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RESUMO

Mesmo com o grande impacto causado pelos resultados das novas pesquisas a
respeito das possiveis agdes benéficas do acido félico a saude, ainda sdo muito
poucos os dados a respeito dos reais teores de acido félico, presente nos
alimentos, principalmente dados analiticos sobre alimentos brasileiros, como
também dados de estabilidade. A populagéo esta, portanto, exposta ao consumo
de alimentos de qualidade n&o controlada, podendo ingerir quantidades nao
adequadas, as necessidades. Na tentativa de melhorar esse quadro é que este
trabalho foi conduzido. Utilizou-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para determinagdo de acido félico segundo CATHARINO e GODOQY (2000). O
método foi aplicado em amostras de leite esterilizado, produzido em planta piloto e
também adquirido no mercado, leite em po, bebida lactea achocolatada pronta
para consumo, margarina, farinha e p&o. Pequenas adaptacdes na metodologia
foram feitas, principalmente na etapa de extragdo, para amostras de farinha e po.
A aplicagcdo da metodologia para margarina, assim como as alteracées no método
para as amostras de farinha e p&o foram validadas em relagdo a recuperagéo,
repetibilidade, limites de detecgdo e quantificagdo obtendo valores em torno de
96% de recuperacado, coeficientes de variacdo inferiores a 1,5% nos ensaios de
repetibilidade e 1,3ng/mL e 2,6ng/mL os limites de detecgdo e quantificacdo
determinados, respectivamente. Foram analisadas 4 amostras, em 3 diferentes
lotes, de leites fluidos adquiridos no mercado, com datas bem proximas ao
processamento, e o valor do acido félico encontrado estava abaixo do declarado
no roétulo do produto, para 50% das amostras analisadas. Apés 3 meses, ainda
dentro do prazo de validade, a perda de acido félico chegou a 20%. Nos 4 ensaios
de esterilizacdo do leite, realizado em planta piloto, nos processos de adicdo e
homogeneizac¢do a perda de acido folico ficou em torno de 54%, enquanto que o
processo de esterilizagdo foi responsavel por uma perda de apenas 10%. Durante
o periodo de 90 dias a taxa de acido folico perdida foi de 16%. Esse mesmo leite
tambeém foi submetido ao processo de fervura, em 3 testes para cada ensaio, onde
a vitamina mostrou-se bastante resistente, com conservagao de aproximadamente
99%. Para leites em p6 e bebidas lacteas achocolatadas prontas para o consumo,



também foram analisadas 4 amostras, em 3 diferentes lotes, para cada produto
adquirido no mercado, com datas bem préximas ao processamento. Os teores de
acido fdlico encontrados estavam, praticamente iguais aos valores declarados
pelos fabricantes de leites em p6, no entanto, apés o periodo de 1 ano, em média,
de estocagem, ainda dentro do prazo de validade, a perda de acido félico chegou
a 60%. Para as bebidas lacteas achocolatadas prontas para o consumo os valores
referentes a concentragdo de é&cido félico, estavam no limite especificado pelo
fabricante, apenas em 50% das amostras. Apos 4 meses de estocagem os teores
de acido fdlico diminuiram em cerca de 29%. A andlise de 3 lotes de margarina
enriquecida mostrou, que nos primeiros 30 dias apds a fabricacdo, os teores de
acido folico encontrados estavam bem proximos aos valores especificados pelo
produtor, porém, apds o periodo de 4 meses de estocagem, apenas 46% da
vitamina ainda foi encontrada no produto. O &cido folico mostrou-se bastante
estavel apds o processo de adigdo e homogeneizagdo em farinhas, entretanto,
observou-se uma perda de 20% no teor vitaminico apés o assamento de paes
fabricados com a farinha enriquecida. Os resultados obtidos neste trabalho
mostraram a necessidade de um melhor controle nas taxas de enriquecimento,
como também mais estudos de estabilidade do acido folico quando adicionado a
diferentes matrizes.



SUMMARY

Despite the great impact of the results of new research in to possible beneficial
effects of folic acid on the health, there are still not enough data about the content
of folic acid in enriched food and no studies on its stability, chiefly in Brazilian
foods. Therefore people are exposed to the consumption of food of uncontrolled
quality, ingesting inadequate quantities for their needs. The aim of this work was to
improve this picture. High pressure liquid chromatography (HPLC) was used to
determine folic acid according to CATHARINO and GODOY (2000), in samples of
sterilized milk produced in a pilot plant and also in samples purchased on the
market, in powdered milk, ready to use milk chocolate beverage, margarine, flour
and bread. Some modifications in the methodology were made, mainly in the
extraction step, for the samples of flour and bread. These alterations were
validated with respect to recover, and values of from 92 to 98% were obtained,
repeatability was very well. The limits of detection and quantification being
respectively 1,3ng/mL and 2,6ng/mL. Four sample were analysed in 3 different
lots of fluid milk purchased on the market, and the values of folic acid were found
to be below the values declared on the label of the products, in 50% of the
samples. After 3 months, the loss of folic acid approached 20%. In all the 4
experiments with milk sterilization made in the pilot plant, the process of addition
and homogenization resulted in a loss of folic acid of 54%, while the process of
sterilization was responsible for only 10%. In a 90-day period the loss of folic acid
was 16%. The same milk samples were submitted to a boiling process and the
vitamin was show to be resistant, with a conservation of about 99%. As for
powdered milk and ready to use milk chocolate beverage, 4 samples of each were
also analysed, in 3 different lots, for each product purchased on the market. The
content of folic acid found was practically equal that declared by the manufacturers
for the powdered milk. Nevertheless, after 1 year of storage, the loss of folic acid
reached 60%. Only 50% of the milky beverages presented folic acid contents in
accordance with those specified by the manufacturer. After 4 months storage the

contents had decreased by about 29%. The analysis of the 3 lots of enriched



margarine showed that in the first 30 days after fabrication, the levels of folic acid
fell a little bit below those specified by the producers, but after 4 months storage
only 46% of the vitamin was still found. In the evaluation of the stability of folic acid
during the process of baking bread manufactured with enriched flour, the loss was
only 20% of the vitamin content. The results obtained in this work show the need
for strict control of enrichment rates, as also more studies on the stability of folic
acid when added to different matrixes.
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INTRODUGAO

Grande parte dos nutrientes necessarios ao bom funcionamento dos
organismos vivos s&o obtidos através dos alimentos. Desse quadro geral fazem
parte, do grupo dos micronutrientes, as vitaminas, substancias organicas
indispensaveis & manutengéo das fungGes metabdlicas do organismo e da salde.
Sua incluséo na dieta é necessaria por ndo serem sintetizadas pelo homem. A
auséncia sistematica na dieta resulta, quase sempre, em crescimento e
desenvolvimento deficientes e outras perturbacdes organicas, configurando-se um
quadro sintomatoldgico caracteristico da caréncia (GOODMAN e GILMAN, 1991:
LEHNINGER, 1993; BRODY, 1994).

Tradicionalmente, as vitaminas s&o classificadas segundo a
diferenca de solubilidade, em lipossollveis, quando soluveis em solventes
organicos, e em hidrossoluveis, quando solUveis em agua. Esta classificagio é
atil, uma vez que as identifica de acordo com algumas de suas propriedades
fisiologicas e fisico-quimicas comuns (LEHNINGER, 1993).

A estreita relagdo entre dieta e saude fez com que aumentasse a
preocupacdo dos consumidores em ingerir alimentos nutritivos ou de alta
qualidade, como, por exemplo, os enriquecidos. No entanto, a adicdo desses
micronutrientes tem sido utilizada em estratégias de “marketing”. As vitaminas do
complexo B, notadamente, B4, B2, Bs, PP e biotina, tém despertado, na industria,
interesse especial, na linha de alimentos enriquecidos e, mais recentemente, a
vitamina Bi2 e principalmente o acido félico pelas novas descobertas sobre as
acbes benéficas & saude do homem (BRODY, 1991; CZEIZE e DUDAS, 1992;
KATZUNG, 1994; ULENE e ULENE, 1995; OAKLEY et al.,1995; CRANE et al.,
1995; DALY et al,, 1997; DEVLIN, 1997; PARODI, 1997; RANG et al., 1997;
DIERKS et al, 1998; MALINOW et al., 1998; MOSHFEGH et al., 1998).

O acido folico, uma vitamina quase desconhecida da populacéo,
também chamado de vitamina Bs, By, B e M, apresenta fungbes pouco
conhecidas. Novas descobertas sobre a acdo do acido félico e da importancia da

sua presenga na dieta e no organismo foram feitas nesta ultima década



(KATZUNG, 1994). Os folatos participam da formacéo de produtos intermediarios
do metabolismo, estéo envolvidos na sintese de purinas, dTMP (timidilato), sintese
de colina, serina e glicina. O &cido félico também é necessario para a produgéo
normal das hemacias e, juntamente com a vitamina Bi,, para a conversédo de
homocisteina a metionina (DEVLIN, 1997). Esta Gltima reacdo é de extrema
importéncia para o sistema cardiovascular, dado que a hiperhomocisteinemia
causa lesGes nos vasos sanguineos, podendo, levar a artereoesclerose (PARODI,
1997; DIERKS et al, 1998).

Existem ainda pesquisas que apontam a relacdo entre a deficiéncia
de congéneres do acido félico com céancer de colon, leucemia, doencas
mieloproliferativas, certas enfermidades cronicas da pele, além de outras doengas
debilitantes crénicas. (BRODY, 1991; CZEIZE e DUDAS, 1992; KATZUNG, 1994:
ULENE, ULENE, 1995; OAKLEY et al.,1995; CRANE et al., 1995; DALY et al.,
1997; DEVLIN, 1997; RANG et al., 1997; MAILNOW et al., 1998; MOSHFEGH et
al., 1998).

O acido folico esta distribuido em muitos alimentos, principalmente
na forma de folatos. As verduras frescas, figados, leveduras e algumas frutas séo
as principais fontes. Porém, ha muitos fatores que podem levar a deficiéncia dessa
vitamina, incluindo a absor¢ao e metabolismo deficientes, demanda aumentada e,
principalmente, a ingestao inadequada (DEVLIN, 1997).

Com a finalidade de tentar amenizar os problemas causados pela
ingestdo insuficiente dessa vitamina, além de outros nutrientes, e aumentar a
qualidade dos alimentos, garantindo a ingestao de acido folico nas quantidades
recomendadas (NAS-NRC, 1989) muitas industrias estdo efetuando o processo de
enriquecimento de seus produtos (AUGUSTIN et al., 1982; GASSIN, 1991;
RANUM, 1991, WALTER, 1994). Entre os alimentos escolhidos para o
enriquecimento, de maneira geral, leites e cereais s&o os veiculos mais
comumente utilizados, além de outros produtos lacteos e farinhas. Porém, o
controle desses produtos tem sido dificultado pela auséncia de laboratérios
preparados para a realizacao das analises, além da caréncia de metodologias.



Mesmo sendo o acido félico a forma, entre os folatos, que apresenta
maior estabilidade as condigbes de processamento e estocagem (GUBLER,
1991), alguns poucos trabalhos na literatura mostram perdas significativas
(HURDLE et al.,1968; DONG et al.,1975; GREGORY,1989; FRANCO, 1992:
KATZUNG,1994; ANTUNES,1994;).

Estudos sobre o comportamento do acido félico frente aos diversos
processos industriais e da sua estabilidade nas matrizes adicionadas durante o
armazenamento s&o muito importantes, tanto para oferecer ao consumidor um
alimento seguro e nutritivo, como para orientar o produtor na sobredosagem
necessaria, para a producdo, além das melhores condicbes de embalagem,
transporte e armazenamento (CARVALHO, 1994).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi a determinacdo de acido
félico em alguns alimentos enriquecidos, utilizando a metodologia desenvolvida
por CATHARINO e GODOQY (2000), além de contribuir com dados sobre a

estabilidade dessa vitamina em processamentos térmicos e na estocagem.
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RESUMO

Até pouco tempo atras, os folatos, termo geral que se refere a compostos no sé
estruturalmente mas também com atividade semelhante a do &cido félico, tinham
apenas algumas poucas fungdes elucidadas em relagdo ao organismo humano.
Atualmente, sabe-se que os folatos estdo envolvidos em indmeras reacgdes
metabdlicas e sdo extremamente importantes para a manutencdo da saude. A
caréncia dessa vitamina, pertencente ao grupo das vitaminas hidrossolaveis, vem
sendo relacionada a uma série de doengas graves como a anemia megaloblastica,
0 cancer, problemas cardiacos e as malformagdes congénitas, entre outras.
Mesmo com toda preocupacdo que o ser humano hoje tem em procurar se
alimentar de forma mais balanceada, as quantidades diarias recomendadas de
folatos necessaria para o bom funcionamento do organismo, muitas vezes, nao
sdo atingidas. Muitos dos habitos alimentares foram modificados em virtude do
desenvolvimento de novos produtos, aliado ao forte apelo de “marketing” da
industria de alimentos, e do ritmo de vida que, principalmente, as grandes cidades
impéem as pessoas, levando os individuos a ingerir cada vez mais alimentos
industrializados. Os processos utilizados na industrializacdo dos alimentos
promovem sempre, em maior ou menor escala, alteragdes na composicdo dos
mesmos, podendo levar a perda de nutrientes, incluindo os folatos. Fatores como
luz, calor, oxigénio, determinados pHs, atividade de agua, entre outros, contribuem
para a perda desses compostos, levando a necessidade de adiciona-los ao final
do processamento, garantindo ou melhorando a qualidade nutricional do alimento.
Estudos sobre o comportamento do acido félico adicionado nos processos de

enriquecimento, frente aos diferentes processamentos e periodo de estocagem,



mostram que muitos cuidados devem ser tomados na tentativa de preservacao da
vitamina, a fim de se obter, apds o processamento e até o prazo final de validade,
um produto de boa qualidade e com caracteristicas desejadas.

