferol), C2sHa4O, pureza > 98%, CAS 50-14-06, Sigma,;
» Vitamina D; (colecalciferol), C»7H440, pureza > 98%, CAS 67-97-0, Sigma;

» Vitamina E (dl-a-tocoferol), C29Hs00>, sintético (HPLC), pureza ~ 95,0%, CAS
10191-41-0, Sigma.

4.1.4 PREPARAGCAO DE SOLUCOES

4.1.4.1 SOLUCOES DE TRABALHO

» Solucédo de hidréxido de potassio, a 60%

Pesaram-se 600 g de hidréxido de potassio e, pelo facto de a reagéo ser exotérmica,
colocou-se inicialmente um pouco de agua desionizada num bal&o volumétrico de 1000
mL e de seguida, aos poucos, adicionou-se o soluto, colocando-se o baldo volumétrico
num recipiente com gelo. Apés todo o hidroxido de potassio estar dissolvido, perfez-se
0 baldo com agua e colocou-se a solugdo num recipiente apropriado e devidamente

identificado.



» Solucédo alcodlica de fenolftaleina

Num baldo de 100 mL, dissolveu-se 1 g de fenolftaleina em etanol e completou-se o
restante volume com o mesmo solvente. Uma vez realizada a dissolugéo, colocou-se

num recipiente apropriado e devidamente identificado.

» Solucédo de extracao

De forma a obter-se a proporc¢ao final de 2 para 8 (v:v), adicionaram-se, numa proveta
de 2000 mL, 400 mL de éter etilico e 1600 mL de éter de petrdleo. Depois de adicionados
os dois solventes, colocou-se a mistura num frasco de vidro de 2,5 L devidamente
identificado. Esta mistura foi preparada na cAmara de seguranca quimica (hotte) devido

a elevada volatilidade de ambos os solventes.

4.1.4.2 SOLUCOES PADRAO

As solugbes padrdo que se seguem sdo estaveis quando guardadas no
ultracongelador durante 30 dias, tendo sido preparadas no dia anterior ao da realizagéo
do procedimento de doseamento das vitaminas e utilizadas na preparacdo da reta de
calibracdo. As solucdes mée ja tinham sido previamente preparadas e as solucdes
intermédias e de leitura foram feitas no dia da preparacao da reta de calibragéo.

» Solucdes mée

Vitamina A (all-trans-retinol)

A solucao mée de all-trans-retinol encontra-se distribuida em criotubos de 5 mL, com
+ 2,5 mL cada, devidamente etiquetados e armazenados no ultracongelador. A sua
preparacdo consiste na dissolugdo de uma ampola de all-trans-retinol (25 mg) em
etanol, num balédo volumétrico de 100 mL, adicionando-se 0,1% de BHT e completando-

se o0 volume com etanol.

Vitamina A (13-cis-retinol)

A solucdo mae de 13-cis-retinol, esta distribuida em criotubos de 2 mL, com + 1,5
mL cada, devidamente etiquetados e armazenados no congelador. A sua preparacao
consiste na dissolugdo de uma ampola de 13-cis-retinol (100 mg) em etanol, com 0,1%

de BHT, num baldo volumétrico de 100 mL.



Vitamina D, (ergocalciferol)

Numa balanca analitica, pesou-se aproximadamente 100 mg de padrdo de vitamina
D, até ao miligrama e, num baldo volumétrico de vidro de 100 mL, dissolveu-se em
etanol absoluto, completando-se o volume até & marca com etanol. A solucdo mée,
contendo aproximadamente 1 mg/mL de vitamina D», foi armazenada na camara fria

devidamente etiquetada e protegida da luz.

Vitamina Ds_(colecalciferol)

Numa balanga analitica, pesou-se aproximadamente 100 mg de padrdo de vitamina
D; até ao miligrama e, num baldo volumétrico de vidro de 100 mL, dissolveu-se em
etanol absoluto, completando-se o volume até a marca com etanol. A solucdo mae,
contendo aproximadamente 1 mg/mL de vitamina Ds, foi armazenada na camara fria

devidamente etiquetada e protegida da luz.

Vitamina E (dl-a-tocoferol)

A solucéo mée de dl-a-tocoferol, encontra-se guardada no ultracongelador, protegida
da luz, num frasco apropriado e devidamente identificado. A sua preparacéo consiste
na dissolucdo de cerca de 10 mg de dl-a-tocoferol em metanol, num baldo volumétrico
de 100 mL.

» Solugdes intermédias

A preparacdo de uma solugéo intermédia s6 € necessaria para o 13-cis-retinol. Para
a preparar pipetou-se 1 mL da solugdo mée de 13-cis-retinol num baldo volumétrico de

20 mL e perfez-se o volume com etanol.

» Solucgdes de leitura

Vitamina A (All-trans-retinol)

Para a preparacdo da solucdo de leitura de all-trans-retinol utilizou-se um baldo
volumétrico de 50 mL, onde se diluiu 0,7 mL da solucdo mae de all-trans-retinol em

etanol.



Vitamina A (13-cis-retinol)

Para preparar a solugéo de leitura de 13-cis-retinol pipetaram-se 2 mL da solugéo

intermédia para um baléo volumétrico de 50 mL e perfez-se o volume com metanol.

Vitamina E (dl-a-tocoferol)

Para preparar a solugéo de leitura de dl-a-tocoferol pipetaram-se 25 mL da solugéo

mae num baldo volumétrico de 50 mL cujo volume foi perfeito com metanol.

De forma a quantificar o teor dos analitos destas trés solugbes, mediram-se as
absorvancias (DOA(analito)), numa célula de quartzo de 1 cm, no espetrofotometro a um
comprimento de onda de 325 nm, 328 nm e 292 nm, para o all-trans-retinol, 13-cis-
retinol e dl-a-tocoferol, respetivamente, utilizando-se como branco etanol no caso do all-
trans-retinol ou metanol no caso do 13-cis-retinol e do dl-a-tocoferol. A partir da leitura
obtida, calculou-se a concentragdo dos padroes de cada analito (CA(anauw)), em

0/100 mL, através da seguinte equagéo:

DOA (analito)

1%
El cm

CA (analito) = 4.1)

onde E1% se trata do valor do coeficiente de absorcdo especifica que, para o all-

trans-retinol em solucéo etandlica a 325 nm tem o valor de 1830, para o 13-cis-retinol
em solucdo metandlica a 328 nm tem o valor de 1686 e para o dl-a-tocoferol em solugéo

metandlica a 292 nm tem o valor de 76.

» Solugdes padrao de ensaio

A determinacdo das vitaminas A e E é feita por calibracdo externa, ou seja,
recorrendo a uma reta de calibracdo. A reta de calibracdo utilizada neste trabalho é
compreendida por 6 niveis de calibracéo e para a sua constru¢cado foram preparadas seis
solugBes padrdo de trabalho, sendo cada uma delas constituida pela mistura de trés
solucdes de calibracdo correspondentes a cada uma das vitaminas, isto €&, all-trans-

retinol, 13-cis-retinol e dl-a-tocoferol.



A preparacéo das trés solucdes de calibragéo foi feita da seguinte forma:

Vitamina A (all-trans-retinol) — Solucdo de calibracdo

Pipetou-se 1 mL da solu¢gdo mée de all-trans-retinol num baldo volumétrico de 10 mL

e perfez-se o seu volume com n-heptano.

Vitamina A (13-cis-retinol) — Solucado de calibracdo

Pipetou-se 2,5 mL da solu¢éo intermédia de 13-cis-retinol num baldo volumétrico de

10 mL e perfez-se 0 seu volume com n-heptano.

Vitamina E (dl-a-tocoferol) — Solucédo de calibracao

Retiraram-se 20 mL da solucdo de leitura de dl-a-tocoferol para um baldo de
evaporador rotativo, em forma de pera, de 50 mL e colocou-se a evaporar no evaporador
rotativo a uma temperatura maxima de 40 °C. Apds evaporagao reconstituiu-se com 20

mL de n-heptano.

Para cada solucéo padréo de trabalho foi utilizado um baldo volumétrico de 10 mL e
as diluicdes, feitas a partir de cada solugéo de calibracéo, realizaram-se de acordo com
a Tabela 4.1. No final, o volume de cada baldo volumétrico foi completado com

n-heptano, o solvente utilizado na fase mével.

Tabela 4.1 Volumes a adicionar a cada solugéo padrao de trabalho

Nivel / Sol. Padrao 1 2 3 4 5 6

Sol. calibracéo all-trans-retinol (mL) 0,6 0,9 1,2 15 1,9 2,1
Sol. calibracdo 13-cis-retinol (mL) 0,4 0,7 1,0 1,3 1,5 1,7

Sol. calibracéo dl-a-tocoferol (mL) 0,6 0,9 1,3 1,7 2,0 2,2

O célculo das concentracdes de cada padrao é efetuado através da folha de célculo
DAN URQ-IM36 (apresentada no Anexo 2).



A determinacdo da vitamina D é feita por adicdo de padrdo interno e por isso

realizaram-se duas solu¢fes padréao de ensaio:

Vitamina D, (ergocalciferol)

Pipetou-se 1 mL de solugdo mée de vitamina D> num baldo volumétrico de 100 mL e

dilui-se com etanol até a marca.

Vitamina Ds_(colecalciferol)

Pipetou-se 1 mL de solu¢cdo mae de vitamina D3z num baldo volumétrico de 100 mL e

dilui-se com etanol até a marca.

De forma a quantificar-se o teor em vitamina destas duas solugdes, mediu-se a
absorvancia (Azes) numa célula de quartzo de 1 cm no espetrofotbmetro, a um
comprimento de onda de 265 nm, utilizando etanol como branco. As concentracdes
massicas da vitamina D, (CyD,) e da vitamina D3 (C, D) das respetivas solu¢bes, em
pg/mL de solugdo, foram obtidas a partir da seguinte equacgao:

Aggs X 10%

CuDz ous = g% (4.2)
1lcm

A 265 nm, para a vitamina D, E1%, = 475 e para a vitamina D3, E1 %, = 480.

Com estas duas solucbes padrdo de ensaio, vitamina D, e vitamina Ds, foram
preparadas duas misturas padrdo de vitamina D, e vitamina Ds;, uma para a
cromatografia semi-preparativa e outra para a cromatografia analitica. Para a
cromatografia analitica foram ainda preparados dois padrées individuais de vitamina D>
e de vitamina Ds. Nestas quatro solucbes, o solvente (etanol) foi evaporado num
evaporador rotativo a temperatura de 40 °C e o residuo obtido foi reconstituido em 10

mL de solvente adequado.

Mistura padrdo de Vitamina D e vitamina D3 (cromatografia semi-preparativa)

Pipetou-se 1 mL de solugédo padrdo de ensaio de vitamina D, e 1 mL de solugéo
padréo de trabalho de vitamina D3 para um baléo de evaporador rotativo, em forma de
pera de 50 mL. Apds a evaporacao completa do solvente, o residuo foi reconstituido em

10 mL de n-heptano para HPLC.



Mistura padrdo de Vitamina D, e vitamina Dz (cromatografia analitica)

Pipetou-se 5 mL de solucdo padrédo de trabalho de vitamina D2e 5 mL de solugéo
padréo de trabalho de vitamina Ds para um baldo de evaporador rotativo, em forma de
pera de 50 mL. Apds a evaporacao completa do solvente, o residuo foi reconstituido em
10 mL de metanol para HPLC.

Padrdo individual de Vitamina D, (cromatografia analitica)

Pipetou-se 5 mL de solucéo padrdo de trabalho de vitamina D2 para um baldo de
evaporador rotativo, em forma de pera de 50 mL. ApOs a evaporacdo completa do

solvente, o residuo foi reconstituido em 10 mL de metanol para HPLC.

Padrdo individual de vitamina D3 (cromatografia analitica)

Pipetou-se 5 mL de solu¢do padrdo de trabalho de vitamina Ds para um baldo de
evaporador rotativo, em forma de pera de 50 mL. ApOs a evaporacdo completa do

solvente, o residuo foi reconstituido em 10 mL de metanol para HPLC.

4.1.4.3 SOLUCOES DE FASE MOVEL

A fase mobvel utiizada no sistema de HPLC ¢é constituida por
n-heptano e 2-propanol, numa propor¢éo de 98:2 (v:v), respetivamente. O sistema de
HPLC permite definir a proporgcdo pretendida, pelo que estes dois reagentes foram

colocados em frascos de fase mével separados.

4.1.5 PREPARAGCAO DE AMOSTRAS

Neste trabalho, inicialmente foram adquiridas amostras de produtos com elevado teor
de gordura, nomeadamente, creme vegetal com sabor a manteiga e creme para barrar
com sabor a chocolate. Estas duas amostras foram adquiridas durante o més de margo
de 2017 em superficies comerciais e tinham a validade 29/06/2017 e 10/09/2017,
respetivamente. Foram também analisados dois materiais de referéncia (FAPAS 21102
e FAPAS 21104) e um material de referéncia certificado (NIST 2383). Estas amostras

foram utilizadas nos estudos de otimizacdo do método.

Apos a otimizagdo do meétodo foram utilizadas amostras compostas recolhidas no

ambito do projeto europeu TDS Exposure. Neste projeto comegou por se definir a



populacdo de interesse (adultos dos 18 aos 75 anos) e através do estudo “Alimentagao
e estilos de vida da populagdo portuguesa” (Poinhos et al., 2009) obtiveram-se dados
acerca do consumo dos alimentos por essa populacdo, tendo os alimentos sido
classificados e agrupados de acordo com o sistema de classificacdo FoodEx2
desenvolvido pela Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA). Para cada
um dos grupos deste sistema de classificacdo foram selecionados os alimentos mais
consumidos (até se atingir uma cobertura de 90% do consumo total), constituindo-se
assim as diferentes amostras TDS. Cada amostra TDS é composta por 12 subamostras

representativas dos habitos de consumo da populacdo para aquele tipo de alimento.

O plano de amostragem elaborado para as amostras TDS consistiu na recolha (em
superficies comerciais da regido da Grande Lisboa) das subamostras que foram
selecionadas de acordo com a distribuicdo populacional e as quotas de mercado das
superficies comerciais e na prepara¢do de cada uma das subamostras. A preparagéo
das subamostras teve em conta o0 modo como sdo consumidas, tendo sido necessario
0 tratamento culinario em algumas delas (como no caso dos pratos compostos).
Constituiu-se cada uma das amostras TDS, subdividindo-se cada uma delas em
diferentes recipientes de acordo com os analitos a analisar (macronutrientes, minerais,
vitaminas, metais pesados, micotoxinas e nitratos) e armazenaram-se a -20 °C, até a
sua andlise nos laboratorios do INSA (Procedimento de Ensaio: Determinacdo de
vitaminas A e E por cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC), DAN, 2014; Dias et
al., 2015; Almeida, 2017).

O plano de amostragem do projeto TDS Exposure teve a duracéo de dois anos, tendo
sido iniciado em abril de 2014, pelo que as amostras que foram analisadas ja se

encontravam preparadas.

As amostras do projeto TDS Exposure analisadas no ambito deste trabalho foram as

seguintes:
» Grupo 5 - Pratos Compostos

Acordas e migas;
Almbéndegas;
Arroz a valenciana;
Arroz de frango e de pato;
Arroz de marisco;

Arroz de vegetais;

D N N N N N

Bacalhau a Bras e a Gomes de S3;



Bacalhau com natas e desfeita de bacalhau;
Caldeirada de peixe;

Caldo verde;

Canja de galinha;

Carne a bolonhesa, a jardineira, a alentejana;
Salgadinhos;

Cozido a portuguesa;

Creme de marisco e peixe;
Dobrada;

Empadao de peixe;

Empadéao de carne;

Feijoada e sopas de carne e feijao;
Francesinha;

Hambdurguer;

Lasanha bolonhesa e vegetariana;
Puré de batata;

Pizzas;

Rancho;

Salada de alface e tomate;

Salada russa;

Sopas de legumes;

Sopas de legumes e leguminosas;

D N N N N N N N Y U N N N N N N N N U N N N NN

Sopa de tomate.

» Grupo 6 — Ovos e produtos a base de ovos

v Ovos.

» Grupo 7 - Peixe, produtos da pesca, anfibios, répteis e invertebrados

Atum fresco;

<

Bacalhau;

<

Camarao;

<

Caracois;



Carapau;
Conquilhas e ameijoas;
Lulas, espetadas de lulas;

Peixes vermelhos;

D N N N NN

Polvo.

» Grupo 11 - Cereais e produtos a base de cereais

Croissants;

<

Pao de leite;

\

Pastel de nata;

<

Queques.

» Grupo 13 - Carne e produtos a base de carne
Enchidos;

Fiambre;

Frango;

Peru;

D N N NN

Presunto e bacon.

» Grupo 14 - Leite e produtos lacteos

v Leite creme e pudim flan

Em algumas das amostras mencionadas a vitamina D j& tinha sido previamente
guantificada no laboratério e, por esse motivo, estas amostras ja se encontravam na
forma de solu¢des amostra. Neste trabalho, para estas solu¢gdes amostra fizeram-se as
diluicdes convenientes para a determinagdo das vitaminas A e E em cada um dos

extratos e injetaram-se no sistema de HPLC.

A injecdo destas amostras serviu para verificar se, aplicando as condi¢des
cromatogréficas do método otimizado para a determinacao simultanea das vitaminas A,
E e D, também se conseguiam quantificar as vitaminas A e E nos extratos obtidos de

acordo com o procedimento da vitamina D implementado no laboratorio.



