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RESUMO

No Brasil a producdo e o consumo de miudos estdo em desenvolvimento, em
especial o figado, que é fonte de nutrientes, considerado uma rica fonte de vitamina
A. Essa vitamina é um micronutriente que desempenha papel essencial na visao, no
crescimento, no desenvolvimento e ha manutencao do tecido epitelial, em processos
imunoldgicos e na reproducdo. Por ser um alimento de facil aquisicdo e de baixo
valor comercial, o figado de galinha é uma aposta para o combate a deficiéncia de
vitamina A (DVA), que acomete principalmente criancas e gestantes de paises
emergentes. O presente estudo teve como objetivo analisar a concentracdo de
retinol, através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em figados de
galinhas de granjas, organicos e caipiras, em diferentes condicoes de
descongelamento e coccdo, comercializados na cidade de Natal/RN. Além disso,
esse estudo objetivou validar uma adaptacédo na metodologia proposta por Hosotani
& Kitawaga (2003) para a analise de retinol neste alimento de modo que o método
de analise se tornasse simples, rapido e barato. Os valores das médias de retinol em
figado de galinha de granja para as trés marcas analisadas, foram: 9152,9 + 719;
4673,1 + 389; 5943,6 + 614 ug/100 g (p < 0,05). A média de retinol em figado de
galinha organica foi 3401,33 + 597,12 ug/100 g. A média de retinol em figado de
galinha caipira foi de 30094,79 £ 4628,75 ug/100 g. Foi observado que o assamento
em forno por 35 minutos a 200 °C e o processo de descongelamento por um minuto
em microondas ocasionaram perdas significativas de 39,9 % (p < 0,05) e de 26,2 %
(p < 0,01), respectivamente, na concentracdo de retinol no figado de galinha de
granja. A validacdo do método resultou em uma técnica com uma rapida extragéo e
determinacdo e quantificacdo precisa de retinol em amostras de figado de galinha,
com tempo de retencdo médio de 5.2 minutos a 23 °C, com 6timos resultados de
linearidade (R = 0,9999), estabilidade do padrédo-estoque e do processo
congelamento-descongelamento, precisdao com coeficiente de variagdo abaixo de 15
% e recuperacao com valores de 93 % a 101,2 %. Apesar das perdas significativas
NOsS processos térmicos, o consumo de uma por¢cado média de figado assado (88 Q)
supre a necessidade diaria de vitamina A de um homem acima de 14 anos em até 6
vezes e de até 20 vezes as necessidades diarias de criangcas de 1 a 3 anos. O

estudo mostrou uma diferenga significativa entre marcas de figados de granja assim
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como em figados de galinha caipira e organico, e uma perda significativa no
contetdo de retinol nos figados de galinha quando submetido a processamentos
térmicos. O método validado é apto e seguro para analise de retinol nesse tipo de

alimento.

Palavras-Chave: CLAE, vitamina a, alimento, frango, coccéo, congelamento.
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ABSTRACT

In Brazil, the production and consumption of giblets are under development, in
particular the liver, which is the source of nutrients considered to be a rich source of
vitamin A. This vitamin is a micronutrient that plays an essential role in vision, growth,
development and maintenance of the epithelial tissue, and in immunological
processes in reproduction. Being a food easy acquisition and low commercial value,
the chicken liver is a bet to combat vitamin A deficiency (VAD), which affects mainly
children and pregnant women in developing countries. This study aimed to analyze
the concentration of retinol by high performance liquid chromatography (HPLC) in
livers of farms of chickens, organic and hillbillies in different conditions of thawing
and cooking, marketed in the city of Natal/RN. In addition, this study aimed to
validate an adaptation of the methodology proposed by Hosotani & Kitawaga (2003)
for retinol analysis in this food so that the method of analysis become simple, fast
and cheap. The mean values of retinol in farm chicken liver for the three brands
analyzed were: 9152,9 + 719; 4673,1 + 389; 5943,6 + 614 mg/100 g (p < 0,05). The
average retinol organic chicken liver was 3401,33 £ 597,12 g / 100 g. The average
retinol in hillbilly chicken liver was 30094.79 + 4628,75 g/100 g. It was observed that
the baking oven for 35 minutes at 200 ° C and thawing process in microwave for one
minute caused a significant loss of 39,9 % (p < 0,05) and 26,2 % (p < 0,01),
respectively, the retinol concentration in farm chicken liver. The method validation
technique resulted in a rapid extraction and determination and quantification need
retinol in chicken liver samples, with an average retention time of 5,2 minutes at 23 °
C, with excellent results linearity (R = 0,9999 ) standard stock stability and freeze-
thaw process accurately coefficient of variation below 15% and recovery with values
of 93 % to 101,2 %. Despite significant losses in thermal processes, consumption of
an average serving of roasted liver (88 g) supplies the daily requirement of vitamin A
for a man over 14 years up to 6 times and 20 times the daily needs of children 1 to 3
years. The study showed a significant difference between farm livers brands as well
as free-range and organic chicken livers, and a significant loss in the retinol content
in chicken livers when subjected to thermal processing. The validated method is

suitable and safe for retinol analysis in this type of food.

Keywords: HPLC, vitamin a, food, chicken, cooking, freezing.
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1. INTRODUCAO

A galinha domeéstica (Gallus gallus domesticus) esta classificada na
ordem galiforme e na familia phasianidae. Sua origem veio da descendéncia de
mudancas genéticas de uma ave silvestre - a galinha Vermelha do Mato (Red
Jungle Fowl — Gallus gallus), sendo domesticada, primeiramente, pela
populacdo do Sudeste da Asia, com relatos de periodos anteriores a 5400
a.C.}® e com a difusdo de sua raca para outros paises, como o Japdo, Ir3,
india, que utilizavam as galinhas para o uso de adornos (penas nas roupas),
religido e esporte/lazer (briga de galo). Foi na Grécia onde comecou a ser
utilizada como alimento e em seguida sendo disseminada na propria Europa e

em outros continentes como a Africa®-5.

No Brasil, com a chegada dos portugueses em 1500, Pedro Alvares
Cabral trouxe os primeiros exemplares de ragas puras, orientais, mediterraneas
e do sul da Europa, as quais foram domesticadas tanto pelos portugueses que

vieram a nova terra quanto pelos indios nativos’?2.

O desenvolvimento da avicultura no Brasil se deu na regido sudeste do
Brasil, onde primeiramente se cultivava galinhas para concursos de melhor
penugem?®. Apds a Segunda Guerra Mundial, com a escassez alimentar foi que
se procurou alimentos alternativos para a carne bovina. Assim, as aves
passaram a ser criadas em areas de pastos e grandes galpées com o objetivo
de produzir carne e ovo. Concomitantemente, os avicultores comecaram a
importar linhagens hibridas originadas dos Estados Unidos que produziam mais
e eram mais resistentes. Com isso, ap0s 0s anos 60, 0s granjeiros da regido
sul do pais j& desenvolviam atividades independentes com criacdo e locais

para o abatimento da ave!®!l,

Desde entéo, a avicultura busca novos mercados para seus produtos
processados, cortes e mildos®. Atualmente, o Brasil ocupa uma posicdo
respeitada na producdo de carne de frango, ocupando o primeiro lugar na

producéo e terceiro no consumo de carne de frango*2.

Esse valor agregado a produtos provindos da avicultura ndo esta

somente vinculado a elaborac&o de novos produtos, mas também a qualidade
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intrinseca do alimento. O investimento de qualidade é considerado o principal
diferencial de um produto. O tipo de conservacgao utilizado define o tempo de
vida util ou de conservagédo do produto de modo que o alimento conserve seu

valor nutritivo, sensorial e seja seguro a sua ingestao®3.

O figado destes animais sdo considerados uma importante fonte de

nutrientes, rico em proteinas, ferro e vitamina A415,

A vitamina A foi a primeira vitamina lipossoluvel a ser descoberta em
1913 por dois grupos distintos de pesquisadores®?. E um termo genérico para
se referir a um micronutriente que estd efetivamente relacionado a trés
compostos pré-ativos: o retinol, o retinal e o &cido retinoico. Esses compostos
sdo comumente encontrados em produtos de origem animal, se apresentando
na forma de ésteres — o retinol estocado, geralmente, esta ligado a um acido
graxo, como o palmitato, formando o retinil palmitato, que por sua vez ligam-se
as proteinas dos alimentos, formando assim a forma ativa da vitamina A. Os
alimentos de origem vegetal apresentam em sua CoOmposicdo um grupo de
provitaminas conhecidas como carotenoides, compostos bioativos, n&o

sintetizados pelo organismo humano e considerados precursores da vitamina
A18’19.

As necessidades de vitamina A para diferentes estagios de vida e sexo
estdo relacionadas com as quantidades de estoque, sdo preconizadas pelo
Instituto de Medicina (IOM) e séo representadas em atividade equivalente de
retinol (RAE)?%:2L,

Ressalta-se 0 cuidado com a ingestdo em grandes quantidades que
ultrapassem o limite diario podendo, dessa forma, causar intoxicagdo. Por mais
rara que sejam os casos de hipervitaminose A em decorréncia do consumo
alimentar encontradas na literatura??, Chagas et al.'® relatam que gestantes
com aportes adequados de vitamina A ndo devem receber uma suplementacéo
diaria superior a 8000 Ul (2400 pg de RAE) com o risco de afetar o
desenvolvimento do embrido até o fim da gestacdo. O estado nutricional da
gestante € determinante para o estado nutricional dos recém-nascidos,

principalmente em referéncia a protecéo contra a deficiéncia de vitamina A%.
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Assim como o0 excesso da ingestdo de vitamina A pode ser nocivo, a
deficiéncia de vitamina A (DVA) também preocupa e é considerada uma das
mais importantes deficiéncias nutricionais nos paises emergentes causando
problemas de saude de graves proporgcdes, principalmente no estado
nutricional de criancas, jovens, adultos e idosos?324, A DVA ndo acontece
imediatamente quando existe déficit na ingestédo alimentar, mas sim quando os
estoques corporais estdo escassos?®. Nesta situacdo ocorrem alteragées na
visdo, inicialmente com a cegueira noturna, levando a possiveis quadros de
xeroftalmia e ceratomalacia. Quando néo tratados tornam-se irreversiveis, com
perda da visdo. Ademais a vitamina esta relacionada diretamente com a
protecao epitelial, evitando quadros de hiperqueratose folicular — lesédo na pele
- e com o sistema imunoldgico?6-28, As deficiéncias de vitamina A, ferro e iodo
sdo responsaveis por englobar 2 bilhdes de pessoas no mundo?®, afetando
cerca de 40 % da populacdo mundial, sendo a maioria criangas, gestantes e
lactantes®.

A DVA é muito comum em gestantes que vivem em paises em
desenvolvimento, devido a sua alta demanda de vitamina A. Aproximadamente
600 mil mulheres morrem em complicacdes de partos que poderia ser evitado
através de um melhor acompanhamento nutricional, incluindo o aporte de
vitamina A3

A Pesquisa Nacional de Demografia e Saude da Crianca e da Mulher
(PNDS)%2, em 2006, relatou dados de prevaléncia nacionais de deficiéncia de
vitamina A entre criangas menores do que 5 anos e mulheres entre 15 a 49
anos, onde 17,4 % das criangas e 12,3% das mulheres apresentaram niveis
inadequados de vitamina A, sendo os maiores indices em criancas na regiao
Sudeste (21,6 %) e Nordeste (19 %).

