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Analysis of vitamin A in milk by High Performance Liquid Chromatography
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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver um método analitico por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) para a determinacgdo da vitamina A em amostras de leite. Sabe-se que esta
vitamina é importante na manutencdo de determinadas fungdes no corpo e a auséncia desta pode
provocar doengas de caréncia, como na xeroftalmia por exemplo. A analise da vitamina em matrizes
alimentares consideradas fontes desta vitamina € extremamente para garantir na dieta a presenca desta
substancia em quantidades adequadas. Neste estudo, desenvolveu-se um método isocratico (100%
metanol) em coluna de fase reversa C18 (150 X 4,6mm, 5um) por CLAE. Obteve-se uma curva de
calibracdo com coeficiente linear R= 0,9993 e faixa de linearidade entre 1 e 30pug/mL. Extracdo
liquido-liquido com solventes organicos foi realizado em amostras de leite e a repetibilidade e
precisao intermediaria a partir dessas amostras foram determinadas em dois diferentes dias de analise.
Os resultados foram comparados com os valores dos rétulos (quando aplicavel). O método mostrou-
se adequado para a anélise quantitativa da vitamina A.
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ABSTRACT

The aim of this work was to develop an analytical method by high performance liquid
chromatography (HPLC) for determination of vitamin A in milk samples. We know that this vitamin
IS important to maintaining some functions in the body and the absence of the vitamin can cause
lack’s diseases, as in xerophthalmia for example. The analysis of the vitamin in food matrices
considered sources of this vitamin is extremely to guarantee in the diet the presence of this substance
in adequate amounts. In this study, an isocratic (100% methanol) method was developed in a C18
reverse phase column (150 X 4.6mm, 5um) by HPLC. A calibration curve with linear coefficient R
=0.99993 and linearity range between 1 and 30 ug / mL was obtained. Liquid-liquid extraction with
organic solvents was performed on milk samples and the repeatability and intermediate accuracy from
these samples were determined on two different days of analysis. The results were compared with the
values of the labels (where applicable). The method was suitable for the quantitative analysis of

vitamin A.
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INTRODUCAO

Vitaminas sdo micronutrientes essenciais para as diversas fungdes do organismo,
classificadas em lipossoluveis (vitaminas A, D, E e K) e hidrossollveis (vitaminas do complexo B e
vitamina C (CASERTA, PILOTO, 2016).

Dentre as vitaminas lipossolUveis destaca-se a vitamina A, componente importante para o
desenvolvimento da visdo, na expressdao génica, no crescimento e desenvolvimento fisico, na
conservagao da integridade celular e no sistema imunologico (GURGEL, et al, 2016). Essa vitamina
pode ser encontrada apenas em tecidos animais, tendo o figado, 6leo de figado de peixes, leites
integrais e derivados, ovos e carnes de aves como principais fontes (DIAS, et al, 2017).

A deficiéncia de vitamina A (DVA) pode levar a desordens como: cegueira noturna,
xeroftalmia, assim como anemia e uma baixa resisténcia a infeccdes (GRILO, et al, 2014), porém,
em excesso pode acumular-se no organismo e alcancar niveis toxicos (SOUSA, 2016). A causa
principal da deficiéncia de vitamina A esta voltada a dieta cronicamente insuficiente da mesma, que
pode desencadear baixos estoques corporais 0 que gera falha em atender as necessidades fisioldgicas
(KURIHAYASHI, et al, 2015).

Dentre as caréncias nutricionais mais importantes do ponto de vista epidemioldgico, a
caréncia de vitaminas é considerada a principal no contexto de saude publica em todo 0 mundo
(SUCUPIRA, et al, 2012). A DVA é considerada um problema emergente na salide publica que afeta
principalmente os paises subdesenvolvidos, contribuindo de forma significativa para o0 aumento da
morbidade e mortalidade em populacdes de risco. No Brasil, ha significativa prevaléncia de DVA em
criancas em idade pre-escolar, recém-nascidos, gestantes e nutrizes (PAIVA et al, 2011). No mundo, a
cegueira noturna afeta 5,2 milhdes de criancas em idade pré-escolar e 9,8 milhdes mulheres gravidas,
que corresponde a 0,9% e 7,8% da populagéo em risco de DVA (WHO, 2009).

Segundo Ricker e Schellenberger (2002) uma analise quantitativa e qualitativa de vitaminas
é de grande importancia para a ciéncia médica e alimentar. Todavia, a analise de vitaminas faz-se
necessario ser executada com métodos analiticos de alta precisdo, umas vez que, esses nutrientes tem
grande potencial de isomerizagdo que rapidamente conduz a perda parcial ou total do valor vitaminico
em condicdes extrema de pH, e elevadas temperaturas e oxi-reducdo (PAIXAO & STAMFORD,
2003).