4.1.6 SAPONIFICACAO

No dia anterior a realizagdo da analise, retirou-se a amostra a analisar do congelador
e deixou-se a descongelar umas horas na camara frigorifica. Numa balanca analitica,
determinou-se a massa adequada de amostra (entre 0,5 e 10 g) cuidadosamente, até
ao decimo do mg, num erlenmeyer de boca esmerilada de 250 mL e adicionou-se 1 g
de acido ascorbico, um antioxidante, para evitar que a amostra oxide. No caso das
amostras de cremes vegetais pesaram-se as amostras em duplicado, no entanto, no
caso das amostras do projeto TDS Exposure apenas se fez uma toma. Apos a pesagem

guardou-se o erlenmeyer no frigorifico até a sua andlise no dia seguinte.

Uma vez que todas as amostras a analisar apresentam gordura na sua constituicdo,
foi necessario sujeitar as amostras a um processo de saponificacdo, com o objetivo de
remover essa gordura, ou seja, desesterificar os ésteres de a-tocoferol e os ésteres de
retinilo, de forma a quantificar o a-tocoferol, o trans-retinol e o cis-retinol, por HPLC.
Deste modo, ao erlenmeyer, adicionaram-se 100 mL de etanol e 20 mL de hidréxido de
potassio a 60%, agitando-se no final. No caso de também se pretender determinar a
vitamina D adiciona-se o padréo interno de acordo com o descrito no procedimento do
Anexo 1. De seguida colocou-se o erlenmeyer no banho de agua termostatizado com
sistema de condensacéo incorporado, a temperatura de 100 °C, durante 45 minutos. Em
seguida, retirou-se o erlenmeyer do banho e colocou-se a arrefecer num recipiente com

gelo.

4.1.7 EXTRACAO

Depois de arrefecida, adicionou-se a solugdo resultante da saponificagdo 100 mL de
agua purificada, de forma a prevenir a formacéo de emulsdes e, de seguida, transferiu-
se esta nova solugdo para uma ampola de decantacdo de 500 mL. A extracdo das
vitaminas A e E foi realizada com a solucéo de extracdo mencionada em 4.1.4.1, tendo-
se realizado 3 extra¢gBes de 50 mL cada (150 mL). Reunidos os extratos etéreos das 3
extracdes numa mesma ampola, lavou-se com agua até a sua reagdo com a solucdo
alcodlica de fenolftaleina ser neutra. Em seguida, a fase etérea neutralizada foi filtrada
com um filtro de papel de 185 mm, contendo sulfato de sédio anidro, para um baléo de

evaporador rotativo em forma de pera de 250 mL.



4.1.8 EVAPORACAO

O baldo contendo os extratos etéreos foi colocado no evaporador rotativo, com o
banho de agua a 40 °C, de forma a conseguir evaporar-se o0 solvente. A pressao utilizada
inicialmente foi de 300 mbar e, quando a quantidade ja era muito reduzida, reduziu-se
para 20 mbar. Quando ja ndo havia qualquer vestigio de solvente, retirou-se o baldo do

evaporador rotativo.

4.1.9 RECONSTITUICAO

No caso de se pretender determinar apenas as vitaminas A e E, apés se ter retirado
o0 baldo do evaporador rotativo, retomou-se o residuo de insaponificavel em 10 mL de
n-heptano. De seguida, filtrou-se a solugdo com um filtro de PVDF de 0,45 um, com uma
seringa de 10 mL, reservando-se o filtrado num frasco de vidro pequeno, o qual
corresponde a solucdo amostra para determinagcdo dos analitos pretendidos. E, por
altimo, com uma pipeta de Pasteur, retirou-se a quantidade suficiente da solu¢do de
amostra para analise para um vial que se colocou no injetor automatico do HPLC. No
caso de algumas amostras, demasiado concentradas, foi necessario efetuar diluiges.
Estas diluicdes foram feitas a partir da solugao amostra para andlise, pipetando-se 1 mL
desta solucao para baldes volumétricos de 5 ou 10 mL, conforme a diluicao a efetuar.
No caso de se pretender também determinar a vitamina D a reconstituicdo deve ser feita
no volume indicado no procedimento descrito no Anexo 1. Ainda neste caso foram
utilizadas, ap0s a reconstituicdo diluicdes bastante superiores a 1/5 ou 1/10 por forma a

adequar as concentracdes a gama de trabalho das vitaminas A e E.

4.1.10 CROMATOGRAFIA
4.1.10.1 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As condigfes utilizadas na analise cromatogréfica (vitaminas A e E, a parte semi-

preparativa da vitamina D) foram as seguintes:

» Fase estacionaria: coluna LiCrhosorb Si60, de 25 cm de comprimento por 4

mm de didmetro e com particulas de 5 ym;
» Fase mdvel: n-heptano / 2-propanol (98:2 v/v), modo isocratico;
» Caudal: 2 mL/min;

» Tempo de corrida: + 10 minutos;



» Temperatura do forno da coluna cromatografica: 37 °C;
» Temperatura da camara das solucdes a injetar: 15 °C;

» Volume de injecdo: 10 uL e, no caso de as concentracdes obtidas estarem
fora da gama de trabalho, injecGes entre 10 e 100 uL para o alfa-tocoferol e

para o all-trans-retinol e entre 10 e 200 uL para o 13-cis-retinol;

» Comprimentos de onda dos detetores de fluorescéncia (vitamina A e E)
e de UV/Vis (vitamina D):

V' Vitamina A: Agygitagao = 295 NM € Agmisszo = 330 nm;
v Vitamina E: )\Excitagéo =325nme )\Emisséo =475 nm;

v Vitamina D: A = 265 nm.

Em primeiro lugar injetaram-se os 6 padrdes da reta de calibracéo (solu¢des padrao
de ensaio, mencionadas em 4.1.4.2) e de seguida as amostras (solu¢fes de amostra
para analise, mencionadas em 4.1.9). Para cada vial fizeram-se 2 inje¢6es. Em relacao

a vitamina D injetaram-se as solu¢des padrao de acordo com o descrito no Anexo 1.

4.1.10.2 IDENTIFICACAO

Os picos de interesse obtidos nos cromatogramas foram identificados com base nos
tempos de retencao dos padrées, isto €, com base nos cromatogramas dos 6 padrbes
injetados obtiveram-se os tempos de retengdo do a-tocoferol, do all-trans-retinol e do
13-cis-retinol e, através deles, identificaram-se o0s analitos correspondentes as
vitaminas A e E nas amostras. No caso da vitamina D os tempos de retencdo foram

obtidos a partir da injecdo do padrdo contendo a mistura das vitaminas D (D + Ds).

4.1.10.3 QUANTIFICACAO

Através do software EMPOWER® integrado no sistema de HPLC, a quantificacéo
das vitaminas A e E foi efetuada com base no método de padrédo externo multinivel e as
retas de calibracdo foram determinadas pelo método dos minimos quadrados. Com
estas retas de calibracdo calcularam-se as concentracdes dos analitos nas solucdes
amostra interpolando as respetivas areas dos picos na reta de calibracdo respetiva.
Considerando a toma da amostra e as diluicbes efetuadas, calcularam-se as

concentracdes das vitaminas A e E nas amostras.



O célculo da concentracdo da vitamina A (all-trans-retinol e cis-retinol), em ug/100 g
de amostra, é efetuado utilizando a folha de calculo DAN URQ - IM25 (no Anexo 3),
segundo as equacdes 4.3 e 4.4:

Sini XV,
Vit Apranscis = % X 100 (4.3)
Vit Atotal = VitApgns + 0,75 VitAgis (4.4)

Sendo:

VitAqrans — Concentragdo final de Vitamina A (all-trans-retinol) na amostra (ug/100g)
VitA.;s — Concentracao final de vitamina A (13-cis-retinol) na amostra (ug/100g)

Sinj — Concentracao da solugdo analisada no cromatdgrafo (ug/mL)

... — Volume em que a toma de amostra foi reconstituida (mL)

m — Massa da toma de amostra (g)

d — Diluicao efetuada na solucdo para analise

O célculo da concentragéo da vitamina E (dl-a-tocoferol), em mg/100 g de amostra,
é efetuado utilizando a folha de calculo DAN URQ — IM26 (no Anexo 4), segundo a
equacao 4.5:

Sinj X Vrec

VitE =
! mxd

x 0,1 (4.5)
Sendo:

VitE — Concentracao final de Vitamina E (dl-a-tocoferol) na amostra (mg/100g)

Para estes calculos da concentracdo das amostras, as retas de calibragdo s6 foram

utilizadas quando r > 0,995, sendo r o coeficiente de correlagéo da reta.

Neste trabalho néo foi efetuada a quantificacdo de vitamina D. No que se refere a

esta vitamina apenas se recolheram os extratos no tempo de retencdo da vitamina D.



4.2 ESTUDOS DE OTIMIZACAO

Com base nas trés normas que servem de base aos dois procedimentos de ensaio
mencionados, estudou-se a possibilidade da utilizacdo do passo de extracédo e do passo
de saponificacdo do método de andlise da vitamina D implementado no laboratério para

extrair e saponificar as vitaminas A e E.

4.2.1 OTIMIZAGAO DO TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

De forma a ser mais percetivel, na Tabela 4.2 apresentam-se resumidamente as
condi¢des de extracao/saponificacdo utilizadas nos procedimentos para determinar as
vitaminas A e E (método AE) e a vitamina D (método D).

Tabela 4.2 Condicdes de saponificagéo e extragdo utilizadas nos métodos de determinacéo das vitaminas A, E e D

Etapas do procedimento Método D Método AE
19,: 100 mLde EtOH + 1g 50 mL de solugéo
Q' Tratamento da amostra de AA + 20 mL de metandlica de AA? a
6 solucdo de KOH? 0,5% + 5 mL de solucéo
L a 60% de KOH a 60%
4
@) o .
% Tempo de permanéncia 45 minutos 60 minutos
5 no banho-de-agua
@)
'L
< Volume 3x25mL 4 x 100 mL
o de extracéo (75 mL) (400 mL)
X
L

AA — Acido Ascoérbico EtOH — Etanol KOH — Hidroéxido de Potassio

1 No procedimento experimental apresentado no Anexo 1 sdo adicionados apenas 7,5 mL desta
solucdo. Este valor foi alterado para 20 mL pelo facto de as amostras em estudo terem um elevado teor
de gordura

2 Soluc&o metandlica de acido ascorbico a 0,5% - dissolveram-se 0,5 g de &cido ascérbido em metanol,
num baldo volumetrico de 100 mL, completando-se o volume de 100 mL com metanol

O passo da saponificacdo difere em cada um dos métodos em termos do solvente,
tempo e concentracdo da base. Deste modo, no método AE, no passo de saponificacao,
comecgou por se adicionar etanol em vez de metanol, da forma e nas quantidades
indicadas no procedimento de ensaio da vitamina D e avaliou-se se os teores de
vitaminas A e E se mantinham idénticos aos teores obtidos com o método AE. No que
se refere ao tempo de saponificagdo, avaliou-se se os teores de vitaminas A e E para o
tempo de saponificagdo do método D se mantinham idénticos aos teores obtidos pelo
método AE.



No que se refere ao passo de extracdo, o método AE utiliza uma grande quantidade
de reagentes durante este passo, comparativamente ao método D, havendo a
necessidade de avaliar a possibilidade de reduzir a quantidade de reagentes de

extracao atualmente utilizada.

Nesse sentido, até se chegar ao volume de extracdo final foram realizados trés
estudos ao longo de varios dias. Numa primeira fase, estudaram-se em simultdneo os
efeitos do tempo de saponificacdo e do volume de solvente de extracdo nos resultados
dos teores das vitaminas A e E nos alimentos analisados. Neste estudo, tanto para os
60 minutos como para 0s 45 minutos, avaliaram-se os volumes de extracdo de 3 x 25
mL (método D), 4 x 50 mL e 4 x 100 mL (método AE), utilizando-se as amostras de
creme vegetal com sabor a manteiga (79% de gordura), creme para barrar com sabor a
chocolate (45% de gordura) e um material de referéncia, o FAPAS 21102 (formula

infantil & base de leite).

Tendo como referéncia as normas EN 12821, 12822 e 12823-1, que sugerem a
utilizacdo de volumes de solvente de extracdo entre 50 e 150 mL e uma repeticdo do
processo por 3 ou 4 vezes (numero de extracdes efetuadas), numa segunda fase,
estudaram-se os volumes 4 x 25 mL e 3 x 50 mL, para 45 minutos de saponificacdo
(uma vez que nesta fase ja se tinha verificado que era possivel extrair as vitaminas A e
E apenas em 45 minutos) utilizando as mesmas amostras de cremes vegetais para

barrar.

ApoOs estes dois estudos, numa ultima fase, fez-se um ensaio para o material de
referéncia FAPAS 21104 (alimento em p6 para bebé utilizado na preparacao de papas)
para os 5 volumes diferentes em estudo e apenas para 45 minutos de saponificacdo
(uma vez que na segunda fase de estudos ja se tinha verificado que os 45 minutos eram
suficientes para extrair as vitaminas A e E), de forma a ter-se também uma referéncia,

ja que na rotulagem é permitido um desvio apreciavel em relagéo ao real.
Em suma, os volumes de extragdo estudados foram os seguintes:

» 3x25mL (75 mL);

4 x 25 mL (100 mL);
3 x 50 mL (150 mL);
4 x 50 mL (200 mL);
4 x 100 mL (400 mL).

v v v V¥



4.2.2 OTIMIZAGAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A vitamina D esta naturalmente presente nos alimentos sob a forma de colecalciferol
(vitamina Ds). No entanto, hd algumas excecdes, nas quais esta sob a forma de vitamina
D.. A determinacdo de vitamina Ds; ou D, numa solucdo apropriada de extrato da
amostra é feita por HPLC semi-preparativa de fase normal seguida de HPLC analitica
de fase inversa. No caso de se determinar a vitamina D3, 0 padréo interno adicionado é
a vitamina D e na quantificacéo da vitamina D2, o padréo interno a adicionar € a vitamina
Ds. A vitamina D é detetada por espetrofotometria de ultravioleta (UV) e os picos sédo
identificados com base nos tempos de retencéo, sendo a determinacao feita através das
areas dos picos do padrdo interno, tendo em consideracdo o fator de resposta
(Procedimento de Ensaio: Determinacgéo de vitamina D por cromatografia liquida de alta
resolucéo, DAN, 2015).

De notar que o equipamento de HPLC utilizado na andlise semi-preparativa da

vitamina D é o utilizado na anéalise das vitaminas A e E.

Para o estudo das novas condi¢cdes do método de HPLC, utilizou-se um padrdo com
a mistura de vitamina D (mistura de padrGes para a cromatografia semi-preparativa),
que foi injetado no sistema de HPLC sob quatro condic6es cromatograficas diferentes,
tendo por base os procedimentos do método AE e do método D atualmente utilizados
no laboratério, de forma a avaliar a separacao da vitamina D da vitamina E e da vitamina

A (all-trans-retinol e 13-cis-retinol).

Nas diferentes condicdes cromatograficas avaliadas no sistema de HPLC
semi-preparativo utilizou-se a mesma fase movel, mistura de n-heptano (A) e 2-propanol

(B), nas diferentes propor¢des A:B. As condi¢des foram as seguintes:
1. Fluxo de 1 mL/min e fase mével na propor¢éo de 97:3, condicao utilizada no
método D;

2. Fluxo de 2 mL/min e fase movel na proporcéo de 98:2, condi¢do utilizada no
método AE;

3. Fluxo de 1 mL/min (método D) e fase mével na proporcao de 98:2 (método
AE);

4. Fluxo de 2 mL/min (método AE) e fase mdvel na propor¢éo de 97:3 (método
D).



De seguida preparou-se um padrdo AED (mistura de padrdes de vitaminas A, E e D),
pipetando-se 0,5 mL de padréo de vitamina D (D.+Ds) e 0,5 mL da solugcdo padréo 6
(Tabela 4.1) para um vial de forma a testar-se a condi¢éo escolhida.

4.3 VALIDACAO DO METODO

Uma vez que se teve como ponto de partida o procedimento ja validado no laborat6rio
do DAN, a validacdo feita no ambito deste trabalho foi uma validagcéo parcial. Deste
modo, foram realizados estudos de exatiddo e estudos de precisdo em condicdes de
repetibilidade e precisdo intermédia, apds a otimizacdo do método para 0s processos
de saponificacdo e extracdo. A determinacéo destes parametros foi feita com recurso a
folhas de célculo implementadas no DAN.

Exatidéo

A exatidao deste método analitico foi avaliada através da anélise de um material de
referéncia certificado, MRC NIST 2383, constituido por uma mistura de matrizes
alimentares de papas de bebé (baby food) contendo os analitos em questao (vitaminas
AeE).

Precisao

» Repetibilidade e Preciséo intermédia

A repetibilidade e a precisdo intermédia do método foram avaliadas em simultaneo
através da analise de diferentes amostras: uma amostra de creme vegetal para barrar
com sabor a manteiga e trés amostras compostas diferentes (doces a base de leite,
salgados e ovos). Cada amostra foi analisada em duplicado e ao longo de trés dias
diferentes, fazendo um total de 24 resultados. Nestes ensaios manteve-se 0 mesmo

equipamento, 0 mesmo analista e seguiu-se 0 mesmo procedimento experimental.