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Saude, o Brasil se
encontra em uma grave situacdo no que se diz a respeito a caréncia de

vitamina A, segundo dados de indicadores subclinicos®3.
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2. CARACTERIZAQAO DO PROBLEMA

A DVA é uma doenca carencial que ainda € um problema mundial,
principalmente em paises emergentes nos quais o baixo nivel socioeconémico
esta intimamente ligado ao seu diagnéstico. A caréncia de micronutrientes é
conhecida como fome oculta. O Brasil se destaca em casos de DVA em
criancas, gestantes e lactantes na regido Nordeste e em algumas regides do
Sudeste devido a moradia em condi¢bes pouco satisfatoria e o inadequado
habito alimentar de carater tanto qualitativo quanto quantitativo?*.

A obtencdo de dados sobre o consumo e a composi¢cdo de alimentos
regionais tem sido encorajada com o objetivo de agregar informacdes novas,
atualizadas e representativas, garantindo seguranca alimentar e nutricional.
Dados sobre composi¢cdo de alimentos sdo importantes para imensuraveis
atividades como: avaliacdo do abastecimento e do consumo alimentar de um
pais, averiguacdo da adequacdo nutricional da dieta individual e de
populacdes, avaliagdo do estado nutricional, o desenvolvimento de pesquisas
sobre as associagfes entre dieta e doenca, para orientagdes nutricionais, para
a industria no desenvolvimento de novos produtos, rotulagem nutricional de

produtos, além de outras finalidades3*,

Atualmente o Brasil se destaca na produgdo de aves como
frangos/galinhas®; consequentemente ha uma grande disponibilidade de figado
destas aves no mercado. O figado de galinha aparece como alternativa para o
enfrentamento no combate a DVA, sendo um alimento de baixo custo, acesso
facil e seguro, sendo uma opg¢éo acessivel, devido a seu alto teor de vitamina
A. Entretanto, dados sobre sua real composicdo sdo confusas devido a

resultados divergentes encontrados na literatura3>42,

Além do mais, esses dados divergem quando o alimento é submetido a
processamentos térmicos. Sabe-se que as mudancas quimicas e fisicas
ocasionadas por diferentes métodos de coccdo e descongelamento podem
alterar o valor nutricional do alimento, e séo influenciadas por fatores diversos
como a forma de transferéncia de calor, a intensidade da temperatura, o tempo,

a duracéo do processo e o meio de coccdo utilizados*3.
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O presente estudo trara a contribuicdo de novos dados quantitativos
bioquimicos do figado de galinha de granja cru, submetidos a diferentes
métodos de cocgdo e descongelamento, assim como o figado de galinhas
organicos e caipira, podendo assim ser inserido nas tabelas de composicao de
alimentos, contribuindo nas acBes de orientacdo e prescricdo dietética
baseadas em principios desenvolvimentistas locais e na diversificacdo na

busca de evitar dietas fatigantes e desequilibradas.

Na literatura, encontram-se também diversos métodos cromatograficos
para a analise da vitamina A. A maioria deles apresentam técnicas de extracao
e quantificacado que diferem entre si, ocasionando um aumento no tempo e no
custo da metodologia. O presente trabalho objetivou fazer alteracdes e validar
um meétodo analitico utilizando HPLC, de modo que esse método resultasse em

uma técnica precisa, rapida e de baixo custo.

No mais, o estudo analisard e quantificara o conteddo de retinol no
figado de galinha de granja, caipira e organico relacionando com as
necessidades diarias de individuos. Espera-se também que tais informacdes
contribuam para alavancar e promover maiores acdes de politicas publicas ao
combate da DVA, como acdes planejadas da atencdo nutricional e das acdes
relacionadas a promocao da saude e da alimentacdo adequada e saudavel, a
partir da identificacdo do problema, com o propdésito de sugerir medidas de

intervencao essenciais para o combate da caréncia nutricional.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a concentracdo de retinol em figados de galinhas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Adaptar e validar um método analitico para determinacdo de retinol em
figado de galinha;

Verificar a concentracao de retinol em figado de galinha apos diferentes
processos de descongelamento e de cocg¢ao;

Avaliar a concentracdo de retinol em figado de galinha adquiridos em
supermercados de Natal e sua definicdo de alimento fonte.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 VITAMINA A

A vitamina A foi a primeira vitamina lipossoluvel a ser descoberta em
1913 por dois grupos distintos de pesquisadores’#4. E um termo genérico para
se referir a um micronutriente que estad efetivamente relacionado a trés
compostos pré-ativos: o retinol, o retinal e o &cido retindico, sendo esses
compostos um subgrupo que possuem atividade bioldgica do all-trans-retinol.
Esses compostos sdo comumente encontrados em produtos de origem animal,
como o figado, leite, ovos, Oleo de peixe, entre outros, se apresentando na
forma de ésteres — o retinol estocado, geralmente, esta ligado a um &cido
graxo, como o palmitato, formando o retinil palmitato, que por sua vez ligam-se
as proteinas dos alimentos, formando assim a forma ativa da Vitamina A. Os
alimentos de origem vegetal apresentam em sua Composicdo um grupo de
provitaminas conhecidas como carotenoides, compostos bioativos, nao

sintetizados pelo organismo humano, precursores da vitamina A°4546,

Dos 600 carotenoides ja descobertos na natureza, exclusivamente 30 a
40 estéo disponiveis na alimentacdo humana*’. Frutas, legumes e verduras sao
as principais fontes de alimentos que possuem carotenoides*® sendo sua
presenca caracterizada pelas cores amarelo, laranja e vermelho. Todavia,
menos de 10 % sdo fontes potenciais de vitamina A*°. Alfacaroteno,
betacaroteno, betacriptoxantina, luteina e zeaxantina sdo o0s principais

carotenoides encontrados nos alimentos de origem vegetal®.

4.2 ESTRUTURA QUIMICA, FUNCAO E METABOLISMO

O retinol é um élcool de natureza isoprendide, lipossoluvel, insaturado e
tem um peso molecular de 286.5 kDa. Tipicamente, os retindides possuem
quatro unidades isoprendides unidas e cinco duplas-ligacbes carbono-

carbono*°46,

A estrutura quimica das principais formas da vitamina A estédo

apresentadas na Figura 1.
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ﬁ—c aroteno

Figura 1. Vitamina A e suas principais formas estruturais quimicas.
Fonte: http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/misc_topics/vitamina.gif

A vitamina A é insoluvel em solu¢des aquosas e soluvel em solventes
organicos. Em presenca de luz, oxigénio e metais reativos a vitamina A é
sensivel podendo ser oxidada sofrendo isomerizacdo. E instavel ao calor e em

meio acido, sendo estavel em meio basico*6:°1,

O retinol é fundamental aos animais, participando de uma gama de
atividades bioldgicas: participa no metabolismo geral de gorduras e proteinas;
na funcdo visual, na diferenciacdo celular, no funcionamento correto dos
tecidos epiteliais (pele, mucosa e endotélio); no crescimento normal de
estruturas 0sseas e dos dentes durante o desenvolvimento; ajuda na fungéo
imunoldgica; previne cancer e reduz as possiveis chances de anemia, diminuiu
a mortalidade materna e previne doencas cronicas, sendo essencial durante o
desenvolvimento e na manutencdo da integridade do organismo humano®?. A
vitamina A também €& necessaria para a metabolizacdo do &cido fdlico,

piridoxina e niacina®s.

A classificagdo dos alimentos fontes em vitamina A sdo: “muito ricas”

com teor acima de 1000 ug/RAE a cada 100 g do produto; “ricas” com teor
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entre 500 e 1000 pg/RAE a cada 100 g do produto; “medianas” com teor entre
100 e 500 pg/RAE a cada 100 g do produto; e “com baixos teores” para
aqueles alimentos com teores menores que 100 ug/RAE a cada 100 g do

produto®?,

Tanto a biodisponibilidade quanto a digestdo da vitamina A sdo afetadas
pelo estado nutricional do individuo e também pela boa funcdo das
microvilosidades do intestino. Quando o0 organismo necessita recorrer a
formacdo de vitamina A para suas atividades, é necessario a quantidade de 12
ug de betacaroteno ou 24 ug dos demais carotenoides para a producéo de 1 ug
de retinol®®. Alguns fatores podem interferir na bioconversédo dos carotenoides
em retinol, como o tipo e a quantidade de carotenoides ingeridos, presenca de
alimentos fontes de gorduras, ligacbes e interagbes moleculares,
principalmente entre os micronutrientes ferro e zinco, estado nutricional e

genética do individuo30-56:57,

Quando o individuo apresenta um bom estado nutricional sabe-se que
em torno de 90 % da vitamina A é estocada no figado, outras pequenas
quantidades séo encontradas em outros tipos de tecidos. O retinol é carregado
na forma de ésteres de retinil para as células hepéticas estreladas
perisinusoidais, também conhecidas como células de Ito, que vao fazer o seu
armazenamento na forma de um combinado lipidico. Essa forma adotada e
estocada no figado sera disponibilizada para manter a homeostase do retinol
no organismo humano entre 1 e 2 umol/L, correspondentes a 28,6 e 57,2

Hg/100 mL, respectivamente®®.

4.3RECOMENDACOES E REQUERIMENTOS NUTRICIONAIS

Valores de referéncia para o consumo de nutrientes sdo determinados,
periodicamente, e revisados. Assim, sdo incorporados novos conhecimentos
sobre eventuais manifestacbes aos extremos de exposicdo e limites, ou seja,
sinais de caréncia decorrentes de ingestao insuficiente, ou de toxicidade, que

indicam efeitos contrarios decorrentes do consumo excedente®®.
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As Dietary Reference Intakes (DRI's) representam o conjunto de
referéncias de ingestdo de nutrientes adotadas nos paises norte-americanos,
determinados para uso no planejamento e avaliacdo de dietas para individuos

aparentemente saudaveis®,

A necessidade média da vitamina A para um individuo € definido como a
guantidade necessaria dessa vitamina, expressa como microgramas de
atividade de retinol equivalente (ug RAE), para prevenir os sinais clinicos de
deficiéncia, possibilitar o crescimento normal e diminuir os riscos de morbidade
e mortalidade severa pertinente a vitamina A em qualquer grupo populacional®.
A ingestdo dietética recomendada (RDA) é o nivel de ingestdo diaria
consideravel para suprir os requerimentos nutricionais de 97 a 98 % dos
individuos com bom estado de saude, compreendidos em um determinado
grupo, por género e estagio de vida. O limite maximo de ingestéo toleravel (UL)
de vitamina A é o nivel mais alto de ingestdo diaria de vitamina A que néo

descreve risco de efeitos adversos a saude em quase todos os individuos?*.

A Tabela 1 mostra a ingestao dietética recomendada de retinol para
todos os estagios de vida, de acordo com as DRI’s, do Instituto de Medicina. O
limite maximo de ingestédo toleravel (UL), ou seja, o limite de consumo maximo

por dia de vitamina A é de 3000 ug/dia para adultos?'.
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Idade (anos) Recomendacgao diaria (ug)
1-3 300
4-8 400
Mulheres > 14 700
Homens > 14 900
Gravidas 19-50 770
Lactantes 19-50 1300

Tabela 1. Ingestéo dietética diaria recomendada de retinol em diferentes
estagios de vida.

Fonte: IOM (2001)

4. 4TERATOGENICIDADE

Pequenas quantidades da vitamina A sao fundamentais para varios
processos indispensaveis do organismo. No entanto, o alto consumo de

vitamina A pode acarretar em efeitos toxicos e teratogénicos®®.

No organismo humano, existem estudos mostrando a ma-formacédo em
criancas, quando as gestantes consomem doses acima de 7500 pg/dia de

vitamina A durante a gravidez®°.

Em um estudo de caso, ap6s a ingestdo de uma dose oral de 150 000
pug de vitamina A durante a gestacdo foi relatado malformacfes no recém-

nascido®?.

A Universidade Americana de Ginecologia e Obstetricia afirmou que
existe uma relacdo direta entre o uso de altas quantidades de vitamina A

durante a gestacdo e o nascimento de criangas com ma formagao®?.

