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RESUMO

Introducdo: A ocorréncia de hipovitaminose A é evidente em determinadas populagdes.
Com o intuito de combater essa deficiéncia no estado de Sao Paulo, foi criado um programa
governamental com distribuicao gratuita de leite pasteurizado enriquecido com vitaminas
A, D e ferro para a populacao de baixa renda, com a finalidade de oferecer um complemento
alimentar de alto valor nutritivo. Objetivo: Otimizar e validar uma metodologia analitica
para determinacao de vitamina A em leites fluidos, utilizando metodologia oficial da
Association of Official Analytical Chemistry (AOAC) com modificacbes. Método: Foi
utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao por fluorescéncia para
avaliar os teores de vitamina A em 261 amostras de leites distribuidos pelo programa.
Resultados: O método analitico validado se mostrou adequado para a determinacao de
vitamina A em leites fluidos na rotina do laboratério. Os resultados indicaram que 52%
das amostras apresentaram concentracoes de vitamina A acima do valor declarado na
informacao nutricional da rotulagem, enquanto 11% apresentaram teores abaixo do valor
declarado. Conclusdes: O monitoramento dos teores de vitamina A nestes leites deve ser
continuo para garantir a quantidade de micronutriente declarada no rétulo e atender os
objetivos do programa.

PALAVRAS-CHAVE: Vitamina A; Validacao; Leite; Programa Governamental

ABSTRACT

Introduction: There is an evidence of hypovitaminosis A in certain populations. In order
to combat this deficiency in Sao Paulo State, a government program was created for
free distribution of pasteurized milk enriched with vitamins A, D, and iron for the low
income population for the purpose to offer a food supplement with high nutritional
value. Objective: Optimization and validation of a methodology for the determination
of vitamin A in fluid milk, using modified methodology of Association of Official Analytical
Chemists (AOAC). Method: The high performance liquid chromatography with fluorescence
detection was used to evaluate vitamin A contents in 261 milks of the program. Results:
The validated analytical method was adequate for the determination of vitamin A in fluid
milks in the laboratory routine. The results showed that 52% of the samples had vitamin A
concentrations above the declared value in the nutrition facts label, while 11% presented
lower content in comparison to the declared value. Conclusions: Monitoring of vitamin A
levels in these milks should be continuous to ensure the amount of micronutrient declared
on the label and to meet the objectives of the program.
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INTRODUCAO

A vitamina A é um nutriente essencial para o funcionamento nor-
mal da visao, para o crescimento, desenvolvimento e manutencao
da integridade das células epiteliais, funcdo imune e reproducao’.

De acordo com o Ministério da Saide (MS), a ingestao diaria reco-
mendada (IDR) de vitamina A é de 600 pg para adultos, entre 375 pg
e 500 pg para lactentes e criancas, de acordo com a faixa etaria, e
de 800 pg e 850 pg, respectivamente, para gestantes e lactantes?.

A deficiéncia de vitamina A é considerada uma das principais defi-
ciéncias nutricionais dos paises subdesenvolvidos, sendo a principal
causa de cegueira evitavel no mundo, estando também associada
a 23% das mortes por diarreia em criancas®. No Brasil, a populacao
infantil do Nordeste é a mais vulneravel ao problema, porém existem
indicagbes da ocorréncia de hipovitaminose A também em bolsoes de
pobreza na Regido Sudeste*®. Com o intuito de reduzir essa deficién-
cia, o Governo do Estado de Sao Paulo criou, em 1999, o Programa
Viva Leite para distribuicao gratuita de leite pasteurizado enrique-
cido com ferro e vitaminas A e D para a populacdo de baixa renda.
O programa fornece anualmente 75 milhoes de litros de leite para
criancas e idosos em situacao de inseguranca alimentar e vulnerabili-
dade social, atendendo atualmente cerca de 420 mil familias®.

A Organizacdo Mundial da Salde recomenda o aleitamento
materno exclusivo até os 6 meses de idade; apos essa fase, ali-
mentos complementares devem ser incluidos, mantendo o aleita-
mento materno pelo menos até os 2 anos de idade. O leite materno
contém todas as proteinas, acUcares, gorduras, vitaminas e agua
que o lactente necessita para ser saudavel’; além disso, apresenta
determinados anticorpos e globulos brancos que oferecem imuni-
dade neste periodo. Na fase adulta, o consumo de leite de vaca
fornece parte desses nutrientes essenciais, suprindo o organismo
com energia, proteinas de alta qualidade e uma variedade de vita-
minas e minerais, porém, o processamento térmico pode levar a
perdas nutricionais, principalmente, a de vitaminas®.