Na repetibilidade determinou-se o CV da repetibilidade, CV}., e na precisao intermédia

0 CV da preciséo intermedia, CV,,.



Relativamente aos parametros de validagdo previamente avaliados no ambito da
acreditacdo do método em utilizacdo no DAN, estes encontram-se apresentados na
Tabela 4.3.

Tabela 4.3 Parametros de validagdo do método acreditado e em utilizacdo no DAN

Vitamina A Vitamina E
all-trans-retinol 13-cis-retinol a-tocoferol
Limite de 0,12 pg/mL 0,036 pg/mL 0,30 pg/mL
n @ ~
o 38 detecéo (5,9 ug/100g) (1,8 pg/100g) (0,015 ug/100g)
S =
E® .
= Limite de 0,36 pg/mL 0,11 pg/mL 0,91 ug/mL
guantificagao (18 pg/100g) (5,4 pg/100g) (0,046 ug/100g)
NIST 8435 e 1 2
Amostras ENFALAC? NIST 8435 ENFALAC
@ 36% e 34% . .
] Cvr (respetivamente) 41% 2,1%
a
: 31% e 27% . .
CVpi (respetivamente) 29% 2,9%
FAPAS 21503 e
(@] 3 3
< Amostras FAPAS 2150 FAPAS 2150 NIST 23834
<2 <2 <2
L -
Z-score (aceitavel) (aceitavel) (aceitavel)

CVr — Coeficiente de variagdo da repetibilidade

CVpi — Coeficiente de variacdo da preciséo intermédia
1 NIST 8435 (Leite em po)

2 Leite em p6 ENFALAC

3 FAPAS 2150 (Powdered Baby Food)

4 NIST 2383 (Baby Food)
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Uma vez que os métodos que tiveram por base o método desenvolvido ja se
encontravam previamente acreditados, os seus valores de incerteza ja tinham sido
previamente avaliadas, sendo o valor maximo de incerteza expandida relativa de 30 %.
Por este facto, a discusséo dos resultados apresentados neste subcapitulo foi efetuada
tendo em consideragéo este valor de incerteza e, por isso, os resultados obtidos s&o

apresentados com dois algarismos significativos.

Os teores das vitaminas A e E foram obtidos apds o procedimento experimental
através das folhas de calculo apresentadas nos Anexos 3 e 4 e das retas de calibracao

construidas para os diferentes analitos, cis- e trans-retinol e a-tocoferol (Anexo 5).

5.1 ESTUDOS DE OTIMIZAGAO NO TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Tal como referido ao longo do procedimento experimental, no subcapitulo 4.1, apds
as fases orgénicas contendo as vitaminas A e E estarem reunidas, estas sao filtradas,
evaporadas e redissolvidas no solvente da fase movel. Ora, como o volume total a filtrar
e a evaporar sdo cerca de 400 mL, estes dois passos sdo demasiado morosos,
chegando a ter de serem realizados em diversas vezes, 0 que contribui para um tempo
total de analise elevado. E, também, como o solvente de extragdo se trata de uma
mistura de dois reagentes, éter de petroleo e éter etilico na proporcao 8:2 (v:v), isto gera
um enorme desperdicio de solventes de extracdo. Além disso sdo solventes toxicos e
por isso agressivos para 0 meio ambiente. Por estes motivos, fizeram-se estudos de
otimizac¢&o no tratamento das amostras, no processo de extragéo e também no processo
de saponificagdo, na tentativa de tornar o método atualmente utilizado e acreditado no

laboratério do DAN mais rapido, mais econdémico e mais amigo do ambiente.

No método desenvolvido utilizou-se, na saponificacdo, etanol (o solvente utilizado no
laboratério para a determinacao da vitamina D) em vez de metanol (o solvente utilizado
no laboratério para a determinacdo simultdnea das vitaminas A e E), por questdes
ambientais e de toxicidade para o operador. A diminuicdo do tempo de saponificacdo

contribuiu para um tempo de analise mais curto.

Na Tabela 5.1, conforme descrito no subcapitulo 4.2.1, sdo apresentados os valores
obtidos no estudo simultaneo do efeito do tempo e solvente de saponificacdo e do
volume de solvente de extracdo nos teores de vitamina A e E das amostras de creme
manteiga, creme chocolate e FAPAS 21102, e respetivos valores referenciados para as

diferentes amostras (no caso dos cremes apresentam-se os valores rotulados).



Tabela 5.1 Teores de vitaminas A e E em diferentes amostras para diferentes condigbes de tratamento das amostras

Teor de vitamina (mg/100g)
Extracao Vitamina Creme manteiga  Creme chocolate FAPAS 21102
60min  45min 60min 45min 60 min 45 min

A 0,53 0,59 0,40 0,42 - -
4 x 100 mL

E 17 17 11 11 - -

A 0,68 0,44 0,48 0,40 - -
4 x 50 mL

E 18 19 11 10 - -

A - 0,18 - 0,21 0,14 -
3x25mL

E - 9 - 7 5 -

Rétulo A 0,80 0,82 0,51

(mg/100 g) E 13 12 11

— Nao realizado

Analisando os dados obtidos na Tabela 5.1, para a extragdo com 100 mL (4 vezes),
para o creme com sabor a manteiga e creme com sabor a chocolate, tanto para 60
minutos como para 45 minutos de saponificacéo, os teores de vitamina E obtidos foram,
respetivamente, 17 e 11 mg/100g. Tendo em consideracdo o valor maximo de incerteza
de 30% (mencionado anteriormente), a extracdo com 50 mL (4 vezes) também permitiu
extrair a vitamina E, de igual modo, uma vez que os teores obtidos foram idénticos aos

anteriores.

No caso da vitamina A, tendo também em consideracao o valor maximo de incerteza
de 30%, comparativamente a extragdo com 100 mL (4 vezes), a extragdo com 50 mL (4

vezes) também permitiu extrair a vitamina A.

Deste modo, a reducdo do tempo de saponificagdo de 60 minutos (condigcao inicial)
para 45 minutos e a reducéo do volume de extragdo de 100 mL (condicdo inicial) para
50 mL, permitiram saponificar e extrair as vitaminas A e E das amostras

adequadamente.

Comparando os valores obtidos para a extragdo com 25 mL (3 vezes) com os valores
obtidos para os volumes de extracdo de 100 e 50 mL, verificou-se que a extragdo com
25 mL n&o se revelou suficiente para extrair as vitaminas A e E dos cremes com sabor
a manteiga e com sabor a chocolate. Contudo, para se ter a certeza de que este volume
de extracdo nao era adequado, fez-se o ensaio para este volume de extracdo com o
material de referéncia FAPAS 21102. Analisando os dados obtidos para este material

de referéncia, € possivel perceber que o volume de extracdo de 25 mL também n&o foi



suficiente para extrair as vitaminas A e E, uma vez que os valores obtidos foram muito
inferiores aos valores declarados (Tabela 5.1). Através do calculo do valor de z-score
(equacédo 3.7), foi também possivel verificar que o volume de 3 x 25 mL néo foi
suficiente, uma vez que para a vitamina A e para a vitamina E foram obtidos valores de
7 e 5 e assim, sendo superiores a 3 (resultado insatisfatério), confirmou-se que este

volume de extracdo nao foi adequado.

De acordo com os valores de rotulagem indicados para os cremes vegetais ha Tabela
5.1, pode ver-se que, para a vitamina E, os valores obtidos estdo préximos do valor
rotulado ou ligeiramente acima deste, mas para a vitamina A os valores obtidos estédo
cerca de metade abaixo do valor rotulado, o que poderia induzir em erro, pois poderia
pensar-se que o método utilizado ndo estaria a extrair a vitamina A na sua totalidade, o
que seria um pouco de estranhar, uma vez que o aumento do volume de extracdo nao

aumentou o teor de vitamina A determinado.

Segundo o documento de orientacdo da Comissdo Europeia (2012), que se destina
a auxiliar as entidades fiscalizadoras na definicdo de tolerancias para a rotulagem
nutricional de alimentos e suplementos alimentares, publicado em Dezembro de 2012,
a tolerancia maxima aceitavel, para as vitaminas, é de +50% e a tolerancia minima

aceitavel é de -35%.

Tolerancia maxima aceitavel

1200 pg
+ MAX
Valor declarado 800 ug
- MIN

520 ug

Tolerancia minima aceitavel
Figura 5.1 Exemplo de aplicagdo das tolerancias, maxima e minima, aceitaveis para a rotulagem de vitaminas (vitamina
A em creme vegetal com sabor a manteiga) [Adaptado de FSE, 2014]

O esquema ilustrado na Figura 5.1, com o exemplo para o valor indicado no rétulo
da embalagem de creme vegetal com sabor a manteiga, esclarece que, para esta
amostra, os valores de vitamina A obtidos pelas analises devem estar entre 520 e 1200
Mg. Verificando os valores da Tabela 5.1 pode ver-se que a vitamina A satisfez o
intervalo para o volume de extracdo 4 x 100 mL mas, para o volume de extracdo de
4 x 50 mL, apenas satisfez o intervalo para 60 minutos de saponificacdo. Para 45
minutos de saponificagdo a vitamina A encontrou-se abaixo da tolerancia minima.

Seguindo 0 mesmo esquema para esta mesma amostra, os valores de vitamina E



devem encontrar-se entre 8 e 20 mg, o que se pode verificar pela Tabela 5.1 que
aconteceu. No caso da segunda amostra, creme para barrar com sabor a chocolate,
seguindo também o mesmo esquema, a vitamina A deve estar entre 530 e 1224 ug e a
vitamina E entre 8 e 18 mg. Verificando os valores obtidos na Tabela 5.1 pode ver-se
gue a vitamina E satisfez o intervalo e que a vitamina A se encontrou abaixo da
tolerancia minima. No entanto, embora os valores de vitamina A se tenham encontrado
abaixo do intervalo de tolerancia, este trabalho ndo teve como objetivo proceder com
estudos para averiguar se o facto de as vitaminas A e E se encontrarem acima ou abaixo
do intervalo de tolerancia estabelecido pela Comissdo Europeia (2012), pelo que nesse

caso seria necessario analisar mais amostras do mesmo lote ou lotes diferentes.

Com base nos resultados obtidos e para o tempo de saponificacdo de 45 minutos,
com vista a reduzir o volume de solventes de extracdo, foram feitos mais estudos com
diferentes volumes de extracdo, 3 x 50 mL e 4 x 25 mL, volumes intermédios (entre
4 x 50 mL e 3 x 25 mL), para se averiguar se com esses volumes também é possivel
extrair as vitaminas A e E, tendo em considera¢do que o volume 4 x 50 mL se tinha
revelado adequado. A amostra utilizada foi o creme com sabor a manteiga (creme
manteiga), sendo os resultados apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 Teores de vitamina A e E, para os diferentes volumes de extragdo, da amostra de creme vegetal com sabor
a manteiga saponificada durante 45 minutos

Teor de vitamina Extracdo
(mg/100 g) 3x50mL  4x25ml
A 0,40 0,23
E 21 14

Analisando os dados obtidos na Tabela 5.2 e comparando com os dados obtidos na
Tabela 5.1, o volume de 50 mL (trés vezes) permitiu extrair as vitaminas A e E e o
volume de 25 mL (4 vezes), contrariamente, n&o foi suficiente para extrair as mesmas

vitaminas.

Os volumes de extracdo anteriormente estudados foram confirmados utilizando o
material de referéncia FAPAS 21104, constituindo por um lado um tipo de matriz
diferente e por outro uma matriz de referéncia. Os resultados obtidos apresentam-se na
Tabela 5.3.



Tabela 5.3 Teores de vitamina A e E do material de referéncia FAPAS 21104, saponificado durante 45 minutos, para os
diferentes volumes de extracdo, e respetivos valores de referéncia

Extracao

4 x 100 mL 4 x50 mL 3 x50 mL 4 x 25 mL 3x25mL

Teor de A 0,37 0,43 0,41 0,40 0,33
vitamina
(mg/100g) E 10 10 11 8 8
Referéncia A 0,53 (0,36 a 0,70)

(mg/100g) ¢ 9,9 (7,9 a 12)

Analisando os dados obtidos na Tabela 5.3, e tendo em conta também os valores
obtidos na Tabela 5.1 e na Tabela 5.2, verifica-se que o menor volume capaz de extrair
as vitaminas A e E é o volume 3 x 50 mL.

Analisando os valores de z-score apresentados na Tabela 5.4 pode verificar-se que
apenas a vitamina A no volume de extracdo 3 x 25 mL apresenta um valor de z-score
guestionavel (2 < |z| < 3). Os restantes valores obtidos sdo resultados satisfatorios, ou

seja, |z| < 2.

Tabela 5.4 Valores de z-score das vitamina A e E, para o material de referéncia FAPAS 21104, nos diferentes volumes
de extragcdo

Extracao

4x100mL 4x50mL 3x50mL 4x25mL 3x25mL

z-score Vitamina A 1,8 11 14 15 2,3

Izl VitaminaE 0.10 0,10 11 1.9 1.9

Deste modo, foi possivel otimizar o método ndo sé no processo de extragdo como
também no processo de saponificagéo, tornando-se numa mais valia em termos nédo sé
econémicos e de tempo, mas também ambientais, uma vez que assim diminui-se o
tempo total de analise das amostras, utilizam-se menores quantidades de reagentes e
utilizou-se um solvente, sob o ponto de vista ambiental e de toxicidade, mais favoravel
na saponificacdo. Com isto, conseguiu reduzir-se o tempo de saponificacdo em 25% e

o volume de solventes de extracdo em 63%.



5.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Tal como mencionado no Capitulo 4.1.3, procedeu-se ao desenvolvimento de um
método HPLC (método AED) capaz de identificar e quantificar as vitaminas A, D e E em

matrizes alimentares.

Na Figura 5.2, apresentam-se os tempos de reten¢do dos analitos a-tocoferol, cis-

retinol e trans-retinol num cromatograma relativo ao padrédo de vitaminas A e E.
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Figura 5.2 Cromatograma do padréo de vitaminas A e E
(tempos de retengéo: a-tocoferol 2,4 min, cis-retinol 5,2 min e trans-retinol 6,5 min; caudal: 2 mL/min)
De acordo com a Figura 5.2, os tempos de retencéo do a-tocoferol, cis-retinol e trans-

retinol sdo, respetivamente, 2,4 min, 5,2 min e 6,5 min.

Nas Figuras 5.3 a 5.6 apresentam-se 0s cromatogramas para cada uma das
condigBes cromatograficas mencionadas no Capitulo 4.2.2 e os respetivos tempos de

retencdo obtidos para a vitamina D.



0,048 |
0,044
0,042 |
0010
0,038 |
0,038
0,034
0,032
0,030
0,028 |
0,020 |
0,024 |

2 o022
0,020
0,018
0,018 |
0,014
0,012
voto]
0,008 |
0,006 |
0,004
0,002
0,000

0,002 |
0,00

_ Vitamina D - 10,088

10,00 12,00

Minutes.

14,00 16,00

18,00

20,00

22,00

24,00

Figura 5.3 Cromatograma do padrao de vitamina D para um fluxo de 1 mL/min e fase mével (n-heptano:propanol) 97:3
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Analisando as Figuras 5.3 a 5.6, pode ver-se que com as condic6es do método D
(Figura 5.3), a vitamina D tem um tempo de retencdo de 10,098 minutos. Mantendo a
propor¢cdo dos solventes da fase mével em 97:3 e alterando o fluxo para 2 mL/min
(Figura 5.4), o tempo de retengdo da vitamina D passou a ser de 3,612 minutos.
Mantendo o fluxo a 1 mL/min e alterando a fase mével para a proporcdo de solventes
de 98:2 (Figura 5.5), o tempo de retencéo da vitamina D foi de 12,074 minutos. Com as
condi¢cbes do método das vitaminas A e E (Figura 5.6), a vitamina D tem um tempo de

retencao de 4,122 minutos.

Desta forma, com base nos resultados e de maneira a que os diferentes picos saiam
em tempos diferentes, sem haver sobreposi¢éo de picos, aparentemente sera possivel
utilizar as condigbes cromatograficas utilizadas no procedimento de ensaio das
vitaminas A e E, ou seja, fluxo de 2 mL/min e fase movel na proporgéo de solventes de
98:2.

De forma a testar-se a condigdo escolhida, criou-se um padrdo AED (mistura de
padrées de vitaminas A, E e D) e injetou-se no sistema de HPLC com a condigdo
cromatogréfica escolhida. Na Figura 5.7 ilustra-se o cromatograma resultante desta
injecao.
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‘ a-tocoferol — DetetorPAD (D)

| all-trans-retinol
| |rI|
| II

Figura 5.7 Cromatograma do padrao AED

Analisando a Figura 5.7, verifica-se que 0s picos correspondentes ao cis-retinol e a

vitamina D (D2+D3) se sobrepdem num determinado momento.