Para uma ingestdo crbnica, uma quantidade de 3000 pg de vitamina

A/dia ndo tem apresentado ameaca de provocar anormalidades no
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desenvolvimento do embrido, sendo classificada como segura®3®4. Assim, a
Organizacdo Mundial de Saude recomenda que mulheres gestantes nao
devam ultrapassar a dose diaria maxima 3000 pg de vitamina AS°,

Rothman et al. (1995) mostraram que quantidades iguais ou acima de 10
000 Ul/dia (3000 ug) durante a gravidez podem gerar anormalidades na crista

neural em humanos®°.

Estudos demonstram que o &cido retindico e seus metabdlitos séo
formas de vitamina A que resultam em efeitos teratogénicos®®. Recomenda-se,
nos primeiros 3 meses da gravidez, que evitem doses de 0.4 a 2.0 mg/kg/dia
de &cido retindico para evitar abortos espontaneos e sérios defeitos no feto,
tais como malformacdo no cérebro, coracdo, artérias, face e timo. Esses
defeitos provenientes do acido retindico estao relacionados com o seu poder de

diferenciacéo celular®’.

Estudos sugerem, que o acido retindico esta intimamente relacionado na
organizacdo de um modelo especifico de expressdo génica. O acido retindico
liga-se a sequéncias de DNA proximas a genes marcados, estabelecendo a
expressao desses genes que interferem em quase todas as funcdes biologicas

da vitamina A%2,

4.5 DEFICIENCIA DE VITAMINA A (DVA)

A DVA, também denominada de hipovitaminose A ou caréncia de
vitamina A, xeroftalmia e desordens ou transtornos da DVA, é caracterizada
pela inadequagdo do estado nutricional desse micronutriente, quando as
reservas hepaticas se encontram abaixo de 20 g/g (0,07 pymol/g). Niveis séricos
de retinol menor que 0,35 pmol/l caracterizam a caréncia grave, fortemente
associada a sinais de xeroftalmia. Retinol sérico abaixo de 0,7 pmol/l
caracteriza a DVA subclinica®.

A DVA é considerada uma das mais importantes deficiéncias nutricionais
nos paises emergentes, principalmente na Africa, sul e sudeste da Asia, regi&o
oeste do Pacifico e partes da América Latina e Central, causando problemas

de saude de graves propor¢cdes, principalmente no estado nutricional de
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criancas, jovens, adultos e idosos?®24. A deficiéncia continua dessa vitamina
ndo acontece imediatamente quando existe déficit na ingestdo alimentar, mas
sim quando os estoques corporais estdo escassos?®. Na deficiéncia de vitamina
A, a integridade das barreiras epiteliais e o sistema imune sdo comprometidos
antes das alteracbes da fungcdo visual, o que caracteriza a deficiéncia

subclinica ou marginal de vitamina A.

Depois desta situagcéo, ocorrem altera¢cdes na visao, inicialmente com a
cegueira noturna, levando a possiveis quadros de xeroftalmia e ceratomalacia.

Quando nao tratados tornam-se irreversiveis, com perda da visédo (Figura 2).

Fonte: Instituto Helen Keller Fonte: Sightandlife
L :

XEROSE MANCHA DE BITOT

Fonte: Sightandlite Fonte: Sightandlife

MANCHA DE BITOT CERA

OMALACIA

Figura 2. Principais complicacdes da deficiéncia de vitamina A na funcéo

visual.

Fonte: Sightandlife & Instituto Helen Keller
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Alerta-se ainda que a deficiéncia de vitamina A pode interferir no
metabolismo de outros nutrientes, principalmente nas vitaminas do complexo B,

tais como folato, cianocobalamina e piridoxina“®.

Ademais essa vitamina esta relacionada diretamente com a protecao
epitelial, evitando quadros de hiperqueratose folicular — lesdo na pele -,
queratinizagcdo das membranas mucosas que revestem o trato respiratorio,
urinario e reprodutivo e com o sistema imunoldgico, diminuindo o papel de
barreira que essas membranas exercem para proteger o organismo contra

infeccdes microbianas?6-28:69,

No mundo as deficiéncias de vitamina A, ferro e iodo sédo responsaveis
por englobar 2 bilhdes de pessoas?®, afetando cerca de 28 % da populagéo
mundial, sendo a maioria criancas, gestantes e lactantes. O Ministério da
Saude do Brasil (2000) reconhece gue a caréncia de vitamina A esta associada

a 23 % das mortes por diarréia em criancas brasileiras®.

A DVA é muito comum em gestantes que vivem em paises
subdesenvolvidos. Devido a alta demanda de vitamina A, aproximadamente
600 mil mulheres morrem em complicacdes de partos que poderia ser evitado
através de um melhor acompanhamento nutricional, incluindo o aporte de

vitamina A31.

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Saude, o Brasil se
encontra em uma grave situacdo no que se diz a respeito a caréncia de
vitamina A, segundo dados de indicadores subclinicos 33. A DVA é considerada
um problema de saude publica propagando-se em criancas em idade pré-
escolar, recém-nascidos, mulheres gravidas e nutrizes, sendo relatada
principalmente na regido Nordeste e em algumas regides do Sudeste, devido a
estas areas possuirem caracteristicas propicias a casos dessa deficiéncia
COmo a seca, a baixa classe social da populacao, a falta de informagé&o sobre o
que é alimentacdo saudavel, falta de saneamento ambiental adequado,
abastecimento de agua deficitario e a pratica de maus habitos alimentares e

tabus26:79,
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A caréncia de micronutrientes é conhecida como fome oculta. Hoje em
dia o governo tenta diminuir essas taxas através do Programa Nacional de
Suplementacdo de Vitamina A (PNSA) que consiste na suplementacéo
preventiva com megadoses de vitamina A de 100 000 Ul as criancas de 6 a 11
meses e com megadoses de vitamina A de 200 000 Ul as criancas de 12 a 59

meses e as puérperas.

Além disso, o governo estimula o plantio e consumo de alimentos fontes
de vitamina A que sejam de baixo custo, acesso facil e seguro para o

enfrentamento em programas no combate a DVA?4,

4.6 GALINHA ORGANICA E CAIPIRA

De acordo com o artigo 2° da Lei n° 10 831/2003, entende-se por
produto organico, seja ele in natura ou processado, aquele adquirido em
sistema organico de producéo agropecuario ou oriundo de processo extrativista
sustentavel e que néo prejudique o ecossistema local’®.

As galinhas organicas nao ficam presas em gaiolas, sdo criadas em
areas livres onde pastejam e podem expressar seu comportamento natural. Ou
seja, tem relagcbes sociais, correm, tomam sol, podem andar, ciscar, abrir as
asas para se refrescarem e empoleirar. Esses animais sdo alimentados com
uma racao especial, a partir de grédos organicos certificados, sem nenhum
ingrediente de origem animal. Também néo séo adicionados antibioticos a esta
alimentagdo’®.

J& as galinhas caipiras sdo aves nao industriais que sao criadas soltas,
sem instalagdes e em condi¢Bes nas quais 0 manejo, aspectos reprodutivos e
sanitarios ndo sdo contemplados eficientemente’’. Nesse tipo de criacao,
caracteristico da agricultura familiar, os animais sdo alimentados com racéao a
base de milho, complementada com concentrados especificos, a depender da
finalidade da criagéo. E por terem certa liberdade, consomem o que encontram
disponivel, como capins, sementes, insetos, minhocas, restos de culturas e
colheitas. Alguns agricultores, na tentativa de melhorar a qualidade das

galinhas, oferecem ainda restos de comida (verduras, legumes, arroz)’e.
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4.7EFEITO DO PROCESSAMENTO NA CONCENTRACAO DE VITAMINAS

Essa preocupacdo em conservar o alimento originou-se desde o tempo
pré-histérico quando o processamento rudimentar compreendia o abate,
fermentacdo, dessecamento ao sol, preservacdo com sal e varios tipos de
cozimento (como assar, cozer a vapor, defumar e mesmo grelhar), e eram
feitos com o propdésito de tornar um alimento seguro e estavel, apesar das

perdas nutricionais.

O teor de vitaminas nos alimentos é bastante variado. No caso de
alimentos de origem animal, essa variante depende da raca, do local de
criacdo, do tipo de alimentacdo, de variaveis durante o processamento e
durante o preparo. As vitaminas no alimento in natura e sua estabilidade

podem influenciar a qualidade nutricional do alimento processado’.

Fatores como temperatura, presenca de oxigénio, luz, umidade, pH e
duracdo do processamento podem diminuir ou até remover as vitaminas
presentes no alimento. Dessa forma, qualquer processamento feito no alimento
pode diminuir significativamente a quantidade presente de micronutrientes,
apesar dos principais processamentos terem como objetivo 0 aumento da vida

de prateleira e tornar o alimento mais atraente ao consumidor??,

O processamento com a utilizacdo de calor € o método mais comum
para aumentar a palatibilidade e a vida de prateleira dos alimentos. Para a
conservagdo, um dos métodos mais utilizados € o congelamento, na qual a
deterioracdo é retardada e o alimento permanece com sua qualidade
nutricional por um longo tempo. O descongelamento também € uma etapa
muito importante no que compreende a estabilidade do conteddo de vitaminas
e palatabilidade do alimento, j& que o descongelamento envolve adicdo de
calor latente de fusdo através da camada de agua congelada que podem né&o
retornar a posicdo de origem nos tecidos. Além disso, um descongelamento
feito incorretamente pode provocar o0 crescimento de microrganismos

resultando em decomposicéo e perda de nutrientes’s.

A estabilidade de vitaminas diferencia-se entre os alimentos até mesmo

quando estes sdo sujeitados as condicdes de processamento e estocagem
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iguais. Isso é devido, principalmente, a matriz de cada alimento que interage de
forma dessemelhante com as vitaminas, preservando-as, e fazendo com que

as consequéncias do processamento sejam diferentes’.
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5. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 AMOSTRA

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizadas amostras de trés lotes
de trés marcas de figados de galinhas, resfriados, dentro do prazo de validade,
comercializados e adquiridos em supermercados da regido metropolitana de
Natal, Brasil; figados de galinhas caipira resfriados, adquiridos de granjas do
municipio de Nova Cruz-RN e figados de galinhas orgéanicos, congelados,
dentro do prazo de validade, comercializados e adquiridos em supermercado

da regido metropolitana de Natal, Brasil.

5.2 PREPARO DAS AMOSTRAS DE FIGADO

5.2.1 Em diferentes marcas

Para a andlise de retinol em diferentes marcas (A, B e C) pesou-se 1,0
kg de figado de galinha de cada marca, no qual foram colocadas,
separadamente, em liquidificador, modelo Arno, juntamente com 1,0 L de
solugdo salina (NaCl) 0,9 %, resultando em aproximadamente 2 L de
homogeneizado (50 %) para cada marca.

As preparacdes dos homogeneizados foram feitos no Laboratério de
Andlise de Alimentos do Departamento de Nutricdo (DNUT)/UFRN.

Em um tubo de Falcon, com capacidade de 15 mL, foi pesado 1,0 g do
homogeneizado da marca A e esse processo foi repetido para mais 2 tubos, e
repetido nas marcas B e C. Os tubos foram refrigerados, mantidos em
geladeira a 3 °C até o momento da analise. O processo de preparo da amostra
foi repetido em mais outros dois lotes distintos de cada marca.