Uma das técnicas primordiais usadas para quantificar vitaminas lipossolUveis e seus
isdmeros é a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), considerando a sua versatilidade,
robustez e capacidade para analisar, a0 mesmo tempo, Varias vitaminas lipossollveis, em menor
tempo de analise, com sensibilidade, especificidade e automacdo (DIAS, et al, 2017). Diversos

trabalhos vém sendo encontrados na literatura em relacdo a utilizacdo da CLAE para andlises de



vitaminas lipossolUveis, em especial a vitamina A (SIERRA, 2007) (DONATO, 2004) (DIAS et al,
2017). Giacomini (2006) validou um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia para
determinacdo de vitamina A em concentrados multivitaminicos para nutricdo animal. Grilo e
colaboradores (2015) avaliaram os niveis de vitamina A através de concentrados de retinol no colostro
e condicdes de jejum e pos-prandial utilizando a mesma técnica. Netto e colaboradores (2012)
identificaram os fatores associados a concentracdo de retinol em lactantes atendidos em um servico
publico de saude utilizando a CLAE como método analitico.

Tendo em vista a importancia da vitamina A para manutencdo e desenvolvimento do
organismo e o amplo consumo de leite, principalmente industrializados, inclusive fortificados e
enriquecidos, faz-se necessario quantificar esta vitamina nessas matrizes alimenticias, considerando
que o leite é uma das suas principais fontes de fornecimento. Dessa forma, o presente estudo tem por

objetivo identificar e quantificar a vitamina A em amostras de leite industrializados.

MATERIAIS E METODOS
MATERIAIS

Metanol (J.T. Baker), acetato de etila (Vetec), hexano (Vetec), eter etilico (Vetec) e
cloroférmio (Vetec) foram adquiridos em grau HPLC. Agua ultrapura foi obtida pelo sistema Milli-
Q Plus (Millipore). A vitamina A na forma de palmitato de retinila (Sigma) utilizada foi um padrdo

grau HPLC.

EQUIPAMENTO E CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada na Central de
Caracterizacdo de Alimentos, Medicamentos e Suplementos (CQ-AMOS) do Departamento de
Nutricdo da UFPE. O sistema cromatografico utilizado foi um Shimadzu Prominence (Shimadzu),
com um detector por arranjo de diodo (DAD) modelo SPD-20AV, bomba quaternaria modelo LC-20
AT, forno modelo CTO-20AC, autoinjetor modelo SIL-20AC. O sistema foi controlado por um
modulo controlador modelo CBM-20A e operado pelo software LC Solution™ (versdo 1.25,
Shimadzu). A eluicdo da vitamina A foi realizada em uma coluna C18 150mm x 4.6mm 3.5um

(Phenomenex). O padrao e amostras foram monitorados em comprimentos de onda de A = 326nm.



A fase madvel utilizada para analise da vitamina A foi 100% metanol, em eluicdo isocratica e
tempo total de corrida de 15min. O fluxo foi mantido em 1mL/min e a temperatura da coluna em

35°C. O volume da amostra injetado foi de 20L.

PREPARACAO DO PADRAO E DAS AMOSTRAS

Solucédo estogue da vitamina A (palmitato de retinila) foi preparada dissolvendo 0,005g do
padrdo em 10mL de metanol. Uma solucdo padrdo de trabalho com concentracdo (10ug/mL) foi
obtida por diluicdo, a partir da solucao estoque, e utilizada para realizar os testes de adequabilidade
do método.

Diluicdes apropriadas da solucdo estoque foram realizadas também a fim de obter as solucdes
para a construcdo da curva de calibracdo. Apos a preparacdo, cada solucdo era levada a um banho
ultrassom lavadora (modelo Ultrasonic Cleaner — UNIQUE) por um periodo de 10min.

Leite liquido em po (dois lotes de cada) foram comprados em um mercado local. O pré-
tratamento para a quantificacdo do palmitato de retinila nas amostras foi conduzido segundo a
metodologia descrita por Blanco e colaboradores (1994) com algumas modificac¢des, procedendo-se
da seguinte maneira: 3mL da amostra de leite liquido foi colocado num tubo de centrifuga de 15mL,;
em seguida, foram adicionados 4mL de &gua e 4mL da solucdo extratora (testados os solventes:
hexano; hexano-acetato de etila; éter etilico; cloroférmio) e agitado num vértex; o tubo foi levado a
uma centrifugada a 3500 rpm por 30min; a camada superior foi transferida para um tubo de ensaio e
evaporado em fluxo de ar; ap6s a secagem, o material foi reconstituido com metanol e filtrado em
filtro de teflon 0,22um e levado ao cromatdgrafo. Para o leite em p6, pesou-se 4 gramas da amostra
e diluiu-se em 4mL de &4gua; em seguida o procedimento descrito para amostras liquidas foi aplicado

ao leite em po dissolvido..