SUMMARY

Not long ago, the functions of folates, a general term used for a group of
compounds with structures and activities similar to those of folic acid, were little
understood with respect to the human body. Nowadays, we know that folates are
involved in several metabolic reactions and are most important for health
maintenance. The lack of this vitamin which belongs to the water-soluble group of
vitamins, has been associated with a series of serious diseases such
megaloblaster, cancer, cardiac disease and congenital malformations, amongst
others. Despite all the concern human beings currently show with respect to a
balanced diet, the recommended daily quantities of folate necessary for good
performance of the organism, are not achieved. Many feeding habits have been
modified due to the appearance of new products, the strong call of industrial
marketing and the pace of life, principally in big cities which leads people to eat
more and more industrialized food. The industrial processing of food always results
in some alterations to their own composition to a larger or smaller extent and this
can cause a lack of nutrients, including folates. Some factors like light, heat,
oxygen, certain pH values, and water activity, to name a few, contribute to the loss
of these compounds, and there is a need to add them back at the end of
processing, to guarantee or improve the nutritional quality of the food. Studies on
the behavior of folic acid, added for enrichment proposes during different types of
processing and storage, have shown the need to pay attention to efforts to
preserve the vitamin, so as to obtain after processing and up to the expiration
date, a product of good quality and the desired characteristics.



INTRODUGAO

O pouco tempo disponivel para o preparo doméstico dos alimentos,
vem alterando o habito alimentar da populagdo mundial que recorre, cada vez
mais, aos produtos industrializados. Para compensar as perdas no processamento
ou mesmo com o intuito de reforgar o contelddo nutritivo dos mesmos, na tentativa
de solucionar o problema da ingest&o insuficiente de nutrientes essenciais, vem
sendo feita a adi¢do de vitaminas, aminoacidos e minerais. O acido folico é uma
das vitaminas que tem sido adicionadas a alguns tipos de alimentos, dentre eles
leites em po e esterilizados, bebidas lacteas achocolatadas, margarina, além de
cereais e farinhas, entre outros.

A historia da descoberta do acido félico teve inicio em 1935, quando
comegaram a ser descritos fatores responsaveis por uma série de disturbios,
decorrentes da deficiéncia nutricional de um composto pertencente a familia do
acido pteroilglutamico, cujo o protdtipo do grupo é o acido félico. O fator
responsavel pela deficiéncia nutricional em macacos, foi denominado vitamina “M”.
Em 1939, o composto cuja caréncia ocasionava anemia em galinhas foi chamado
de “vitamina B". Logo em seguida, em 1941, descobriu-se uma substancia
necessaria para a nutricdo da bactéria Lactobacillus casei, denominada como
“fator L. casei” e, no mesmo ano, foi isolado um composto cristalino do espinafre,
que recebeu o nome de acido fdlico (folium siginifica folha) (KATZUNG, 1994,
LENHINGER et al, 1993). A partir dai, iniciou-se a pesquisa a respeito da
importancia e das reais fungdes do acido folico e dos folatos. Em 1945, SPIES
empregou a folacina no tratamento de casos de anemia macrocitica em gestantes,
tendo essa substancia se mostrado efetiva. No mesmo ano, AUGIER sintetizou o
acido félico pela primeira vez (GOODMAN e GILMAN, 1991).

O acido félico (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol-L-
glutamico), (Figura 1) também é conhecido como &cido pteroilglutamico, vitamina
Be, vitamina Bg e vitamina M. Esta naturalmente presente em alimentos,
geralmente, na forma reduzida, como derivados de poliglutamatos, com 2 a 7

residuos de &cido glutdmico (DEVLIN, 1997). Folatos é um termo geral que se



refere a compostos ndo sO estruturalmente, mas também com atividade
semelhante a do &cido félico (BRUBACKER et al., 1985; KEAGY, 1985; BUHLER,
1988; BRODY, 1991; ZANINI, OGA, 1994; BRODY, 1994; DALY et al., 1997).
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Figura 1: Estrutura do acido félico.

No que diz respeito a estabilidade dessa importante vitamina, os
poucos trabalhos existentes tratam, principalmente, dos folatos naturalmente
presentes em determinados alimentos. S&o rarissimos os estudos sobre a
estabilidade do acido fdlico as diversas condigbes de processamento e

estocagem, sendo que a maioria dos estudos de estabilidade foram realizados em
sistema modelo.

METABOLISMO, FUNGOES BIOQUIMICAS E BIODISPONIBILIDADE

Apesar do acido pteroilglutamico (PteGlu 1) ser a estrutura quimica
comum aos folatos, ele ndo & o principal congénere nos alimentos, nem a
coenzima ativa no metabolismo intracelular. Os folatos encontrados nos alimentos
estdo, predominantemente, na forma de poliglutamatos, sendo o 5-
metiltetraidrofolato o congénere majoritario. Os derivados de poliglutamatos séo
captados por células da mucosa intestinal e os residuos extras de glutamato sao
removidos por conjugase, uma enzima lisossomal. Apos a absorgéo, o PteGlu 1 é
rapidamente reduzido para dar origem, primeiro ao acido 7, 8-diidrofélico
(H2PteGlu1), reacéo catalisada pela enzima redutase diidrofolato, e em seguida ao



acido tetraidrofélico (H4PteGlu 1), plenamente reduzido nas posigées 5, 6, 7 e 8,
que atua como aceptor de varias unidades monocarbonicas que se ligam,
preferencialmente, nas posigdes 5 ou 10 pteridina.
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Figura 2. Reagéo de redugéo do acido folico.

Durante o transporte gastro-intestinal, os poliglutamatos sé&o
hidrolisados a monoglutamatos, reduzidos e metilados a 5-metiltetraidrofolato, a
forma na qual os folatos costumam ser transportados no sangue e penetram na
célula apoés a absorgéo, no entanto € uma forma funcionalmente inativa do folato.
Parte da vitamina é estocada no figado na forma de poliglutamato, ligada a uma
proteina. Os rins desempenham um importante papel na homeostase dos folatos.
Apés o processo de filtragdo, ocorre a reabsorgdo da vitamina, porém uma
quantidade é excretada pela urina. Parte dos folatos também é excretada nas
fezes (PARODI, 1997; DEVLIN, 1997; BRODY, 1994, GOODMAN e GILMAN,
1991). O suprimento constante de 5-metiltetraidrofolato € mantido pelos alimentos
e pelo ciclo éntero-hepatico da vitamina. O figado reduz e metila ativamente o
acido félico e tetraidrofolato e transporta o 5-metiltetraidrofolato na bile para
reabsorgao pelo intestino e fornecimento subsequente aos tecidos (GOODMAN e
GILMAN, 1991). Um resumo do metabolismo do acido folico esta apresentado na
Figura 3.

Cada uma das diferentes formas de acido folico (Tabela 1), que séo
sintetizadas a partir de reacao de metilagédo e replicagdo celular no organismo
humano, desempenha um papel especifico no metabolismo intracelular

(GOODMAN e GILMAN, 1991; KATZUNG, 1994; ZANINI e OGA, 1994; ALVAREZ,
1997; DALY et al., 1997).
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Figura 3. Metabolismo do acido félico.
Fonte: GOODMAN e GILMAN, 1991.

Vérios derivados do tetraidrofolato sdo usados em reacbes de
biossintese. S&o necessarios na formagdo de produtos intermediarios do
metabolismo, que estdo envolvidos na sintese de purinas, dTMP (timidilato),
sintese de colina, serina e glicina. Como quantidades adequadas de colina e
aminoacidos podem geralmente ser obtidas da dieta, a participagéo de folatos na
sintese de purina e dTMP parece ser, dessas reagdes, a metabolicamente mais
significativa. O acido folico também participa na produgao normal das hemaécias.
Alem disso, o tetraidrofolato juntamente com a vitamina B1> € necessario para a
conversdo de homocisteina a metionina (DEVLIN, 1997). Esta reagdo é de
extrema importdncia para o sistema cardiovascular, dado que a
hipernomocisteinemia pode causar lesdes nos vasos sanguineos, podendo levar a
artereoesclerose (PARODI, 1997; DIERKS et al, 1998) . A Figura 4 apresenta um
resumo das fungdes bioquimicas do acido félico.
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Tabela 1. Nomenclatura e fungdes bioquimicas dos principais congéneres do
acido pteroilglutamico.

Composto Congénere Radical Posicao Funcgao
Metiltetraidrofolato CH3H,PteGlu -CHs N5 *Convesao de
homocisteina a
metionina.
*Conversao de
) serina a glicina.
Acido folinico 5-CHOH4PteGlu -CHO N5 Sintese de purinas.
10-Formiltetraidrofolato 10- CHOH,4PteGiu -CHO N10 *Sintese de purina.
*Utilizagao ou geragao
de formato.
5,10-Meteniltetraidrofolato 5,10- CHH,PteGlu -CH- N5-10 *Sintese de purina.
5,10- Metilenotetraidrofolato | 5,10- CH2H,PteGlu -CH,- N5-10 *Sintese de timidilato
Formiminotetraidrofolato CHNHH,PteGIiu -CHNH NS *Metabolismo da
histidina.

Segundo RUGGERI et al. (1999) e DANG et al. (2000), os termos
acido fdlico e folatos sdo, frequentemente, confundidos, mas o &cido fdlico é
aproximadamente duas vezes mais bioativo do que os folatos. Fatores que
influenciam a quebra dos folatos da forma de poliglutamatos para a forma
monoglutamica e, subsequente, absorg¢ao, transporte, estocagem, metabolismo,
circulagdo entero-hepatica e excre¢do, determinam a biodisponibilidade desse
nutriente (PARODI, 1997). Os folatos poliglutamatos s@o consideravelmente mais
bioativos do que os monoglutamatos. Para possuir atividade, o folato deve estar
na forma tetraidro. Estudos recentes sugerem que o metiltetraidrofolato seja um
cofator n&o muito eficaz para a formagao de poliglutamatos, ao contrario do diidro,
do tetraidro e do formiltetraidrofolato. Existem evidéncias de que o substrato
preferido para a sintese de poliglutamatos seja o formiltetraidrofolato e que a
conversa@o de tetraidrofolato, exija um doador de formatos, como a metionina
(KATZUNG, 1994; ZANINI e OGA, 1994; BRODY, 1991).
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Figura 4. Fungdes bioquimicas do acido folico.

Fonte: GREGORY, 1989.

FONTES DE FOLATOS

As principais fontes de folatos sdo os vegetais folhosos, carnes,

figados, rins, frutas, cereais, leguminosas e leveduras (BRODY, 1991; FRANCO,
1992). Porém, os dados sobre os teores de folatos apresentados nas tabelas de

composi¢ao de alimentos e nas publicagées cientificas na area, mostram grandes
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diferencas para o mesmo tipo de alimento (Tabela 2), isto se deve,
provavelmente, as diferentes técnicas analiticas empregadas na obten¢éo dos
resultados e a fatores edafoclimaticos (CATHARINO e GODQY, 2000).

Tabela 2. Teores de folatos em alimentos

ALIMENTOS FOLATOS (ng/g peso umido)
BRODY (1991) FRANCO (1992) MARKS (1975)
Leite fresco de vaca 0.05-0.12 0.08
Figado cozido 10.7
Figado cru 1.41 1.20 0.30-1.50
Banana 0.28
Ovo 1.40 0.80 0.04
Repolho cru 0.30
Repolho cozido 0.16
Queijo 0.20 0.16
Vegetais verdes 0.09
Brécolos cru 1.69
Brocolos cozido 0.65
Brocolos 0.91 1.00
Atum enlatado 0.15
Batata 0-0.018
Tomate 0.06
Laranja, suco 1.40 0.40

CATHARINO E GODOY, 2000

NECESSIDADES NUTRICIONAIS

O acido folico, a exemplo de todas as outras vitaminas, é necessario
em pequenas quantidades. As necessidades diarias de folatos, segundo o NAS-
NRC (National Research Council, National Academy of Science) (1989) estéo
apresentadas na Tabela 3. Observa-se que a necessidade aumenta durante os
periodos de lactacao e gestacdo, onde ocorre aumento da necessidade de folato
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devido ao volume de sangue e ao nimero de células em divisdo rapida. Por volta
do terceiro trimestre, as necessidades de folatos quase dobram.

Tabela 3. Necessidades diarias recomendadas de folatos

Categoria Idade Folato( ng)
Lactentes 0.0 -05 25
0.5-1.0 35
Criangas 1-3 50
4-6 75
7-10 100
Homens 11-14 150
15-18 200
19- 24 200
25 - 50 200
51+ 200
Mulheres 11-14 150
15-18 180
19-24 180
25 - 50 180
51+ 180
Gestantes 400
Lactagao Primeiro semestre 280
Segundo semestre 260

Fonte: NAS-NCR (1989)

Ha muitas causas de deficiéncia de folatos em seres humanos,
incluindo ingestao inadequada, absorgao e metabolismo deficientes e demanda
aumentada. Alguns levantamentos a respeito dos habitos alimentares
demonstraram que a ingestdo inadequada deve ser a causa mais comum
(DEVLIN, 1997). Idosos e pessoas cujas dietas carecem de verduras, ovos e
carne, frequentemente desenvolvem deficiéncia de acido folico. Deficiéncia de
folatos também € observada no caso de complicagdes no intestino delgado, que
interfere na absor¢ao e circulagdo de folatos pelo ciclo éntero-hepatico. Ha
evidéncias de que o alcool e as doencas hepaticas também interferem na
absor¢do e metabolismo da vitamina. Pacientes com anemia hemolitica também
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necessitam de maiores quantidades da vitamina. Ha varias drogas que também
interferem diretamente no metabolismo dos folatos. Anticonvulsivantes e
contraceptivos orais podem interferir na absorcdo e parecem aumentar o
catabolismo de folatos. Nefropatas também desenvolvem deficiéncia de folatos,
pois a vitamina & removida do plasma cada vez que os pacientes sdo dializados
(BRODY, 1994; KATZUNG, 1994 DEVLIN, 1997).

O efeito mais pronunciado da deficiéncia de folato é a inibicdo da
sintese de DNA, devido a menor disponibilidade de purinas e dTMP. Isso leva a
parada das células na fase S e uma alteracdo no tamanho e na forma dos nicleos
de células em rapida divisdo. O bloqueio na sintese de DNA retarda a maturagéo
de globulos vermelhos, causando produgcdo de glébulos vermelhos macrociticos,
anormalmente grandes, com membranas frageis, gerando a chamada “anemia
megaloblastica” (DEVLIN, 1997). Ja a hiperhomocisteinemia é bastante comum na
populagéo idosa, e parece ser devida a ingestdo inadequada efou utilizacéo
diminuida de folatos e vitamina Bi,. Existem ainda pesquisas que apontam a
relacdo entre a deficiéncia de congéneres do acido folico com cancer de célon,
leucemia, doencas mieloproliferativas, certas enfermidades crénicas da pele, além
de outras doengas debilitantes cronicas (BRODY, 1991; CZEIZE e DUDAS, 1992;
KATZUNG, 1994; ULENE e ULENE, 1995; OAKLEY et al.,1995; CRANE et al.,
1995; DALY et al.,, 1997; DEVLIN, 1997; RANG et al.; 1997; DIERKS, 1998;
MALINOW et al, 1998, MOSHFEGH et al, 1998) Estudos recentes
demonstraram que niveis inadequados de folatos durante os primeiros estagios de
gestacdo aumentam o risco de defeitos no tubo neural do feto, um tipo de
malformac&do congénita (DALY et al., 1997; DEVLIN, 1997).