Os homogeinezados de figados de galinhas foram transportados em
caixa térmica resfriada até o Laboratério da Bioquimica dos Alimentos e da
Nutricdo, do Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte e submetidos a extracao do retinol.
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5.2.2 Em diferentes métodos de preparo

Para a analise de retinol em figado de galinha em diferentes métodos de
preparo foram adquiridos 4 kg de figados de galinhas resfriado, da marca A,
em um supermercado na cidade de Natal/RN, Brasil. Os métodos foram
descritos e adaptados a partir da metodologia proposta pela Tabela Brasileira

de Composicdo de Alimentos (TACO)%, de 2011, e descritos a seguir.

Para o figado assado, uma amostra de 1,0 kg de figado resfriado fresco
foi colocada em assadeira antiaderente e colocado em forno, pré-aquecido a
200 °C, por 35 minutos. Apd6s o procedimento o figado foi colocado para

resfriar.

Para o figado cozido, em uma panela grande foi colocado 1,0 kg de
figado resfriado fresco e adicionado aproximadamente 1,0 L de 4gua, de modo
gque a agua cobrisse todo o figado. Em fogo médio foi cozido por 40 minutos,
em temperatura que foi de 26 °C a 100 °C. ApoOs o procedimento a agua foi

retirada e o figado colocado para resfriar.

Para o figado frito, foi colocado em uma frigideira anti-aderente, para
aquecer, uma colher de sobremesa com aproximadamente 6 mL de 6leo de
soja. Foram colocadas poucas unidades do figado resfriado fresco por vez,
deixando fritar por 5 minutos cada lado, atingindo temperatura de 180 °C e a
cor dourada, sendo repetido o mesmo procedimento com o restante do figado.
Apés o processo, o figado foi colocado em papel absorvente e deixado esfriar.

Para o figado resfriado fresco, foi colocado em geladeira a 3 °C até o

momento da analise.

Foi retirado uma amostra de 600 g de figado de cada processo de
coccéo e colocado em liquidificador, modelo Arno, juntamente com 600 mL de
solucéo salina (NaCL) a 0,9 %, e triturado até formar uma solugcdo homogénea,
formando assim um homogeneizado de 50 %.

Para cada homogeneizado obtido de diferentes processos de cocgao,
1,0 g do homogeneizado foi pesado em 3 tubos tipo Falcon, com 15 mL de
capacidade, e colocado em geladeira até os procedimentos de extracdo do

retinol.
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5.2.3 Em diferentes tempos de congelamento seguido de

descongelamento a temperatura ambiente

Para analise do retinol em figado de galinha em diferentes processos de
congelamento-descongelamento, 1,0 kg de figado de galinha fresco, da marca
B, foi adquirido e colocado em liquidificador, modelo Arno, juntamente com 1,0
L de solucéo salina (NaCl) 0,9 %, formando um homogeneizado a 50 %. A
seguir foi colocado 1,0 g do homogeneizado em 9 tubos de Falcon e levados
ao congelador a -18 °C e mantidos por 0, 15 e 30 dias. Os tubos foram
descongelados em temperatura ambiente (23 °C) por duas horas até o

momento da extrag&o do retinol.

5.2.4 Em diferentes métodos de descongelamento

Para a andlise de retinol em figado de galinha em diferentes tipos de
descongelamento, foi adquirido 1,0 kg de figado de galinha resfriado fresco da
marca B em um supermercado na cidade de Natal/Rio Grande do Norte, Brasil,

e colocado em geladeira até os procedimentos a seguir.

Foi colocado 1,0 kg do figado de galinha em liquidificador, modelo Arno,
juntamente com 1,0 L de solucéo salina (NaCL) a 0,9 %, liquidificado até formar

uma solugdo homogénea, formando assim um homogeneizado de 50 %.

Foi pesado 1,0 g de homogeneizado em 15 tubos de Falcon, com
capacidade de 15 mL. Em seguida 12 tubos foram colocados para
congelamento em freezer a -18 °C por 72 horas. Apés as 72 horas, os 12 tubos
foram separados em quatro grupos, de acordo com método adaptado de um
estudo feito na Irlanda por chefes e gestores sobre suas praticas com
descongelamentos’®, e um estudo sobre o consumo e preparagdo doméstica
de carnes na Turquia®: um grupo de trés tubos foi deixado em geladeira para
descongelamento por 8 horas, a 3 °C, outro grupo de trés tubos foi deixado em
bancada com temperatura ambiente (23 °C) por 2 horas, outro grupo de 3
tubos foi colocado submerso em agua a 25 °C por 35 minutos e outro grupo de

trés tubos foi colocado em micro-ondas, modelo Brastemp, na funcéo
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descongelamento por 1.0 minuto. Os outros 3 tubos contendo o figado fresco

foram levados imediatamente para andlise.

5.2.5 Em galinha orgéanica

Para analise do retinol em figado de galinha organico, foi adquirido em
supermercado na cidade de Natal/RN 1,0 kg e colocado em liquidificador,
modelo Arno, juntamente com 1,0 L de solugdo salina (NaCl) 0,9 %, formando
um homogeneizado a 50 %. Foi pesado 1.0 g do homogeneizado em 3 tubos
tipo Falcon, com 15 mL de capacidade, e colocado em geladeira até os

procedimentos de extracdo do retinol no dia seguinte.

5.2.6 Em galinha caipira

Para a analise de retinol em figados de galinhas caipiras foram
adquiridos 6 figados, totalizando 160 g, de diferentes sitios vinculados ao
municipio de Nova Cruz-RN. Dentre eles citam-se o sitio Juriti, Lagoa dos
Currais e Lagoa Limpa. As galinhas obtidas eram criadas livres e em grandes
quintais, com uma alimentacdo voltada ao consumo de milho e sobras de
alimentos, como arroz, feijdo e macarrdo, sem a adicao de racdes a sua dieta.
Apbés o abatimento das galinhas, os figados foram congelados e no dia
seguinte transportados em caixa térmica refrigerada e encaminhados ao
Laboratério de Alimentos do Departamento de Nutricdo para a preparacao do
homogeneizado.

Os 160 g de figado foram descongelados e colocados em liquidificador,
modelo Arno, juntamente com 160 mL de solucdo salina (NaCl) 0,9 %,
formando um homogeneizado a 50 %. Foi pesado 1,0 g do homogeneizado em
3 tubos tipo Falcon, com 15 mL de capacidade, e colocado em geladeira até os

procedimentos de extracdo do retinol no dia seguinte.
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5.3 ANALISE DO RETINOL

5.3.1 Extracao de retinol do figado

A extracdo e andlise de vitamina A nos figados de galinha foram
realizadas em triplicatas e segundo Hosotani & Kitawaga (2003)2'. O método foi
adaptado de acordo com as condi¢des laboratoriais (Figura 3). Dentro de cada
tubo de Falcon contendo 1,0 g do homogeneizado foi adicionado 1,0 mL de
etanol 95 % com o objetivo de precipitar as proteinas presentes na amostra.

Antes da extracdo lipidica foi realizada uma saponificagdo adicionando 1.0
mL de hidroxido de potassio (KOH) 50% e banho-maria a 60 °C por 1,0 hora,
sob agitacdo, com o objetivo de hidrolisar os ésteres de retinol presentes nas

amostras.

1,0 g de homogenato (figado + solucédo salina 0,9 %)
l
1,0 mL de Etanol 95 %
1
1,0 mL KOH (50 %)
l

Banho-maria 60 minutos a 60 °C (agitando por 1,0 minuto a cada 10 minutos)

!

2 mL hexano (12 extracao)

l

Agitar por 1,0 minuto

!

Descanso por 5 minutos — Retirar sobrenadante

l

2 mL hexano (22 extracao)

!
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Agitar por 1,0 minuto

!

Descanso por 5 minutos — Retirar sobrenadante

l

2 mL hexano (32 extracao)

!

Agitar por 1,0 minuto

l

Descanso por 5 minutos — Retirar sobrenadante

!

Novo tubo com a fase hexanica (Sobrenadante com total de ~6 mL)

l

Retirar 250 pL da fase hexanica e evaporar totalmente em banho-

maria a 37 °C

!

Ressuspender com 1,0 mL de etanol absoluto

!

Aplicar no HPLC.

Figura 3. Técnica adaptada de extracdo da vitamina A dos alimentos segundo

Hosotani & Kitawaga (2003).

Para a extracdo lipidica as amostras foram lavadas com 2 mL de hexano
e agitados por 1,0 minuto, deixadas em repouso por 5 minutos e
posteriormente o sobrenadante foi colocado em um novo tubo, sendo esse

processo repetido por mais duas vezes, resultando no final em
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aproximadamente 6 mL de hexano. Uma aliquota de 250 yL do hexano foi
retirado, colocado em novo tubo de polipropileno de 5 mL e evaporado até a
secura em banho-maria a 37 °C. Em seguida as amostras foram armazenadas

a -18 °C, protegidas da luz e sob atmosfera de nitrogénio (White Martins®).

Antes da aplicacio no HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography), as amostras foram redissolvidas em 1,0 mL de etanol
absoluto e aplicou-se 20 pL das amostras no HPLC. As amostras foram

aplicadas em duplicata e foi feita uma média entre as duas areas obtidas.

5.3.2 CondicBes cromatogréficas

A concentracdo de retinol no figado de galinha foi determinada em
cromatografo constituido de bomba LC-20 AT, acoplada a um detector SPD-
20A UV-VIS, coluna de fase reversa Luna 5u C18(2) 100A phenomenex®, 250
mm x 4,6 mm e computador com o software LC solution para processamento

dos dados.

A fase movel utilizada para a andlise de retinol nas amostras foi metanol
a 100 %, em sistema isocratico com fluxo de 1,0 mL/min para retinol. O
comprimento de onda (A) adotado para monitoramento da absorbancia do
retinol foi de 325 nm.

A identificacdo e quantificacdo do retinol nas amostras foi dada por
comparacdo de sua area obtida no perfil cromatografico com as areas do

padréo de all-trans retinol (Figura 4).
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Figura 4. Perfil de eluicio de retinol em CLAE. A) Cromatograma do retinol
all-trans de 24,35 ng/20 pL; B) Cromatograma da amostra de figado de galinha

submetido a extracdo de retinol descrita anteriormente.
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5.3.3 Preparo do padrao de retinol

Foi preparado a solucdo padrao de retinol pesando-se 1,0 mg de retinol
(Sigma) em um tubo tipo eppendorf, diluindo em 1,0 mL de etanol absoluto e
agitado por 1 minuto. Em seguida foram feitas duas diluicdes, com 0 objetivo
de alcancar a concentracdo aproximada de 10 pg/mL, obtendo-se esse valor
com a realizacdo da leitura deste padrdo em espectrofotdmetro modelo U-2000

da Hitachi, utilizando-se cubetas de quartzo (Figura 5).

1,0 mg retinol + 1 mL etanol
Padréo Estoque —
absoluto (1000 pg/mL)

Padrdo de Trabalho 1 | 0,1 mL do padrdo estoque + 0,9 | —

mL etanol absoluto (100 pg/mL)

0,1 mL do padrao de Trabalho 1

Padréo de Leitura —
+ 0,9 mL etanol absoluto (10
Hg/mL)

Leitura no | Branco — Etanol absoluto

espectrofotometro —

Leitura — ~1 mL do Padrao de
Leitura

Figura 5. Metodologia para preparo do padréao de leitura de retinol.

A concentragdo do padrao foi confirmada pelo coeficiente de extingédo
especifico em etanol absoluto para retinol (¢ 1,0 %, 1,0 cm em etanol = 1780

com leitura a 325 nm)?6:82,

Apéds a confirmagdo da concentragdo real do padréo, foi feito uma nova
diluicdo a partir do padréo de leitura em etanol absoluto (Figura 6), resultando
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em uma concentracdo aproximada de 1,0 ug/mL (1,0 ng/1,0 pL) para aplicacéo

no aparelho CLAE.