0 enriquecimento do leite com vitaminas esta se tornando uma
pratica cada vez mais comum, e pode ser aplicado tanto para
compensar as perdas nutricionais decorrentes do processamento
ou para aumentar o seu valor nutritivo. O processo de enriqueci-
mento do leite deve ser bem controlado, uma vez que a vitamina
A pode ser facilmente degradada, pois é foto e termossensivel,
de facil oxidagao e instavel em pH abaixo de 4,5. Assim, para a
fortificacdo de alimentos, as vitaminas nas formas de ésteres,
como o acetato ou o palmitato de retinol, sao as mais utilizadas
por serem mais estaveis em relagao a sua forma livre®.

A padronizacdo de metodologia analitica para a quantificacdo
de vitaminas em alimentos é dificultada devido a diversidade
de procedimentos descritos na literatura e a complexidade das
matrizes existentes. Atualmente, as técnicas mais utilizadas sdo
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detecto-
res ultravioleta/visivel (UV-VIS), detector de arranjo de diodos
(DAD) e de fluorescéncia (FLU), com fases normal ou reversa'®'".
Nos ultimos anos, o desenvolvimento de técnicas como a croma-
tografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao espectrometro
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de massas tem apresentado diversas vantagens como reducao no
tempo de analise, utilizacdo de menor quantidade de solventes
e maior eficiéncia, porém, para a maioria dos laboratérios publi-
cos, ainda € uma técnica de alto custo™.

Aanalise dos teores de vitamina A nos leites do Programa é de extrema
importancia para comprovar se as usinas de beneficiamento estdo
realizando o enriquecimento adequado do produto. Entretanto, para
que os resultados sejam confiaveis, o0 método analitico deve ser vali-
dado seguindo uma norma oficial como a estabelecida pelo Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro)™.

Os objetivos deste trabalho foram apresentar as etapas da otimi-
zacao e validacdao da metodologia para a determinacao de vita-
mina A em leite fluido por CLAE-FLU, bem como aplicar o método
para avaliacao dos leites enriquecidos do Programa Viva Leite.

METODO

Amostras

As amostras de leite pasteurizado integral e leite ultra high
temperature (UHT) desnatado utilizadas na validacdo do método
foram adquiridas no comércio local da cidade de Sao Paulo.

O monitoramento do Programa Viva Leite foi realizado em
261 amostras colhidas pela Vigilancia Sanitaria em 12 municipios
do estado de Sao Paulo. Os resultados de vitamina A obtidos nas
analises foram comparados com os valores declarados na infor-
macao nutricional da rotulagem.

Padrdes e reagentes

Para a validacao da metodologia foram utilizados padrées de all-
-trans-retinol e palmitato de retinol, marca Sigma-Aldrich (St
Louis, EUA), e os seguintes reagentes (grau PA): éter de petroleo
e alcool etilico (96%), de marca Synth (Rio de Janeiro, Brasil);
hidroxido de potassio (KOH), acido ascérbico, pirogalol e butil
hidroxi tolueno (BHT), de marca Merck (Darmstadt, Alemanha).
Metanol e isopropanol, ambos de grau cromatografico, foram
obtidos da marca Carlo Erba (Milao, Italia).

Otimizacdo da metodologia

Inicialmente, foram avaliadas as condi¢oes cromatograficas de sepa-
racao e de deteccao do padrao de all-trans-retinol por CLAE-FLU. O
método da Association of Official Analytical Chemists (AOAC)™ esta-
belece o sistema de cromatografia liquida em fase normal, porém
optou-se pelo sistema de fase reversa devido a utilizagdo de solven-
tes menos toxicos. Assim, foram testadas fases moveis compostas
de metanol com diferentes proporcdes de agua até a obtencdo de
um pico com boa resolucao. As condicées de saponificacdo também
foram otimizadas, avaliando-se diferentes temperaturas e tempos
de saponificacao na tentativa de reducao deste tempo estabelecido
pelo método da AOAC (18 h). Foi ainda otimizado o processo de extra-
¢ao, utilizando-se menor volume de amostra e, consequentemente,
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menor consumo de solventes organicos em relacdo ao método da
AOAC. Além disso, verificou-se o uso dos antioxidantes BHT, piroga-
lol e acido ascorbico com o objetivo de selecionar o mais eficiente,
avaliando-se a porcentagem de recuperacao do padrao de all-trans-
-retinol adicionado na amostra de leite pasteurizado integral.