TOXIDEZ

O acido fdlico ndo apresenta grau de toxicidade comprovada,
provavelmente devido & sua caracteristica hidrofilica que dificulta o acumulo no
organismo. Nenhum tipo de efeito maléfico foi detectado, mesmo com doses
elevadas de 15mg/dia (ZANINI e OGA, 1994). Entretanto, o excesso de acido

folico pode mascarar a anemia megaloblastica causada pela deficiéncia de
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vitamina B12, mas n&o pode aliviar nem evitar os defeitos neurolégicos decorrentes
da caréncia da mesma, podendo causar danos irreparaveis ao sistema nervoso
central. Diante disso, o FDA (Food and Drug Administration) recomenda que a
concentracao de folatos n&o ultrapassasse 1mg/dia para todos os produtos
farmacéuticos e alimenticios (BRODY, 1991; ANNOTATION, 1994 KATZUNG,
1994; ZANINI e OGA, 1994; TUCKER et al., 1996; RANG et al., 1997).

ENRIQUECIMENTO

O enriquecimento dos alimentos, com inUmeros nutrientes, tem se
tornado cada vez mais importante e rotineiro, principalmente devido & mudanca
dos habitos alimentares da populagdo mundial. O ser humano, hoje em dia, tem
despendido cada vez menos tempo com a sua propria alimentacdo, aumentando
desta forma, o consumo de alimentos industrializados. Dietas caldricas e pobres
em nutrientes sdo um dos principais responsaveis pela incidéncia de muitas
doengas

Dentre os compostos adicionados aos alimentos, com o intuito de
compensar as perdas do processamento ou mesmo reforgar o contetdo nutritivo,
encontram-se vitaminas, minerais e aminoacidos. A suplementacdo com
vitaminas pode ser realizada pela adicdo de matérias naturais ricas em vitaminas,
ou pela adigdo de vitaminas sintéticas, puras ou em misturas, denominadas
“premix’. (CARVALHO, 1994).

Com a finalidade de tentar solucionar os problemas relacionados a
caréncia de acido félico, o FDA nos USA, desde 1996, determinou que este
deveria ser adicionado (140ug/100g) em produtos como cereais, incluindo farinha,
pao, cereais matinais, arroz e macarrao, normativa com efeito a partir de janeiro
de 1998 (CARVALHO, 1994; MOSHFEGH et al., 1998). A partir disso, muitos
produtos também estdo sendo enriquecidos com &acido félico, dentre eles, leite,
derivados lacteos e margarina.

O enriquecimento de alimentos com &cido félico, também tem sido
utilizado para estudos que relacionam a ingestdo da vitamina e os efeitos na
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saude. No Chile, um grande projeto esta sendo desenvolvido com o objetivo de se
averiguar a real influéncia do &cido félico em relagdo ao problema das
malformagdes congénitas. Apds uma pesquisa a respeito dos habitos alimentares
da populag@o chilena, concluiu-se que o p&o & um produto bastante consumido,
cerca de 250g/dia/pessoa. Portanto, a farinha de trigo, destinada principalmente a
fabricagdo de péaes, estd sendo enriquecida com acido fdlico. Os efeitos serdo
avaliados ate o final de 2002 (CASTILHA, 2000).

Considerando-se entdo, a grande importancia dos folatos no
organismo humano, o enriquecimento de alimentos com essa vitamina, juntamente
com as devidas orientagbes nutricionais, pode vir a solucionar o problema da
ingestéo deficiente desse nutriente (TAMURA e MESSING, 1997). Porém, para
assegurar a presenca dessa vitamina nos alimentos enriquecidos, submetidos as
mais diversas condigbes de processamento e estocagem, € fundamental o

conhecimento e a pesquisa a respeito da estabilidade dos folatos.

ESTABILIDADE

Alteragbes na composigéo dos alimentos podem ocorrer em etapas
distintas: durante e apds colheita, durante o processamento industrial, durante o
armazenamento e, finalmente, durante o preparo final para consumo. Pode-se
considerar que os alimentos s&o processados comercialmente para prolongar sua
vida-de-prateleira, ter suas caracteristicas modificadas a fim de satisfazer
exigéncias dos consumidores, separar componentes ndo desejaveis e para, em
muitos casos, melhorar suas propriedades nutricionais (LUND, 1977).

As vitaminas sdo compostos considerados bastante labeis. Varios
sdo os fatores que influenciam as perdas desses nutrientes em alimentos
processados, como pH, oxigénio, luz, temperatura, concentragcbes de sal e
acucares, atividade de agua, presenga de catalisadores metalicos, agentes
antioxidantes e tipo de embalagem (VARSANY| e SOMOGYI, 1983). A resisténcia
das diferentes vitaminas a esses fatores &€ muito variavel. O conhecimento prévio

dos fatores que podem contribuir para a diminuicdo dos niveis vitaminicos dos
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alimentos facilita o planejamento dos estudos de degradagdo. A adicdo de
qualquer nutriente a um alimento deve obedecer a uma série de aspectos, entre
eles, a estabilidade nas fases de producéo, comercializagdo, e consumo desse
alimento.

O acido félico € um composto cristalino amarelo pouco solivel em
agua quando na forma &cida, porém mais solivel na forma de sal, sensivel ao
oxigénio, a luz e a pH acido e neutro, sendo estavel em pH alcalino (BRUBACKER
et al. 1985, BRODY, 1991; CARVALHO, 1996; RANG et al., 1997; BUHLER,
1998). A Tabela 4 apresenta dados a respeito da estabilidade relativa das
vitaminas, com destaque para o acido félico. A suscetibilidade a degradacéo do
acido fdlico foi primeiramente demonstrada por STOKSTAD (1948) e
HUTCHINSGS (1948), que identificaram pterinas e aminas como produtos de
oxidacao e redugao. Muitas diferencas foram observadas entre os varios folatos
no que diz respeito a resisténcia a degradagao oxidativa. A resisténcia a quebra
da ligacdo Co-N1o, para folatos com substituicdo nas posicées 5 ou 10, € maior do
que para folatos ndo substituidos (GREGORY, 1989). Estudos realizados por
RITTER (1976) indicaram que a baixa ingestao de folatos através da dieta estaria
associada a instabilidade dessa vitamina, que pode ser degradada apds os
diversos processos de cozimento caseiro ou processamentos industriais.

Os principais produtos das reagdes de oxidagao do acido folico sé&o
mostrados na Figura 5. HAWKES e VILLOTA (1989) resumiram os resultados
encontrados por diversos autores a respeito da estabilidade do acido folico ao
calor, luz, pH acido, oxigénio e agentes oxidantes, comprovando sua instabilidade
diante desses tratamentos.

Estudos da estabilidade do &acido fdlico adicionado a alguns
alimentos sao raros e confusos, pois os termos folato e acido félico sdo, na
maioria dos casos, confundidos ou utilizados como se fossem 0 mesmo composto.
O comportamento dessa vitamina diante do processamento ja foi estudado, em
pequena escala, na maioria dos casos para folatos naturalmente presentes em
alimentos. Encontram-se muitas dificuldades para a avaliagcdo das perdas de

folatos em alimentos, devido as varias formas da vitamina, suscetibilidade a
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degradacéo das diferentes formas e influéncia de fatores ambientais (GREGORY,
1989). Além disso, as metodologias empregadas nem sempre sdo confidveis e
surgem problemas para a interpretacdo do dados obtidos, j& que durante o
processamento, os alimentos podem tanto perder quanto reter agua. FRANCO
(1992) mostrou a ocorréncia de 50% de perda de folatos durante a cocgdo de
alimentos, enquanto KATZUNG (1994) relatou perdas de até 90%.

Tabela 4. Estabilidade relativa das vitaminas - destaque para o acido félico.

Vitamina/ Ar ou

Condics Calor pH neutro pH &cido pH basico oxigénio Luz

Acido félico |
Carotenos {Pro-A) |
Vitamina A I
Vitamina D |
Vitamina E I
Vitamina K E
Vitamina B1 |
Vitamina B2 |
Vitamina B6 I
E

|

E

I

I

- m — m m

VitaminaB12
Biotina
Niacina
Acido pantoténico

—mmm-—-mm-—m - — — — —
—mmm- - —m - — — — — =

— m m mmMmMmmmMmM-— mmMmMmMmimMm -—
m — mmmmmm— mmMm — — =

— — m m mm =

Vitamina C

| — Instavel E — Estavel
Fonte:CARVALHO, 1926.

Estudos realizados por GREGORY (1989) mostraram que alguns
fatores como oxigénio, acido ascérbico e atividade de agua parecem ter grande
influéncia na avaliacdo do comportamento dos folatos. Estudos a respeito da
instabilidade dos folatos expostos ao calor, na auséncia e presenca de oxigénio e
acido ascorbico, mostraram que em presenca de vitamina C as perdas foram mais
baixas. Ja o contato com o oxigénio resultou em perdas mais acentuadas.
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Figura 5. Produtos de oxidagio de acido félico.
Fonte: HAWKES e VILLOTA, 1989
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Folatos, por serem vitaminas hidrossoluveis, s&o sujeitos a
lixiviag@o, principalmente durante os processos de cozimento, em adicao as
reagbes quimicas de degradagdo (GREGORY, 1989). Grandes perdas de folatos
foram reportadas por HURDLE et al. (1968) para alimentos cozidos em agua.
LEICHTER et al. (1978) citados por GREGORY (1989) observaram a lixiviagao de
folatos durante o cozimento de alguns vegetais, encontrando na agua de
cozimento, de 22 a 84% da quantidade inicial de folatos presentes nos alimentos.
Esses resultados sugerem ser a extragdo aquosa, e ndo a degradagso térmica, a
maior responsavel pelas perdas de folatos resultantes do processo de cozimento.
DANG et al. (2000) pesquisaram a estabilidade de folatos presentes em legumes
submetidos ao cozimento sob pressdo durante 20 minutos, observando maiores
indices de retencéo de folatos (62,1%) para esse tipo de processamento, quando
comparado ao cozimento em agua por 2 horas (52,6%). A diferenga foi atribuida
ao menor tempo de exposig¢&o ao calor durante o cozimento, além das diferencas
relacionadas a exposigdo ao oxigénio.

Os folatos presentes em muitos vegetais se mostraram bastante
resistentes ao processo de “spray drying”, com taxas de retengdo acima de 90%
(GREGORY, 1989). KLEIN et al. (1979) pesquisaram a retencdo de folatos
presentes em alguns vegetais submetidos ao processo de esterilizacdo por
microondas. Neste trabalho, os autores compararam as perdas apos tratamento
térmico convencional e por microondas, concluindo que a taxa de retencéo foi
bastante similar para os dois processos, ficando entre 78 e 100%.

Além de dados sobre comportamento da vitamina durante o
cozimento de vegetais, estudos a respeito da estabilidade de folatos em leites
submetidos a tratamento térmico também ja foram publicados. Muitos autores
apontam o S-metiltetraidrofolato como o folato majoritario presente em leites
(GREGORY, 1989; RENNER, 1989; PARODI, 1997) e, portanto, os estudos foram
baseados na estabilidade desse composto.

O gado leiteiro, diferente do ser humano, ndo necessita ingerir
vitaminas na alimentag&o. A vitamina C, por exemplo, é sintetizada no figado e as
vitaminas do complexo B pelos microrganismos do humem. Entretanto, a dieta
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pode alterar o comportamento dos microrganismos no processo de sintese,
fazendo com que os teores das vitaminas, entre eles os folatos, variem
significativamente (RENNER, 1989).
Quanto a perdas durante o processamento térmico, ANTUNES

(1994) apresentou o acido félico como um composto relativamente estavel ao
processo de pasteurizag&o do leite, confirmando os dados obtidos por SCOTT et
al. (1984), que também observaram pequenas perdas ocasionadas pela
pasteurizagdo, entretanto esses autores relataram que durante o periodo de
estocagem poderiam ocorrer perdas significativas. DONG et al. (1975) mostraram
que leites submetidos a esterilizacdo e subsequente estocagem apresentaram
uma taxa de retengdo de folatos muito variavel, de 0 a 80%, dependendo da raca
e tipo de alimentagdo do animal, condigdes do processo, presenca de vitamina C e
concentracdo de oxigénio dissolvido durante e apds o processo. BURTON et al.
(1970) ja haviam relatado perdas diferenciais quanto ao tipo de processamento,
4% de perda de folato quando foi utilizado processo direto e 10% para processo
indireto, devido principalmente aos niveis de oxigénio. De acordo com PINHEIRO
e MOSQUIM (1991), no sistema indireto de aquecimento, a troca de calor entre o
meio de aquecimento e o produto se faz através de tubos ou de placas, enquanto
que no sistema direto de aquecimento, o meio de aguecimento (vapor) € injetado
diretamente no produto (sistema de inje¢cdo) ou o produto é injetado na camara de
vapor (sistema de infusao).

KARLIN (1969) e FAVIER et al. (1987) avaliaram a resisténcia de
folatos presentes em leites submetidos a processos de esterilizagao e
pasteurizacdo, concluindo que ambos eram responsaveis por perdas da vitamina
inferiores a 20%. No entanto, FAVIER et al. (1987) observaram que os leites UHT
mostraram uma diminuigdo significativa do conteudo de folatos apés 4 meses de
estocagem, o que fez com que os autores sugerissem a fortificagdo com o acido
félico para leites UHT. Num estudo mais recente, PARODI (1997) encontrou
perdas menores que 10% para o processo de pasteurizacdo e maiores que 20%
nos processos de esterilizagado por UHT.
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LIMA e GODOQOY (2001) avaliaram a estabilidade do Acido félico
adicionado a leites frente ao processo de esterilizagdo e concluiram que a
vitamina € bastante estavel ao processo térmico, mostrando perdas inferiores a
10%. O estudo da estabilidade durante aquecimento doméstico, onde se realiza a
fervura do leite, também apontou para a resisténcia da vitamina, com perdas
inferiores a 1%. Resultados sobre a avaliagdo da estabilidade durante a
estocagem, confirmaram as observagdes feitas por FAVIER et al. (1987). Apés 3
meses houve uma perda de aproximadamente 16% da vitamina. Os mesmos
autores também avaliaram a estabilidade, durante o periodo de estocagem, de
leites em pé e bebidas lacteas achocolatadas prontas para o consumo. Apés 12
meses as perdas chegaram a aproximadamente 60% nos leites em pd,
provavelmente, devido ao maior tempo de validade do produto. Ja para as bebidas
achocolatadas prontas para o consumo, a taxa de retencéo foi superior a 70%
durante o periodo de 120 dias.