Na tentativa de separar o cis-retinol da vitamina D, fizeram-se duas inje¢bes do
padrdo da mistura das vitaminas D, e D3 (cromatografia semi-preparativa), de forma a

identificar-se o intervalo de tempo de retencéo da vitamina D e de seguida fizeram-se



duas injecOes do padrdo AED e recolheram-se (no tempo de retencdo da vitamina D
identificado) as fragOes de cada inje¢do para a mesma pera de evaporagdo. Evaporou-
se o0 solvente até a secagem, dissolveu-se em 0,5 mL de metanol e introduziu-se a
quantidade adequada num vial. Recorrendo ao sistema de HPLC utilizado para a parte
analitica da determinacédo da vitamina D, injetou-se o padrao de vitamina D (D,+Ds) e a
fracdo que contém cis-retinol e vitamina D mencionada, utilizando-se um caudal de
1,5 mL/min e as restantes condi¢cdes cromatograficas indicadas no ponto 6.7.3 do Anexo

1. Na Figura 5.8 ilustra-se o cromatograma resultante.
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Figura 5.8 Cromatograma do padréao de vitamina D e da fragcdo que contém cis-retinol e vitamina D (D,+D3)

Através da Figura 5.8 consegue verificar-se que é possivel separar o cis-retinol da

vitamina D, permitindo a quantificacdo da vitamina D.

Ao contrario das vitaminas A e E, a vitamina D é quantificada recorrendo ao método
de padréo interno. Esta quantificacao € realizada através de racios de resposta entre o
analito e o padrao interno, sendo a analise quantitativa realizada por comparacdo da
resposta (area do pico) do analito presente na mistura com a resposta da solucdo
padrdo. Na Tabela 5.5 apresentam-se os valores obtidos para as areas dos picos
correspondentes & vitamina D, e a vitamina Ds, para a solu¢do padrdo da mistura de
vitaminas D»+Ds e para a fragdo que contém o cis-retinol e a mistura de vitaminas D»+Ds

e respetivos fatores de resposta.



O célculo dos fatores de resposta (FR) foi efetuado na folha de calculo apresentada
no Anexo 6, segundo a equacgdo 5.1 (Procedimento de Ensaio: Determinacdo de
vitamina D por cromatografia liquida de alta resolu¢éo (HPLC), DAN, 2015) e os valores
determinados sdo apresentados na Tabela 5.5.

_ App, * Cpp,

- (5.1)
App, * Cpp,

FR
em que,

App, — Area do pico do padr&o de vitamina D;

App, — Area do pico do padrédo de vitamina Ds;

Cpp, — Teor de vitamina D, na solugdo padrao de trabalho, em pg/mL, obtido
recorrendo a absorvancia da solugdo padrdo medida no espetrofotometro a um
comprimento de onda de 265 nm;

Cpp, — Teor de vitamina Ds; na solugdo padrao de trabalho, em pg/mL, obtido

BN

recorrendo a absorvancia da solugdo padrdo medida no espetrofotometro a um
comprimento de onda de 265 nm.

Tabela 5.5 Valores de area de pico e fator de resposta do padrao D,+Ds e da fragdo recolhida na parte preparativa

Analito Area do pico Fator de resposta
D2 187638
Padr&o D,+D3 1,3
Ds 290203
Fracdo D da D2 92645 13
parte preparativa Ds 142700 '

Analisando a Tabela 5.5, os fatores de resposta sao iguais. Como a vitamina D é
determinada por padrdo interno, isto indica que o cis-retinol ndo interfere com as
vitaminas D, e Ds;, sendo separado destas vitaminas na parte analitica ou afetando
igualmente os dois analitos. Assim, a vitaminas A (13-cis-retinol e all-trans-retinol) e a
vitamina E podem ser quantificadas pelo método de calibragdo externa e a vitamina D

pelo método de padrao interno.



5.3 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

Com o objetivo de validar o0 método para as novas condicbes de saponificacdo e
extracdo, foram avaliados alguns parametros de validacdo de acordo com o referido no

capitulo 4.6.

» Precisao

Os coeficientes de variac@o da repetibilidade, CV,, e os coeficientes de variacdo de
precisdo intermédia, CVpj, para as vitaminas A e E, foram calculados através das
equacles 3.3 e 3.5, respetivamente, usando a folha de calculo apresentada no Anexo
7.

Nas Tabelas 5.6 e 5.7 apresentam-se o0s valores de CV, e CVp; obtidos para as
vitaminas A e E nas amostras compostas por ovos, salgadinhos e doces a base de leite

e na amostra de creme vegetal para barrar com sabor a manteiga, respetivamente.

Tabela 5.6 Coeficientes de variagdo da repetibilidade e da precisdo intermédia nas amostras compostas por ovos,
salgadinhos e doces a base de leite

Vitamina A Vitamina E

all-trans-Retinol 13-cis-Retinol a-tocoferol
CVr (%) 3,7 55 11
CVpi (%) 14 13 16

Tabela 5.7 Coeficientes de variagao da repetibilidade e da precisdo intermédia na amostra de creme vegetal para
barrar com sabor a manteiga

Vitamina A Vitamina E

all-trans-Retinol 13-cis-Retinol a-tocoferol
CVr (%) 7,9 5,9 8,1
CVpi (%) 21 14 13

Na Tabela 5.8 apresentam-se os dados de CV, e CVp; obtidos em diferentes amostras
indicados pelas normas EN 12822 e 12823-1.



Tabela 5.8 Dados de preciséo fornecidos pelas normas EN 12822 e 12823-1 para diferentes amostras

CVr (%) CVpi (%)
Norma Amostra Vit A _ Vit A _
All-trans-  13-cis- | VItE [ All-trans- 13-cis- | VItE
retinol retinol retinol retinol
MRC 1221 - - 4,1 - - 4,0
MRC 4212 - - 4.0 - - 7.0
EN 12822 ) .
Leite em poé - - 3,0 - - 12,8
Aveia em po - - 9,0 - - 16,8
MRC 1221 3,8 7,7 - 10,0 30,8 -
EN 12823-1
MRC 4212 2,1 5,0 - 3,4 24,0 -

1 MRC 122 — Margarina

2 MRC 421 — Leite em p6

Tendo como referéncia os dados apresentados na Tabela 5.8 e comparando com os
dados obtidos nas Tabelas 5.6 e 5.7 é possivel afirmar que o método apresenta

repetibilidade e precisao intermédia adequadas para as matrizes estudadas.

» Exatidédo

A exatidao deste método analitico foi avaliada através da quantificacdo da vitamina
A e da vitamina E numa amostra de material de referéncia certificado (MRC), NIST 2383,
que apresentava um teor de vitamina A de 0,08 mg/100 g e um teor de vitamina E de
2,5 mg/100 g.

A avaliacdo deste parametro de validacao foi feita recorrendo ao calculo do valor de
z-score, segundo a equacao 3.7. De acordo com esta equacéo, confirma-se a exatiddo

do método se o mddulo do valor obtido for igual ou inferior a 2 (resultado satisfatorio).

Na Tabela 5.9 apresentam-se os teores obtidos para as duas vitaminas no MRC e 0s
respetivos valores de z-score. Os valores de z-score obtidos, tanto para a vitamina A
como para a vitamina E, sdo inferiores a 2 (satisfatorios), podendo afirmar-se que o

método é exato para a determinacao das vitaminas A e E.

Tabela 5.9 Teores de vitamina A e de vitamina E e respetivos z-score para o MRC NIST 2383

Teor de vitamina E
(mg/100 g)

Teor de vitamina A

(mg/100 g) 121

||

0,061 0,90 2,9 0,86




Os resultados de validacao obtidos para as vitaminas A e E, utilizando o método
desenvolvido, sdo indicativos de que é possivel determinar estes analitos através deste
método. Eventualmente serd necessario estudar mais amostras de natureza diferente
para obter uma validacdo mais completa. Sera também necessario fazer ensaios de
exatiddo com materiais de referéncia certificados que contenham simultaneamente as

vitaminas A, E e D.

5.4 ANALISE DAS AMOSTRAS DO PROJETO TDS EXPOSURE

No ambito do projeto TDS Exposure foram analisadas amostras de alimentos
representativas do consumo da populacdo portuguesa. No ambito deste trabalho
analisaram-se 50 amostras diferentes. A excec¢do das amostras em que a vitamina D ja
tinha sido previamente quantificada, as amostras analisadas neste trabalho foram
preparadas e tratadas de acordo com o método otimizado neste trabalho (como referido
ao longo do subcapitulo 4.1). Neste subcapitulo, todas as amostras foram analisadas
pela técnica de HPLC segundo as novas condi¢cdes cromatogréaficas desenvolvidas
neste trabalho (referidas no ponto 4.1.10.1), ou seja, pelo método de determinacao
simultinea das vitaminas A, E e D (método AED). Alguns extratos de amostras
analisadas de acordo com o método D foram injetados no sistema de HPLC para a
determinagdo das vitaminas A e E de acordo com as condi¢bes cromatograficas do
método AED. A grande maioria das amostras analisadas foram comparadas com os
valores apresentados na Tabela de Composicéo de Alimentos (TCA) que se encontra
disponivel na Plataforma Portuguesa de Informag&o Alimentar (PortFIR). Nos extratos
das amostras preparadas de acordo com o método D que foram analisados, em algumas
das amostras, as vitaminas A e E ja tinham sido determinadas anteriormente no DAN,
pelo que se fez uma comparacdo entre os dados obtidos neste trabalho e os dados

obtidos anteriormente.

Como ja foi mencionado, algumas amostras ja se encontravam preparadas e, por
isso, de forma a que a exposicao de resultados seja mais clara, este subcapitulo foi
dividido em dois: amostras determinadas segundo o método AED para a determinacao
das vitaminas A e E e amostras previamente preparadas segundo o método D para a
determinacgdo das mesmas vitaminas. Os resultados obtidos foram agrupados de acordo
com o sistema de classificacdo de alimentos FoodEx2 desenvolvido pela EFSA. As
amostras analisadas correspondem a alimentos classificados em 6 dos 20 grupos de

alimentos diferentes do sistema FoodEx2.



5.4.1 AMOSTRAS DETERMINADAS SEGUNDO O METODO AED PARA A

DETERMINAGAO DAS VITAMINAS AE E

Do Grupo 5 — Pratos Compostos foram analisadas 29 matrizes alimentares, das
quais 11 correspondem a pratos a base de carne (alméndegas e francesinha, por
exemplo), 6 de sopa (canja de galinha, por exemplo), 5 a base de peixe (bacalhau a
bras e empadao de atum, por exemplo), 4 a base de arroz (arroz a valenciana, por
exemplo), 1 & base de cereais (pizza) e 2 de salada (salada russa e salada de alface e

tomate).

Os resultados obtidos para os pratos compostos a base de carne, do Grupo 5,
apresentam-se na Tabela 5.10.

Tabela 5.10 Teores de vitamina A e vitamina E das amostras do Grupo 5 — pratos compostos, a base de carne

Teor de vitamina E

Amostra Teor de vitamina A (ug/100 g) (mg/100 g)
all-trans-retinol  13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol
Alméndegas 6,5 (0,83) 7,1 0,73
Carne a bolonhesa?! (3,8) @7 (5,1) 0,32
Cozido a portuguesa? (3,1) (0,85) (3,8) 0,086
Dobrada (0,80) (0,23) (0,97) 0,24
Empadao de carne (4,5) 1,3) (5,5) 0,46
Feijoada e sq_pj:ls3 de (0,50) <LD (0,50) 021
carne e feijao
Francesinha 31 53 35 0,51
Hamburger?* (3,4) 1,2) (4,3) 0,26
Lasanha® 8,4 2,5 10 1,4
Rancho (0,94) <LD (0,94) 0,50
Salgadinhos® (2,2) (0,94) (2,9) 3,2

LD — Limite de detegao (all-trans-retinol = 0,6 ug/100 g; 13-cis-retinol = 0,18 pg/100 g; a-tocoferol = 0,0030 mg/100 g)
() = Teor abaixo do limite de quantificagé@o e acima do limite de detecéo
LQ — Limite de quantificagdo (all-trans-retinol = 4,6 ug/100 g; 13-cis-retinol = 2,3 ug/100 g; a-tocoferol = 0,030 mg/100 g)

1 Carne a bolonhesa, a jardineira, a alentejana

2 Cozido a portuguesa e cozido a portuguesa com gréo

3 Feijoada, sopa a lavrador, sopa da pedra, sopa de carne

4 Hambdurguer de peru, de porco, de vaca

5 Lasanha bolonhesa e vegetariana

& Chamuga, croquete, empada de carne, folhado de carne, folhado de queijo e fiambre, peixinhos da horta, rissol de
camardo, rissol de carne, rissol de pescada

Analisando os resultados obtidos, verificou-se que, na maioria das amostras, 0s
teores de vitamina A (cis- e trans-retinol) foram inferiores ao LQ correspondente, mas

superiores ao respetivo LD, a excecdo das amostras de rancho e de feijoada e sopas

de carne e feijdo, em que o cis-retinol se encontrou abaixo do LD (0,18 uyg/100 g). Desta



forma, apenas as amostras compostas por alméndegas, francesinha e lasanha se
encontraram acima do LQ de trans-retinol (4,6 pg/100 g) e cis-retinol (2,3 pg/100 g). No
caso da vitamina E, todas as amostras apresentaram teores acima do LQ (0,030 mg/100
9).

Para a vitamina A, a amostra que apresentou maior teor foi a amostra de francesinha
e no caso da vitamina E, a amostra de salgadinhos.

Na Tabela 5.11 apresentam-se os resultados obtidos para os pratos de sopa
pertencentes ao Grupo 5.

Tabela 5.11 Teores de vitamina A e vitamina E das amostras do Grupo 5 — pratos compostos por sopa

) i Teor de vitamina E
Teor de vitamina A (ug/100 g)

Amostra (mg/100 g)
all-trans-retinol  13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol
Caldo verde (0,034) (0,049) (0,071) 0,15
Canja de galinha (3,0 (0,81) (3,6) 0,076
Creme de marisco e
peixel (0,40) (0,18) (0,53) 0,34
Sopas de legumes? (0,10) <LD (0,10) 0,29
Sopas de legumes e
leguminosas?® <LD <LD <Lb 0,38
Sopa de tomate (2,3) (0,73) (2,8) 15

LD — Limite de detecéo (all-trans-retinol = 0,6 pug/100 g; 13-cis-retinol = 0,18 pg/100 g; a-tocoferol = 0,0030 mg/100 g)
() = Teor abaixo do limite de quantificacéo e acima do limite de detecao

LQ — Limite de quantificagao (all-trans-retinol = 4,6 ug/100 g; 13-cis-retinol = 2,3 ug/100 g; a-tocoferol = 0,030 mg/100 g)
! Creme de camar&o, creme de marisco, sopa de peixe

2 Sopa de agrido, de cenouras, de espinafres, de feijao verde e vegetais

3 Sopa de couve e feijéo, ervilhas, feijao, grdo, grdo com espinafres

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5.11 néo foi possivel detetar
a vitamina A na amostra de sopas de legumes e leguminosas, uma vez que 0s teores
encontrados se encontravam abaixo dos LD correspondentes. Nas restantes amostras,

embora se tenha conseguido detetar vitamina A, os teores foram inferiores aos LQ

correspondentes. No caso da vitamina E, todas as amostras apresentaram teores
superiores ao LQ (0,030 mg/100 g).

Na Tabela 5.12 apresentam-se os resultados obtidos para os pratos a base de peixe
pertencentes ao Grupo 5.



Tabela 5.12 Teores de vitamina A e vitamina E das amostras do Grupo 5 — pratos compostos, a base de peixe

Teor de vitamina E

Amostra Teor de vitamina A (ng/100 g) (Mg/100 g)
all-trans-retinol  13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol
Acordas e migas? (1,4) (0,35) 1,7 1,5
Bacalhau a Bras/ ea 64 6.0 69 0.44
Gomes de Sa
Bacalhau com natas e
desfeita de bacalhau 22 3.9 25 0,65
Caldeirada de peixe? 57 7.1 62 2,5
Empadé&o de peixe® 7.1 2,9 9,3 1,4

LD — Limite de detegao (all-trans-retinol = 0,6 ug/100 g; 13-cis-retinol = 0,18 pg/100 g; a-tocoferol = 0,0030 mg/100 g)

() = Teor abaixo do limite de quantificac@o e acima do limite de detecao

LQ — Limite de quantificagdo (all-trans-retinol = 4,6 ug/100 g; 13-cis-retinol = 2,3 pg/100 g; a-tocoferol = 0,030 mg/100 g)
1 Acorda a alentejana, de bacalhau, de marisco, migas

2 Caldeirada de bacalhau, de enguias, peixe e safio
3 Empadao de atum, de bacalhau, de peixe

De acordo com os resultados da Tabela 5.12 foi possivel detetar todos os analitos
em estudo, porém, para a vitamina A a amostra de agcordas e migas apresentou teores
abaixo dos respetivos LQ. As amostras constituidas por bacalhau a Bras e a Gomes de
Sa e caldeirada de peixe foram as que apresentaram maiores teores de vitamina A. No
caso da vitamina E, a matriz alimentar composta por caldeirada de bacalhau foi a que

apresentou o maior teor.

Na Tabela 5.13 apresentam-se os dados obtidos para os pratos a base de arroz do

Grupo 5 do sistema FoodEXx2.