Metodologia proposta

A metodologia utilizada fundamentou-se na descrita pela AOAC',
com as modificacdes descritas anteriormente, de acordo com as
seguintes etapas:

Saponificacao e extracao: Em tubos de polietileno com capaci-
dade para 25 mL, foram pipetados 2 mL de amostra, 3 mL de KOH
(3,8 mol.L'"), 2 mL de alcool etilico e 1 mL de BHT (0,1% em alcool
etilico). Os tubos foram agitados por 2 min em agitador do tipo
vortex (modelo QL-901, marca Biomixer, Ribeirdo Preto, Brasil) e
colocados em repouso por 16 h ao abrigo da luz, para completa sapo-
nificacdo dos ésteres. Apos a saponificacdo, adicionou-se 10 mL de
éter de petroleo, 10 mL de agua, agitou-se por 30 s em agitador tipo
vortex; apos a agitacao, 1 mL de etanol foi acrescentado. Os tubos
foram centrifugados a 2.500 rpm por 10 min (centrifuga modelo NT
812, marca Novatécnica, Piracicaba, Brasil), a fase etérea foi trans-
ferida para um frasco de vidro com auxilio de micropipeta e o pro-
cesso de extracao foi repetido por mais duas vezes, com excecao da
adicdo de agua. O solvente foi completamente evaporado em con-
centrador de amostras (modelo TE-019-E3, marca Tecnal, Sao Paulo,
Brasil) com aquecimento maximo até 45°C sob fluxo de nitrogénio.
As amostras foram ressuspendidas em 1 mL de metanol, filtradas em
membranas PTFE de 0,45 pm (Millipore Corp., Bedford, MA, EUA),
transferidas para vial ambar e analisadas no mesmo dia por CLAE.

Analise cromatografica: A determinacao de vitamina A foi reali-
zada em cromatdgrafo a liquido marca Shimadzu (Kyoto, Japao),
composto de bomba LC-20AT, controlador CBM-20A, forno de
coluna CTO-20A e detector de fluorescéncia RF-10AXL (compri-
mentos de onda de excitacao 325 nm e de emissao 480 nm). Foi
utilizada coluna de fase reversa LiChrospher 5 RP18 (250 mm x
4,6 mm, particulas de 5 pm) com coluna de guarda LiChrospher
5 RP18 (25 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um), marca Varian (Palo
Alto, EUA); como fase movel foi empregado 100% de metanol,
com fluxo de 1 mL.min"', em modo isocratico; o volume de inje-
cao foi de 20 pL e temperatura do forno (coluna) de 28°C.

Uma solucao estoque do padrao foi preparada na concentracao
aproximada de 5.000 ng.mL' em isopropanol; a correcao do valor
da concentragao foi realizada por analise espectrofotométrica,
com leitura da absorbancia a 324,5 nm (Espectrofotémetro UV/
Vis modelo 8453, Hewlett Packard, Palo Alto, EUA), utilizando a
Lei de Lambert-Beer, representada pela seguinte formula:

A=¢€.b.c
Onde:

A= absorbancia da vitamina A no comprimento de onda de 324,5 nm
€ = absortividade molar da vitamina A (¢ = 5.460 L.mol'.cm™)"
b = caminho optico (1 cm)

c = concentracao molar da vitamina A na solucao (mol.L")
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Validacdo da metodologia

A validacao da metodologia foi realizada de acordo com o docu-
mento de carater orientativo DOQ-CGCRE-008 - Orientacéo sobre
validagao de métodos analiticos, da Coordenacéo Geral de Acre-
ditagao, Inmetro'. Foram determinados os seguintes parametros
de desempenho:

Seletividade: Amostras de leite pasteurizado e leite UHT desna-
tado foram fortificadas com o padrao de all-trans-retinol em trés
niveis de concentragao: 594,3; 1.816,4; 3.527,3 ng.mL" (leite
pasteurizado) e 284,3; 1.137,1; 3.411,5 ng.mL" (leite UHT).
Foram comparados os resultados obtidos das matrizes fortifi-
cadas com a solucao padrao de all-trans-retinol preparada em
metanol. As curvas analiticas dos trés grupos foram construidas
e o efeito das matrizes leite pasteurizado e leite UHT desnatado
foram verificados através da comparacao visual da inclinagdo das
retas e pelo teste t de Student.

Linearidade e faixa de trabalho: O estudo da linearidade foi reali-
zado com seis niveis de concentracéo, entre 200 e 5.000 ng.mL"",
utilizando-se padrao de all-trans-retinol. As solucbes padrao
foram preparadas em metanol, em triplicata, para a obtencao da
equacao de regressdo linear pelo método dos minimos quadra-
dos. Foi aplicado o teste de Grubbs em cada nivel para verificar
valores aberrantes e o teste de Cochran para avaliar a homoge-
neidade das variancias ou homocedasticidade dos residuos.

Limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ): O primeiro
ponto da curva de calibracao foi estabelecido como o limite de
quantificacao. Uma vez estabelecido o LQ, esse valor foi confir-
mado por meio da analise de amostras independentes no mesmo
nivel de concentracdo, com seis replicatas de leite UHT desna-
tado fortificadas com padrao de all-trans-retinol. O teste de
Grubbs foi aplicado para avaliar resultados aberrantes. O LD foi
estabelecido a partir do LQ utilizando-se a formula: LD = LQ/3,3.

Exatidao: A exatidao foi avaliada pelo teste de recuperacao dos
padroes adicionados nas matrizes leite integral pasteurizado e
leite UHT desnatado. As analises foram realizadas em triplicata
com o padrao de all-trans-retinol, em trés niveis de concen-
tracao: 594,3; 1.816,4; 3.527,3 ng.mL" (leite pasteurizado) e
284,3; 1.137,1; 3.411,5 ng.mL" (leite UHT). O critério de aceita-
cao para a recuperacgao foram valores entre 95% e 105%.

Precisdao: Para a repetitividade, foram utilizados os resultados
obtidos no ensaio de exatidao para amostras fortificadas, cal-
culando-se o desvio-padrao para cada nivel de concentracéo e
o desvio-padrao relativo (RSD). Valores de RSD inferiores a 10%
atenderam ao critério de repetibilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacdo da metodologia

A otimizacdo foi iniciada pelas condigbes cromatograficas de
separacao e de deteccao do padrao de all-trans-retinol por
CLAE-FLU. Inicialmente, utilizou-se fase movel metanol:agua
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(95:5, v/v), porém, nestas condicdes, o pico cromatografico do
retinol apresentou uma cauda. Ao utilizar 100% de metanol como
fase movel, os resultados mostraram-se satisfatorios, com boa
eficiéncia do pico cromatografico (Figura 1). Para manter a efi-
ciéncia da coluna, foi realizada semanalmente uma limpeza no
sistema cromatografico utilizando solucdo composta por meta-
nol:acetonitrila:acido acético 2% (35:35:30, v/v/v), com fluxo de
1 mL.min"" durante 45 min.

A extracao de vitamina A em alimentos normalmente requer uma
etapa adicional de saponificacao antes da extracao com solvente
organico. O processo de saponificacdo permite o rompimento das
ligacoes dos ésteres na matriz lipoproteica, com liberacdo de aci-
dos graxos, glicerol, fosfolipideos e outras moléculas. As vitaminas
lipossoluiveis como a vitamina A encontram-se nas fracdes insapo-
nificaveis e, com este procedimento, as formas esterificadas da
vitamina A sao convertidas em formas alcodlicas livres, permitindo
a quantificacao. Por outro lado, pode ocorrer degradacao destas
vitaminas, dependendo das condicées de saponificacao, ou ainda,
pela presenca de impurezas nos solventes utilizados na extracao®.
De acordo com o método descrito na AOAC™, recomenda-se 18 h,
a temperatura ambiente, para a saponificacdo dos ésteres de
vitamina A. Por ser um periodo de tempo relativamente longo,
foram realizadas tentativas de reducao do tempo com o aumento

mV

A Detector A: Ex:325 nm, Em:480 nm
350

300 A
250 H

200 H

100 A

50 A
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da temperatura: foram avaliados cinco diferentes tempos (30, 45,
60, 90 e 120 min) a 45°C, utilizando-se amostras de leite pasteu-
rizado integral enriquecidos com padrao de palmitato de retinol.
Os resultados de vitamina A foram comparados com os valores
obtidos pela saponificacdo em temperatura ambiente durante
16 h. Quanto maior a area do pico cromatografico do palmitato de
retinol, menor a conversao deste para a sua forma livre, ou seja,
menor a eficiéncia da condicdo estabelecida para a saponifica-
cdo. Comparando-se as areas dos picos cromatograficos de retinol
livre e do palmitato de retinol, verificou-se que apenas na amostra
saponificada por 16 h houve conversao do palmitato para a forma
livre numa proporcao superior a 99%.