Muitos autores relataram que a estabilidade dos folatos, durante o
periodo de estocagem de leites processados, depende principalmente das
quantidades de acido ascorbico e oxigénio presentes, o acido ascorbico com acéo
protetora e o oxigénio um agente que atuaria na degradagao dos folatos. FORD et
al. (1969) ressaltaram a importancia da remog¢ao de oxigénio dissolvido durante o
processo de esterilizacdo, para a estabilidade dos folatos durante o aquecimento e
periodo de estocagem, pois a remogéo do oxigénio também preservaria a vitamina
C. VIBERG et al. (1997) investigaram o efeito de diferentes niveis de oxigénio na
degradacéo térmica do 5-metiltetraidrofolato em processamento UHT (ultra-high-
temperature), a diferentes temperaturas, 110, 120, 140 e 150°C. O efeito do
oxigénio na degradagéo se mostrou mais pronunciado a altas temperaturas ( 140
e 150°C) e menos importante no processo UHT indireto a 140°C por 4 segundos.
A conclusdo do estudo indica que a degaseificagao do leite ou outro alimento
liquido, antes do tratamento térmico, tem um efeito positivo na retengéo de folatos.
Perdas de folatos durante o processo UHT s&o geralmente inferiores a 20%, mas
perdas acima de 43% também ja foram observadas (KARLIN, 1969; BURTON et
al., 1967, 1970, FORD e SCOTT, 1968, FORD et al., 1969).
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Além da exposicdo ao oxigénio, a degradacdo de folatos também
ocorre por exposicao a luz. Leites esterilizados foram deixados em atmosfera de
nitrogénio e estocados no escuro e com exposicdo & luz. Nenhuma reducio
significativa de folatos ocorreu nas amostras estocadas na auséncia de luz, porém
nas amostras expostas a luz houve degradagao de 10% (FORD, 1967: SCOTT et
al., 1984).

Folatos também estdo presentes em carnes, principalmente em
visceras como rins e figado, que sd@o fontes da vitamina. Para este tipo de
alimento o cozimento a temperatura de cocgdo acarretou perdas de 15 a 95% em
bife de figado e lombo de porco , respectivamente (CHELDELIN et al., 1943).

Outro alimento que tem despertado interesse para pesquisa,
principalmente sob o aspecto nutricional, € o p&o, produto mundialmente
consumido em grande quantidade. BUTTERFIELD e CALLOWAY (1972)
avaliaram o conteudo de folatos presente em varios ingredientes utilizados nas
formulacdes de paes e concluiram que a maior parte dos folatos se encontra nas
leveduras e na farinha. CORT et al. (1976) avaliaram a taxa de retencéo de acido
folico adicionado & farinha utilizada para o preparo de paes e concluiram que a
taxa de retencdo era entre apds a fabricacdo dos mesmos era 80 a 100%. KEAGY
(1975) determinou a estabilidade de folato adicionado e naturaimente presente,
durante o processo de fabricacdo de pées. Durante o assamento, ocorreram
perdas de 11 a 31% para os folatos adicionados e naturais, respectivamente. A
incorporagdo de aditivos como acido ascoérbico pareceu ndo ter influéncia
apreciavel na retencéo dos folatos. LIMA e GODOY (2001), encontraram perdas
superiores, 23%, para o acido fdlico adicionado a farinha apés a fabricagdo de
paes. Estudos durante o periodo de estocagem de farinha, realizados por KEAGY
(1975), a temperatura de 48,9°C, indicaram perdas de 40% no teor de folatos
apos 12 semanas, valor que permaneceu inalterado apos 52 semanas. As farinhas
fortificadas com acido folico, tiveram altas taxas de retencdo da vitamina, com
baixissimas perdas, nas mesmas condigdes. Essas diferencas, segundo o autor,
podem ser atribuidas a maior instabilidade dos folatos naturalmente presentes em
alimentos, quando comparados ao acido félico.
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RESUMO

As vitaminas s@o compostos que desempenham inimeras fungdes no organismo
humano, entre elas esta o acido félico, uma vitamina hidrossollvel, que atua
principalmente no sistema hematopoiético, além de outras fungdes importantes.
Porém, quantidades insuficientes desse nutriente estdo sendo ingeridas, devido
aos maus habitos alimentares da populagéo em geral. Portanto, a exemplo de
outras vitaminas, o &cido félico também tem sido utilizado nos processos de
enriquecimento dos alimentos, entre eles o leite e os derivados lacteos.
Entretanto, n&o existem dados suficientes na literatura que certifiquem a
estabilidade dessa vitamina frente aos diferentes tipos de processamento e,
principalmente, durante o periodo de estocagem desses alimentos enriquecidos. O
objetivo desse trabalho foi, portanto, um estudo da estabilidade do &cido félico
durante a vida de prateleira de amostras enriquecidas de leites em po, leites
esterilizados e bebidas lacteas achocolatadas prontas para o consumo. O método
utilizado foi desenvolvido e validado por CATHARINO e GODOY (2000) e inclui a
extracao do acido folico com solugéo de hidréxido de potassio (0,1mol/L), seguida
por uma etapa de limpeza com tamp&o fosfato (0,1mol/L), acido fosférico
(0,1mol/L) e acido tricloroacético concentrado, filtragéo e injegdo no cromatdgrafo
a liquido. No processo cromatografico utilizou-se coluna Cis € sistema de eluicdo
gradiente, sendo a fase moével composta por 90% de tamp&o acetato (0,166 mol/L)
e 10% de acetonitrila (v/v) no inicio da corrida, chegando a 76:24, tampéo
acetato/acetonitrila (v/v) no final do processo. A deteccio foi feita a 290nm e a
quantificag&o por padronizagéo externa. Dentre os produtos analisados, verificou-

se que, para leites em p6 os valores da concentracéo de acido folico estavam de
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acordo com os declarados no rétulo, durante os primeiros meses apos a
fabricagdo. No entanto, durante o periodo de estocagem de 1 ano ocorreram
perdas acentuadas da vitamina (60% em média). Ja para leites esterilizados e
bebidas lacteas achocolatadas os teores de &acido félico estavam abaixo do
especificado para 4, dos 8 produtos analisados, desde os primeiros dias de
estocagem. Durante a vida-de-prateleira as perdas de acido félico foram de 25 e

29% em média, para leites esterilizados e bebidas achocolatadas,
respectivamente.

ABSTRACT

Vitamins are coumpounds that have countless functions in the human organism.
Folic acid is a water-soluble vitamin that acts mainly on the hematopoietic system,
besides showing some other important functions. However, insufficient quantities
of this nutrient are consumed due to the bad nutritional habits of the population in
general. Therefore, like some other vitamins, folic acid has been used in
enrichment processes including that of milk and milk products. However there are
insufficient data in the literature to garanted the stability of this vitamin during the
different types of processing and mainly during the storage period of these
enriched foods. Therefore, the objective of this work was to study the stability of
folic acid during the shelf-life of enriched samples of powdered milk, sterilized milk
and ready to drink milk chocolate beverages. The method used was developed and
evaluated by CATHARINO and GODOY (2000), and included the extration of the
folic acid with KOH (0.1mol/L), followed by a clean-up procedure using HaPO4 (0.1
mol/L), phosphate buffer (0.1 mol/L) and trichloroacetic acid. The extract was
filtered and injected in to the HPLC equipment. In the chromatographic process a
C1s column and gradient elution was used, starting with a mobile-phase of acetate
buffer (0.166mol/L) and acetonitrile (90:10) (v/v), and changing to acetate buffer
and acetonitrile (76:24) (v/v) after 8.5 minutes, holding this condition for 9 minutes.
Ultraviolet detection was at 290nm and quantification using external standards. Of
the products analysed, it was show that for powdered milk the concentrations of
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folic acid were in accordance with those declared on the label of the products,
during the first months after processing. Nevertheless, after one year of storage,
considerable losses of vitamin were noticed (60% on average). For the sterilized
milk and ready to drink milk chocolate beverage the contents of folic acid were
below those specified for 4 of the 8 products analysed, as from the first storage
days. During the shelf-life, the values scarcely altered, and the losses of folic acid
were, on average, 25 and 29%, for sterilized milks and milk chocolate beverages,
respectively.

INTRODUGAO

Muitos trabalhos cientificos tém apresentado os problemas
ocasionados pela ingestéo insuficiente de varios nutrientes. A populacdo mundial,
como um todo, tem se alimentado mal, e o consumo de alimentos ricos em muitos
compostos nutritivos como frutas, verduras e legumes tem sido muito baixo. Além
dos maus habitos alimentares, quando o nutriente em questdo é uma vitamina, o
problema torna-se ainda mais grave, pois sdo compostos bastante instaveis a
muitas condigbes de processamento, tanto industrial quanto doméstico, e
estocagem.

Com a finalidade de corrigir deficiéncias nutricionais de uma
populacdo, de obter um balango calérico nutricional adequado, de suprir
necessidades nutricionais de produtos novos langados no mercado e de atender
padrées de identidade e regulamentos nutricionais ja existentes, é que tem sido
feito o enriquecimento de alimentos. Produtos lacteos, leite, farinhas, cereais,
biscoitos, enfim produtos com expressivo consumo pela populagdo em geral, tém
sido os mais utilizados para esse fim.

A ingestdo insuficiente do acido félico tem sido apontada como
possivel causa de doengas graves que atingem o homem, como as doengas
cardiacas, o cancer e as malformagdes congénitas (KATZUNG, 1994; DEVLIN,
1997; DIERKS, 1998). Programas de enriquecimento de alimentos e politicas
elucidativas sobre a importancia dessa vitamina tém sido implantadas por alguns
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governos. O FDA (Food Drug Administration) nos Estados Unidos determinou que
o acido folico deveria ser adicionado (140ug/100g) em produtos como cereais,
incluindo a farinha, pao, cereais de refeicdo, arroz e macarrdo, normativa com
efeito a partir de janeiro de 1998 (CARVALHO, 1996; MOSHFEGH et al., 1998).

O &cido félico € a forma mais estével dentre os folatos, sendo a
escolhida para o enriquecimento de alimentos (DANG et al., 2000), entretanto,
durante os processos de fabricagdo e estocagem podem ocorrer perdas, até
mesmo da vitamina adicionada.

Muito pouco se conhece a respeito da resisténcia do acido félico
frente as condigbes de processamento e estocagem. Fatores como temperatura,
luz, pH, presenca de catalizadores e agentes oxidantes sdo responsaveis pela
degradacao do acido félico (BRUBACKER et al.,1985; BUHLER, 1988; BRODY,
1991; CARVALHO, 1996; RANG et al., 1997). GREGORY (1989) mostrou que os
fatores que parecem ter alguma importancia na avaliagdo do comportamento de
folatos s&o a presencga de oxigénio e acido ascorbico, além do conteldo de agua
presente. DONG et al. (1975) mostraram que leites submetidos a esterilizacdo e
subseqguente estocagem apresentaram variada taxa de retencdo de folatos (0 —
80%), dependendo da raga e tipo de alimentagdo do animal, condicbes do
processo, presenca de vitamina C e concentragdo de oxigénio durante e apds o
processo. FORD et al. (1969), FAVIER et al. (1987) e RENNER et al. (1989)
relataram que a estabilidade de folatos, durante o periodo de estocagem de leites
processados, depende principalmente das quantidades de &cido ascérbico e
oxigénio presentes, sendo o acido ascorbico protetor e o oxigénio um agente que
atua na degradacéao dos folatos.

Dessa forma, estudos sobre a estabilidade do acido foélico em
alimentos enriquecidos torna-se bastante Util, no sentido de garantir a qualidade
dos produtos, assegurando até o final do prazo de validade dos mesmos o valor
nutricional, e orientar o produtor na sobredosagem necessaria, a nivel de
producdo, além das melhores condigdes de embalagem, transporte e

armazenamento.
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MATERIAIS E METODO

MATERIAIS

Foram analisadas 4 tipos de leite esterilizado, leite em p6 e bebida
lactea achocolatada pronta para o consumo, todas enriquecidas com &cido félico e
destinadas, principalmente, ao publico infantil. As amostras foram adquiridas em
supermercados da cidade de Campinas/SP. As determinagdes foram feitas em
trés diferentes lotes, em duplicata, para cada amostra, diferenciados pelas datas
de fabricac&o, recolhidos nos estabelecimentos comercias, com a preocupacao de
estarem com o menor tempo de fabricagdo possivel. Todos os produtos
analisados estavam sem danos aparentes. O estudo de vida de prateleira foi
efetuado com a analise mensal de cada amostra, até o final do prazo de validade,
com excecao das amostras de leite em p6 que, por apresentarem maior prazo de

validade, foram analisadas em intervalos de tempo maiores.

REAGENTES

O padréao de acido félico foi doado pela M.Cassab do Brasil S.A.
(SIGMA céd. F-7876, lote 40H321). A acetonitrila grau cromatografico, o acido
acético, o &acido fosforico e o hidroxido de potassio, grau analitico, foram
adquiridos da MERCK, Brasil. O acido tricloroacético, grau analitico, foi adquirido
da Synth, Brasil. A agua utilizada no preparo das amostras e das fases moveis, foi
purificada no sistema Milli-Q (MILLIPORE). As fases moveis foram filtradas em
filtros fluoropore (FHLP 04700 MILLIPORE), com poros de 0,45um de diametro.

EQUIPAMENTO

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido HP (HEWLETT PACKARD)
série 1100, com degaseificador, bomba quaternaria, injetor automatico com
capacidade de 1 a 100uL. Para a separagao do acido fdlico foi utilizada uma
coluna cromatografica Microsorb-MV, ODS-2, 5um, 150 X 4,6mm d.i. (Rainin
Instrument Company), protegida por uma coluna de guarda Bondesil, Cyg, S5um, 10

X 46mm d.i. (VARIAN) Para a detecgdo utilizou-se um detector de arranjo de
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diodos (DAD) da marca HP, série 1100. Acoplado ao sistema o software HP-

Chemstation que, além de monitorar todos os componentes, permitiu o melhor
tratamento dos dados.