Tabela 5.13 Teores de vitamina A e vitamina E das amostras do Grupo 5 — pratos compostos, a base de arroz

Teor de vitamina E

Amostra Teor de vitamina A (ug/100 g) (mg/100 g)
all-trans-retinol ~ 13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol
Arroz a valenciana 51 (1,5) 6,2 0,64
Arroz depgtegngo ede (1,4) (0.43) (1.7) 0.24
Arroz de marisco? 10,0 (1,4) 11 0,38
Arroz de vegetais? <LD <LD <LD 1,6

LD — Limite de detecg&o (all-trans-retinol = 0,6 pg/100 g; 13-cis-retinol = 0,18 pg/100 g; a-tocoferol = 0,0030 mg/100 g)

() — Teor abaixo do limite de quantificagé@o e acima do limite de detecéo

LQ — Limite de quantificagdo (all-trans-retinol = 4,6 pug/100 g; 13-cis-retinol = 2,3 pg/100 g; a-tocoferol = 0,030 mg/100 g)
1 Arroz de gambas, de lapas, de marisco

2 Arroz de cenoura, de ervilhas, de tomate, de feijdo e vegetais



De acordo com a Tabela 5.13, pelo facto de os teores encontrados serem inferiores
aos correspondentes LD, ndo foi possivel detetar vitamina A em arroz de vegetais, no
entanto foi a amostra de arroz que apresentou um teor de vitamina E mais elevado. Das
restantes amostras, apenas a amostra de arroz de frango e de pato apresentou teores
abaixo dos respetivos LQ. No caso da vitamina E, todas as amostras apresentaram

teores superiores ao LQ.

Na Tabela 5.14 apresentam-se os dados obtidos para os pratos a base de produtos

horticolas e a base de cereais, pertencentes ao Grupo 5 de pratos compostos.

Tabela 5.14 Teores de vitamina A e vitamina E das amostras do Grupo 5 — pratos compostos, a base de produtos
horticolas e cereais

Teor de vitamina E

Amostra Teor de vitamina A (ug/100 g) (mg/100 g)
all-trans-retinol ~ 13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol
Pizzas? 21 5,0 25 1,9
Salada de alface e <LD <LD <D 054
tomate
Salada russa (2,2) (0,38) (2,5) 2,0

LD — Limite de detecéo (all-trans-retinol = 0,6 pg/100 g; 13-cis-retinol = 0,18 ug/100 g; a-tocoferol = 0,0030 mg/100 g)

() — Teor abaixo do limite de quantificacdo e acima do limite de detegao

LQ - Limite de quantificagdo (all-trans-retinol = 4,6 pug/100 g; 13-cis-retinol = 2,3 ug/100 g; a-tocoferol = 0,030 mg/100 g)
1 Pizza de chourigo, fiambre, camar&o, pepperoni, fiambre e ananas, frango e fiambre, presunto, alcachofras e cogumelos

Analisando a Tabela 5.14, na salada de alface e tomate nao foi detetada vitamina A,
estando o teor tanto de cis- como de trans-retinol abaixo dos respetivos LD. Os restantes
analitos conseguiram ser detetados, mas, no caso da salada russa, os teores de
vitamina A encontrados estavam abaixo dos LQ correspondentes. Foi possivel
gquantificar vitamina E em todas as amostras, sendo a salada russa a que apresentou o

maior teor desta vitamina.

Do Grupo 6 — Ovos e produtos a base de ovos foi analisada uma amostra

composta por ovos, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 5.15.

Tabela 5.15 Teores de vitamina A e E das amostras do Grupo 6 — Ovos e produtos a base de ovos

T de vitamina A 1100 Teor de vitamina E
Amostra eor de vitamina A (ug/100 9) (mg/100 g)

all-trans-retinol  13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol

Ovos 51 11 59 2,8




Como seria de esperar, os resultados obtidos (Tabela 5.15) mostraram elevados
teores de vitamina A e de vitamina E nos ovos.

As matrizes alimentares analisadas do Grupo 13 — Carne e produtos a base de
carne foram produtos de carne (peru) e produtos de charcutaria (fiambre, por exemplo).
Os resultados obtidos para estas amostras compostas encontram-se na Tabela 5.16.

Tabela 5.16 Teores de vitamina A e E das amostras do Grupo 13 — Carne e produtos a base de carne

Teor de vitamina E

Amostra Teor de vitamina A (ng/100 g) (mg/100 g)
all-trans-retinol ~ 13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol
Fiambre (0,24) (0,092) (0,31) 0,15
Peru <LD <LD <LD 0,076
Presunto e bacon <LD <LD <LD 0,038

LD — Limite de detegao (all-trans-retinol = 0,6 ug/100 g; 13-cis-retinol = 0,18 pg/100 g; a-tocoferol = 0,0030 mg/100 g)
() = Teor abaixo do limite de quantificacé@o e acima do limite de detecao
LQ - Limite de quantificagdo (all-trans-retinol = 4,6 pug/100 g; 13-cis-retinol = 2,3 ug/100 g; a-tocoferol = 0,030 mg/100 g)

Analisando a Tabela 5.16, a vitamina E foi detetada nas trés amostras, tendo-se
conseguindo obter teores superiores ao LQ. A vitamina A, no entanto, apenas se
conseguiu detetar na amostra de fiambre, estando, mesmo assim, os teores de cis- e
trans-retinol abaixo dos respetivos LQ.

Por fim, do Grupo 14 — Leite e produtos lacteos foi analisada uma matriz alimentar
constituida por leite creme e pudim flan. Os resultados obtidos para esta matriz alimentar
encontram-se na Tabela 5.17.

Tabela 5.17 Teores de Vitamina A e E das amostras do Grupo 14 — Leite e produtos lacteos

Teor de vitamina E

Amostra Teor de vitamina A (pg/100 g) (mg/100 g)
all-trans-retinol  13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol
Leite creme e pudim 42 9.3 49 0.41

flan

LD — Limite de detecéo (all-trans-retinol = 0,6 ug/100 g; 13-cis-retinol = 0,18 ug/100 g; a-tocoferol = 0,0030 mg/100 g)
() — Teor abaixo do limite de quantificacdo e acima do limite de detecédo
LQ — Limite de quantificagao (all-trans-retinol = 4,6 ug/100 g; 13-cis-retinol = 2,3 pg/100 g; a-tocoferol = 0,030 mg/100 g)

Tanto no leite creme como no pudim flan o ingrediente maioritario € o leite, que tem
0,03 mg/100 g de vitamina E e 20 ug/100 g de vitamina A (TCA, 2017). No entanto
ambos os doces levam bastantes ovos na sua preparacdo e estes tém teores de

vitaminas A e E muito mais elevados, havendo um efeito de diluicdo por parte do leite.



Deste modo, analisando a Tabela 5.17, os valores obtidos foram os esperados, estando

concordantes com os teores dos ingredientes leite e ovos.

5.4.2 EXTRATOS DAS AMOSTRAS OBTIDOS DE ACORDO COM O METODO D PARA A

DETERMINAGAO DAS VITAMINAS A E E

As amostras correspondentes a este subcapitulo foram saponificadas e extraidas de
acordo com o método D por outro colaborador, sem o intuito de determinar as vitaminas
A e E. Aproveitando esta oportunidade, foram utilizados para testar as
concentracdes/condicbes cromatograficas do método AED.

Do Grupo 5 - Pratos Compostos foi analisada uma matriz alimentar constituida por

puré de batata, apresentando-se os dados obtidos para esta amostra na Tabela 5.18.

Tabela 5.18 Teores de Vitamina A e E para a amostra de puré de batata do Grupo 5 — pratos compostos

. . Teor de vitamina E
Teor de vitamina A (ug/100 g)

Amostra (mg/100 g)
all-trans-retinol 13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol
Puré de batata 6,4 0,85 7,0 1,4

LD — Limite de Detegéo (all-trans-retinol = 0,48 ug/100 g; 13-cis-retinol = 0,14 pg/100 g; a-tocoferol = 0,0012 mg/100 g)
() = Teor abaixo do limite de quantificacéo e acima do limite de detecao
LQ — Limite de quantificagao (all-trans-retinol = 3,7 ug/100 g; 13-cis-retinol = 1,8 ug/100 g; a-tocoferol = 0,011 mg/100 g)

Analisando os resultados obtidos na Tabela 5.18, verifica-se que foi possivel
guantificar tanto a vitamina A como a vitamina E, sendo os valores obtidos superiores
aos respetivos LQ.

Do Grupo 7 — Peixe, produtos de pesca, anfibios, répteis e invertebrados foram
analisadas 9 matrizes alimentares, sendo os valores obtidos apresentados na Tabela
5.19.



Tabela 5.19 Teores de Vitamina A e E das amostras do Grupo 7 — peixe, produtos de pesca, anfibios, répteis e

invertebrados
Amostra Teor de vitamina A (ug/100 g) Teor(r?](;/vll(g%n;l)na E
all-trans-retinol ~ 13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol
Atum fresco 9,3 (1,0 10 0,33
Bacalhau (1,2) (0,47) (1,5) 0,40
Camario (0,89) (0,074) (0,95) 3,5
Caracoéis (1,0) (0,31) 1,3) 0,37
Carapau <LD <LD <LD 0,093
Conquilhas e (0,32) (0,058) (0,37) 0,028
ameijoas
Lulas? (2,1) (0,46) (2,5) 18
Peixes vermelhos? 1,1 (0,67) (1,6) 2,0
Polvo (2,2) (0,33) (2,5) 4,7

LD — Limite de Detec¢éo (all-trans-retinol = 0,48 pg/100 g; 13-cis-retinol = 0,14 pg/100 g; a-tocoferol = 0,0012 mg/100 g)
() — Teor abaixo do limite de quantificacdo e acima do limite de detegao

LQ - Limite de quantificagdo (all-trans-retinol = 3,7 pg/100 g; 13-cis-retinol = 1,8 ug/100 g; a-tocoferol = 0,011 mg/100 g)
! Lulas, espetada de lulas

2 Abrotea, cantarilho, peixe vermelho

De acordo com a Tabela 5.19, tanto o teor de cis- como o de trans-retinol estdo abaixo
dos respetivos LQ em todas as amostras analisadas, a excecao do atum fresco, sendo
gque na amostra de carapau nao foi sequer possivel detetar a vitamina A, estando ambos
os analitos abaixo dos respetivos LD. No caso da vitamina E, foi possivel detetar e
guantificar esta vitamina em todas as amostras, estando o0s teores obtidos acima do LQ.
As lulas apresentaram elevados teores de vitamina E, enquanto que na vitamina A foi o

atum que mostrou o maior teor.

Os valores obtidos para as amostras de camardo, conquilhas e ameijoas, polvo e
caracois, sao apresentados apenas a titulo indicativo, uma vez que os valores de
vitamina E foram obtidos por extrapolacéo da curva de calibragédo. Estas amostras foram
as primeiras a ser analisadas pelo método AED, nao tendo sido possivel fazer a diluicao
adequada por falta de extrato para realizar as diluicdes. Por outro lado, estes extratos
foram obtidos a partir de amostras com elevada massa para a determinacao da vitamina

E, apresentando-se demasiado concentradas.

As matrizes alimentares analisadas pertencentes ao Grupo 11 — Cereais e produtos
a base de cereais foram produtos de pastelaria e padaria. Na Tabela 5.20 estédo

identificadas as amostras e 0s seus respetivos teores de vitaminas A e E.



Tabela 5.20 Teores de vitamina A e E das amostras do Grupo 11 — Cereais e produtos a base de cereais

Teor de vitamina E

Amostra Teor de vitamina A (ng/100 g) (mg/100 g)
all-trans-retinol 13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol
Croissants 8,0 0,96 8,7 1,6
Pao de leite 53 (0,57) 5,7 2,6
Pastel de nata 11 2,7 13 1,3
Queques 4,5 (0,36) 4,8 2,8

LD — Limite de detegao (all-trans-retinol = 0,19 pg/100 g; 13-cis-retinol = 0,058 pg/100 g; a-tocoferol = 0,00050 mg/100 g)
() — Teor abaixo do limite de quantificagdo e acima do limite de detegdo
LQ — Limite de quantificagao (all-trans-retinol = 1,5 pug/100 g; 13-cis-retinol = 0,72 pug/100 g; a-tocoferol = 0,0045 mg/100 g)

Pela Tabela 5.20 pode ver-se que as amostras de pastelaria/padaria tém elevados
teores de vitamina E, o que est4 relacionado com os elevados teores de gordura que
apresentam. O pastel de nata foi o que teve 0 maior teor de vitamina A, 0 que pode
resultar dos ingredientes gemas de ovos e nata que sdo usados na preparacao deste

produto. Os queques foram os que tiveram a maior quantidade de vitamina E.

As matrizes alimentares analisadas pertencentes ao Grupo 13 — Carne e produtos
a base de carne foram produtos de carne (frango) e produtos de charcutaria (enchidos).

Os resultados obtidos para estas amostras encontram-se na Tabela 5.21.

Tabela 5.21 Teores de vitamina A e E das amostras do Grupo 13 — Carne e produtos a base de carne

Teor de vitamina E

Amostra Teor de vitamina A (pg/100 g) (mg/100 g)
all-trans-retinol  13-cis-retinol Vit A total a-tocoferol
Enchidos? <LD <LD <LD 0,064
Frango 3,2 (0,62) 3,7 0,55

LD — Limite de detecéo (all-trans-retinol = 0,19 pug/100 g; 13-cis-retinol = 0,058 ug/100 g; a-tocoferol = 0,00050 mg/100 g)
() — Teor abaixo do limite de quantificagcdo e acima do limite de detecéo

LQ - Limite de quantificagdo (all-trans-retinol = 1,5 pug/100 g; 13-cis-retinol = 0,72 pg/100 g; a-tocoferol = 0,0045 mg/100 g)
1 Chourico, alheira, paio, chouricdo

Conforme a Tabela 5.21, foi possivel quantificar a vitamina E tanto nos enchidos
como no frango. No entanto, no caso da vitamina A, nos enchidos ndo foi possivel
gquantificar nem detetar o cis- ou o trans-retinol, por os valores se encontrarem abaixo

dos respetivos LD.



Por forma a ter-se um meio de comparacéo, na Tabela 5.22 apresentam-se os teores
de vitamina A e vitamina E que se obtiveram em algumas das amostras apresentadas
neste subcapitulo e os teores que se obtiveram anteriormente no DAN nessas mesmas
amostras.

Tabela 5.22 Teores de vitamina A e vitamina E de alguns dos extratos de amostras determinados pelo método AED
obtidos neste trabalho e pelo DAN

Teor de vitamina E

Teor de vitamina A (ug/100 g) (Mg/100 g)
Amostra .
all-trans- 13-cis- Vit A total a-tocoferol
retinol retinol
Este trabalho 1,2 0,47 1,5 0,40
Bacalhau
DAN ND ND ND 0,20
Este trabalho 0,89 0,074 (0,95) 3,5
Camarao
DAN ND ND ND ND
] Este trabalho 53 0,57 5,7 2,6
Péo de leite
DAN 9,9 0 9,9 2,4
Este trabalho 45 0,36 4.8 2.8
Queques
DAN 5,8 0 5,8 2,4

ND — N&o detetado (inferior aos limites de detegao)

Analisando a Tabela 5.22 é possivel verificar que os teores tanto de vitamina A como
de vitamina E obtidos na amostra de queques foram idénticos. Na amostra de pao de
leite os teores de vitamina E obtidos também foram idénticos aos obtidos pelo DAN mas
o teor de vitamina A encontrou-se abaixo do teor obtido pelo DAN. No caso das amostras
de bacalhau e camaréo, ao contrario dos dados fornecidos pelo DAN, neste trabalho foi
possivel detetar as vitaminas nestas amostras, no entanto, conforme apresentado na
Tabela 5.19, os teores obtidos encontraram-se abaixo dos LQ correspondentes. O facto
de neste trabalho se ter conseguido detetar as vitaminas A e E nestas duas Ultimas
amostras e no DAN nédo pode ser justificado pelas diferentes quantidades de massa
utilizadas, pois no DAN as massas utilizadas foram inferiores as utilizadas nestas duas

amostras.

Uma vez que a maior parte das amostras analisadas, tanto no subcapitulo 5.4.1 como
no subcapitulo 5.4.2, se tratam de pratos tipicos portugueses, hd uma grande escassez
a nivel de resultados determinados por outros autores, pelo que, para completar a
andlise dos resultados obtidos neste trabalho, foi realizada uma comparagéo com dados
fornecidos pela Tabela da Composicéo de Alimentos (TCA) que se encontra disponivel

na Plataforma Portuguesa de Informacéao Alimentar (PortFIR).



Devido a extensdo dos dados, dividiram-se novamente os mesmos de acordo com o

sistema de classificagdo de alimentos FOodEXx2.

Nas Tabelas 5.23 a 5.26 encontram-se os dados para o Grupo 5 — Pratos
compostos.

Tabela 5.23 Teores de vitamina A e vitamina E em pratos compostos a base de carne obtidos neste trabalho e
tabelados na TCA

Teor de vitamina A Teor de vitamina E
(ng/100 g) (mg/100 g)
Amostras E E
ste ste
trabalho TCA trabalho TCA
Almdndegas 7,1 37 -46 0,73 0,34 - 0,60
Carne a bolonhesal 51 0,67 -75 0,32 0,19-1,17
Cozido a portuguesa? 3,8 0-0,33 0,086 0,14 -10,75
Empadao de carne 55 18- 38 0,46 0,25-10,30
Feijoada e sopas de 0,50 0-27 021  012-0,93
carne e feijao
Francesinha 35 21 0,51 0,26
Hamburger 4,3 0-0,50 0,26 0,1-0,37
Lasanha* 10 67 1,4 0,25
Rancho 0,94 0-0,67 0,50 0,16 — 0,48
Salgadinhos® 2,9 8,8-175 3,2 0,42-5,2

1 Carne a bolonhesa, a jardineira, a alentejana, rojées
2 Cozido a portuguesa e cozido a portuguesa com gréo
3 Feijoada, sopa a lavrador, sopa de carne

4 Lasanha bolonhesa

® Chamuga, croquete, empada de carne, folhado de carne, peixinhos da horta, rissol de camarao,
rissol de carne, rissol de pescada

Relativamente a vitamina A, das amostras apresentadas na Tabela 5.23, apenas a
carne a bolonhesa, a feijoada e sopas de carne e feijdo, a francesinha e o rancho
apresentam dados concordantes com os dados indicados pela TCA. As restantes

amostras ou estdo muito abaixo ou muito acima dos valores indicados pela TCA.