METODO CROMATOGRAFICO

Para o desenvolvimento da metodologia analitica utilizou-se uma coluna de fase reversa C18
e foram testadas diferentes composicbes de fases moveis (acetonitrila, metanol e misturas de
acetonitrila-metanol, acetonitrila-agua e metanol-agua) a fim de obter separacdo dos interferentes nas
amostras e tempo de retencao satisfatorio do palmitato de retinila, tanto da solucéo padrdo quanto nas
amostras. Como protocolo inicial, propds-se 0 método desenvolvido por Heudi e Trisconi (2004) com
algumas modificacdes e fluxo de 1 mL/min.

A curva de calibracdo foi construida a partir de cinco pontos, em concentracdes entre 1 e
30pg/mL. Os parametros de validacdo foram determinados seguindo as recomendagfes da ANVISA
(2017), que compreende: linearidade, intervalo, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo
(LQ), repetibilidade e precisdo intermediaria.

O software utilizado para realizar o tratamento estatistico foi o Origin v.8.5 (Originlab).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As condigdes cromatograficas foram selecionadas para assegurar uma separagao adequada do
palmitato de retinila em condicdes isocraticas com baixo consumo de solventes. A Figura 1 mostra o
cromatograma da vitamina A na melhor condicdo de analise encontrada. O tempo de retencdo médio

registrado foi de tr = 9,30 + 0,01 min.
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Figura 1. Cromatograma da solucao padrdo de palmitato de retinila 9ug/mL.

A Tabela 1 apresenta os parametros da curva de calibragdo como parte da validagéo
intermediaria do método. Como pode ser observado, foi obtido linearidade de R=0.9997 no intervalo

de concentracdo de trabalho. O LD e LQ obtido foi compativel com os de outras metodologias

aplicando deteccao por DAD.

Tabela 1. Parametros da regresséo linear obtidos da curva de calibracdo da vitamina A.

PARAMETROS VALORES
Intervalo 1 - 30pg/mL
Coeficiente angular 86357
Coeficiente linear 80182
Regressdo 0.9993
LD 1,56 pg/mL
LQ 4,72 pg/mL

A Figura 2 mostra a curva de calibracdo obtida para a determinacdo da concentracdo do

palmitato de retinila nas amostras de leite.
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Figura 2. Curva de calibracdo para a determinacdo da vitamina A.



Os dados da Tabela 2 mostram os valores da quantificagdo da vitamina A nas amostras de
leite liquido e em pd. Os resultados foram comparados aos valores dos rétulos dos produtos, sendo

estes 220pug/100mL para o leite liquido e 372pg/100g para o leite em po.

Tabela 2. Valores de quantificacdo das amostras de leite liquido e leite em pé (em pg/mL).

DIA1 DIA 2

L Lig L Po LLig LPo

9.44 9.42 9.5 10

9.96 9.43 949 9.23

10.24 10 934 921
Media 9.96 9.43 949 9.23
Desvio Padrao 0.41 0.33 0.09 0.45
Coeficiente de Variacao (%) 4.08 3.52 0.94 488

*L Liq = Leite liquido; L Po = Leite em po.

Repetibilidade e precisdo intermediaria foram determinadas pelas medidas em triplicata do
palmitato de retinila para cada amostra de leite apds o tratamento pré-analitico, para 2 dias no mesmo
nivel de concentracdo, conforme pode ser observado na Tabela 2. Os coeficientes de variacdo obtidos
foram entre CV(%) = 4.08 e 0.94% para leite liquido e CV(%) = 3.52 e 4.88% para leite em po. Esses
valores mostram que o método foi preciso e apresentou significativa repetibilidade, uma vez que o
grau de concordancia entre os resultados de medicOes sucessivas efetuadas nas mesmas condigoes
apresentou coeficientes de variagdes abaixo de 5% em ambos os dias. Além de provar ser um método
valido, testes por ANOVA mostraram que ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre
os resultados obtidos para leite liquido e leite em po (p-valor < 0,001).

Quando comparados aos valores dos rotulos e experimentais, as diferencas entre os valores
nédo foram significativas (p-valor <0,001) para ambos os leites. Acredita-se que, devido a adigédo de
vitamina A feita no leite em p6 seja controlada, uma vez que 0 mesmo é enriquecido, este processo
gera menor variabilidade, quando comparado o valor de concentracdo ao rétulo. Ja no leite liquido,
embora ndo haja variacgao estatisticamente significativa, verifica-se maior diferenca no coeficiente de

variacdo (Tabela 2) e que podem estar associada ao processamento do leite ou a origem do leite.



CONCLUSAO

O método de andlise da vitamina A desenvolvido neste trabalho foi pré-validado. Este método
mostrou-se adequado nos parametros de linearidade, intervalo de concentracdo (entre 1 e 30ug/mL),
precisdo intermediaria, repetibilidade, limites de detec¢do e quantificacdo. Portanto, o0 método é
bastante Util para o processo de controle de qualidade do palmitato de retinila em leite, tanto liquido

quanto em po.
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