METODO

A metodologia utilizada neste trabalho foi desenvolvida e validada
para leites por CATHARINO e GODOY (2000). Para a andlise, foram tomados
1mL das amostras liquidas e 1,0g das amostras de leites em pd, previamente
homogeneizados. O acido félico foi extraido das matrizes alimenticias utilizando-
se, aproximadamente, 3,0mL de hidroxido de potéssio (0,1mol/L), colocado em
banho ultra-sbnico por dez (10) minutos. Para a limpeza do extrato transferiu-se
quantitativamente a solug&o para baldo volumétrico de 10mL, adicionou-se 3,0mL
de acido fosférico (0,1mol/L), 2,0mL de tampéao fosfato, composto por Na,HPO,4
(0,25mol/L)/ KH.PO4 (0,37mol/L) e 350ulL de acido tricloroacético, completando-se
o volume do baldo com tampao fosfato. Apés a homogeneizacéo seguiram-se
duas etapas de filtragéo, a primeira em papel de filtro comum e a segunda em
membrana Durapore (HAWP 01300 MILLIPORE), com poros de 0,45um. Seguiu-
se, entdo, a inje¢cao de 100uL do extrato no cromataégrafo.

Utilizou-se sistema de eluicdo por gradiente para a separacéo do
acido folico a vazao de 0,5mL/min, com 90% de tampéao acetato (TPAC), contendo
0,166mol/L de acido acético e 0,01mol/L de hidréxido de potassio, a pH 2,8, e 10%
de acetonitrila (ACN) (v/v) no inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 76% de
TPAC e 24% de ACN (v/v), mantendo-se essa proporcao até 9,0 minutos. Para as
bebidas lacteas achocolatadas prontas para o consumo, o gradiente chegou em
10,5 minutos a 76% de TPAC e 24% de ACN (v/v), mantendo-se a proporcéo até
11,0 minutos. Para ambos os casos, as condigdes iniciais foram retomadas e a
coluna re-equilibrada durante 7 minutos, antes da préxima injecdo. A deteccgéo foi
feita em detector de arranjo de diodos (DAD), utilizando-se o comprimento de
onda de leitura a 290nm. A identificagéo da vitamina foi feita por comparacéo dos
tempos de retencdo, obtidos com padrbes analisados nas mesmas condigbes, co-
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cromatografia e pela comparagéo dos espectros de absorgdo obtidos no DAD. A
pureza do pico foi determinada pelo sistema ploter disponivel no software HP-
Chemstation. A quantificagdo do &cido félico foi feita por padronizacdo externa,
sendo a curva analitica construida com 7 niveis de concentracéo (0,01; 0,05; 0,10;
0,15; 0,30; 0,50; 1ug/mL), sendo cada ponto representado pela média de trés
determinagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Figuras 1 e 2 podem ser visualizados os perfis cromatograficos
dos produtos enriquecidos analisados. O pico do acido félico (FA) aparece isolado,
com tempo de retencao de aproximadamente 8,0 minutos.

Para a determinag&o da concentragdo de acido fdlico e avaliagao da
sua estabilidade durante o periodo de estocagem, buscou-se amostras com tempo
de fabricagc&o de no maximo um més.

Os teores de 4acido fdlico encontrados nas amostras sé&o
apresentados na Tabela 1. Todas as amostras de leite em pd, mesmo nos
diferentes lotes, continham &cido félico de acordo com o apresentado na
embalagem do produto, com pequenas variagées em relacdo a esses valores. Nos
leites esterilizados, os da marca LLA apresentaram apenas 40% da quantidade
especificada no produto, em todos os lotes. A situagdo mais preocupante foi com
os leites LLB que apresentaram somente 7,6% do teor da vitamina. As outras duas
marcas tinham concentragées proximas as declaradas. Nas amostras de bebidas
lacteas a situagéo foi a mesma dos leites esterilizados, em duas das quatro
marcas os teores ndo chegaram a representar 20% da quantidade mostrada no
produto.
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Figura 1. Perfis cromatografico dos extratos de leite em po (A) e leite

esterilizado (B) enriquecidos com acido folico. Coluna Microsorb-MV, ODS-2, 5um, 150X4,6mm.
Fase movel: 10% de acetonitrila e 90% de tampio acetato (0,166mol/L) no inicio da corrida,
chegando em 8,5 minutos a 24% de acetonitrila e 76% de tamp&o acetato (0,166mol/L), mantendo-
se as condigbes até 9,0 minutos. Vazdo de 0,5mL/minuto. Detecgéo a 290nm.
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Figura 2. Perfil cromatografico do extrato de bebida lactea achocolatada

enriquecida com acido fdlico . Coluna Microsorb-MV, ODS-2, 5um, 150X4,6mm. Fase movel: 10%
de acetonitrila e 80% de tampdo acetato (0,166mol/L) no inicio da corrida, chegando em 10,5
minutos a 24% de acetonitrila € 76% de tamp&o acetato (0,166mol/L), mantendo-se as condigdes
até 11,0 minutos. Vazéo de 0,5mL/minuto. Detecgdo a 290nm.

Os resultados aqui obtidos confirmaram as observacdes feitas por
GREGORY (1989) em relagdo a influéncia da atividade de agua nos processos de
degradacao dos folatos, o que justificaria as diferencgas obtidas entre as amostras
fluidas e em pé. Considerando que os produtores tenham realmente adicionado
acido folico numa quantidade de pelo menos 100% a mais, o que é recomendado
pelos fabricantes de “premix’, as variagbes das diferencas entre os valores
encontrados e dos apresentados nos rotulos, podem ser explicadas pelas
condicdes de processamento, concentragdo de oxigénio dissolvido durante e apds
o processo, além de outros. Fatores como esses ja foram relatados por BURTON
et al. (1970) e DONG et al. (1979).
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Tabela 1. Teores de 4acido folico em leite em po, leite esterelizado e bebida lactea

enriquecida.
Tipos/ Data de PV *Rétulo Data da Acido félico (ug/100g)
Amostras Lotes fabricagdo (meses) {ug/100g) Analise ou (ug/100mL)
ou
(ug/100mL) M+ DP CV(%)
LPA1 111020 12 140 24/01/00 1423105 03
LPA2 171028 2401100 143,7405 03
LPA3 29/10/99 24/01/00 145 4+0,4 03
Média entre lotes 144+1 0,7
LPB1 071228 i2 46 25/03/00 51,7406 1.2
LPB2 0s3/12/09 2503100 53,4105 09
LPB3 021208 25/03/00 54,1406 1.1
Leite Média entre lotes 53+1 18
em LPC1 22/12/98 12 140 250300 132,440,7 05
pé LPC2 03/12/99 25/03/00 133,409 07
LPC3 05/11/29 25/03/00 146,0+1,0 07
Média entre lotes 13746 44
LPD1 17/11/99 24 78 24102100 75,3408 10
LPD2 1811108 24/02/00 75,8405 0,7
LPD3 16/11/99 24/02/00 77.640.7 0,7
Média entre lotes 76,2409 12
LLA1 20/07/00 3 20 19/08/100 77406 78
LLA2 11/08/00 29/08/00 7,7406 78
LLA3 05/09/00 07/1000 7.9+0,8 a0
Meédia entre lotes 78401 13
LLB1 23/06/00 4 300 27107100 22,9406 26
LLB2 17/07/00 18/08/00 225109 40
el LLES 130740 1210800 | 244107 29
Esterelizado Média entre lotes 231 43
LLC1 20/07/00 3 5,625 07/08/00 59+0,2 34
LLC2 270700 280800 58+05 86
LLC3 11/08/00 18/08/00 52406 115
Média entre lotes 56404 7.1
LLD1 2706100 S 325 2500710 358405 1,4
LLD2 070700 14/08/00 305405 1,6
LLD3 04/08/00 24/08/00 26,410,4 15
Media entre lotes 3145 15,2
BAA1 1308100 6 300 18/10/00 45,6409 20
BAA2 12/07/00 20/08/00 456102 04
BAA3 130700 20/08/00 56,6+0,8 1.4
Meédia entre lotes 4846 128
BAB1 13/08/00 6 300 18/1Q00 48,5106 1.2
Bebida BAB2 1207100 20/08/00 52306 11
Lactea BAB3 1307100 20/08/00 449405 1,1
Achocolatada Meédia entre lotes 49+4 7.6
BAC1 20/07/00 6 30 12/08/00 440408 18
BAC2 150700 12/08/00 48 6+0,2 0,4
BAC3 19/08/00 16/10/00 381407 18
Média entre lotes 4445 122
BAD1 0S/08/00 6 30 19/09/00 36,2406 1.7
BAD2 06/08/00 19/08/00 40,3+0,2 05
BAD3 07/08/00 19/09/00 378406 1,6
Meédia entre lotes 38+2 55

PV- Prazo de validade, tempo em meses em que o produto pode ser consumido
*Concentragao de acido félico descrita na embalagem do produto

M + DP média e estimativa do desvio padrdo da determinagdes em duplicata
CV- Coeficiente de variagdo
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As Tabelas 2, 3 e 4 mostram os valores referentes & concentracdo
de &cido fdlico obtidos durante a estocagem de leite em pd, leite esterilizado e
bebida lactea achocolatada, respectivamente, para cada lote de cada produto.

A Figura 3 ilustra o comportamento da vitamina nas amostras
analisadas neste trabalho, durante o referido periodo de estocagem. Os pontos
representam a média dos lotes.

Tabela 2. Concentragdes de acido folico em leite em pé enriquecido, durante o

periodo de estocagem.

Amostra / Acido félico{ng/100g)
Lote M+ DP CV(%)
Periodo de estocagem
3 meses 6 meses 8 meses 10 meses 12 meses

LPA1 1423+05 03 |94,3+t02 0,2 (87,303 03 [843t05 06 | 799:05 06
LPA2 1437£05 03 |95240,7 07 | 868404 05 |81,8403 04 | 71,4103 04
LPA3 1454104 03 |843103 03 |879+05 06 |84,1405 06 | 708404 06
Mediaentre lotes | 144+10 07 |94605 05 |873107 08 |834+1.4 17 741+506,7
LPB1 51,7406 12 (237403 13 [19,1#04 21 (18509 49 [166:03 18
LPB2 53405 09 |208+06 29 207406 29 (190409 47 |152402 13
LPB3 541406 1,1 |197406 30 |17,2406 35 |15640,7 45 | 14404 28
Médiaentrelotes [S3x10 19 [21.4:20 93 [190+1,7 89 [17,7+1,8102 | 15561 5132
LPCA1 132,40,7 05 |66,1:05 08 |505402 03 |59,1405 08 |54,2402 04
LPC2 133400 07 |629403 05 |50,74#03 05 |583+09 1,5 |57.3+06 10
LPC3 146010 0,7 | 644409 14 |S5#04 0,7 |58,203 05 -

Média entre lotes | 137460 44 |645+1,6 25 (594404 07 |585H0508 |[557+22 39
LPD1 /308 10 |531#07 13 |3B 402 06 |3B402 06 |31,7404 13
LPD2 /8405 07 |507404 08 |37,8402 05 |34940,2 06 |31,3H09 29
LPD3 77807 09 |55504 0,7 (40,7403 07 |365H05 1,4 |3B0H0E 24
Meédia entre lotes 76,2408 12 |531+24 45 (38027 71 |3BEHOSB 22 320409 28

M + DP- média e estimativa do desvio padrdo da determinagdes em duplicata
CV- coeficiente de variagao
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Tabela 3. Concentragbes de acido folico em leite esterilizado, durante o periodo
de estocagem.

Amostra / Acido félico (1.g/100mL)
Lote M+ DP CV (%)
Periodo de estocagem
30 dias 60 dias 90 dias 120dias

LLA1 77406 78 |7.403 40 -
LLA2 77406 78 |7309 123 |6940,1 14 -
LLA3 79408 90 (72405 69 |6,140,2 33
Médiaentrelotes 78401 13 | 7301 14 [65+086 9,2
LLB1 2806 26 |222401 04 SRS
LLB2 2508 40 (2405 22 |22,1109 41 -
LLB3 244107 29 |237405 21 |189+09 48
Meédiaentrelotes |233+10 43 (228408 35 [205:23 112
LLC1 58402 34 |58402 34 (54403 56
LLC2 58405 86 |55107 127 |49403 6,1 —
LLC3 52406 11,5 (48409 18,7 |42405 19
Médiaentre lotes  |56:04 71 |5405 93 (48406 125
LLDA1 38405 14 |33408 24 |298+0,7 23
LLD2 305405 1,6 (286402 07 |231406 26 | 203109 4.4
LLD3 26404 15 (247406 24 (20004 20 | 16804 2,4
Mediaentre lotes | 309+47 152 |289+t44 152 |[243450 206 |185:25 35

M + DP- média e estimativa do desvio padrdc da determinagbes em duplicata
CV- coeficiente de variagao

Para os lotes de leite em pd analisou-se os produtos durante 12
meses, correspondente ao prazo de validade dos mesmos, exceto para a amostra
LPB que apresentava prazo de validade de 2 anos. Para todas as amostras
verificou-se uma diminuic&o do teor de acido félico, mais acentuada nos primeiros
6 meses. A porcentagem de perda media, apds 12 meses, variou de 58 a 70,7%
entre os leites em p6 (Tabela 5). A Figura 3, sugere que, provavelmente, a partir
do quarto més de estocagem, nenhum dos leites em pd continham a vitamina na
concentragéo determinada na embalagem.



Tabela 4. Concentragbes de &cido folico em bebida lactea achocolatada pronta
para o consumo, durante o periodo de estocagem.