No caso da vitamina E, a exce¢do das amostras de cozido a portuguesa e de lasanha,
0s teores obtidos nas amostras analisadas encontram-se concordantes com os valores
fornecidos pela TCA. Os teores destas excecdes para a vitamina E encontram-se muito

discrepantes dos valores indicados pela TCA.



Tabela 5.24 Teores de vitamina A e vitamina E em pratos compostos por sopa e salada, a base de cereais e no puré
de batata obtidos neste trabalho e tabelados na TCA

Teor de vitamina A

Teor de vitamina E

(ng/100 g) (mg/100 g)
Amostras E E
ste ste
trabalho TCA trabalho TCA
Caldo verde 0,071 0,17 0,15 0,22
Canja de galinha 3,6 1,0-3,0 0,076 0,03 - 0,09
Creme de marisco e 053  033-25 034  024-047
peixe
Salada de alface e ND 033 0.54 114
tomate
Salada russa 2,5 7,8 2,0 1,38
Sopas de legumes? 0,10 0-14 0,34 0,14 -1,49
SOplas de legumes e ND 0-0,50 038  0,28-0,82
eguminosas
Sopa de tomate 2,8 7,2 15 0,46
Puré de batata 7,0 36 1.4 0,18
Pizzas* 25 29 - 53 1,9 0,38 — 4,57

ND — Né&o detetado (inferior aos limites de deteg&o)
1 Creme de camardo, sopa de peixe

2 Sopa de agrido, de cenouras, de espinafres, de feijdo verde e vegetais

3 Sopa de ervilhas, feijéo, gréo, grdo com espinafres
4Pizza de fiambre, fiambre e ananas

Das amostras apresentadas na Tabela 5.24, os teores de vitamina A apresentados

nao se encontram na sua maioria concordantes com os indicados pela TCA. Na canja

de galinha e nas pizzas os teores obtidos sao bastante préximos dos indicados pela

TCA e no creme de marisco e sopas de legumes os teores obtidos encontram-se dentro

dos intervalos de valores fornecidos pela TCA. Nas restantes os teores de vitamina A

sdo inferiores aos da TCA.

Em relagéo a vitamina E, a salada de alface e tomate, a sopa de tomate e o puré de

batata sdo as amostras com teores mais dispares dos teores fornecidos pela TCA. Nas

restantes amostras os teores de vitamina E encontram-se ou dentro do intervalo de

valores indicado na TCA ou muito préximos destes.



Tabela 5.25 Teores de vitamina A e vitamina E em pratos compostos a base de peixe obtidos neste trabalho e
tabelados na TCA

Teor de vitamina A Teor de vitamina E
(ng/100 g) (mg/100 g)
Amostras £ E
ste ste
trabalho TCA trabalho TCA
Acordas? 1,7 7,3-29 1,5 0,23-0,91
Bacalhau a Bras e
Bacalhau & Gomes de S& 69 14-38 0,44 0,88 -4,37
Bacalhau com natas e o5 17 - 130 0.65 029-1.4
desfeita de bacalhau
Caldeirada de peixe? 62 1,5- 435 2,5 0,44 -1,84
Empadéo de peixe® 9,3 39 - 86 1,4 0,2-0,78

! Agorda a alentejana, de bacalhau, de marisco
2 Caldeirada de bacalhau, de enguias, peixe e safio
3 Empad&o de atum, de bacalhau, de peixe

Conforme a Tabela 5.25, apenas as amostras de bacalhau com natas e desfeita de
bacalhau e a caldeirada de peixe apresentam teores de vitamina A dentro do intervalo
de valores indicado pela TCA. As restantes amostras apresentam valores muito
dispares, estando muito superiores ou muito inferiores aos valores indicados pela TCA.

No caso da vitamina E, apenas o teor da matriz alimentar composta por bacalhau
com natas e desfeita de bacalhau estd concordante com o intervalo de valores dado
pela TCA. Os restantes teores de vitamina E ou s&o inferiores ou superiores aos

intervalos de valores fornecidos na TCA.

Tabela 5.26 Teores de vitamina A e vitamina E em pratos compostos a base de arroz obtidos neste trabalho e
tabelados na TCA

Teor de vitamina A Teor de vitamina E
(ng/100 g) (mg/100 g)
Amostras £ £
ste ste
trabalho TCA trabalho TCA
Arroz a valenciana 6,2 42 0,64 0,66
Arroz de frango e pato 1,7 4,0-15 0,24 0,1-0,2
Arroz de marisco? 11 0-60 0,38 0,43-0,88
Arroz de vegetais? ND 0-21 1,6 0,05-1,35

ND — N&o detetado (inferior aos limites de dete¢&o)
1 Arroz de gambas, de marisco
2 Arroz de cenoura, de ervilhas, de tomate, de feijdo



Pela Tabela 5.26, as amostras de arroz em que se conseguiu detetar a vitamina A,
apresentam valores muito inferiores aos valores fornecidos pela TCA, a excec¢ao do
arroz de marisco em que se obteve um teor concordante com o intervalo fornecido pela
TCA. Ja para a vitamina E, os teores obtidos em todas as amostras de arroz estdo
concordantes com os valores da TCA.

Na Tabela 5.27 sao apresentados os dados do Grupo 6 — Ovos e produtos a base

de ovos.

Tabela 5.27 Teores de vitamina A e vitamina E nos ovos obtidos neste trabalho e tabelados na TCA

Teor de vitamina A Teor de vitamina E
(ng/100 g) (mg/100 g)
Amostra
Este Este
trabalho TCA trabalho TCA
Ovos 59 170 - 228 2,8 2,3-295

De acordo com a Tabela 5.27, na matriz alimentar composta por ovos, o teor de
vitamina A encontra-se muito abaixo do valor indicado pela TCA enquanto o teor de
vitamina E se encontra dentro do intervalo de dados fornecido pela TCA. A discrepancia
no teor de vitamina A pode estar relacionado com uma alteragéo na alimentacdo das

galinhas e/ou de racgas poedeiras utilizadas.

Na Tabela 5.28 estdo indicados os dados do Grupo 7 — Peixe, produtos de pesca,

anfibios, repteis e invertebrados.

Tabela 5.28 Teores de vitamina A e vitamina E em peixes e produtos de pesca, anfibios, répteis e invertebrados
obtidos neste trabalho e tabelados na TCA

Teor de vitamina A Teor de vitamina E

Amostras (ng/100 g) (mg/100 g)

traEsz;ﬁqo TCA trzi)sgﬁ]o TCA
Abroteal 1,6 1,0-18 2,0 0,04 — 1,89

Atum fresco 10 12 0,33 0,8
Bacalhau 1,5 1,0-4,0 0,40 0,28 -0,34
Camaréo 0,95 2,0 3,5 0,82-0,9
Carapau ND 8-21 0,093 0,18 -10,79
Polvo 2,5 7,0 4,7 2,1

ND — N&o detetado (inferior aos limites de detecéo)
1 Abrétea, cantarilho, peixe vermelho



Analisando a Tabela 5.28, relativamente a vitamina A, a excec¢do do camarao e do
polvo, nas diferentes matrizes compostas obtiveram-se valores concordantes com 0s
intervalos de dados fornecidos pela TCA. Relativamente a vitamina E, a exce¢do da
abrétea e do bacalhau, em que os valores sdo concordantes, os valores obtidos
encontram-se abaixo ou acima dos valores indicados pela TCA.

Na Tabela 5.29 apresentam-se os dados do Grupo 11 — Cereais e produtos a base

de cereais.

Tabela 5.29 Teores de vitamina A e vitamina E em produtos a base de cereais obtidos neste trabalho e tabelados na TCA

Teor de vitamina A Teor de vitamina E
(ng/100 g) (mg/100 g)
Amostras £ E
ste ste
trabalho TCA trabalho TCA
Croissants 8,7 21 1,6 0,06
Péo de leite 5,7 82 2,6 0,19
Pastel de nata 13 97 1,3 0,4
Queques 4.8 168 2,8 11

Observando a Tabela 5.29, tanto para a vitamina A como para a vitamina E, os teores
obtidos no decorrer deste trabalho em comparacdo com os dados fornecidos pela TCA
foram todos diferentes e discrepantes. Na vitamina E os valores foram mais elevados e

na vitamina A foram bastante inferiores.

Os dados do Grupo 13 — Carne e produtos a base de carne encontram-se
apresentados na Tabela 5.30.

Tabela 5.30 Teores de vitamina A e vitamina E em produtos a base de carne obtidos neste trabalho e tabelados na TCA

Teor de vitamina A Teor de vitamina E
(ug/100 g) (mg/100 g)
Amostras
traEbS;Fho TCA tr:i)se:ﬁ]o TCA
Enchidos? ND 0-10 0,064 0,2-0,4
Fiambre 0,31 0 0,15 0,16
Frango 3,7 0-39 0,55 0,1-0,78
Peru ND 10- 32 0,076 0-0,31
Presunto e bacon ND 0 0,038 0,08 -0,2

ND — N&o detetado (inferior aos limites de dete¢éo)
! Chourigo, alheira, paio



Conforme a Tabela 5.30, nas amostras em que foi possivel detetar a vitamina A, a
amostra de frango encontra-se dentro do intervalo de valores dado pela TCA. A TCA
indica que a vitamina A esta ausente no fiambre, no entanto neste trabalho, embora em
pequena quantidade, foi detetada vitamina A nesta amostra. No que diz respeito a
vitamina E, o teor no fiambre é idéntico ao da TCA e o de frango e peru estdo
compreendidos pelos intervalos de dados da TCA. Na matriz de enchidos e na matriz
de presunto e bacon, os teores de vitamina E sdo inferiores aos teores fornecidos pela
TCA.

Por fim, na Tabela 5.31, apresentam-se os dados referentes ao Grupo 14 — Leite e

produtos lacteos.

Tabela 5.31 Teores de vitamina A e vitamina E em produtos lacteos obtidos neste trabalho e tabelados na TCA

Teor de vitamina A Teor de vitamina E
(ng/100 g) (mg/100 g)
Amostra
Este Este
trabalho TCA trabalho TCA
Leite creme 49 75 - 104 0,41 0,79 - 0,82
e pudim flan

Como se pode ver pela Tabela 5.31, os valores de vitamina A e E apresentados pela
matriz composta por leite creme e pudim flan séo inferiores aos dados fornecidos pela
TCA.






CONCLUSOES







O método de cromatografia liquida de alta resolucao utilizado neste trabalho revelou
ser adequado para a quantificacédo de diferentes matrizes alimentares estudadas.

O procedimento de ensaio para a determinacdo simultdnea de vitamina A e vitamina
E, atualmente em utilizag&o no laboratério do DAN, foi otimizado nomeadamente através
da diminuicao do tempo de saponificagcdo, da utilizacdo de um solvente de saponificacido
mais amigo do ambiente e da diminuicdo do volume total de extra¢cdo. Mantendo como
base as normas EN 12822 e 12823-1, o novo procedimento permitiu reduzir
significativamente o tempo de execucdo e o consumo de reagentes utilizados durante

cada ensaio, com vantagens a nivel econémico e ambiental.

Com a otimizac@o do processo de saponificagdo conseguiu reduzir-se o tempo de
saponificacdo em 25% (de 60 para 45 minutos) e com a otimizacdo do processo de
extracdo foi possivel reduzir o consumo de reagentes de extracado (mistura de éter de

petroleo e éter etilico na proporcao de 8:2, viv) em 63% (de 400 para 150 mL).

As alteragdes introduzidas foram validadas através do estudo de diferentes
parametros, nomeadamente a precisdo intermédia e a exatiddo. Nas amostras de
cremes vegetais para barrar, as estimativas de repetibilidade e precisdo intermédia
obtidas para as vitaminas A e E, respetivamente, conduziram aos coeficientes de
variacdo da repetibilidade (CVr) de 7,9% e 8,1%, e aos coeficientes de variacdo da
precisao intermédia (CVpi) de 21% e 13% e nas amostras compostas por ovos,
salgadinhos e doces a base de leite, coeficientes de variacdo de 3,7% e 11% para a
repetibilidade e de 14% e 16% para a preciséo intermédia. Os valores de z-score obtidos
para as amostras de material de referéncia e material de referéncia certificado foram

inferiores a 2, ou seja, foram aceitaveis.

Estes resultados indicam, assim, que os ensaios de otimiza¢do permitiram quantificar
as vitaminas A e E nas matrizes alimentares com niveis de precisdo de acordo com os

obtidos na metodologia anterior e com exatidao aceitavel.

As alteracges realizadas nas condi¢des cromatograficas do mesmo procedimento de
ensaio, permitiram o desenvolvimento de um novo método cromatografico, capaz de
determinar simultaneamente as vitaminas A, E e D. As vitaminas A e E pelo método do
padrdo externo, recorrendo a uma reta de calibragéo, e a vitamina D pelo método do
padr&o interno, recorrendo a dois sistemas de HPLC, um primeiro semi-preparativo para

purificacdo e concentragdo e um segundo analitico para quantificacao.



A vitamina E foi detetada em todas as amostras analisadas do projeto TDS Exposure.
A determinacéo da vitamina A pelo método da determinac&o simultdnea das vitaminas
A, E e D, exige cuidados adicionais na recolha da fragdo contendo a vitamina D para a
cromatografia analitica de forma a n&o recolher também a vitamina A. A determinagéo
simultanea das trés vitaminas, ou de vitamina D e uma das vitaminas A ou E, em
amostras em que tal for necessario, constitui uma elevada poupanca em termos de
tempo de tratamento das amostras até obter as solucbes amostras para injecdo no
sistema de HPLC e também de solventes organicos, o que é econOmica e

ambientalmente significativo.

Os teores de vitamina A mais elevados obtidos nas amostras analisadas foram:
lasanha (10 ug/100 g), atum fresco (10 ug/100 g), arroz de marisco (11 ug/100 g), pastel
de nata (13 ug/100 g), bacalhau com natas e desfeita de bacalhau (25 ug/100 g), pizzas
(25 ug/100 g), francesinha (35 pg/100 g), ovos (59 ug/100 g), caldeirada de peixe (62
Mg/100 g), bacalhau a Bras e bacalhau a Gomes de S& (69 ug/100 g), e leite creme e
pudim flan (49 pg/100 g).

Os teores de vitamina E mais elevados obtidos nas amostras analisadas foram:
pastel de nata (1,3 mg/100 g), lasanha (1,4 mg/100 g), empadao de peixe (1,4 mg/100
g), puré de batata (1,4 mg/100 g), sopa de tomate (1,5 mg/100 g), acordas e migas (1,5
mg/100 g), arroz de vegetais (1,6 mg/100 g), croissants (1,6 mg/100 g), pizzas (1,9
mg/100 g), salada russa (2,0 mg/100 g), abrotea (2,0 mg/100 g), caldeirada de peixe
(2,5 mg/100 g), pao de leite (2,6 mg/100 g), ovos (2,8 mg/100 g), queques (2,8 mg/100
g), salgadinhos (3,2 mg/100 g), camarao (3,5 mg/100 g), polvo (4,7 mg/100 g) e lulas
(18 mg/100 g).

As diferengas entre os dados analiticos obtidos neste trabalho nos extratos das
amostras previamente preparadas de acordo com o Método D e os dados fornecidos
pelo DAN podem dever-se ao facto de nas determinagfes identificadas pelo DAN se
terem utilizado diferentes condi¢cdes de analise, como por exemplo a utilizagdo de
guantidades de massa de amostras diferentes, conduzindo a limites de quantificagéo e

detecéo diferentes.

As diferencas encontradas entre os dados analiticos obtidos neste trabalho e os
dados apresentados na Tabela da Composicdo de Alimentos (TCA) pode estar na
utilizacéo de diferentes receitas para a preparagéo dos diferentes componentes de uma
determinada matriz, podendo existir diferencas mesmo de receita para receita, bastando
o individuo que segue uma determinada receita ndo utilizar os mesmos ingredientes,

isto é, por exemplo, utilizar manteiga em vez de margarina, no decorrer da preparacao.



Estas diferencas evidenciam quer a importancia dos ingredientes/receitas no teor de
vitaminas do prato final consumido quer a importancia das TCA acompanharem as
evolucdes dos consumos de alimentos pelas populacdes de forma a conterem dados
atualizados sobre a composicéo de novos alimentos/hébitos alimentares. S6 com estes
dados atualizados sera possivel avaliar a ingestao de vitaminas pela populagéo.

Os dados obtidos no presente trabalho sdo um contributo para a avaliacdo da
ingestdo das vitaminas A, E e D pela populagéo portuguesa no ambito do projeto TDS

Exposure.