0,1 mL do padréo de Trabalho 1

Padrdo de Leitura
+ 0,9 mL etanol absoluto (10

0,1 mL do padrao de leitura +

Padréao CLAE ~ 10,9 mL etanol absoluto (1,0

Hg/mL)

Figura 6. Metodologia para preparo do padréao de retinol para CLAE.

5.4 MODIFICACAO E VALIDACAO DO METODO ANALITICO

Foi feita uma modificacdo do método proposto por Hosotani & Kitawaga
(2003) para extracdo e quantificacdo da vitamina A. A validacdo do método foi
feita e seguiu as recomendacbes do guia Guidelines on Bioanalytical Method
Validation da Food and Drug Administration (FDA)®, sendo os parametros
fundamentais do método de validacdo a determinacdo da precisao,

recuperacao, linearidade, sensibilidade, reprodutibilidade e estabilidade.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos a estatistica
descritiva utilizando o Microsoft Excel. Foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) para verificar diferencas estatisticas na composi¢do de vitamina A
entre as amostras. Em seguida foi utilizado o teste de Tukey, ao nivel de
significancia de 5 % (p < 0,05), para verificar diferencas entre as meédias. As
analises foram realizadas por meio do software SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago,
IL).
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6. ARTIGOS PRODUZIDOS

6.1 ARTIGO 1

O artigo intitulado “Effects of Cooking and Defrost Methods on Retinol
Concetration in Chicken Liver” foi submetido para publicagdo no periodico
“Journal of Food Composition and Analysis”, que possui fator de impacto 1.985

e Qualis B1 da CAPES para area de Nutricao.

Effects of Cooking and Defrost Methods on Retinol Concetration in
Chicken Liver

Rodrigo Albert Baracho Riiegg and Roberto Dimenstein

ABSTRACT

The liver, like other viscera, provides an important source of animal protein,
while being accessible to a less affluent population; furthermore, it is considered
an important source of iron and vitamins, especially vitamin A. The quality of
food is understood as a set of factors related to the final product, covering
nutritional, organoleptic, and hygienic-sanitary characteristics, from effective
control of many processing steps. We aimed to analyze the retinol
concentration, by HPLC, in chicken livers in different brands, batches and types
- organic and free-range chicken livers, and analyze the retinol in chicken livers
submitted in different methods of cooking and defrost. Chicken livers samples
were roasted for 35 minutes at 200 °C, cooked for 40 minutes at (26 to 100) °C,
fried for 5 minutes at 180 °C, and defrosted by fridge for 8 hours at 3 °C, at
ambient temperature for 2 hours at 23 °C, submersed in water for 35 minutes at
25 °C, and microwaved on defrost function for 1 minute, where all methods
were compared to its natural state (3 °C). The mean retinol concentrations in
brands A, B, C and organic and free-ranged were 9152.9a = 719, 4673.1 *
389b, 5943.6 + 614c, 3401,33 + 597,12b, 30094,79 + 4628,75d ug/100 g (p <
0.001). Roast was the only method of cooking, and microwave was the only
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process of defrost, showing significant losses of 39.9 % (P < 0.05), and 26.2 %
(P < 0.01). This study showed a significant difference between brands and
types of chicken livers, and a significant loss of retinol in chicken liver, in food

processes commonly used.

1. Introduction

After World War II, due to food shortages, an alternative to beef was
required. Consequently, the birds were raised on pastureland and in large

warehouses with the objective of producing meat and eggs (Filho, 2002).

The liver is one of the principal parts of chicken giblets, and is considered
an important economic and nutritional resource, rich in proteins, iron, and
vitamin A (Akase et al., 2003; Devatkal et al., 2004; Monte et al., 2007).

Food products from animals are highly perishable, its low stability results
from activity of diverse agents, where the microorganism, the enzyme activity,
the wrong food processing, and the lack of information are the largest agents of
food inadequacy for human consumption (Asiegbu et al., 2016; He et al., 2015;
Lim et al., 2016; Luning et al., 2013; Shinbaum et al., 2016).

The use of high and low temperatures is an old method for food
preservation due to the partial or total inhibition of the activity, and development
of agents that change the foods. As the freezing, defrost is also a very important
process, especially when you try to conserve the texture and flavor of foods
derived from meat. Thus, defrost performed in a wrong way causes microbial
growth and chemical reactions of protein insolubility, and lipid oxidation,
resulting in loss of nutritional quality of food (Colla and Prentice-hernandez,
2003; Orddiiez Pereda et al., 2005a).

Vitamins and minerals are the fundamental components of human
metabolism, being involved in almost all known reactions and biochemical
pathways involved in growth, reproduction and maintenance of life (Gallagher,
2010).
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The food processing affects, in large scale, the vitamin level in foods,
which may be a critical factor in the final quality of the food. This fact is
dependent on nutritional value analysis, how this nutrient will contribute to the
diet, and to whom it applies (Luterotti et al., 2015; Pereira, 1999; Rodrigues et
al., 2010; Ryley and Kajda, 1994).

There is a need for knowledge on the vitamin A level evaluation, in
different food preparation methods, from storage to preparation, being this
knowledge of huge nutritional importance. The study aimed to evaluate the
concentration of retinol in chicken liver, in different brands, batches and types
(organic and free-range chicken), in different cooking methods and in traditional
and different methods of defrost.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 BIOLOGICAL MATERIAL

For this work, we used samples from three batches and three brands of
chicken liver, chilled, within the expiry date, and traded and purchased in
supermarkets in the greater area of Natal, Brazil. We also used one batch from

one brand of organic chicken liver and one batch of free-range chicken liver.

2.2 PREPARATION OF SAMPLES

2.2.1 Homogenate preparation

The preparation of the homogenates was performed in the Food
Laboratory of the Department of Nutrition (DNUT)/Federal University of Rio
Grande do Norte (UFRN), Brazil.

We weighed 1 kg of chicken liver, these were then placed separately in a
blender, Arno model, together with 1 L of a 0.9 % saline solution (NacCl),
resulting in approximately 2 L of homogenate (50 %) and repeated for each

brand, type and cooking and defrost methods.

2.2.2 Different brands and types
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For retinol analysis of the different chicken brands livers (A, B, and C)
and types (organic and free-range chicken).

In each of three 15 mL Falcon tubes, we introduced 1 g of homogenate
from brand A, and repeated the process for the B, C brands and organic and
free-range chicken. The tubes were chilled and kept in a refrigerator at 3 °C
until the time of analysis. The sample preparation procedure was repeated on
two additional batches of each brand.

The homogenates were transported in a refrigerated cooler to the
Laboratory of Biochemistry of Food and Nutrition at the Center for Biosciences
of the Federal University of Rio Grande do Norte, where there were subjected to

retinol extraction.

2.2.3 Different cooking methods

In order to make roasted liver, 1 kg of raw liver was put in a roasting dish
and placed in an oven, preheated in 200 °C, for 35 minutes. After that, the liver

was put apart to cool down.

In order to make a cooked liver, 1 kg of raw liver was put in a large pan,
approximately 1 L of water was added in order to cover the liver, and it was
cooked in medium heat for 40 minutes, in a temperature starting (26 to 100) °C.
After the procedure, the water was removed and the liver was put apart to cool

down.

In order to make a fried liver, 6 mL of soybean oil (dessertspoon) was put
in a pan, "Teflon" type, to heat. A small portion of raw liver was put at a time,
frying for 5 minutes each side, reaching the temperature of 180 °C and golden
color. The same procedure was repeated with the rest of the liver. After the

process, the liver was put on absorbent paper and cooled down.
Another kilo of raw liver was put in the fridge at 3 °C.

The livers were submitted to homogenate preparation. Three Falcon
tubes, with 15 ml capacity, were utilized to weighed 1 g of raw liver homogenate

and for each other method: roasted, cooked, and fried.
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2.2.4 Different defrost methods

One kilo of raw chicken liver was acquired and transported in a cooler to
the Laboratory of Biochemistry of Food and Nutrition, of Biosciences Center, of
Federal University of Rio Grande do Norte and it was submitted to homogenate

preparation.

Fifteen Falcon tubes was utilized to weighed 1 g of fresh homogenized
liver, where 12 tubes were put in a freezer at -18 °C for 72 hours. After 72
hours, the 12 tubes were separated into four groups, such methodology has
been adapted according to a study performed in Ireland with head chef and
managers, on their practices with defrost, and a study on consumption and
domestic preparation of meat in Turkey (Bolton et al., 2008; Karabudak et al.,
2008): a group of three tubes was left in the fridge for defrosting for 8 hours, at
3 °C, other group of three tubes was left in the table at ambient temperature (23
°C) for 2 hours, another group of three tubes was submerged in water at 25 °C
for 35 minutes, and then, other group of three tubes was put in a microwave,
Brastemp model, in defrost function for one minute. The other three tubes

containing fresh liver were taken for analysis as following described.

2.3 RETINOL ANALYSIS

2.3.1 Extraction of retinol from the liver

The extraction and measurement of retinol in the foods was performed in
triplicate and according to Hosotani and Kitagawa (2003). The methods were

adapted according to laboratory conditions.

Into each Falcon tube containing 1 g of homogenate, we added 1 mL of 95

% ethanol to precipitate the proteins present in the sample.

Before the lipid extraction, saponification was performed by adding 1 mL of
potassium hydroxide (KOH) 50 % to a bain-marie at 60 °C for 1 hour, while
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stirring, with the objective of hydrolyzing the retinyl esters present in the

samples.

For the lipid extraction, the samples were washed with 2 mL of hexane
and stirred for 1 minute, allowed to stand for 5 minutes and then the
supernatant was placed in a new tube. This process was then repeated two
more times, resulting in approximately 6 mL of hexane. A 250-uL aliquot of
hexane was removed, placed in a new 5-mL polypropylene tube and
evaporated to dryness in a bain-marie at 37 °C before storing the samples at -

18 °C, under a nitrogen atmosphere and protected from light.

Before the application of HPLC (High-performance liquid
chromatography), the samples were redissolved in 1 mL of absolute ethanol
and 20 pL of the samples were analyzed by HPLC. The samples were

administered in duplicate and a mean between the two areas was obtained.

2.3.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

The concentration of retinol in the chicken liver was determined by a
chromatograph consisting of a LC-20 AT pump coupled to an SPD-20A UV-VIS
detector, a reversed phase Phenomenex® Luna® 5 um C18(2) 100 A , 250 mm
X 4.6 mm column and a computer with the LC solution software for data

processing.

The mobile phase used for retinol analysis of the samples was 100 %
methanol in an isocratic flow system of 1 mL/min. The wavelength (A) adopted

for the monitoring of retinol absorbency was 325 nm.

The identification and measurement of the retinol in the samples was
established by comparing the area obtained in the chromatographic profile with
the areas of standard all-trans retinol (Figure 1).
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2.3.3 Linearity, precision and accuracy of the method

The linearity of the method is the instrumental response of the linear
relationship of calibration (obtained area) with the standard concentration, it is
satisfactory when the straight line correlation coefficient nears 1 (Brito et al.,
2003).

Six different dilutions of standard retinol (3.37 ng/20 pL, 6.75 ng/20 pL,
13.49 ng/20 L, 26.98 ng/20 pL, 53.96 ng/20 pL, and 107.92 ng/20 uL) were
applied in the HPLC. A graph was then constructed from the straight line
equation using their respective areas (26 426, 55 687, 119 135, 238 471, 498
955, 989 117). The straight line equation was obtained by linear regression
(peak area vs. standard concentration), with R = 0.9999 (Figure 2).

The precision of the method was analyzed by a repeatability test, using
extractions from the same sample of each brand, on five alternate days. The
coefficient of variation (CV) was calculated by the standard deviation about the
mean and expressed as a percentage. The results were <15%, which in
accordance with Pinto and Jardim (2000), is considered admissible.