Amostra / Acido félico{ug/100mL)
Lote M+ DP CV{%)
Periodo de estocagem
30 dias 60 dias 90 dias 120 dias

BAA1 45608 20| #1105 12| 30508 23

BAA2 456102 04| 449:09 20 |39408 2032805 15
BAA3 566408 1,4 (51,2409 18| 442405 1,1 |42305 12
Média entre lotes 493+63 128 | 4574551 112 | #10:27 66 | 37567 179
BAB1 485106 12| 43807 16401109 22

BAB2 523106 11| 44607 16|40009 22 |3985:08 23
BAB3 449405 11| 3B2405 14301406 20 |207:05 17
Média entre lotes 486437 76| M, 2452 126 | 36,7457 155 | 346469 199
BAC1 440408 18| 408407 17302406 2027608 29
BAC2 486402 04 |402409 22 |208104 1327806 272
BAC3 381407 18| 20405 17

Média entre lotes 436453 122 | 36864 174 |300:03 10| 27,7401 04
BAD1 362406 1,7 | 208108 27288104 14

BAD2 4034102 05| 368108 22 |296:06 2027306 22
BAD3 378406 1,6 |373:08 21 |300:07 23 |286:08 28
Média entre lotes 38,1421 55| 346442 121 | 205106 20 | 279:08 32

M + DP- média e estimativa do desvio padrao da determinagdes em duplicata
CV- coeficiente de variagao

O comportamento do acido félico nos leites esterilizados e bebidas
|acteas achocolatadas, devido a similaridade das caracteristicas da matriz, foi o
mesmo. As taxas de perda média entre os produtos foi de 20 a 29% para os leite e
as bebidas achocolatadas, respectivamente (Tabela 5). No entanto, apés 60 dias
de estocagem, o teor de acido folico ndo correspondia com o teor declarado na
embalagem em nenhum desses produtos. Os leites esterilizados foram analisados
por um periodo de 90 dias, porém para LLD o prazo de validade era de 5 meses e,
portanto, verificou-se os teores de acido folico nesse produto por 120 dias,
chegando a um valor de porcentagem de perda de 40%.
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Quando se fala em degradagéo de qualquer substancia, sabe-se que
esse fendmeno ocorre em fases. No inicio do processo a taxa de degradacdo é
pequena, porém em uma determinada etapa do processo verifica-se aceleragao,
chegando quase que a estabilidade no final. Como para os leites esterilizados e
bebidas lacteas achocolatadas o prazo de validade é pequeno, talvez ndo tenha
dado tempo de chegar a fase critica da degradagéo do &cido félico, ou seja, a fase

de aceleracdo que pode ser observada nos leites em po.

Tabela 5: Porcentagem de perda de acido félico durante o periodo de estocagem,

dos produtos analisados.

Amostra/ Lote Perda média

(%)
LPA 58,0
LPB 70,7
LPC 59,3
LPD 58,0

Média entre os produtos 61,5+ 6,2
LLA 16,7
LLB 22,5
LLC 19,2
LLD 21,4

Média entre os produtos 20,0+ 26
BLA 23,9
BLB 28,8
BLC 36,5
BLD 26,8

Média entre os produtos 290+ 54

CONCLUSOES

Observa-se pelos resultados obtidos que o enriquecimento esta
sendo realizado, entretanto, em alguns produtos, mesmo pouco tempo depois da
fabricacdo as concentragdes de acido félico foram muito inferiores em relacéo as
declaradas nos rotulos.

Durante o periodo de estocagem, verificou-se uma perda acentuada

nos niveis de acido folico, nos leites em pd. Para os demais produtos, a perda da
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vitamina ocorreu, porém de forma menos dréastica, talvez em consequéncia do
menor prazo de validade desses produtos.
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RESUMO

Novos estudos mostram que o ser humano tem despendido cada vez menos
tempo com a sua alimentagdo, chegando a mudar até habitos alimentares,
consumindo cada vez mais alimentos industrializados, levando a uma ingestdo
insuficiente de muitos nutrientes, dentre eles, os folatos. Estes, recentemente,
ganharam a atenc@o dos pesquisadores, devido a muitos estudos que apontam a
deficiéncia dessa vitamina como possivel causa de doengas graves que
acometem a humanidade. A importancia dessa vitamina tem levado alguns
governos a implantar programas de enriquecimento e campanhas elucidativas
sobre os folatos. No entanto, essa adi¢ao deve obedecer a uma série de aspectos,
entre eles, a estabilidade do nutriente adicionado as condi¢des de processamento
e estocagem. Muitos produtos estdo sendo enriquecidos com acido fdlico,
destacando-se o leite, um excelente veiculo para o enriquecimento. Visando
garantir a qualidade dos leites enriquecidos, o objetivo desse trabalho foi a
determinacao da estabilidade do acido félico a tratamentos térmicos que ocorrem
durante os processos de esterilizagdo e fervura, além da avaliagdo do
comportamento dessa vitamina durante o periodo de estocagem. A metodologia
empregada utilizou como solugéo extratora KOH (0,1mol/L) através de vibracdo
ultra-sénica e a limpeza do extrato foi feita com tampao fosfato (0,1mol/L), acido
fosférico (0,1mol/L) e acido tricloroacético. A separagdo cromatografica ocorreu
em coluna Cis, protegida por coluna de guarda, com eluigdo por gradiente,
utilizando tampao acetato e acetonitrila 90:10 (v/v) no inicio da corrida, chegando
a proporgao de 76:24 (v/v) em 8,5 minutos, mantendo-se até o final da corrida em
9 minutos. O tempo para o re-equilibrio, da coluna, antes de uma nova injegao, foi
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de 7 minutos. A deteccdo foi feita na regido do ultra-violeta (290nm) e a
quantificagao por padronizagdo externa. Nos quatro ensaios realizados, em escala
semi-industrial, o acido félico mostrou-se bastante resistente ao processo de
esterilizacdo, com perdas inferiores a 10%. As maiores perdas foram decorrentes
do processo de adig&o e homogeneizagao da vitamina (50%). Apds o processo de
fervura, ndo houve diminuicdo significativa do valor vitaminico. Ja, durante o
periodo de estocagem, avaliado neste trabalho (90 dias), as perdas ficaram em
torno de 16%.

ABSTRACT

New studies have shown that the human race is spending less and less time on
feeding, and even changing its eating habits by consuming more and more
industrialized food, leading to an insufficient ingestion of many nutrients, including
folates. These have recently caught the attention of researchers, due to many
studies indicating a shortage of this vitamin as being a possible cause of some
serious diseases which afflict humanity. The importance of the vitamin has inspired
some governments to establish enrichment programs and elucidatory campaigns
on folates. However, this addition should consides a series of aspects, and
amongst them, the stability of the added nutrient under the conditions of
processing and storage. Many products have been enriched with folic acid,
especially milk, an excellent supplier of nutritients. Aiming at garanteeing the
quality of enriched milk, the goal of this study was to evaluate the stability of folic
acid during heat processing (sterilization and boiling), besides evaluating the
behavior of this vitamin during storage. The methodology employed used KOH
(0.1mol/L) to extract the folic acid with ultrasonic vibration and a clean-up of the
extract with phosphate buffer (0.1mol/L), phosphoric acid (0.1mol/L) and
trichloracetic acid. The analysis was by HPLC with a C1g column protected by a
guard-column, and gradient elution with a mobile-phase of acetate buffer
(0.166mol/L)/acetonitrile (90:10) (v/v), changing to acetate buffer (0.166mol/L) and
acetonitrile (76:24) (viv) after 8.5 minutes of run. The time for column re-
equilibration was 7 minutes. Detection was effected using a diode array detector
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(290nm) and quantification by external standards. In all four assays carried out on
a semi-industrial scale, the folic acid was shown to be resistant to the process of
sterilization, with losses inferior to 10%. The highest losses occurred during the
processes of vitamin addition and homogenization (50%). There was also no
important decrease of vitamin value on boiling, but in the storage period evaluated
(90 days), the losses were about 16%.

INTRODUGAO

Procurando compensar as perdas no processamento de alimentos ou
mesmo com o intuito de reforgar o conteldo nutritivo dos mesmos é que vem
sendo feita a adigdo de &cido fdlico, uma vitamina que tem despertado bastante
interesse devido aos seus efeitos em relagdo a prevencéo de doencas como
problemas cardiacos, malformagdes congénitas, cancer, mal de Alzheimers e
anemia megalobéstica, entre outras (BRODY, 1991; CZEIZE e DUDAS, 1992:
KATZUNG, 1994; ULENE e ULENE, 1995; OAKLEY et al.,1995; CRANE et al.,
1995; GIOVANNUCCI et al., 1995; GLYNN et al., 1996; DALY et al., 1997:
DEVLIN, 1997; NIGARD et al., 1997; RANG et al., 1997; CLARKE et al., 1998;
MALINOW et al,, 1998, MOSHFEGH et al, 1998; TSAl et al., 1999) aos
alimentos. Esta adicdo deve obedecer a uma série de aspectos, entre eles, a
estabilidade do nutriente adicionado as condicdes de processamento e
estocagem.

Alimentos como cereais, farinhas, leites, biscoitos, achocolatados,
entre outros, estdo sendo enriquecidos com o acido folico, a forma mais estavel e
mais bioativa entre os folatos. A labilidade caracteristica dos folatos a fatores
como temperatura, luz, pH, atividade de agua e exposicdo a agentes oxidantes,
entre outros, indicam a necessidade de se estudar o comportamento desse
nutriente durante as fases de produgdo, comercializacdo e consumo dos
alimentos, visando assegurar a qualidade dos mesmos. Porém, estudos sobre a
estabilidade dessa vitamina apds processamento e estocagem s&o, praticamente,
inexistentes. Atualmente, as pesquisas sobre acido folico estdo direcionadas, em
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maior parte, aos aspectos quimicos e nutricionais do que a perdas ocorridas
durante o processamento dos alimentos.

O leite € um dos alimentos que contém a maior variedade de
vitaminas. As vitaminas A, D e E (lipossoluveis) estdo presentes em maiores
quantidades na nata e as hidrossollveis encontram-se na porgdo desnatada
(VEISSEYRE, 1972). Em se tratando de &cido félico, o leite ndo pode ser
considerado uma boa fonte, entretanto, € um bom veiculo nos processos de
enriquecimento, em virtude de sua aceitagdo e consumo pela populacio.

Nos processos industriais, o leite fluido € submetido a tratamentos
térmicos a diversas condigdes de temperatura/tempo, visando, principalmente,
preservar suas propriedades fisico-quimicas, sensoriais e nutritivas. Tratamentos
a temperaturas inferiores a 100°C, de modo geral, ndo sdo suficientes para a
destruicéo de todos os microrganismos e enzimas prejudiciais, sdo, entretanto,
capazes de manter as caracteristicas do leite por poucos dias. Os tratamentos a
temperaturas mais elevadas podem ser suficientes para a destruicdo completa dos
microrganismos e enzimas indesejadas, permitindo preservar o produto quase que
indefinidamente. No sistema UHT (Ultra-High-Temperature) o leite € aquecido a
135-150°C por 2 a 6 segundos, antes de ser embalado assepticamente
(PINHEIRO e MOSQUIM, 1991).

Em relacdo aos folatos, as informagdes sdo bastante limitadas. Os
pouquissimos trabalhos que trazem algo a respeito tratam sobre alguns folatos
naturalmente presentes em leites e sdo relativamente antigos, visto que os
processos de esterilizag@o e pasteurizacao e as técnicas de analise mencionadas
nas publicacdes, estdo em sua maioria, ja ultrapassados (FORD, 1969;: BURTON,
1970; FAVIER, 1987; BAILEY, 1988, GREGORY, 1989; HAWKES e VILLOTA,
1989; VIBERG et al, 1997). Muitos autores apontam o 5-metiltetraidrofolato como
o folato majoritario presente em leites (GREGORY, 1989; RENNER et al., 1989;
PARODI, 1997) e, portanto, os estudos foram baseados na estabilidade desse
composto.

Quanto a perdas durante o processamento térmico, DONG et al.
(1975) mostraram que leites submetidos a esterilizacdo e subsequente estocagem
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apresentaram uma taxa de retengdo de folatos muito varidvel, de 0 a 80%,
dependendo da raga e tipo de alimentagdo do animal, condi¢des do processo,
presenca de vitamina C e concentragédo de oxigénio dissolvido durante e apds o
processo. BURTON et al. (1970) j& haviam relatado perdas diferenciais quanto &
forma do processo de esterilizagdo, apresentou 4% de perda de folato quando foi
utilizado processo direto e 10% para processo indireto, devido principalmente,
segundo os autores, aos niveis de oxigénio. ANTUNES (1994) apresentou o acido
félico como um composto relativamente estavel ao processo de pasteurizagéo do
leite, confirmando os dados obtidos por SCOTT et al. (1984) que também
observaram pequenas perdas ocasionadas pela pasteurizagdo, entretanto esses
autores relataram que durante o periodo de estocagem poderiam ocorrer perdas
significativas.

Perdas de folatos durante o processo UHT s&o geralmente inferiores
a 20%, mas perdas acima de 43% também ja foram observadas (KARLIN, 1969;
BURTON et al., 1967, 1970, FORD and SCOTT, 1968, FORD et al, 1969).
KARLIN (1969) e FAVIER et al. (1987) avaliaram a resisténcia de folatos
presentes em leites submetidos a processos de esterilizacdo e pasteurizacéo,
concluindo que ambos eram responsaveis por perdas da vitamina inferiores a
20%. No entanto, FAVIER et al. (1987) observaram que os leites UHT mostraram
uma diminuig&o significativa do conteuddo de folatos apds 4 meses de estocagem,
o que fez com que os autores sugerissem a fortificagdo com o acido folico, para
leites UHT. Num estudo mais recente, PARODI (1997) encontrou perdas menores
que 10% para o processo de pasteurizagdo e maiores que 20% nos processos de
esterilizagao por UHT.

Muitos autores relataram que a estabilidade dos folatos dependia
principalmente das quantidades de acido ascorbico e oxigénio presentes, o acido
ascoérbico com agéo protetora e o oxigénio um agente que atuaria na degradacéao
dos folatos. FORD et al. (1969) ressaltaram a importancia da remogéo de oxigénio
dissolvido durante o processo de esterilizagdo, para a estabilidade dos folatos
durante o aquecimento e periodo de estocagem, pois a remogdo do oxigénio

também preservaria a vitamina C. VIBERG et al. (1997) investigaram o efeito de
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diferentes niveis de oxigénio na degradacio térmica do S5-metiltetraidrofolato, em
processamento UHT a diferentes temperaturas, 110, 120, 140 e 150°C. O efeito
do oxigénio na degradagdo se mostrou mais pronunciado a altas temperaturas
(140 e 150°C) e menos importante no processo UHT indireto a 140°C por 4
segundos. A conclus&o do estudo indica que a degaseificaggo do leite ou outro

alimento liquido, antes do tratamento térmico, tem um efeito positivo na retencéo
de folatos.