De acordo com a pesquisa bibliografica efetuada, apesar do método de HPLC ser
o0 mais utilizado na determinacdo destas vitaminas em alimentos, ja estdo a ser
estudados e colocados em préatica novos métodos de andlise, como € o caso da
UHPLC e da UPCC. Estas duas técnicas mostram ser bastante promissoras para a
determinac&o dos analitos estudados neste trabalho, uma vez que permitem a reducao
da quantidade de solventes e do tempo necessario para realizar as analises, os
principais problemas na utilizacéo da técnica de HPLC para matrizes alimentares.

O presente trabalho foi alvo de apresentacdes sob a forma de painel, no Férum de
Engenharia Quimica e Biol6gica no ISEL, em Lisboa, e na 102 Reunido Anual do PortFir

no INSA, em Lisboa, sendo apresentados nos Anexos 8 e 9, respetivamente.






PROPOSTAS DE TRABALHO FUTURO







Ap6s a otimizacdo e validagdo de um método de HPLC para a determinacao
simultanea das vitaminas A, D e E e sua aplicacdo a amostras de pratos compostos
sugerem-se algumas propostas de trabalho que podem ser desenvolvidas futuramente:

» Realizacdo de ensaios de precisdo utilizando outras matrizes com vitamina A e
vitamina E, por forma a complementar os estudos de preciséo para as vitaminas
AekE;

» Aplicacado das novas condicGes cromatograficas na determinacao simultanea de

vitamina A, vitamina E e vitamina D;

» Aplicacdo de outra técnica de analise para além do HPLC, como por exemplo
UHPLC, com vista a reduzir a quantidade de solventes e assim diminuir o tempo

de analise e o0 impacto ambiental;

» Avaliacdo da ingestao de vitamina A, vitamina E e vitamina D pelos portugueses

tendo em considerag@o os consumos e o0s resultados analiticos obtidos.
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ANEXO 1

Excerto do procedimento de ensaio para a determinagdo de vitamina D por
cromatografia liquida de alta resolucao (HPLC)
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6. Modo de proceder

6.1 Generalidades

A vitamina D & sensivel & radiacio UV e acs agentes oxidanies (ex. oxigénio atmosiérico).Todo o trabalho
dove sor realizado ao abrigo da luz solar directa ou sob luz amarela, sempra que possivel utilizando material
da vidro Ambar, folha de aluminio ou materiais absorventas.

Deve adicionar-se anti-oxidantes as solugdes contando a vitamina D extraida.

0= solventes devem se evaporados sob pressfo reduzida ufiizando um evaporador rotative (5.3.6) e
tomperatura infaricr ou igual a 40°C.

A amostra problema (AP) deve sar sampre analisada em duplicado.
Quando se desconhece gual das formas de vitamina D esta presente ou se estardo presentes as duas formas
fazer primeiro um ensaio para verificagio, sem adigio de padrio interno.

6.2 Tratamento da amostra

Tomar uma amostra represontativa do alimento, triturd-la ouw's homogeneizé-la (Grindomix — 5.3.8) o mais
possivel. Evitar a exposicao a altas temperaturas, pré-amefecendo antes de triturar, 58 necessario.

6.3 Saponificacao

Pesar cuidadosamente am duplicado, 0.5 a 100 g da amostra a analisar (ou cutra guantidade julgada mais
convenienta para o produto), para sfenmeyar da 250 mL (5.2.9), numa balanga analitica (6.3.1), adicionar &
amostra 100 mL de atanal (5.1.3) @ 1 g de acido ascorbico (5.1.1) @ homogenaizar (Ultraturrax — 5.3.8); a
seguir adicionar 7,5 mL de hidrixido de potassio a 0% (5.1.15.1) e agitar.

Adicionar 0 anfi-oxidante (dcido ascdrtico) & amosira sempre anfes da adigdo do hidrdido de pofdssio.

Se se determinar a wvitamina D, pipetar uma quantidade apropriada de solugio padrdo de vitamina D
(5.1.16.3) para o erlenmeysr de saponificagio (5.2.9). A quantidade de solugdo padrao de vitamina D,
adicionada davera ser similar 4 guantidade de vitamina Dy esperada na amoestra.

Sa se determinar a vitamina Dy, prodecer da mesma forma mas adicionar solugdo padrdo de vitamina O,
(5.1.16.4).

Colocar no banho-de-agua termostatizada com sistema de condensagao incorporado (5.3.2).

Saponificar 45 minutos & temperatura de 100°C. Se apds a saponificagdo e arrefecimento, ainda estiveram
presentes gorduras ou Gleo na superficie da mistura de saponificagio o tempo deve ser prolongado ou entao
adicionada mais soclugdo de hidrixido de potassio.

6.4 Extracdo

Para evitar a formacgéo de emulsdes, adicionar dgua (5.1.2) & solugio de amostra saponificada de forma que
a proporgao de dleool em relacao & dgua na solucao resultante seja 1:1.

Extrair 3 vezes com 25 mlL da solugdo de solventes (5.1.15.3), em ampola de decantagio de 500 mL (5.2.1).
Reunir os extractos etéreos numa ampola de decantacdo de 500 mL (5.2.1) e lavar com agua (5.1.2) até
reacGao neutra & fenolftaleina {5.1.8). Filirar por papel de filtro (5.3.14) contendo sulfato de sddio anidro
(5.1.11) para balbes do evaporador rotativo em forma de para da 250 mL (5.2.5).

6.5 Evaporacao

Evaporar os extractos da amostra utiizando um evaporador rotative (5.3.6), sob pressio redurida e a
temperatura que ndo exceda 40°C.
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6.6 Diluicao

Ratomar o residuo de insaponificaval am volume de n-heptano {5.1.9) adequado & amostra em andliss (por
aemplo 0,8 mL). Filtrar as solugies com filiro de PVDF de 0,45 um (5.3.15). com seringas de 5 mL (5.2.19),
para um frasquinho para injetor automatico (vial) (5.2.11) —solucio amostra para andlise semi-
preparativa.

Nota: O procedimento pode ser intarrompido nesie ponio e os frascos do injector automatico confendo as
solugdses de padrdes e amosiras guardados no frigorfico para injegdo no dia seguinte.

6.7 Cromatografia

6.7.1 ldentificacao
Identificar as vitaminas Dz e Ds por comparagao dos tampos de retencio dos cromatogramas da amostra com
0s oblidos com os padrdes (5.1.16.7 @ 5.1.16.8) sob as mesmas condigdes cromatograficas.

6.7.2 Semi-preparativa — Purificagio e concentragio

Fase estacionaria: 5.2.2

Fase mowvel: 5.1.14.1

A : 265 nm

Fluxo: 1 mL'min.

Volume de injecgdo: 200 ul

Temperatura do forno da coluna cromatografica: 379C.

Temperatura da cimara das solugdes a injectar:; 15 °C.

Tempo de corrida (stop time): + 10 min (confirmar em cada dia de trabalho apds injecgio da mistura
padrag, ajustar se necessaro).

Obtencdo da fraccao contendo vitamina D:

Injectar a migtura padrio semi-praparativa (5.1.16.5) no gistoma HPLC semi-preparativa (5.3.9) até que o pico
inico de vitamina D elua com um tempo de retengao reprodutivel; determinar o intervale de tempo de recolha
da fraccio gue contém a vitamina D nas amostras.

Fazer duas injecgies da solugdo amosira para andlize semi-preparativa (6.6) @ recolher as fracgbes com
vitamina O Fazer a recolha das fracgies provenientes das 2 injecgies para a masma pera de evaporagao
(5.2.6).

Evaporar até 4 sacagem a digsoler num volume apropriado de matanol {5.1.8) (por exemplo 0,5 mL). Para
um frasco para injetor automatico (wa') (5.2.11) colocar a guantidade apropriada.

6.7.3 Analitica — Quantificacio

Fase estacionaria: 5.2.4 (150 mm)

Fase movel: 5.1.14.2

A 265 nm

Fluxo: 0.2 mL'min.

Volume de injecgdo: 100 ul

Temperatura do forno da coluna cromatografica: 37°C.

Temperatura da cimara das solugdes a injectar: 15 “C.

Tempo de corrida (stop time): = 18 min (confirmar em cada dia de trabalho apds injeccio da mistura
padrio, ajustar so necassano).

Injectar os padrdes individuais de vitamina Dz (5.1.16.7) & D3 {5.1.16.8), a mistura padrio de vitamina Dz e Da,
@ a solugdo de amostra para andlise analitica no sistema de HPLC analitico (5.3.10).

6.7.4 Quantificagdo dos analitos

0 software do HPLC permite fazer a integracdo automatica ou manual dos diferentes picos. O critério para a
dafinigio da linha de base deverd ser o mesmo nas amostras e nos padrias.

A guantificagao & baseada no método do padrio interno. Os cadlculos sao efetuados e registados no impresso
DAMN URC-IM231 01 L



ANEXO 2

Exemplo de uma folha de célculo para a determinacdo das concentracbes dos

c, asitun_Macional de Sadde

Departamento de Almentacio e Nutricio

Laboratonio de Cuimica

padrdes de all-trans-retinol, 13-cis-retinol e a-tocoferol

DAM URQ-IN36_01

Drata: 200062017
CONCENTRAGAO DOS PADROES
Dieterminagdo por espectrofotometria
WVITAMINA A WITAMIMNA A VITAMIMNAE
all-trans-retimal 13-cis-reting dl-alfa-tocoferal
Cata p-’e{:am‘;-:'ﬁ: snlu;.in mae 24/022014 03012011 05052017
Comprimento de onda (nm) 325 328 292
E{™ onl 1830 1888 78
Solvente Etamaol Metanol Metamaol
Absonsancia 0,406 0,288 0,354
Diluigdo da Solugdo de Letura 7/500 1/500 112
Concentracao da Solugso de
Lestura (megiml) 27158 1,7657 48,5305
Concentrac3o da Solugio M3e
[magimL) 158,2748 8328588 93,0789
Solugdes padrdo de ensaio
Mived de calb'agic- 1 2 3 4 5 B
Diluigdo Sol. Me all-trans retinol 110
Dilui-;,.ic Sol. M3e 13-cx-retingl 1r80
Conc. Solugde Calbragdo alkrans
retinol {meg'm) 15,8275
Conc. Solugdo Calbragio 13-cis
retinol {meg'm) 11,0357
Voume Sougio Calibagie | g 0.9 1.2 1.5 : 2.1
trans retingd (ml} ' ' ' )
Wolume Sl:lul:.:‘:xl Eallbm;&n 13cis 0.4 07 1.0 1.3 5 1.7
retingl {mL} ' ' ' )
1I.I'I:l..'1'IE'SI:-..:...‘,E!I:I Cdibﬁgjﬂ dl-alfa- 0.6 0.0 K 1.7 20 59
tocoferod (ml)
\ohume final de sol. Padrao (ml) 10 10 10 10 10 10
Concentracio do Padrdo de all-
trans-retingl {mcgimi) 0,94365 1,42447 1,89930 2,37412 3,00722 332377
Concentragao do Padrao de 13-cis
retingl (megimi) 0,44143 0,77250 1,10357 1,43465 1,65536 1,87608
Concentracao do Padrdo de d-afa-
bocoterdl (meg/ml) 27924 41888 £,0504 7.9117 9,3079 10,2387
Rubrica: Data:






ANEXO 3

Exemplo de uma folha de calculo para a determinacdo do teor de vitamina A (all-

trans-retinol e 13-cis-retinol)

c, nsiuto_Nacional de Saude

Departamento de Alimentacdo e Nutricdo, Laboratorio de quimica

PARAMETRO:
N°/Data de Entrada:
Amostra:
Observacdes:

Vitamina A (all-trans retinol e 13-cis retinol)

MRC NIST 2383

all-trans retinol 13-cis retinol all-frans retinol 13-cis retinol

AMOSTRA

1 2 1 2 3 4 3 4

Data de inicio de analise:

06/06/2017

Executante:

RDP

Pasta N®

Diluicdo na técnica

Rectas de Calibracdo: Y(area) vs
X(pg/mL)

Residuos < 10 %

Sim sim sim sim

Coeficiente correlacdo (r)=0,995

Sim sim sim sim

Toma da amostra (g)

20,1068 20,2285 20,1068 20,2285 0,0000 0,0000

Volume em que a amostra &
diluida (mL)

10 10 10 10 0 0

Diluicdo posterior

1 1 10 10

Concentracdo Sol. Analisadas
(ug/mil}

1,1830 1,2660 0,0000 0,0000

Concentracio da Toma de
Amostra (ug/100g Amostra)

58,8358 62,5850 0,0000 0,0000 #DIVi0! #DIVig! #DIV/0! #DIV/O!

Concentragao Média da
Amostra (pg/100g Amostra)

60,7104 0,0000 #DIVio! #DIVio!

repetibilidade (CV,=5%)

OK Repetir #DIV/O! #DIViO!

r (repetibilidade)

8,4995 0,0000 #DIV/O! #DIVI0!

Concentragio Total de Vitamina
A (pg/100g Amostra)

60,7104 #DIViO!

Data de fim de analise

08/06/2017

Resultado Final:

Confirmagdo (Rubrica e data):

DAN URQ - IM25_02 L

Validagdo (Rubrica e data):







ANEXO 4

Exemplo de uma folha de céalculo para a determinacéo do teor de vitamina E (dl-a-
tocoferol)

(, netie Macional de Sadde

Departamento de Alimentagao & Mutricao

Lahorstonc de Cuimica
PARAMETRO: Vitamina E (dl-alfa-tocoferol)
NData de Entrada:
Amaostra: MRC MIST 2383

Observagtes:

Toma de Amosira 1 2 3 4

Diata de inicio de analise: i
Executante: RDP
Pasta M

Diluigo na técnica 1

Rectas de Calibragio: Yiarea) vs
XipgimL)

Residuos < 10 %

78

Coeficiente comelago (r)=0,995

Toma da amostra (g) 20,1068 20,2285

Volume em gue a amosira € diluida
(mL}) 10 10

Diluigio posterior 15 115

Concentragdo Sol. Analisadas
(pgimL) 121610 11,4890

Concentragio da Toma de Amostra

(mg/100g amestra) 3.0241 2,8358 OO #DIVI0!

Concentragic Média da Amostra _
{mgM00g Amostra) 2,9320 EDIVID!

repetibilidade (CV,=5%) 0K #O1D!

r (repetibilidade) 0,4105 #DD!

Concentragdo Média de Acetato de

A
alfa-tocoferol (mg/100g Amosira) 3,2185 #Dlviot

Diata de fim de andlise: 02/06/2017

Resultado Final:
Confirmagio (Rubrica e data):
Validagio (Rubrica e data):

DM URG - INDE_02 L






ANEXO 5

Exemplo de um relatério de constru¢cdo de uma reta de calibragdo no programa
EMPOWER® para cada analito (all-trans-retinol, 13-cis-retinol e dl-a-tocoferol)

) ; . .
LC Calibration Report
software
Reported by User:  Graga Dias (Gdias) Project Mame: Referencia\Vitamina AED
Processing Method: 170711 AED RDP Project Name: Referencia\Vitamina AED
Processing Method 1D: 3334 System: HPLC2
Calibration ID: 33386 Channel: 2475ChA ex295/em330
Date Calibrated: 12-07-2017 22:46:08 Proc. Chnl. Descr.:  2475ChA ex295/em330
210
15010
1,010
g
=
5,105
0.+
-5,0 106
II:I.::IIZII o I1.:):'I o IE.::IDI o I3.IEI|:II o Id-.EIII o I5.:30I o IE.:):'I o I.'l'.:'.:l:II o IB.::IDI o IQ.'IIIII Y I1EII.':C: S
Amount

Mame: alfa-tocoferol; RT: 2,235; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve ld: 3337; R: 0898855, RM2:
—— 0,997711; Weighting: Mons; Equation: ¥ = 2,140+008 X - 3.43e+006; Standard Error 3.115050e+005;
Residual Sum of Sguares 2,703534e+011

Peak: alfa-tocoferol

Sample Name | Rasult Mame Level | XValue| HResponse S;!.Tﬂ Dav?ztiu:un Manual | lgnore
1 |Pad 1 AE 3340 | alfa-tocoferol 2,901 3239244 347 3,116 -6,50 Mo Mo
2 [Pad 1 AE 3341 | alfa-tocofercl 2,901 3113985370 3,058|-5,12 Mo Mo
3 [Pad 2 AE 3342 | alfa-tocofercl 4,352 5706215711 4,269)1,94 Mo Mo
4 | Pad 2 AE 3344 | alfa-tocoferol 4,352 5577346990 4,209 3,40 Mo Mo
& | Pad 3 AE 3345 | alfa-tocoferol 6,286 9959833 441 8,257 | 0,47 Mo Mo
€ | Pad 3 AE 33486 | alfa-tocoferol 6,286 9558117 498 ( 8,089 ) 3,58 Mo Mo
7 | Pad 4 AE 3348 | alfa-tocoferol 8,220 13910925387 8,103 | 1,45 Mo Mo
8 | Pad 4 AE 3350 | alfa-tocoferol 8,220 13923501,175| 8,109 1,38 Mo Mo
9 | Pad 5 AE 3351 | alfa-tocoferol 9,671 17296004,143 | 9,685|-0,14 Mo Mo
10 | Pad 5 AE 3352 | alfa-tocoferol 9,671 17616479794 | 9,834 |-1,66 Mo Mo
11| Pad 6 AE 3353 | alfa-tocoferol 10,638 | 19543686.329 | 10,735 -0,90 s] Mo
12| Pad 6 AE 3354 | alfa-tocoferol 10,638 | 19458050770 | 10,695 | -0,53 s] Mo

Report Method: LC Calibration Report Printed 9:56:42 Euro 14-07-2017 Page: 10of 3



JOWE LC Calibration Report

software
Reported by User:  Graga Dias (Gdias) Project Mame: Referancia'Vitamina AED

Calibration Plot group contains no data.