The accuracy of the method was verified by recovery testing. Additional
known guantities of standard retinol were added to the samples from the three
brands. These samples passed through the same method of retinol extraction,
described in section 2.3.1, and the method accuracy showed recoveries above
93 %.

2.3.4 Relationship between the recommended single serving of liver

and vitamin A requirement

According to the Food Guide for the Brazilian Population, the
recommended intake of giblets is one serving per week. Regarding its cooking
measure, this portion corresponds to 2 units of chicken liver or 88 g (Brasil,
2008). The amount of retinol contained in a chicken liver portion was thus
calculated following this principle and the ratio of the daily nutritional
requirement was verified according to the recommendations from the Institute of
Medicine (Institute of Medicine (IOM), 2001). Next, the chicken liver was
classified as a source of vitamin A. A food is considered a certain nutrient
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source when it contains more than 5 % of the Dietary Reference Intakes (DRI)
in one portion. A food is a good source if it contains between 10 % and 20 %,
and an excellent source if it contains more than 20 % of the DRI in a single
serving (Philippi, 2008).

2.3.5 Statistical analysis

The results were tabulated and submitted to descriptive statistics using
Microsoft Excel. Retinol levels were expressed as means and standard
deviations. Analysis of variance (ANOVA) was performed to verify statistical
differences in retinol composition between batches of each brand and between
brands. Afterwards, we used the post-hoc Tukey test, at a significance level of
0.01 (P < 0.01), to evaluate differences between means. The analyzes were

performed using Statistica 7.0 software (StatSoft, 2004).

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1RETINOL IN DIFFERENT BRANDS AND DIFFERENT BATCHES

The average concentration of retinol in the three batches of the three

different brands is shown in Table 1.

Our study found statistically different values among the means of the
three lots of the three brands (Table 1).

V. V. A. dos Santos et al. (2009) assessed the concentration of vitamin A
in two different strains of chicken liver, Cobb and Ross, subjected to the same
breeding process, and they presented values of 6678 ug/100 g and 8324.1
pg/100 g, respectively. The results of the Cobb breed were close to the mean of
the three batches of brand C, and the Ross breed, to the mean of the three
batches of brand A.

Some breeds of chicken have higher requirements for certain nutrients
due to differences in the absorption and conversion of pro-vitamin A compounds
to retinol, thereby influencing the quantity stored in the liver (Torres, 1979).
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Other studies analyzing the retinol concentration in chicken liver are

shown in Table 2.

Table 3 shows the quantity of vitamin A in chicken liver in the main tables
of food composition. The present study revealed results superior to all the

tables, except for the Tucunduva Food Composition Table.

Ribeiro et al. (2005) mention that the incorrect description of foods,
inadequate sampling, the use of counter analytical methods, variability of
genetic and environmental factors, and the form of preparation and processing
are key biases that may result in differences between the data in the various
tables of food composition. They also cite the breed, as well as the
management and age of the animals, as key influencing factors in the results of
the composition of nutrients in food. In this regard, in order to diminish biases, a
methodological standardization in nutrient analysis is recommended (P. C. P.
dos Santos et al., 2009).

Surai and Kuklenko (2000) analyzed the concentration of vitamin A in the
livers of 56 days old chickens, with vitamin supplementation of 10 1U/g to their
diet, and found values of 25 820 pg of retinol/100 g, which represents about 5
times more than that found in brand C during the present study. This same
study made a comparison with 42 days old chickens, and obtained results of 12
240 pg of retinol/100 g of liver. These different concentrations show a positive
relationship between a higher intake of vitamin A and a greater amount of
vitamin A in the liver of these animals, suggesting that chicken producers are
not concerned with vitamin A supplementation in the diet, or, are using diets

that lack pre-formed vitamin A.

Furthermore, the environment in which the animal lives, and factors such
as temperature and stress, can influence food intake, causing problems in their

development and performance (Bottje and Harrison, 1985).

The group represented by free-range chicken showed significantly higher
values in relation to the farm and organic. This difference comes from, for the
most part, the food. Hens are created predominantly in semi-intensive systems,

characterized by the availability of an aviary, where are the feeders, drinkers
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and nests, however, also there is the option of having access to a free area of

grazing and recreation (Souza et al., 2010).

In this kind of creation, characteristic of family farming, animals are fed
corn-based diets, supplemented with specific concentrates, depending on the
purpose of creation. Due to hens have some freedom, they consume what are
available, such as grasses, seeds, insects, worms and crops. Some farmers in
an attempt to improve the quality of chickens, even offer food waste such as

rice and vegetable rich in beta-carotene (Souza et al., 2010).

3.2 VITAMIN A IN DIFFERENT COOKING METHODS

Changes in vitamin A values after diverse cooking methods are shown in
Table 4.

Cooking methods of meat products are designed to be more palatable,
soft, and digestible products, besides ensure the food safety because heat-
sensitive microorganisms are eliminated or reduced (Botelho et al., 2009).

Roasted foods are healthy and practical, but take longer to cook, which
allows the heat contact with the food, causing losses of certain nutrients such

as vitamin A, sensitive to excess heat, besides turning the food dry.

Foods after roasted continue to cook inside, even after its being removed
from the oven; it occurs because the heat continues to transfer energy from
outside to inside of the food (Botelho et al., 2009).

3.3 VITAMIN A IN DIFFERENT DEFROST METHODS

Changes in vitamin A values after diverse defrost methods are shown in
Table 5.

The lack of information on the correct defrost method of food is one of the
major mistakes that compromise the food safety. Studies show that the
relationship between the socioeconomic and educational status is directly linked
to erroneous practices in food preparation (Bolton et al., 2008; Karabudak et al.,
2008).
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According to Food Safety and Inspection Service (FSIS) of the United
States Department of Agriculture (USDA), there are safe methods to make the
defrost, which guarantee the nutritional quality and safety of food at the end of
the process, such as defrost in the fridge, in cold running water, and microwave
(Food Safety and Inspection Service, 2013).

Though it may be a safety and fast method (Li and Sun, 2002), the defrost
in microwave had a significant decrease (Table 5) in the physical and chemical
quality of the food, especially in vitamin A, when compared to concentration of
vitamin A in fresh chicken liver.

A study evaluating the effect of cow's milk heating in a microwave, on
vitamins A, E, B1, B2, and B6, showed a significant decrease of vitamin A
(Sieber et al., 1996).

Ribeiro and colleagues studied the effect of breast milk defrost in
microwave, on vitamin A values, and observed a significant decrease of 34 %
(Ribeiro et al., 2005).

Another study showed a significant loss of carotenoids around 57 % in
papaya purees submitted to thermal processes using microwave (de Ancos et
al., 1999).

Microwaves are characterized by their emission frequency between 300
MHz and 300 GHz, with a wavelength ranging from 1 cm to 1 mm, and
associated energy from 1.2 x 102 to 1.2 x 10”7 eV. Its energy is converted into
heat when absorbed by matter, where the water is the main component
absorbing energy, and generating heat to the food. Microwaves easily penetrate
the food, generating heat around the entire food uniformly and quickly. One of
the mechanisms of heat generation by microwaves is dipoles rotating, favored
in food with a high moisture level, which generates friction and molecular shock,
increasing the kinetic energy, and consequently, the food temperature. Besides
water, sugar and ethanol are components interacting with the microwaves by
dipoles rotating, thereby increasing the heat supplied to the food, and
consequently, increasing the loss of labile vitamins (Ordéfiez Pereda et al.,
2005b).
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Thus, although it is stable to heat, vitamin A was lowered significantly. In
addition, it is a vitamin sensitive to light and subject to oxygen actions, which
helps in the significant losses.

Chicken liver is a great food, given its accessibility, good palatability, low
cost, a good source of vitamin A, thus minimizing cases of vitamin A deficiency

in developing countries (Sommer and Davidson, 2002).

3.4CHICKEN LIVER AS A SOURCE OF VITAMIN A

Considering the amount of retinol in a normal serving, chicken liver is
considered an excellent source of vitamin A, as one serving exceeds 20% of the
DRI.

Acute or chronic toxicity or hypervitaminosis A are reported when retinol
levels are greater than 100 pg/dL. Signs of this toxicity are: hair loss, mucosal
dryness, chapped skin, double vision, headache, hepatic fibrosis, ascites, and
fractures (Gallagher, 2010; Solomons, 2012). Penniston and Tanumihardjo
(2006) describe chronic toxicity resulting from the ingestion of large amounts of
previtamins, for months or years, where the quantities of this ingestion may vary
accordingly with the individualities of the organism (Penniston and
Tanumihardjo, 2006).

Rothman et al. (1995) presented, in their study, possible risks of congenital
anomalies in babies born to mothers who took more than 3000 pg of vitamin A
per day in the form of supplements during the gestation period. According to the

study, about 1 infant in 57 had a malformation attributable to the supplement.

Although it is necessary for bone growth, evidence indicates that vitamin
A intake above 1500 pg/day is associated with decreased bone density and an

increased risk of fractures (Morais and Burgos, 2007).

4. CONCLUSIONS

Chicken liver showed significantly different retinol levels among the

different brands. This difference could signify that livers originating from
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different farms and distinct breeds of chicken with contrasting diets, and should

be investigated.

A significantly reduction was found in concentration of vitamin A, in
values of 39.9 % and 26.2 %, in chicken livers subjected to roast in oven at 200
°C for 40 minutes, and defrost by microwave for 1 minute. However, chicken
livers have a high amount of vitamin A, meeting the daily needs and proving to
be a food of excellent source of vitamin A, being a great alternative against the
deficiency of this vitamin. It is highlighted that in populations with a good
nutrition of vitamin A, the consumption of this food shall be moderate,

considering the toxic and teratogenic effects of a high ingestion can cause.
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Figure 1. Retinol elution profile in HPLC. A) Chromatogram of all-trans

retinol of 24.35 ng/20 pL; B) Chromatogram of chicken

liver sample.
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Figure 2. Gauging curve and straight-line equation obtained through application
in the HPLC, at different concentrations of retinol standard.
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Mean retinol concentration in pg/100 g + SD

Brand A 9152.9 + 7192
Brand B 4673.1 + 389°
Brand C 5943.6 + 614°
Organic 3401,33 + 597,12
Poultry 30 094,79 + 4628,75¢

Table 1. Mean concentration of retinol + SD. Means followed by different letters
in the same column differ from each other by the Tukey test with P < 0.001. SD:

Standard Deviation.
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Reference Location Vitamin A concentration (ug/100
9)
Majchrzak et al. (2006) Austria 5600
Howells and Livesey (1998) United Kingdom 9700
Torres et al. (1998) Brazil 10 455
Schindler et al. (1987) Germany 13 220
Jaskiewicz et al. (2014) Poland 10 389 to 16 218
KANG et al. (2006) Canada 18 760

Table 2. Different studies showing respective retinol concentrations obtained, in

Kg/100 g, in chicken liver.



Food composition tables

Retinol (ug/100 g) of chicken liver

TACO (2011)
Tucunduva (2002)
USDA (2008)
IBGE (2008-2009)

Franco (1998)

3863

11 325

3296

3978

4000

Table 3. Retinol (ug/100 g) of chicken liver in the Food composition tables.

60



Cooking Methods Retinol (ug/100g) % loss
Roasted at 200 °C, 35 min 6,915.8 + 818.2* 39.9
Cooked at (26 to 100) °C, 40 10,802.9 + 881.2 6.1
min
Fried at 180 °C, 5 min 10,424.1 + 863.0 9.4
Raw at 3 °C 11,510.6 + 245.7

61

Table 4. Retinol concentration in chicken liver of brand B, subjected to different

cooking methods and their losses.