MATERIAL E METODO

MATERIAL

As amostras analisadas foram obtidas de quatro (4) ensaios
diferentes para leites esterilizados, enriquecidos com &cido folico e outras
vitaminas hidrossoltveis. O Ieite cru foi obtido diretamente do produtor
(Cooperativa dos Produtores de Leite da Regido de Campinas - CLC) e o
processamento térmico foi executado na planta de esterilizacdo localizada no
Instituto de Tecnologia de Alimentos, ITAL, de propriedade da TetraPak Ltda. Nos
produtos enriquecidos, o acido félico ndo é adicionado isoladamente, portanto,
para aproximar ao maximo das condigdes utilizadas nas industrias, adicionou-se
outras vitaminas em conjunto. Como alguns autores relatam, principalmente a
protecao da vitamina C sobre o &cido félico (BURTON, 1970; FORD, 1969),
realizou-se um ensaio (teste 2) sem a presenca desta e das outras vitaminas, no
sentido de se observar qualquer efeito na manutencéo do acido félico, ou ndo. A
Tabela 1 mostra as vitaminas e os teores adicionados em cada processamento.
Para cada teste foram utilizados 100L de leite.

As concentragdes de acido folico e demais vitaminas adicionadas
aos leites, foram estimadas ap6s pesquisa junto as empresas que comercializam
os padroes. A sugestao foi para que se adicionasse 100% a mais do que deveria
ser obtido ao final do processo. Verificou-se que a maioria dos fabricantes que
adicionam acido folico a leites esterilizados declaram no rétulo do produto a
quantidade de 250ug/100mL.
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Tabela1. Quantidades de vitaminas hidrossoluveis adicionadas ao leite antes do

processamento térmico.

VITAMINAS TESTE1 TESTE 2 ' TESTE 3 TESTE 4
(ma/100L) (mg/100L) (mg/100L) {mg/100L)
Acido félico 705,2 488.9 518,7 506,9
Tiamina (B1) 711.,4 - 703,5 718,9
Riboflavina (B2) 906,2 - 4073 905,3
Piridoxina (B6) 1202,8 - 12155 1208.,5
Acido nicotinico (PP) 80086,7 - 81240 8005,3
Acido ascorbico (C) 42027 1 - 21000,0 210078

Apos as etapas de adigcdo das vitaminas e homogeneizagao, ocorreu,
entdo, o processamento téermico. As condi¢des de temperatura foram ligeiramente
diferentes para os diferentes testes (141.0, 140.5, 140.0, e 140.3) e tiveram como
tempo de esterilizagcdo quatro (4) segundos. Apds o resfriamento, o produto foi
entdo colocado em embalagens de 200mL tipo ‘“tetrapaK”’. O fluxograma
apresentado na Figura 1 sintetiza as principais etapas do processamento

realizado.
DISPERSOR
VITAMINAS

- ] LEITE HOMOGENEIZADOR
TROCADOR DE CALOR ENWASE

il

I\-‘""‘——n——!—'_'-/l
T=140°C TAWNQUE DE
I= 4 segundos RESFRIAMENTO

Figura 1. Fluxograma do processamento de leite com adi¢ao de vitaminas.

Para cada amostra, referente a cada teste, realizou-se duas analises,
em duplicatas, do leite cru, do leite logo apdés os processos de adicdo e

homogeneizagado, apos a esterilizagdo e envase, e durante os meses de



estocagem (3 meses), incluindo também, um estudo de resisténcia da vitamina 3
fervura do leite.

REAGENTES

O &cido fdlico foi doado pela M. Cassab do Brasil S.A. (SIGMA cod.
F-7876, lote 40H321). A acetonitrila grau cromatografico, o &cido acético, o acido
fosférico e o hidroxido de potassio, grau analitico foram adquiridos da MERCK,
Brasil. O acido tricloroacético, grau analitico, foi adquirido da Synth, Brasil. A 4gua
utilizada no preparo das amostras e das fases moveis, foi purificada no sistema
Milli-Q (MILLIPORE). As fases méveis foram filtradas em filtros fluoropore (HAWP
e HVLP 04700 MILLIPORE), com poros de 0,45um de diametro. As demais
vitaminas foram obtidas da SIGMA CHEMICAL CO., Alemanha.

EQUIPAMENTO

Para a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizado
um cromatografo a liquido HP (HEWLETT PACKARD) série 1100, com
degaseificador, bomba quaternaria, injetor automatico com 100uL de capacidade.
Para a separagdo do acido folico foi utilizada uma coluna cromatografica
Microsorb-MV ODS-2, 5um, 150 X 4,6mm d.i. (Rainin Instrument Company),
protegida por uma coluna de guarda Bondesil, Cig , Sum, 10 X 4.6mm d.i.
(VARIAN). Para a detecgao utilizou-se um detector de arranjo de diodos (DAD) da
marca HP, série 1100. Acoplado ao sistema o software HP-Chemstation, que além
de monitorar todos os componentes, permitiu 0 melhor tratamento dos dados
analiticos.
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METODO

Para a analise dos leites, utilizou-se a metodologia desenvolvida e
validada para leite por CATHARINO e GODOY (2000). O conteddo de duas
embalagens foram homogeneizados previamente e tomada uma aliquota de
1,0mL, para cada determinag&o. O &cido félico foi extraido com 3,0mL de solugéo
de hidroxido de potassio (0,1mol/L) em banho ultra-sénico por 10 minutos. O
extrato foi transferido quantitativamente para baldo volumétrico de 10mL, ao qual
foram adicionados 3,0mL de acido fosférico (0,1mol/L), 2,0mL de tamp&o fosfato
composto por NaHPO4 (0,25mol/L)/KH,PO4 (0,37mol/L), 350uL de acido
tricloroacético, aferindo-se o volume com tampao fosfato. Apds a homogeneizagéo
por agitagdo, seguiram-se duas etapas de filtragéo, a primeira em papel de filtro
comum e a segunda em membrana Durapore (HAWP 01300 MILLIPORE), com
poros de 0,45um. O filtrado foi imediatamente levado ao cromatégrafo e injetado
um volume de 100uL.

Para a separacdo do acido félico foi utilizado sistema de eluicdo por
gradiente, com vazéo de 0,5mL/min. A fase movel utilizada no inicio da corrida foi
composta por 90% de tampao acetato, contendo 0,166mol/L de acido acético e
0,01mol/L de hidréxido de potassio (pH 2,8), e 10% de acetonitrila (v/v), chegando
a 76% de tampao acetato e 24% acetonitrila (v/v) em 8,5 minutos, mantendo-se a
mesma propor¢éo até 9,0 minutos. As condigbes iniciais foram retomadas e a
coluna re-equilibrada durante 7,0 minutos, antes da préxima injecdo. Utilizou-se o
comprimento de onda de 290nm para a detecgéo da vitamina. A identificagdo do
pico do acido folico foi feita por comparagéo dos tempos de retencéo, obtidos com
0 padrao nas mesmas condigbes, co-cromatografia e pela comparagdo dos
espectros de absorcao obtidos para o padrdo e a amostra, com a utilizacdo do
detector de arranjo de diodos (DAD). A pureza do pico foi determinada utilizando-
se o software HP-Chemstation equipado com sistema ploter. A quantificagéo foi
feita por padronizacdo externa, construida a curva analitica com 7 niveis de
concentrag&o (0,01; 0,05; 0,10; 0,15; 0,30; 0,50; 1,00ug/mL), sendo cada ponto

representado pela média de trés determinagdes.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

A Figura 2 apresenta o cromatograma obtido para o leite enriquecido
esterilizado. Nas condigbes cromatograficas utilizadas a eluicdo do acido félico
(FA) ocorreu em, aproximadamente, 8,3 minutos.

No Anexo 1 estdo os perfis dos espectros de absorcdo do acido
folico presente em solugdo padrdo e nos leites analisados, obtidos no DAD. A
pureza do pico correspondente ao acido folico foi avaliada através dos parametros
de pureza fornecidos pelo software HP-Chemstation (Anexo2) mostrando a
auséncia de co-eluentes.

A curva analitica tragada por padronizacdo externa, apresentou boa
linearidade na faixa de concentracdo de 0,01 a 1,00ug/mL, com coeficiente de
correlacao de 0,99997 (Anexo 3).
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Figura 2. Perfil cromatografico do extrato de leite esterilizado enriquecido com
acido folico. Coluna Microsorb-MV, ODS-2, 5um, 150X4 6mm. Fase movel: 10% de acetonitrila e
90% de tampao acetato (0,166mol/L)(v/v) no inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 24% de
acetonitrila e 76% de tampdo acetato (0,166mol/L) (v/v), mantendo-se as condicbes até 9,0
minutos. Vazdo de 0,5mL/minuto. Detecgao a 290nm.
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Andlise de estabilidade de acido félico durante o processo de
esterilizagao de leites

Através dos experimentos realizados, seguidos das etapas de
analise, foi possivel avaliar as perdas da vitamina ocorridas apds o processo de
esterilizagao do leite. Foram observadas as perdas durante as etapas de adig¢éo e
homogeneizacgéo e do tratamento térmico.

A Tabela 2 apresenta os teores de acido félico adicionados e as
concentracdes obtidas apds processo de adicdo e homogeneizagdo, assim como
as porcentagens de perdas. Observa-se uma grande diminuicdo no teor da
vitamina, 54% de perda média. Esses dados mostram a importancia de estudos
referentes a melhor forma de adi¢do dessa vitamina aos leites, com a utilizagao de
equipamentos melhores projetados, que permitam a obtengao de maior eficiéncia
nesse processo. Além disso, o processo de homogeneizag¢ao ocorreu em sistema
aberto, permitindo a oxidacdo da vitamina pelo oxigénio do ar, que em muitos
estudos mostrou ser o principal promotor da degradag¢éo do acido folico (FORD et
al, 1969; BURTON et al, 1970; DON G et al, 1975; GREGORY, 1989).

Tabela 2. Concentragdes de acido félico adicionado aos leites e perdas apos
processo de homogeneizacao.

Ensaios Concentracao de acido félico Perda
(pg/100mL) (%)
Adicionada Apoés homogeneizacio
M + DP CV(%)
1 705,2 2947 +0,8 0,3 58,2
2 488,9 219,2+0,5 0,2 55.2
3 518,7 2322+0,3 0,1 552
4 506,9 2594+04 0,1 48,8
Média dos ensaios 54 +4

M + DP -média e estimativa de desvio padrao de determinagges em duplicata
CV- coeficiente de variagdo

Os dados referentes a estabilidade do acido folico apos o tratamento
térmico, estdo expressos na Tabela 3. Nota-se pelos valores obtidos que a perda

durante o processo térmico € muito menor, quando comparada aos simples
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processos de adigdo e homogeneizagdo, a média dos valores nao ultrapassa 10%
de perdas.

Tabela 3. Perdas de acido folico no processo de esterilizagdo*.

Ensaios Concentracao de acido félico Perda
(ng/100mL) (%)
Antes do UHT Depois do UHT
M+ DP CV(%) M+ DP CV(%)
1 2947 +0.8 0,3 2749+04 0,1 6,7
2 219,2+0,5 0.2 197,9+0,8 04 8,7
3 2322+0,3 0,1 207,3+0,2 0.1 10,7
4 2394+04 0,1 211609 04 11,6
Média dos valores 10+2

* Condigdes: 140°C por 4 segundos.
M = DP- média e estimativa de desvio padrdo de determinagdes em duplicata
CV- coeficiente de variagado

Pela analise dos resultados apresentados nas Tabelas 2 e 3
observa-se que, aparentemente, ndo houve nenhuma influéncia da vitamina C,
ausente no ensaio 2, na preservacao do acido félico, como também qualquer tipo
de influéncia das outras vitaminas adicionadas.

Estudo de vida de prateleira

A Figura 3 apresenta o comportamento, em termos de estabilidade,
do acido folico adicionado a leites que passaram pelo processo de esterilizacao,
desde o tempo zero, imediatamente apos o tratamento térmico, até trés (3) meses
de estocagem, normalmente o tempo de validade desse tipo de produto. As curvas
indicam que o &cido folico se mostrou relativamente estavel durante os primeiros
60 dias do periodo de vida de prateleira, com uma perda média da vitamina em
torno de 16%, ao final de 90 dias (Tabela 4).

Para o teste 1 nao foi possivel a realizagdo do estudo de vida de
prateleira, devido a problemas relacionados ao lacre da embalagem, durante o
processo envase. Cinco (5) dias apos a realizagédo do ensaio ocorreu estufamento
e rompimento das embalagens e perda do produto.
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Figura 3 Comportamento do acido félico durante o periodo de estocagem de leite esterilizado

enriquecido.

Tabela 4. Porcentagem de perda de acido félico durante o periodo de estocagem.

Ensaios/ Concentragdo de acido félico Perdas (%)
Data de (ug/100mL)
Fabricagdo | Apds fabricacdo | Data de andlise | Apds 90 dias Data de analise
M+DP CV(%) M+DP CV(%)

2 09/09/00 |197,8+08 04 09/09/00 1771207 04 09/12/00 10,5

3 27/08/00 |207,3+0,2 0,1 27/09/00 173,2+0,8 0,5 28/12/00 16,5

4 27/09/00 |211,640,9 0,4 27/09/00 167,5+0,9 0,5 28/12/00 20,8
Média dos 16+ 5

valores

M + DP- média e estimativa de desvic padrdc de determinagoes em duplicata;
CV- coeficiente de variagio

Curiosamente, observa-se que a menor porcentagem de perda do

acido folico, durante o periodo de estocagem, foi exatamente obtida no ensaio 2,

onde somente o acido félico foi adicionado, contradizendo o que diversos autores

afirmam do poder de proteg&o do acido ascérbico sobre o &cido folico (FORD et
al.. 1969: DONG et al., 1975; KARLIN, 1969). Outra observacéo interessante, que
vem confirmar as feitas por FINLEY e SHIPE (1968), citados por RENNER

(1989), é a possivel acdo negativa da riboflavina sobre algumas vitaminas, de

forma indireta sobre os folatos. Comparando-se os ensaios 3 e 4 obteve-se

maiores perdas no ensaio 4, onde a concentragéo de riboflavina adicionada foi
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de 905,3mg/100L, em comparagédo a concentragdo no ensaio 3, que foi de
407,3mg/100mL.

Estudo da estabilidade do acido félico ap6s aquecimento até“fervura” do

leite

O habito de ferver o leite antes de consumir é antigo, e muitas
pessoas o mantém até os dias de hoje. Para esclarecer melhor se esse tratamento
térmico acarreta em perda de acido félico e consequente diminui¢do do valor
nutricional, efetuou-se a analise do teor da vitamina antes e depois de efetuar a
fervura. Os leites chamados nesse trabalho de testes 2, 3 e 4 foram submetidos a
fervura em trés diferentes ensaios e analisados em duplicatas. Aproximadamente,
400mL de leite foram colocados em uma leiteira (13cm de diametro X 13cm de
altura) e deixados no fogo direto até levantar fervura. Antes do processo de
extragao, o leite foi deixado esfriar até a temperatura ambiente, aproximadamente
por 1 hora. Os dados obtidos encontram-se na Tabela 5. O simples aguecimento
do leite até a fervura, praticamente, ndo promoveu a perda da vitamina, que em
meédia foi inferior a 1%. As diferengas observadas na concentragdo de acido félico,
dentro do mesmo ensaio, se justificam pela tomada de amostra em diferentes

tempos, dentro do periodo de estocagem.