1,107
B0 107+
6,0 10°
g
T am10d
2 e 10P
0,0+
e e P A
Amount
Mame: cis-retinol; BT: 5648; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve d: 3338; R: 0,999733; R"%2:
0,999586; Woeighting: Mone; Eguation: Y = 4,462+006 X + 1,812+005; Standard Error 5,1961592+004;
Residual Sum of Squares 2,7000068e+010
Peak: cis-retinol
Sample Mame | Besult ld | MName | Level | XValue| Response Cale. * Manual | lgnore
e P Value | Deviation
1 |Pad 1 AE 3340 | cis-retinol 0484 | 2262162,139| 0467 |-0,72 Mo Mo
2 |Pad 1 AE 3341 | cis-retinol 0484 | 2209813980 | 0,455 1,84 Mo Mo
3 |Pad 2 AE 3342 | cis-retinol 0,812 | 3851235,286| 0,824 |-1,48 Mo Mo
4 |Pad 2 AE 3344 | cis-retinol 0,812 | 3744995190 0,800| 1,46 Mo Mo
5 | Pad 3 AE 3345 | cis-retinol 1,160 5433318,546| 1,179 |-1,65 Mo Mo
6 |Pad 3 AE 3346 | cis-retinol 1,160 5342084 918 | 1,158| 0,09 Mo Mo
7 | Pad 4 AE 3348 | cis-retinol 1,507 G855257.,895| 1,498 0,62 Mo Mo
8 | Pad 4 AE 3350 | cis-retinol 1,507 G848663.420| 1,496 0,75 Mo Mo
9 |Pad 5 AE 3351 | cis-retinol 1,739 7998514,181| 1,755|-0,88 Mo Mo
10| Pad 5 AE 3352 | cis-retinol 1,739 7890250,582 | 1,730| 0,51 Mo Mo
11| Pad & AE 3353 | cis-ratinol 1,971 8933948.,383 | 1,965| 0,33 Mo Mo
12| Pad & AE 3354 | cis-retinol 1,971 B9925916.441| 1,978 |-0,34 Mo Mo
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JOVWK LC Calibration Report

software

Reported by User:  Graga Dias (Gdias) Project Mame: Referencia\Vitamina AED

30107

-5, 107 T L L L T T 1 T L 1 L L T T T 1 T L 1 T
0,00 0,50 1,00 1,50 200 250 3,00
Aomount
Mame: trans-retinol; BT: 7,199; Fit Type: Linear (1st Order); Cal Curve Id: 3339; RB: 0,999653; B"2:
—— 0,999305; Weighting: Mone; Eguation: Y = 8,22e4+008 X + 3,952+005; Standard Error 1,8294332+005;
Residual Sum of Squares 3,346824e+011

Peak: trans-retinol

Sample Name | Result i Nama Leval | XValue | PResponse Ejfﬂ Dm-?itian Manual | lgnore
1 |Pad1AE 3340 | trans-retinol 0,875 7712731951 0,890 (-1,65 Mo Mo
2 (Pad 1 AE 3341 | trans-retinal 0,875 7516851,9%2| 0,866 (1,05 ho Mo
3 [Pad 2 AE 3342 | trans-retinol 1,313 | 11446782441 1,344 |-2.32 Mo Mo
4 (Pad 2 AE 3344 | trans-retinal 1,313 | 11103976,516| 1,303 | 0,80 ho Mo
& |Pad 3 AE 3345 | trans-retinol 1,751 14889755363 | 1,763 |-0,70 Mo Mo
& [Pad 3 AE 3348 | trans-retinal 1,751 | 14624290,387 | 1,731(1,15 ho Mo
7 | Pad 4 AE 3348 | trans-retincl 2,189 | 18295275767 | 2,177 |0.51 s} Mo
8 (Pad 4 AE 3350 | trans-retinal 2,189 | 18236535007 ( 2,170 (0,84 ho Mo
9 | Pad 5 AE 3351 | trans-retincl 2772 | 23042274,833| 2,755|0,63 s} Mo
10| Pad 5 AE 3352 | trans-retinal 2,772 | 22985747076 ( 2,745 (0,97 Mo Mo
11| Pad & AE 3353 | trans-retinol 3,064 | 25853667437 | 3,097 |-1.08 Mo Mo
12| Pad 6 AE 3354 | trans-retinol 3,064 |25761828,258| 3,086 |-0,70 Mo Mo

Report Method: LC Calibration Report Printed 9:56:42 Euro 14-07-2017 Page: 3of 3







ANEXO 6

Exemplo de uma folha de céalculo para a determinacéo dos fatores de resposta

Departamento de Alimentagao e Mutrizao
Laboratdrio de Cuimica

PARAMETRO:  [Vitamina Dy
DATA: 29/05201 T Executants: RDP
AMOSTRA: |Padrao AED MeiData Entrada:
Observagbes: Pasta N®:

Ds o,
A (nmj) 265 285
E"™*1cm (em etanol) 475 480
Absorvincia A 0,5085 0,623
Conc. do Padréio C, (po/ml) = (A x 10°/ E) 10,705 12,969
ireas(médias) dos picos dos Padrdes Aqp 187638 290203
Fator de Resposta Fp = (B s X Cppa) f (Bepe X Cpps) = 1,27667

i=1 i=2
Mas=a ou Volume M, (g) ou V,{ml)
Volure Padrio Intemo Ve, gs (ml)
Diluig&o
Concentragio Padriio Intemo C, g, (pg/ml) #D01VID #Ono
frea de Pico de Dy, A
fArea do Pico de Dy A,
C.05=(A pa* Ve 024 Cy X 100) / (A paF My ou V) (ug/100 g ou mi) #DIVID! #DIVID)
Repetibiidade (adequada se CV <= 5%) HDOID!
Repetibilidade r HOVID!
Cops, meaia = (Caps + Caps) / 2 (P0/100 g ou mi) #DIVIOI
Data do fim da andlise 05/06/2017
Resultado Final: #OMID!
Confirmagao (Rubrica e data):
Validacio (Rubrica e data):

DN URCHIMEZET_01L






ANEXO 7

Exemplo de uma folha de calculo para a determinagéo dos coeficientes de variacao

para a precisdo intermédia e para a repetibilidade

acional de Salde

Departamento de Alimentagdo e Nutrigio
Laboratério de Quimica

METODO

Matriz

DADOS DE PRECISAQ

DAN URC-PESZ 021L

Analito Vitamina E

Unigades: mg/ 1009

30 (salgados), 44 (ovos) e 131 (leite creme & pudim flan)

Amosiras diferentes em dias diferentes - repetibilidade

Dia
data de andlise

10

1 2 3 4 5 5 7 8 9
1?_9—8.231?" 24.08_251?" 29.[]3.2ﬂ17| 1?.03.21]1?‘ 24.[]3.231?‘ 29.[]3.251?" 31.[]3.2ﬂ17| 1?.03.21]1?‘ 24.[]3.231?‘ 29.08.2017

33727303 3,2508072 28863844 26435576 2,8403089 28796564 2413351 03831571 04304233 0407246
36758314 33779911 25150091 30277652 22738498 30588157 29789544 03742185 0,4304233 04145567

T
Pi

CALCULOS

xmédio 35242809 33188002 2 70060RS 28356614 25571243 206092361 26061527 0,3786878 04304233 04109014
5 02143248 0,0835687 0,262602 02716758 04006107 0,1266847 0,399942 00063206 0 00051695
v, 0,0459351 0,0089837 0,068959¢ 0,0738078 0,160489 0,018049 0,1599535 3 995E-05 0 2872E-05
v 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
vmeédia rep (s7°) 0,05913533

Amostras iguais em dias dﬁererﬂes

Dia 1 35242809 28356614 03786878

Dia 2 373188092 25571243 04304233

Dia & 27006968 2 9692361 04109014

Tia 4 2 6961527

CALCULOS

Vi 0,1837744 00315523 00006826 #DIV/O!  #DIVID!  #DIVID!  #DIVIO!  #DIVIO!  #DIVIDU  #DIViO!

v 2 3 2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
Vmédia entdia(s.%) | 0,0662244)

Ve (Sar™ 0,1253597

Sr 0,2431776

Sm

CV,; (%)

CVa (%)
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ANEXO 8

Painel exposto no Férum de Engenharia Quimica e Biologica'l7, ISEL, Lisboa (2017)

o de o

LB @ B @ SNszm™ €

Determinacéao simultanea das vitaminas A e E em alimentos por HPLC

Otimizacao dos processos de saponificacao e extracao

Rute Paz 2P, M. Celeste Serra ®, M. Graga Dias ®
* Insttuto Superior de Engenharia de Lisbos, Departamento de Engenharia Quimics, Rus Conselbelo Emidio Navarro 1, 1050007 Lisboa, Portegal
*lastituto Naclonal de Sadde Or. Ricardo Jomge, A P 1640098 Lisboa, Portugal
e-mail. M Graca Dlesg@inas min-savde ot

r Introducéao \

As vitaminas £30 composios 2ssencidls 30 metabolismo dos organismos vivos. Sdo, frequentements,
ClassiNicadas 0e 3COrto COM a 5Ua soludlicace em hidrossoldvels (compiexo B e vitamina C) e lipossolovels
(vtaminas A, D, E e K). Embora sejam necessarias em pequenas quantidades, para as vitaminas
Ipossaivels exisie 0 risco d2 genciencia quando consumidas em nivels nsuficientes ou de toxickdade se
ngardas em doses Slevadas.'? A viiaming A t2m um papel essencial N3 Ws30 30 particloar no macanismo
ge formagdo de culas Nervosas senshvels 3z (fotoreceplorss) N3 reting, 3judando 3 manter 3 visio
notuma. A dose diana recomendada (DDR) par 3 vilaming A & oe 700/%00 ug para muieresmomens.” A
vEamina E atua como antioxidante, protegendo as c&luias contra 0anos Causados pelos radicals Ivres,
sendo a sua DDR de 13 mg.? Os aimentos 550 3 principal fonte 2 vitaminas palo que, em femos de deta
humana, & Imporans proceder 3 sU3 Gterminacdo anATca em mMavizes JIMentarss. A analse das
Viaminas A e E nos aimenios ¢, em geral, realizada pelo Metodo de HPLC (Cromatogrania Liquida de
Elevada Eficiancia). Antes ¢a anakise cromatografica e com 0 objesvo de extrar 05 analtos da matriz, &
NECcessaro UM passo para a remogdo, impeza e/ou pré-concentragio dos anaiitos alvo.**

- Procedimento Experimental \

SN Evaporacios [N
el reconstituigao 1

&)

CONDIGOES DE SAPONIFICACAO E EXTRAGAO EXTRACAO
AMOITRAR VOLUME DF 20LYENTE &) Adcionar sgu 8 zokgio de amost saponificads;
Creme vegets (73% gordura) ‘s mL ) Transferir a miztura para UMa ampoia de decantagSo;
Crame com chocolate (45% gordura) S0 mL ) Adcionar solventes de exragSo (ster de petroieo < ster etfico, 2 wy) & agitar;
N, () Decantar 3 faze infarior e repetir 3 exvagho;
TEMPO DE SAPOMIFICACAD ETAPAS DE EXTRAGAD J Reuniros extratos etereos e lavar com 3gua até reaglo neutrx:
45 mnutos 3 extraghes ) Fitrar por pape! de Aitro, contendo suksto de 0d0 anidro.
60 minutos 4 extraghes
. >
- Resultados 4
Tabela 1: Teores de viamines A ¢ £ om crames vegetes Wilzendo diferentss condighes de betaments des amcalres
Saponificagio de &0 min Saponificagdo de 45 min
4xsomL 4xvOmL AxSoml SedSml
E A E
LR
o4 10
- v (Lol —— & e
— e
% =
B Sttt - -
= TR R v TR TR
\ P T USO8 AR (B O G e P T TATAGATA 3 ATGATY 36 AT g y
*Camte, Garald F (2000} 3 ed USA:

Ramid i Fagg, WO, Landan Jr e Romeid R Ctenrmilr (3010}, Viamin Amsiyal. je<] 5.5, Malan Food Ansyain. 4° a2 LDA: Spenger
 Johraon, Larry £ 201T).
fr- Foodwity

wtame »
. Zainde.







ANEXO 9

Painel exposto na 102 Reunido Anual PortFir, INSA, Lisboa (2017)

@ Sl @ SNS

Rule Paz®®, M_Celeste Serra &, M. Graca Dias ®

* buthide Superioc de Engenhaio de lbboa. Deporkeierds de Engenhode Quimic o, Rua Conssihelrs Movase | luwu.ﬁaa,r-mpi ’
* iruituts Naciondl e oGde O lic ardo Jorge. Depariamenio de Almardog do e Nulric 3o, Av. rm 13 lm»olulb-ﬂ ‘W
o-mat M.Croca Dicalitrea min-sabde.pl

INTRODUCAO OBIJETIVO

As vitomina: 30 compeosto: eszenciaiz co metabolizmo dos Ofimzagdo dos proceszo: de saponificagdo | Revclidog3o de um 1

sere: humanos, sendo Feguentemente clomificada: ce e exirogdo iquido-diquido, com vista a ! metodo de H
acordo com a sua solubiidade, em hidmﬂweis e diminur © fempo de soponificogdo e o , HPLC previomenie |
ipos.oluver {ex. A, D, E). Em estudos zobre o comp de volume de solvente: ufizodo: na extragdo ! ocreditado no !
glimentoz & importanie proceder defevrnmq;ao ancifca dos vitamincs A e E das matrizes climentores . laborctosio, com |
desta: vitomina:z aciroves de tod: fdad que e subsequente liagdo do ibiidad: | bosencsnomas |
permitom o paragdo e razireabiidade dos resuttados. ¥ precnsoon?efrned’neexahdao | EN12822%e 12822-14. |
- o y o v
% A ¢ - Etapas de extrocdo:
Amosiras: Condicoes de exiracdo e saponificacdo: 1. Adicionar agua & 20lcAo de amosa KaponBcada;
b Creme vegetol (79% gordura) Volume de solvente: Tempo de: 2. Transterr & ristura para uma ampola Ge
» Creme com chocolate (45% gordura| P 3x25mi(7SmL) b 45 minutos cecaniagdo
3 N 3. Adicionar solvenies de exirogdo [eter de petrdieo +
» Forinha lactea (FAPAS 21104) P £x25ml (100 mi) » 40 minutos ater afico, &2 vi\) o ogitar;

>

» Mo'erioldeﬂe‘fevéncioCediﬁcodoP#STm) P 3x50mL(150ml) Decantar a fase infericr ¢ repeti a extragdo:
P 4x50mL (200 ml) Condic mosmmmmcmcmogmmw

Pl°V°= ’Zf b 4x 100 mi (400 mL) original
l< : & Fitror por papel de fifro, contendo Na.SO, anidro.

“»

CONCLUSOES

» A redugdo do tempo de zaponificagdo de

RESULTADOS

Tabela 1: Teores do vBaming A o E para dfecentes C S

Soponit: de 40 Ul Saponificogdo de 45 minutos 5 pars 45 min parmiu  zoponificer a:
Exfrogdo| 4x100m. Ax5mL | 4x100mL 4x50mL  3xS0OmL  4x25ml  Ix25mL omozfraz adeguaodamente, conduzinde a
Teor de viamina (mg/100 g) uma Vredu;_co de 25% do fempo de
% p A p A zaponificagdo;
» Comperondo todos oz resultades e tendo
0.5¢ 022 19 | 040 . S0 em conta oz volores de 2-score oblidos para
o FAPAS 21104, o menor volume copoz de
exirair @z vitominaz: A e E & 3 x 50 mL,
0.42 0201 10 70 permitindo boixor © consumo de recgenies
de exirogdo (misture de ater de petrdlec =
21104 - 0.7 01| 10 |o41]| 11 |os0| a0 80 eter efiico na proporg o 82, v/v) em 83%;
i » Tendo como referdncic oz nomnas BN 12822
= Tabela & Toores do viiaming A o de vitamina £ o e 128231 é pouivel afrmar que oz nova:
respatives 24000 Para © MRC NET 2383 condigée: do metede apresentom
Tabela  Coaficionte: de variagdo da g A - = nh oo
P P
(CV,) @ do preckdo intermddia |Cval Teorde vitamina  Teor de vitamina 21 adequadas:

Viaming A Maming £ Almg1®g)

E(mg/100
! 8 Oz valores de z:core obfido: na tabela 3,
0,0410 13 29 1.2 para ombas: az vitominas, foram inferiores a
2, corespondendo a resultados safisfetorios,
* Matericl de Referdncio FAPAS 21104
a7 a8 1 rscores cbiides inferores @ 2, para 1odas o5 volimes pelo que na: C°"d9°¢’ uhhaﬂa °
142 132 de extagdo apresentados na tabelc 1, & excegdo da penho do para o
VBaming A 6o volme de extroglo de 3x 25 mi. deferminogdo dos vﬂommo' A eEe
adequado.

-

al-frons-fetnol  13.ck-Refinot o
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