Each line value corresponds to the average * standard deviation of triplicate. *

means differs significantly (P < 0.05) from the Raw.
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Defrost Retinol (ng/1009) % loss
Fridge 3 °C, 8h 4,663.9 + 347.0 7.9
Bench 23 °C, 2h 5,133.2 + 410.7

Submersion in water 25 °C, 35 4,424.2+75.9 12.6
min

Microwave for 1 min 3,733.6 £ 241.2* 26.2
Raw 3 °C 5,062.2 + 481.9

Table 5. Retinol concentration in chicken liver of brand A, subjected to different
defrost methods and their losses.
Each line value corresponds to the average + standard deviation of triplicate. *

means differs significantly (P < 0.01) from the Raw.
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Validation of an analytical method based on high-performance liquid chromatography

for the determination of retinol in chicken liver

Rodrigo Albert Baracho Riegg! (rodrigoruegg@gmail.com)

Roberto Dimenstein® (rdimenstein@gmail.com)
1. Postgraduate in Nutrition, Federal University of Rio Grande do Norte, Av. Senador Salgado
Filho, 3000, Bairro Lagoa Nova, 59072-970 Natal, RN, Brazil.

Abstract

Retinol is an unsaturated fat-soluble isoprenoid alcohol. It is essential for the normal
functioning of cells, human growth, and development, and it is found in animal sources in the
form of palmitate ester. Chicken liver is an excellent source of retinol and is widely used in
the diet of people in developing countries to combat Vitamin A deficiency. Several methods
for the quantification of retinol in chicken liver have been reported in the literature. Most of
them use more than one solvent for the determination and quantification of this micronutrient.
A new method was developed based on a reverse phase system and using isocratic elution in a
C18 column (5 mm, 250 x 4.6 mm) coupled to a SPD-20A UV-VIS detector at a wavelength
of 325 nm with a single mobile phase, methanol. The method is simple and inexpensive,
allowing the rapid extraction, determination, and quantification of retinol in chicken liver
samples, with an average retention time of 5.2 min at 23 °C, yielding good linearity results (R2
= 0.9999), standard stock and freeze-thaw process stabilities of 93.2% and 97.5%,
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respectively, precision with coefficients of variation below 15%, and recovery coefficients
ranging between 93% and 101.2%.

1. Introduction

Vitamin A is a fat-soluble micronutrient that comprises a series of compounds
displaying the biological activity of retinol (Figure 1), which exists either as preformed
vitamin A (retinol, retinal, retinoic acid, and retinyl esters) or as pro-vitamin A (alpha-
carotene, beta-carotene, and beta-cryptoxanthin) (Yuyama, Marinho, Alencar, Yonekura, &
Cozzolino, 2012).

Retinol’s function is associated with visual, reproductive, and immunological
processes. It is also essential for cell differentiation and fetal development. Vitamin A
deficiency (VAD) is still considered a global disease, particularly in emerging countries
where its diagnosis is closely related to a low socioeconomic status. VAD affects the vision of
the patient, initially with night blindness, and leading to possible xerophthalmia and
keratomalacia symptoms. When untreated, these symptoms become irreversible, resulting in
vision loss (Brasil & Ministério da Satde, 2009; Gallagher, 2010; Saunders, Saude, Secretaria
de Atencéo a Saude, & Basica, 2009; Yuyama et al., 2012).

Brazil presents a large number of cases of VAD in the Northeast region and in some
regions of the Southeast, where the populations’ diet is poor in both quality and quantity as a
result of unsatisfactory living conditions. Micronutrient deficiencies are known as hidden
hunger. Children, pregnant women, and nursing mothers present a higher risk of vitamin A
deficiency (Brasil & Ministério da Saude, 2009).

The main animal food sources of retinol are liver, fish oils, eggs, milk, and dairy
products (Almeida-Muradian & Penteado, 2003).Several studies have shown that liver, and
especially chicken liver, is an excellent source of vitamin A. Santos et al. (2009) evaluated the
concentration of retinol in the liver of two different strains of chicken, Cobb and Ross,
subjected to the same breeding process, which presented retinol values of 6678.0 ug/100 g
and 8324.1 pg/100 g, respectively. Riegg and Dimenstein (2016, unpublished worked)
evaluated three batches of chicken liver from three brands sold in the supermarket, and found
mean values of 9152.9 ug/100 g, 4673.1 pg/100 g, and 5943.6 pg/100 g. The Dietary
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Reference Intakes (DRI) is a commonly used reference for daily nutritional recommendations.
The daily recommendation of vitamin A is 700 ug for women over 14 years of age and 900 ug
for men over 14 years of age (Institute of Medicine (I0M), 2001).

Thus, in addition to its low cost, chicken liver has great potential to combat VAD
(Howells & Livesey, 1998; Jaskiewicz, Sagan, & Puzio, 2014; KANG, CHERIAN, & SIM,
2006; Majchrzak, Fabian, & Elmadfa, 2006; Schindler, Scholz, & Feldheim, 1987; Surai &
Kuklenko, 2000; Torres, Okani, Roviello, Guariero, & Campos, 1998).

Several studies have been conducted for the detection of retinol and retinyl esters in
animal food sources using liquid chromatography in reverse phase and UV absorption
detection (Furr, Cooper, & Olson, 1986; Kane, Folias, & Napoli, 2008; Karadas, Surali,
Sparks, & Grammenidis, 2005; Kim & Quadro, 2010; Satomura, Kimura, & Itokawa, 1992;
Shintaku, Murata, Yamaguchi, & Makita, 1998; Tatum & Chow, 2005). However, most of
these methods involve the use of more than one solvent under gradient conditions, which
increases the cost of analysis. None of these tests used a 100% methanol mobile phase in an

isocratic elution process.

Our study aimed to develop and validate a rapid and cheap method to extract and

detect retinol in chicken liver using high-performance liquid chromatography (HPLC).

2. Material and Methods
2.1. Reagents and Chemicals

The all-trans retinol standard was acquired from Sigma-Aldrich, with > 95% purity.

The standard was stored according to the label instructions.

HPLC grade methanol was purchased from J. T. Baker. Other reagents including
absolute ethanol (99.8%) and ethanol (95%) were acquired from Sigma-Aldrich (Rio de
Janeiro/RJ), and hexane was obtained from Merck S.A. (Cotia/SP).
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2.2. Instrumentation

The HPLC instrument consisted of an LC-20 AT pump coupled to an SPD-20A UV-
VIS detector and a Rheodyne injection valve with a 20 pL loop. A Hamilton syringe for
manual injection with 100 mL capacity and a computer with the LCsolution software for data

acquisition and processing were used.

2.3. Chromatographic conditions

The chromatographic separation was performed with a reversed phase column (Luna
5u C18 (2) 100A Phenomenex®, 250 mm x 4.6 mm) kept at a temperature of 23 °C. The UV-

VIS detector was set to monitor the retinol absorbance at 325 nm.

The mobile phase used for the analysis of retinol in the samples was methanol (100%)

in an isocratic system with a flow of 1 mL/min for retinol.

Before use, the equipment was maintained under initial conditions with a flow rate of
1 mL/min of methanol (100%) for 30 min.

2.4. Stock and working solution preparation

The retinol solution standard was prepared by weighing 1.0 mg of retinol (Sigma) in
an Eppendorf tube, followed by dilution in 1.0 mL of absolute ethanol and stirring for 1 min.
Then, two further dilutions were carried out to reach an approximate concentration of 10
pug/mL (Figure 2). A spectrophotometer (U-2000 model from Hitachi) and quartz cuvettes

were used for absorbance measurement.

The concentration of the standard was confirmed by the specific extinction coefficient
of retinol in absolute ethanol (¢ 1%, 1 cm in ethanol = 1780 at 325 nm) (Milne & Botnen,
1986; Solomons, 2012).

After confirmation of the real concentration of the standard, a new dilution was
performed from the reading standard in absolute ethanol (Figure 3), resulting in an

approximate concentration of 1 pg/mL (1 ng/1 uL) for use in HPLC.



67

2.5. Sample Preparation

For the analysis of retinol in frozen chicken liver, 1 kg of fresh chicken liver was
purchased at a supermarket in Natal, Brazil. The chicken liver was placed in a blender (Arno
model) together with one liter of brine solution (NaCl, 0.9%), forming a homogenate at 50%.
Falcon tubes were filled with 1 g of the homogenate and stored on a freezer at -18 °C for 0, 1,
15, and 30 days.

2.5.1. Extraction of retinol from chicken liver

The extraction of retinol in chicken liver was performed according to Hosotani and
Kitagawa (2003) and described below.

One milliliter of ethanol (95%) was added to each Falcon tube containing 1 g of the
homogenate in order to precipitate the proteins present in the sample.

Before lipid extraction, saponification was achieved by adding 1 mL of potassium
hydroxide (KOH, 50%) and the samples were placed in a water bath at 60 °C for 1 hour under
stirring in order to hydrolyze the retinyl esters present in the samples.

For lipid extraction, the samples were washed with 2 mL of hexane and stirred for 1
min, and then were left standing for 5 min. The supernatant was then placed in a new tube,
and this process was repeated twice, resulting in a final volume of approximately 6 mL of
hexane. An aliquot of 250 pL of hexane was taken, placed in another 5 mL-polypropylene
tube and evaporated to dryness in a water bath at 37 °C under nitrogen atmosphere (White
Martins®). The samples were then stored at -18 °C under nitrogen atmosphere, and protected
from light. Before HPLC processing, the samples were redissolved in 1 mL of absolute
ethanol, and 20 pL of the samples was then used for HPLC. The measurements were carried

out in duplicate and the average was calculated over the two obtained areas.

2.5.2. Retinol identification

The identification and quantification of retinol in the samples was evaluated by
comparison of the areas in the chromatographic profile with the areas of the all-trans retinol

pattern.
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2.5.3. Validation

The validation of the method was performed according to the current FDA guidelines,
i.e., the Guidelines on Bioanalytical Method Validation (FDA - Food and Drug
Administration, 2013).

2.5.4. Linearity

The linearity of the method is the instrumental response of the linear calibration
relationship (obtained area) with the concentration of the standard, being satisfactory when

the correlation coefficient is close to 1 (Brito, Amarante Jr, Polese, & Ribeiro, 2003).

Six different dilutions of the retinol standard were used for application in HPLC. Next,
the plot of the linear equation was built from their respective areas, and a straight line
equation was obtained through linear regression (peak area versus concentration of the
standard).

2.5.5. Stability

The stability of the retinol stock standard was determined in triplicate with aliquots

that were stored in a freezer at -18 °C and evaluated in cycles of 1, 15, and 30 days.

In order to evaluate the stability of retinol in the chicken liver samples, the latter were
stored in a freezer at -18 °C and assessed in thawing cycles at room temperature (24 °C) for 8
hours after 1, 15, and 30 days.

2.5.6. Precision

The precision of the method was analyzed through a repeatability test. For the
assessment of the intra-precision, five replicates at three different retinol concentrations in the

range of 2.0-5.0 ug/mL were prepared and analyzed in the same day.

For the assessment of the inter-precision, the intra-precision measurement was
repeated for five consecutive days. The coefficient of variation (CV) was calculated from the

standard deviation of the mean and expressed as a percentage.
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2.5.7. Accuracy

The accuracy of the method was evaluated by a recovery test. Known amounts of the
retinol standard solution were added in triplicate at three different concentrations (4036, 8072,
and 12108 ng/mL) to the chicken liver samples. These samples were subjected to the same
retinol extraction method and analyzed by HPLC. The recovery was calculated by the ratio of
the sample peak area and the standard solution peak area added 100 times, and expressed as a

percentage.

2.5.8. Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)

In order to determine the LOD and LOQ, several injections were performed at
decreasing concentrations. The lowest detectable, but not quantifiable concentration is the
LOD. This in turn was detected by a visual method using a matrix after addition of known
concentrations so that the analytical signal was distinguished from the noise for the lowest
detectable concentration (Ribani, Bottoli, Collins, Jardim, & Melo, 2004).