Foram ainda avaliados os antioxidantes BHT, pirogalol e acido
ascorbico, ao se realizar analises de recuperacao do padrao de
all-trans-retinol adicionado na amostra de leite pasteurizado
integral, apds 16 h de saponificacdo, e verificar a atividade de
protecao da vitamina A. A maior recuperacao foi observada no
ensaio utilizando-se o BHT (98%), seguido do acido ascorbico
(85%) e, por ultimo, o pirogalol (80%). O uso do acido ascorbico
ocasionou efervescéncia da amostra durante a agitacao, favore-
cendo a perda do analito e, assim como o pirogalol, ambos nao
ofereceram protecao adequada da vitamina A, provavelmente
por apresentarem caracteristicas hidrossoliveis'.
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0.0 2.5

mV
B Detector A: Ex:325 nm, Em:480 nm

350
300
250
200
150
100

50

S

5.150

T 1
0.0 25

T T T T T | T T T
5.0 7.5 min

Figura 1. Cromatogramas da solucao padrao de all-trans-retinol a 1.800 ng.mL"em metanol (A) e do extrato de amostra de leite pasteurizado
enriquecido com vitamina A em metanol (B). Condicoes cromatograficas: coluna C18 (250 mm x 4,6 mm; 5um); fase mdvel: 100% metanol; fluxo de

1 mL.min"', em modo isocratico.
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Validacéo

Seletividade: A analise visual das inclinagdes das retas dos resul-
tados obtidos com as matrizes (leite pasteurizado e leite UHT
desnatado) fortificadas com o padrao de all-trans-retinol indi-
cou que, aparentemente, nao havia interferéncia de matriz; isto
foi confirmado estatisticamente pelo teste t de Student para os
coeficientes angulares. Os valores de t calculados (t
0,362 et
dos (t

calc leite UHT
=1,014) foram menores do que os tabela-

=2,069), com confianca de 95%.

‘calc leite pasteurizado

‘tab leite UHT e pasteurizado

Como os resultados mostraram que nao existia interferéncia de
matriz, os calculos para estudos de linearidade, LD e LQ, pre-
cisao e exatidao foram realizados usando a curva de calibracao
sem a matriz.

Linearidade e Faixa de Trabalho: Em cada nivel de concentracéao,
foi aplicado o teste de Grubbs e foi verificada a auséncia de
valores aberrantes.

Na curva de calibracdo, foi possivel avaliar a dispersdao das
medidas em funcao da concentracao; uma vez que a condicao
de variancia seja uniforme, é chamada homocedasticidade. Para
verificar se o sistema é homocedastico (variancias iguais) ou
heterocedastico (variancias diferentes), foi aplicado o teste de
e w d€ 0,61 (tri-
plicata em seis niveis de concentracao, com confianca de 95%),
confirmando que o sistema é homocedastico, ou seja, possui
variancias semelhantes ao longo da faixa de trabalho. O grafico
de residuos da curva analitica de calibracdo apresentou distri-
buicdo aleatdria, livre de tendéncias.

Cochran. O valor de C__ foi de 0,50 para um C

O coeficiente de determinacao (R?) forneceu um indicativo
de quanto a reta pode ser considerada como modelo mate-
matico, uma vez que o valor encontrado foi de 0,9997, pré-
ximo de 1, indicando que o método foi linear dentro da faixa
de trabalho proposta.

LD e LQ: O primeiro ponto da curva de calibracao (215,0 ng.mL™")
foi estabelecido como o limite de quantificacdo. Os resultados
das analises das seis replicatas de leite UHT desnatado fortifica-
das com padréo de all-trans-retinol neste nivel de concentracéo
nao apresentaram valores aberrantes, pois, no teste de Grubbs,
valores de G calculados (1,685 e 1,045) foram menores do que
o tabelado (2,126, com 95% de confianca). O RSD foi inferior a
10%, indicando que o método possui precisdo adequada, ou seja,
é repetitivo. O limite de deteccédo foi calculado pela formula
LD = LQ/3,3, resultando em um valor de 65,1 ng.mL".

Exatidao: Os resultados dos ensaios de recuperacao de vitamina
A adicionada nas matrizes estao apresentados na Tabela, e as
porcentagens de recuperacao da adicao de all-trans-retinol em
todos os niveis apresentaram-se dentro do critério estabele-
cido, com valores entre 95% e 110%, indicando uma recupera-
cao adequada.

Precisao: Para o estudo da repetibilidade, foram utilizados os
resultados obtidos no teste de recuperacao de amostras for-
tificadas, calculando-se o desvio-padrao para cada nivel de
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concentragdo e o desvio-padrao relativo. Concluiu-se que
o método atende ao critério de repetibilidade estabelecido
em toda a faixa de trabalho, apresentando RSD inferiores a
10% (Tabela).