The lowest concentration that can be quantified with acceptable precision and
accuracy is the LOQ. This was detected when the analytical signal was identified in the

lowest equivalent dilution (Ribani et al., 2004).

3. Results and discussion

The use of HPLC has become a common method for the quantification of vitamins and
minerals because of its sensitivity and accuracy. The development of methods based on HPLC
presents many advantages such as speed, resolution power, the reduction of the amount of
sample and solvent used, and low cost; thus encompassing several environmental benefits
(Chen & Kord, 2009).

3.1. Linearity

Six different dilutions of the retinol standard (3.37 ng/20 pL, 6.75 ng/20 pL, 13.49
ng/20 pL, 26.98 ng/20 pL, 53.96 ng/20 uL, and 107.92 ng/20 pL) were applied for HPLC.



70

The linear plot was built from their respective areas (26.426, 55.687, 119.135, 238.471,
498.955, and 989.117). The equation of the straight line obtained by linear regression, with R?
= 0.9999, is shown in Figure 4, illustrating the linear relationship of peak area versus

concentration of the standard.

3.2. Stability

The retinol stock solution standard was stable for at least 30 days. The area of the
standard peak was compared to the value of the area of the peak in the chromatogram

measured on a particular day, yielding a stable average value of 93.2%.

The stability of retinol in the freeze—thawing process of chicken liver samples was

determined to be at least 30 days, yielding a stable average value of 97.5%.

3.3. Precision

The intra- and inter-precision data for the method are shown in Table 1. Values below
15% are considered acceptable (FDA - Food and Drug Administration, 2013). As it can be

seen, the precision values of the present method were all found to be below 15%.

3.4. Accuracy

The accuracy of the method was assessed through the recovery of the standard added to

chicken liver samples at three different concentrations. The results are summarized in Table 2.

The average recovery ranged between 93% and 101,2%, while the coefficient of
variation for the recovery ranged between 0.36 and 0.98. The results indicate that the method

is precise for the determination of retinol in chicken liver.

3.5.LOD and LOQ

The limit of detection and limit of quantification are shown in Table 3. The values of

sensitivity are satisfactory for the precise determination of retinol in chicken liver.
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3.6. Applicability of the method

The applicability of the method was verified using liver samples subjected to retinol
extraction. A stock standard solution of retinol (with a concentration of 1217 ng/mL) was
added to one of the samples (what is called ‘spiking’) to assess the suitability of the method
and peak separation. Figures 5 and 6 show the resulting chromatograms, where the successful
separation of the analytes can be observed.

4. Conclusions

It was possible to identify and quantify the amount of retinol in chicken liver samples
using reverse phase HPLC coupled with UV-VIS detection of its absorbance at 325 nm using
an isocratic method with a single mobile phase (methanol 100%), resulting in an average

retention time of 5.2 minutes.

The analytical method developed in this study is consistent with its function and with

the current legislation policy, being economical, quick, easy, and suitable for its proposal.
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Analyte Intra-precision Inter-precision
pg/mL CV (%) pg/mL CV (%)
Retinol 2.0 3.0 2.0 9.7
4.0 2.3 4.0 14.2
5.0 7.8 5.0 12.2

Table 1. Intra- and inter-precision of the method for the determination of retinol (CV:

coefficient of variation)



Concentration of the standard added (ng/mL) Recovery (%) CV (%)
4036 93 0.98
8072 98.5 0.36
12 108 101.2 0.91

Table 2. Recovery values of the method for the determination of retinol
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Parameter Concentration (ng/mL)
LOD 9.1
LOQ 18.26

Table 3. Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of retinol
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Valores de retinol variaram, significativamente, entre as trés marcas de
figados de galinhas de granja analisadas e nos valores de figados de galinhas
caipiras. Os valores de retinol em figados de granja nas tabelas de composicao de
alimento como a TACO (2011), USDA (2008), IBGE (2008-2009) e Franco (1998)
foram menores do que visto neste estudo, com excec¢do da Tucunduva (2002).

Perdas significativas foram observados em processos de cocc¢éo utilizando
forno por 35 minutos a 200 °C, assim como em processo de micro-ondas na funcéo

descongelamento por 1 minuto.

Os resultados encontrados nesse estudo mostram que o figado de galinha
pode ser utilizado em programas de saude publica, como o combate a DVA, dado
que é um alimento de baixo custo, facil aquisicdo e que apesar da perda significativa
de vitamina A em processos de coccdo e descongelamento, o consumo de uma
Gnica porcao usual de 88g de figado de galinha assado ainda pode contribuir de 6
até 20 vezes as necessidades diarias de vitamina A. Sendo mais expressivo ainda
quando o consumo € de figado de galinha caipira, quando o valor de contribuicao
atinge 29 até 88 vezes as necessidades diarias de vitamina A. Ressalta-se assim a
importancia de se discrimar o tipo (raca/espécie/criacdo) de figado de galinha nas
tabelas de composicdo de alimentos, assim como informacgdes relacionando o

processamento térmico com possiveis perdas nutricionais.

A modificacdo sugerida para o método de analise de retinol em figado de
galinha foi validada e originou um método mais simples, com menor custo, seguro,
sendo preciso e exato para a analise de retinol nesse tipo de alimento.

Cabe ressaltar que intentou-se ao longo do desenvolvimento deste projeto a
busca pela informacdo do modo de criacdo e do tipo da alimentacdo do
frango/galinha juntamente com sua composicdo quimica de modo que se tentasse
explicar as diferencas significativas entre os diferentes lotes de cada marca.
Entretanto, nenhuma das empresas informaram algo a esse respeito em seu Servico

de Atendimento ao Cliente.
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Espera-se, como perspectivas futuras, a busca dos dados que superem as
limitagOes deste estudo, como a busca de informacdes sobre a dieta do frango, sua
raca e seu modo de criacao, para que assim seja elucidado informacdes importantes
sobre a composi¢cao quimica deste tipo de alimento.

O presente projeto possibilitou a redacdo de dois artigos originais e
perspectivas para publicacbes em congressos cientificos, além de ter possibilitado a

insercao de dois alunos na Iniciacédo Cientifica.
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APENDICE 1- Resultados complementares

Vitamina A em diferentes estagios da vida

A porcentagem de cobertura da vitamina A para as 3 diferentes marcas estéo
apresentadas na Tabela 2.

A Dietary Reference Intakes (DRI) € uma referéncia usualmente utilizada para
as recomendacdes nutricionais diarias. Essas recomendacdes representam as
guantidades de certos nutrientes que se acredita serem suficientes para satisfazer
as necessidades conhecidas para praticamente todas as pessoas saudaveis

americanas?!.

Idade (anos) Recomendacéo Porcentagem de cobertura (%)*
diaria (ug)
Marca A Marca B Marca C
1-3 300 2684.8 1370.8 17435
4-8 400 2013.3 1028.1 1307.6
Mulheres > 14 700 1150.7 587.5 747.2
Homens > 14 900 894.9 456.9 581.2

*Considerando a ingestdo da por¢do usual (2 unidades — 88 g de figado de

galinha).

Tabela 2. Porcentagem de cobertura da vitamina A do figado de galinha de granja

de diferentes marcas.

Os resultados apresentados na Tabela 2 demonstraram uma contribuicdo de
quase 9 vezes para homens acima de 14 anos, 11 vezes para mulheres acima de 14
anos, 20 vezes para criancas de 4 a 8 anos e de até quase 27 vezes para criancas

de 1 a 3 anos, com a ingestdo usual de uma Unica por¢cao do figado de galinha de
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granja, da marca A, no dia.

Sendo o assamento o0 Unico processo de coc¢do no qual houve perda
significativa, a Tabela 3 mostra a contribuicdo do figado de galinha submetido ao
processo de assamento sobre as necessidades diarias de vitamina A. O consumo de
uma porcdo usual de 88g de figado de galinha assado pode contribuir em até 6
vezes as necessidades diarias de vitamina A de um homem acima de 14 anos, e de

até 20 vezes as necessidades diarias de criancas de 1 a 3 anos.

Idade (anos) Recomendacéo diaria Porcentagem de cobertura (%)*

(H9)
Assado
1-3 300 2028,6
4-8 400 1521,5
Mulheres > 14 700 869,4
Homens > 14 900 676,2

*Considerando a ingestédo da porcao usual (2 unidades — 88 g de figado de
galinha).

Tabela 3. Contribuicdo do figado de galinha assado nas necessidades diarias de

vitamina A.

Os resultados sdo mais expressivos quando ha o consumo de figado de
galinha caipira, sendo esse suprimento diario nas necessidades de vitamina A na

ordem de 29 a 88 vezes (Tabela 4).
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Idade (anos) Recomendacdo diaria Porcentagem de cobertura (%)*

(ng) —
Caipira
1-3 300 8827,8
4-8 400 6620,9
Mulheres > 14 700 3783,3
Homens > 14 900 2942.,6

*Considerando a ingestdo da porcéo usual (2 unidades — 88 g de figado de
galinha caipira).

Tabela 4. Contribuicdo do figado de galinha caipira nas necessidades diarias de

vitamina A.

Concentracao de retinol em periodo de armazenamento

O valor médio de retinol encontrado nas amostras de figado de galinha
refrigerado foi de 6829,65 + 1216,82 pg/100g no tempo de armazenamento O,
referente ao dia de aquisicdo das amostras. Apés um periodo de 15 dias ainda sob
condicbes de refrigeracdo, o valor médio atingiu 5584,03 + 991,30 pg/100g, ja
guando submetido hd 30 dias sob temperatura de congelamento o valor médio
atingiu 5481,47 * 885,56, ndo demonstrando uma diferenga estatisticamente
significativa (p > 0,05), embora representem uma reducéo de 19%, no método de
resfriamento, compreendido entre 0 (TO) e 15 dias (T10) e 20% quando aplicado ao
congelamento por 30 dias (T30). As concentragdes de retinol nos figados de galinha
resfriado e congelado sdo mostradas na Tabela 4.

Séo escassas as informacbes sobre o efeito da refrigeracdo e do

congelamento sobre o contetdo de retinol no figado de galinha, um desses poucos
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estudos realizado por Santos et al. (2009) observou as concentragdes de retinol em
figados de galinhas com diferentes linhagens e variados tempos de armazenamento,
em seus resultados foram encontrados reducdes significativas na linhagem Ross
apos 30 dias de armazenamento em temperatura de congelamento, quanto que a
linhagem Cobb apresentou redugbes mais significativas a partir dos 60 dias de

estocagem.

A vitamina A esta presente em diversos produtos alimenticios, suas
perdas em alimentos envolvem diversos fatores, pesquisas realizadas em leite
relatam que tais perdas poderiam estar associadas ao processo térmico e a
estocagem a qual eles sdo submetidos, ainda assim poucos estudos se destinam a
investigar a resisténcia das vitaminas frente as condicbes de coleta, transporte,
processamento e estocagem do leite. Luz, temperatura, pH, presenca de

catalisadores encabecam os iniUmeros fatores associados a perdas vitaminicas®*



Periodo de estocagem (dias)

0 15 30
Tratamento
Ret|n0| Perda Re“nOI Perda Ret|n0| Perda
(Mg/100g) (%) (Mg/100g) (%) (Mg/100g) (%)
Refrigerado  6829,65 + 1216,82 - 5584,03+991,30* 19 - -
Congelado - - - - 5481,47 + 885,56* 20

Tabela 4. Concentragdo de retinol conforme periodo de armazenamento

O valor de cada linha corresponde a média + desvio padréo da triplicata. * significa que néo diferem

significativamente (p > 0,05) ao figado resfriado no dia 0.
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