Analise de vitamina A em leites enriquecidos

O teor de vitamina A declarado na informacao nutricional da
rotulagem das amostras de leite pasteurizado é 120 ug equiva-
lentes de retinol (ER) em 200 mL, porcao correspondente a um
copo. Segundo a Resolucao RDC n° 360, de 23 de dezembro de
2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/MS (Anvisa/
MS), referente a informacédo nutricional de alimentos embala-
dos, admite-se uma tolerancia de 20% com relacdo aos valores
declarados no rétulo, tornando aceitaveis resultados analiticos
de vitamina A entre 96 e 144 pg ER na porcao'. A Figura 2 repre-
senta as porcentagens das amostras com teores de vitamina Aem
conformidade, acima e abaixo dos valores declarados na infor-
macao nutricional da rotulagem.

Tabela. Ensaios de recuperacao e desvio-padrao relativo (RSD) da
vitamina A em leites pasteurizado integral e ultra high temperature
(UHT) desnatado.

Padrao

Matriz adicionado Recuperagao RSD
(Vitamina A em ng.mL"") (ng.mL") (%) (%)
594,3 101,1 5,2
Leite pasteurizado
integral 1.816,4 100,3 5,6
(768,9)*
3.527,3 104,5 5,1
284,3 107,9 2,4
'('se;t‘;)lfHT CEERED 1.137,1 105,3 33
3.411,5 100,2 6,2

* Concentragoes de vitamina A analisadas nas matrizes sem adicao de
padrao; analises realizadas em triplicata, em cada nivel de fortificacao,
com adicao de padrao de all-trans-retinol.

. Amostras em conformidade com a legislagdo 37%

. Amostras com teores de vitamina A abaixo
dos valores declarados 11%

D Amostras com teores de vitamina A acima
dos valores declarados 52%

Figura 2. Porcentagens das amostras de leite pasteurizado analisadas,
com teores de vitamina A em conformidade, acima e abaixo dos valores
declarados na informacao nutricional da rotulagem.
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Das 261 amostras analisadas, 136 (52%) apresentaram teores de
vitamina A acima do valor declarado, sendo que, em 51% delas, os
valores estavam entre 144 e 200 ug ER, em 48% entre 200 e 300 ug
ER e uma amostra apresentou teor acima de 300 pg ER na porcao.

Observou-se uma quantidade significativa de amostras com
teores de vitamina A acima do valor declarado, o que provavel-
mente ocorre porque o leite ja possui naturalmente uma quan-
tidade da vitamina. Segundo a Tabela Brasileira de Composicao
de Alimentos da Universidade de Sao Paulo (TBCA-USP)"; a con-
centracao de vitamina A em leite integral pasteurizado situa-se
entre 42 e 54 pg ER em 100 mL. Essas concentracoes podem
variar de acordo com a alimentacéo, raca e qualidade genética
dos animais, além das condicoes ambientais em que os animais
se desenvolvem'®. Muitas usinas beneficiadoras provavelmente
ignoram a quantidade de vitamina pré-existente no leite e adi-
cionam o micronutriente com o intuito de obter um valor pro-
ximo ao declarado na rotulagem.

A Resolucao RDC n° 360/2003 da Anvisa/MS estabelece que, para
produtos que contenham micronutrientes em quantidade superior
a tolerancia de 20%, a empresa responsavel deve manter a disposi-
¢ao os estudos que justifiquem tal variacao's. Amesma observacao
em relacdo a sobredosagem de micronutrientes é verificada na
Portaria n° 31, de 13 de janeiro de 1998, da Secretaria de Vigi-
lancia em Salde (SVS) do MS: Regulamento Técnico referente a
Alimentos Adicionados de Nutrientes Essenciais’®. Sendo assim,
seria permitida uma sobredosagem de vitamina A, pois esta € sus-
cetivel a degradacdo quando exposta a luz, a altas temperaturas
e ao oxigénio®. Esta sobredosagem de vitamina A encontrada nas
amostras analisadas provavelmente tem como objetivo garantir as
concentragdes do micronutriente declaradas até o prazo final de
validade do produto, prevendo sua possivel degradagao.

ARDC n° 269, de 22 de setembro de 2005, da Anvisa/MS, estabe-
lece os valores de ingestao diaria recomendada considerando a
necessidade de orientar consumidores e produtores de alimentos
sobre os valores recomendados de proteinas, vitaminas e mine-
rais2. A IDR corresponde a quantidade de nutrientes a serem con-
sumidos diariamente para atender as necessidades nutricionais
da maior parte dos individuos e grupos de pessoas de uma popu-
lacdo sadia e foram estabelecidos com base nas referéncias da
Food and Agriculture Organizations of the United Nations (FAO)
e do Institute of Medicine (I0M)>2°2!, Além das recomendacoes
de ingestdo, o IOM estabelece ainda o limite superior tolera-
vel de ingestao (tolerable upper intake level - UL) para alguns
micronutrientes. O UL é o valor mais alto de ingestao diaria con-
tinuada de um nutriente que aparentemente nao oferece risco
de efeito adverso a salde para a maioria dos individuos de um
determinado grupo?'.

REFERENCIAS

Abe-Matsumoto LT et al. Vitamina A em leites fluidos enriquecidos

Os niveis de vitamina A acima do valor declarado observados nes-
tes leites provavelmente nao representam riscos a saude, pois o
limite superior toleravel de vitamina A é de 3.000 pg ER por dia
para um adulto saudavel, de acordo com o IOM?'. Dificilmente
se alcancaria esta dose limite de vitamina A com o consumo dos
leites pasteurizados, pois a populacao que se beneficia deste
Programa é de baixa renda, na maioria dos casos, sem acesso a
uma alimentacao nutricionalmente adequada.

A quantidade de vitamina A estabelecida para os leites deste Pro-
grama (120 pg ER por porcao) corresponde a 20% da IDR de vita-
mina A para um adulto saudavel e cerca de 24% para criancas®.
0 intuito deste Programa é oferecer um alimento nutritivo para
uma populacdo com tendéncia a desnutricdo, portanto a vitamina
Adeve ser adicionada no leite na quantidade minima estabelecida.

Em relacdo as amostras que apresentaram concentracdes de
vitamina A abaixo do valor declarado, o menor valor encontrado
foi de 63,0 pg ER na porcao. Baixos teores de vitamina A podem
ser decorrentes da falta de homogeneizacao durante o processo
de incorporacao do mix de nutrientes, ou pela auséncia de enri-
quecimento do produto, ou mesmo pela sua degradacao.

CONCLUSOES

0 método analitico otimizado e validado estabelecido para a
determinacao de vitamina A em leites fluidos demonstrou possuir
seletividade, precisao e exatidao, permitindo obter resultados
confiaveis nas analises laboratoriais de rotina.

A aplicacdo do método na analise dos leites pasteurizados enri-
quecidos indicou que 52% das amostras apresentaram sobredosa-
gem de vitamina A, porém, estes niveis ndo representam riscos a
salde do consumidor, tendo em vista que este leite é distribuido
para a populacao de baixa renda com tendéncia a desnutricao.

Os resultados das analises de vitamina A abaixo do valor decla-
rado observados nas amostras podem indicar auséncia de enri-
quecimento ou falta de controle durante o processo. A falta de
enriquecimento por parte das usinas € um fato alarmante e deve
ser tratado com atencao pelos 6rgaos de Vigilancia Sanitaria,
pois isto compromete o objetivo do programa do governo, que
visa reduzir a deficiéncia de vitamina A na populacéo carente.

A vitamina A é essencial ao sistema imunologico, visual e para a
manutencao das funcoes celulares. Logo, o monitoramento dos
teores desta vitamina em leites enriquecidos deve ser constante,
incluindo acdes corretivas para sanar as eventuais falhas no pro-
cesso de enriquecimento e garantir a oferta de um produto ade-
quado para a populacao beneficiada pelo Programa.

1. Mahan LK, Escott-Stump S. Krause alimentos, nutricao e
dietoterapia. 12a ed. Sao Paulo: Elsevier; 2010.

2. Ministério da Saude (BR). Resolucdo RDC N° 269, de 22 de
setembro de 2005. A Agéncia Nacional de Vigilancia

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Sanitaria aprova o Regulamento Técnico sobre

a Ingestéo Diaria Recomendada (IDR) de proteina,
vitaminas e minerais. Diario Oficial Unido.

23 set 2005.

Vigil. sanit. debate 2018;6(2):67-73 | 72



R

10.

11.

12.

Queiroz D, Paiva AA, Pedraza DF, Cunha MA,

Esteves GH, Luna JG et al. Deficiéncia de vitamina
A e fatores associados em criancas de areas

urbanas. Rev Salde Publica. 2013;47(2):248-56.
https://doi.org/10.1590/50034-8910.2013047002906

Pedraza DF, Rocha ACD. Deficiéncias de micronutrientes
em criancas brasileiras assistidas em creches: revisao da
literatura. Cienc Saude Coletiva. 2016;21(5):1525-44.
https://doi.org/10.1590/1413-81232015215.20712014.

Chiu M, Dillon A, Watson S. Vitamin A deficiency and
xerophthalmia in children of a developed country.

J Paediatr Child Health. 2016;52(7):699-703.
https://doi.org/10.1111/jpc.13243

Secretaria de Desenvolvimento Social (Sao Paulo).
Programas da Secretaria de Desenvolvimento Social: Viva
leite. 2017[acesso 25 ago 2017]. Disponivel em: http://
www.desenvolvimentosocial.sp.gov.br/portal.php/vivaleite

World Health Organization - WHO. The optimal duration of
exclusive breastfeeding: Report of the expert consultation.
Geneva: World Health Organization; 2001.

Sociedade Brasileira de Alimentacao e Nutricao. A
importancia do consumo de leite no atual cenario
nutricional brasileiro. [S.l.]: Sociedade Brasileira de
Alimentacao e Nutricao; 2015[acesso 22 ago 2017].
Disponivel em: http://bit.ly/2k4gyZ6

Marques MF, Marques MM, Xavier ER, Gregorio EL.
Fortificacdo de alimentos: uma alternativa para suprir as

necessidades de micronutrientes no mundo contemporaneo.

HU Revista. 2012;38(1-2):29-36.

Yeh EB, Barbano DM, Drake M. Vitamin fortification
of fluid milk. J Food Sci. 2017;82(4):856-64.
https://doi.org/10.1111/1750-3841.13648

Woolard DC, Bensch A, Indyk H, McMahon A. Determination
of vitamin A and vitamin E esters in infant formulae

and fortified milk powders by HPLC: use of internal
standardization. Food Chem. 2016;197(Pt A):457-65.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.10.077

Plozza T, Trenerry VC, Caridi D. The simultaneous
determination of vitamins A, E and B-carotene
in bovine milk by high performance liquid

Abe-Matsumoto LT et al.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Vitamina A em leites fluidos enriquecidos

chromatography: ion trap mass spectrometry
(HPLC-MS"). Food Chem. 2012;134(1):559-
63. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.02.121

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
- Inmetro. DOQ-CGCRE-008 revisao 05: Orientacao

sobre validacdo de métodos analiticos: documento de
carater orientativo. Rio de Janeiro: Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia; 2016[acesso 06 mar
2018]. Disponivel em: http://www.inmetro.gov.br/Sidog/
Arquivos/Cgcre/DOQ/DOQ-Cgcre-8_05.pdf

Association of Official Analytical Chemists. Official methods
of analysis. 18 ed. Gaithersburg: Association of Official
Analytical Chemists; 2005.

Ball GFM. Vitamins in foods: analysis, bioavailability, and
stability. Boca Raton: CRC Press; 2006.

Ministério da Salide (BR). Resolucao RDC N° 360, de 23 de
dezembro de 2003. Aprova o Regulamento Técnico sobre

Rotulagem Nutricional de Alimentos Embalados tornando

obrigatéria a rotulagem nutricional. Diario Oficial Unido.

26 dez 2003.

Tabela brasileira de composicao de alimentos: Versao 5.0,
2008[acesso 25 jul 2017]. Disponivel em: http://www.fcf.
usp.br/tabela/buscar_alim.asp

Faria GHF, Vieira DAP, Machado SS. Comparacao da
composicao do leite em diferentes espécies: uma
revisao. Cad Educ Tecnol Soc. 2008;1(1):104-8.
https://doi.org/10.14571/cets.v1i1.134

Ministério da Salde (BR). Portaria N° 31, de 13 de janeiro
de 1998. Aprova o Regulamento Técnico referente a

alimentos adicionados de nutrientes essenciais, constante
do anexo desta Portaria. Diario Oficial Unido. 16 jan 1998.

Food and Agriculture Organization of the United Nations -
FAO, World Health Organization - WHO. Human vitamin and
mineral requirements. Rome: Food and Nutrition Division;
2001.

The National Academies of Sciences Engineering
Medicine. Dietary reference intakes tables and
application. Washington, DC: National Academy of
Sciences; 2017[acesso 22 ago 2017]. Disponivel em:
http://www.nationalacademies.org/DRIs

Agradecimentos
A Célia Maria Gaudéncio e a Roberta Francese Paiva, pelo auxilio técnico prestado na execucéo deste trabalho.

Conflito de Interesse
Os autores informam nao haver qualquer potencial conflito de interesse com pares e instituicdes, politicos ou financeiros deste estudo.

(OMOoM

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Esta publicacao esta sob a licenca Creative Commons Atribuicao 3.0 ndao Adaptada.
Para ver uma copia desta licenca, visite http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/deed.pt_BR.

Vigil. sanit. debate 2018;6(2):67-73 | 73