Tabela 5. Porcentagem de perda de acido félico apés a fervura do leite.

Ensaio Concentragao de acido félico Perda
(1g/100mL) (%)
Antes da fervura Apods fervura
M + DP CV(%) M+ DP CV(%)

2 193,2+0,4 0,2 192,8+0,7 0,4 0,3
182,5+0,5 0,3 181,106 03 0,8
177,107 0,4 175,6+0,9 0,5 0.8
3 207,3+0,2 0.1 206,9+09 0.4 0,2
1976 +0,6 0,3 197,0+0,1 0.1 0,3
184,5+ 0,1 0,1 183607 0.4 0,5
4 2116+09 0.4 210,3+06 03 0,6
188,3+0,5 0,3 1878+ 06 0,3 03
181,4 £ 0,1 0,1 180,1+0,3 0,2 0,7

M + DP media e estimativa de desvio padrao de determinagtes em duplicata;

CV coeficiente de variagdo
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CONCLUSOES

Para a matriz leite, o acido folico mostrou-se relativamente resistente

aos tratamentos térmicos a que foi submetido. Resistiu as altas temperaturas a
que foi exposto durante o processo de esterilizagdo (140°C por 4 segundos) e ao
processo de fervura. Durante o periodo de estocagem, (S0 dias) praticamente, nio
houve perdas significativas da vitamina. O processo de adigdo e homogeneizagio
da vitamina no leite mostrou-se como sendo o grande problema do
processamento, levando a perdas superiores a 50%. Concluiu-se, entdo, que os
leites esterilizados s&o bons veiculos para o enriquecimento com &cido félico.
Porém, devem ser elaborados estudos para o melhor planejamento de
adicdo e homogeneizagdo da vitamina a esse tipo de produto, visando melhorar a

eficiéncia do processo, a fim de se minimizar as perdas.
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CAPITULO 4

VALIDAGAO E APLICAC}AO DE METODOLOGIA PARA A
ANALISE DE ACIDO FOLICO EM MARGARINA,
FARINHA E PAO ENRIQUECIDOS

Trabalho a ser submetido ao Journal of Food Science and Technology
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Lima, J.A. e Godoy, H.T.

Faculdade de Engenharia de Alimentos — UNICAMP
C.P. 6121 CEP 13083-970
juliana.lima@ondefor.com.br

RESUMO

Com a finalidade de amenizar os problemas relacionados & caréncia de acido
félico, muitos produtos alimenticios estdo sendo submetidos ao processo de
enriquecimento. Atualmente, além de produtos lacteos e cereais, o acido félico
também estd sendo adicionado a margarina, produto bastante consumido pela
populagéo brasileira além, da possibilidade de ser adicionado a farinha de trigo
utilizada principalmente para a confecgao de paes, pratica ja implantada em outros
paises. Portanto, tornam-se necessarias metodologias analiticas, capazes de
avaliar o comportamento dessa vitamina, quando adicionada a esses produtos.
Para esse estudo, a metodologia desenvolvida e validada por CATHARINO e
GODOQY (2000) para a analise de acido félico em leites, iogurte, cereais, farinhas
lacteas e bebidas achocolatadas prontas para o consumo, foi validada para a
margarina, farinha e paes. Para a analise do acido félico utilizou-se a técnica de
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE). Para margarina o acido fdlico foi
extraido com 3,0mL de soluc@o de hidréxido de potassio 0,1mol/L em banho ultra-
soénico por 10 minutos, seguida por etapa de limpeza com 3,0mL de acido fosférico
0,1mol/L, 2,0mLde tampao fosfato O,1mol/L e 350uL de acido tricloroacético
concentrado. Para a farinha e o p&o utilizou-se para a extragéo 2,0mL de solugéo
de hidréxido de potassio 0,1mol/L e 2,0mL de acetonitrila, sendo reduzido o
volume de tampao fosfato adicionado na etapa de limpeza, para 1,0mL. No
processo cromatografico utilizou-se coluna Cig e tampdo acetato
(0,166mol/L)/acetonitrila (90:10) (v/v) como fase movel no inicio do processo,
chegando a razdo 76:24 em 85 minutos de corrida. O tempo de re-

condicionamento da coluna foi de 20 minutos para margarina e 10 minutos para os
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outros produtos. A detecgéo foi feita em detector de arranjo de diodos a 290nm e a
quantificag@o, por padronizag&o externa. A metodologia mostrou-se eficiente com
taxas de recuperacdo entre 92 e 98%, boa repetibilidade e 1,3ng/mL e 2,6ng/mL
foram os valores determinados para os limites de deteccdo e quantificacao,
respectivamente. Para a avaliagdo da estabilidade do &cido folico adicionado &
farinha destinada a confecgdo de péaes, analisou-se inicialmente essa farinha e
posteriormente o pdo. A vitamina mostrou-se razoavelmente resistente a alta
temperatura utilizada no processo de assamento (160°C por 1 hora), com perdas
em torno de 20%. Ja para margarina, o estudo de vida-de-prateleira durante 4

meses de estocagem, resultou em perda de grande parte da vitamina
(aproximadamente 55%).

ABSTRACT

Aimed at reducing problems related to the loss of folic acid, many food products
have been submitted to enrichment. Nowadays, besides milk products and
cereals, folic acid has also been added to margarine, which is a product widely
consumed by the Brazilian population, which it is possible to add folic acid to. Folic
acid has been added to flour too and it is chiefly used for baking bread, a practice
already established in some other countries. Therefore, there is a need for the
analytical HPLC methodology developed and adapted by CATHARINO and
GODOY (2000) for the analysis of folic acid in milks, yogurts, cereals, milky flour
and ready to drink milk chocolate beverage to be validated for use in margarine,
flour and bread. For margarine the folic acid was extracted using 3.0mL potassium
hydroxide (0.1mol/L) with ultrasonic vibration, followed by a clean-up step with
3.0mL of phosphoric acid (0.1mol/L), 2.0mL of phosphate buffer (0.1mol/L) and
350uL of trichloroacetic acid. For flour and bread 2.0mL potassium hydroxide
(0.1mol/L) and 2.0mL of acetonitrile was used for extraction, reducing the quantity
of phosphate buffer added in the clean-up step to 1.0mL. In the chromatographic
step a Cyg column was used with a mobile-phase of acetate buffer (0.166 mol/L)/
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acetonitrile (90:10) (v/v), changing to acetate buffer and acetonitrile (76:24) (v/v)
after 8.5 minutes of run. The time for column re-equilibration was 20 minutes for
margarine and 10 minutes for the other products. Detection was obtained using a
diode array detector (290nm) and quantified using external standards. The method
was efficient with recuperation rate between 92 and 98% and nice repeatability.
The limits of detection and quantification being respectively 1,3ng/mL and
2,6ng/mL. Folic acid was show to be resistant to the high temperatures used in
baking of bread (loss of about 20%), but during storage of the margarine, the
greates part of the activity ,nearly 55%, was lost.

INTRODUGAO

A industria de alimentos brasileira vem promovendo um grande
aumento do emprego de vitaminas para o enriqguecimento de varios produtos
(AGOSTINI, 1996; CARVALHO, 1996), entre elas o acido félico, uma vitamina do
complexo B, que atua bioquimicamente em importantes reagdes de transporte de
carbono (DEVLIN, 1997) essenciais para o bom funcionamento do organismo. Os
cientistas e pesquisadores, hoje, estdo convencidos que o acido folico é
indispensavel a dieta humana e animal, sendo considerado como a “vitamina do
futuro”. O acido folico esta amplamente distribuido nos alimentos, principalmente
em verduras frescas, figado, leveduras e algumas frutas, no entanto, nos dias
atuais, a ingestdo de uma dieta insuficiente em folatos tem levado a deficiéncia
dessa vitamina, em decorréncia, principalmente das alteracdes nos habitos
alimentares.

Acredita-se que um dos possiveis efeitos diretamente ligados a
dietas carentes de &cido fdlico, e que tem surtido repercussao mundial, sdo as
malformagbes congénitas, os defeitos no tubo neural de fetos e a espina bifida,
por exemplo (DEVLIN, 1997; DALY et al.,, 1997). Além disso, muitos estudos

levam a crer que o acido fdlico previne o cancer, a anemia e doengas cardiacas
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(BRODY, 1991; KATZUNG, 1994; CRANE, 1995; DALY, 1997; MALINOW et al.,
1998, TSAl et al., 1999).

A preocupagédo com a caréncia de acido félico na alimentacdo de
gestantes é t&o grande nos EUA, que em 1998 foi criada uma campanha nacional
de incentivo a ingestdo de &cido folico, cujo principal objetivo é a reducdo das
malformagGes congénitas (MOSFHFEGH et al, 1998) Com esse mesmo
proposito, um grande estudo esta sendo realizado no Chile, onde a vitamina esta
sendo adicionada a farinha destinada a fabricagéo de paes (CASTILHA, 2000).

Sem duvida, o processo de enriquecimento aumenta a qualidade dos
alimentos e pode vir a ser uma das solugbes empregadas para resolver o
problema da ingestdo insuficiente de acido félico (AUGUSTIN et al., 1982;
MAXWELL, 1990; GASSIN, 1991; RANUM, 1991; WALTER, 1994). No Brasil,
produtos lacteos, o préprio leite, cereais, biscoitos, farinhas, entre outros sdo os
alimentos, preferencialmente, escolhidos para o enriquecimento com acido félico.
Muitos desses alimentos sdo destinados ao publico infantil, além de gestantes que
tém suas necessidades de ingestdo da vitamina aumentadas. Outro produto, que
estd sendo enriquecido com acido fdlico, e que vem ganhando o interesse da
industria, € a margarina, um produto bastante consumido pela populacdo em
geral, entretanto, com caracteristicas muito diferentes dos alimentos até entdo
enriquecidos com essa vitamina.

Embora cada vez mais aumente o numero de alimentos que estao
sendo enriquecidos com acido folico, o controle desses produtos €& bastante
dificultado pela auséncia de boas metodologias destinadas a esse fim. A
metodologia desenvolvida e validada por CATHARINO e GODOY (2000) parece
ser bastante promissora, no sentido de tentar solucionar esse problema.

A avaliacao da qualidade dos produtos enriquecidos com acido félico
inclui também a averiguagao da estabilidade dessa vitamina durante o
processamento e estocagem dos alimentos. Essa pesquisa &€ de grande
importancia, também para a industria, pois pode proporcionar o conhecimento da
viabilidade da adi¢ao das vitaminas a determinados produtos. Uma fonte alimentar

a ser enriquecida, deve apresentar consumo significativo e homogéneo pelas
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diversas camadas da populacéo e os nutrientes adicionados devem ser estaveis e
biodisponiveis apds o processamento e durante o periodo de estocagem
(CARVALHO, 1994).

Entretanto, pouquissimos s&o os trabalhos publicados, que avaliam a
estabilidade do acido fdlico adicionado a alimentos, em geral. As poucas
pesquisas mostram, em sua maioria, dados sobre a resisténcia de folatos,
naturalmente presentes em determinados alimentos, submetidos a alguns tipos de
processamentos. No que diz respeito a paes, KEAGY, et al. (1975) determinaram
a estabilidade de folatos, adicionados e naturais, durante o processo de fabricacéo
desse produto e verificaram que durante o assamento ocorreram perdas de 11 e
31% para os folatos adicionados e naturalmente presentes, respectivamente. A
incorporagdo de aditivos como acido ascérbico pareceu ndo ter influéncia
apreciavel na retengdo dos folatos. Estudos durante o periodo de estocagem da
farinha, a temperatura de 48,9°C, indicaram perdas de 40% no teor de folatos
apos 12 semanas, valor que permaneceu inalterado apés 52 semanas. Farinhas
fortificadas com acido folico tiveram altas taxas de retencdo da vitamina, com
baixissimas perdas, nas mesmas condi¢des. Essas diferengas podem ser
atribuidas a maior instabilidade de folatos naturalmente presentes em alimentos,
quando comparados ao &cido félico adicionado. CORT et al. (1976), utilizando
método microbiolégico, também avaliaram a taxa de retengdo do acido félico
adicionado a farinha, utilizada para o preparo de pées, e concluiram que essa taxa
ficou entre 80 e 100%.

Portanto, os objetivos desse trabalho foram principalmente a
validagdo da metodologia para produtos como farinha, pdo e margarina, com a
intencdo de determinar, também, o efeito do processo de assamento dos paes
sobre a vitamina, assim como sua estabilidade em margarinas.
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MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

* Margarina

No Brasil, apenas uma empresa fabrica margarina enriquecida
com 4&cido félico. Trés diferentes lotes foram adquiridos em supermercados da
cidade de Campinas-SP, com a preocupacdo de se obter lotes com data de
fabricagéo o mais recente possivel, para um posterior estudo de vida de prateleira.
Cada lote foi composto por duas embalagen de 250g, que tiveram o seu contelido
homogeneizado antes da retirada de amostra para andlise. As determinacdes
foram realizadas em duplicatas.

* Farinha e pao

A farinha de trigo foi adquirida em estabelecimentos comerciais de
Campinas. Para o enriquecimento foi escolhida uma marca apenas. As farinhas
foram analisadas para comprovar a auséncia de acido folico e interferentes. Foram
realizados quatro ensaios de fortificacdo, cada um utilizando 1 Kg de farinha. Apos
adicao do acido folico o material foi colocado em recipientes fechados e levado a
um homogeneizador por, aproximadamente, 8 horas. Apds esse periodo, foram
tomadas 2 amostras de 1,0g e realizada a analise para se determinar, ndo sé o
contelddo de acido félico mas, a homogeneidade do produto.

Os paes foram fabricados de forma caseira, tendo como
ingredientes a farinha enriquecida, fermento biolégico, ovos, dleo, leite, agua, sal e
acucar, e assados em forno convencional a temperatura de 180°C, por
aproximadamente 1 hora. O rendimento do processo foi a confecgdo de 4 paes
para cada quilo de farinha. Os paes eram deixados esfriar até a temperatura
ambiente (30°C) e pelo menos 2 eram esmigalhados e homogeneizados antes da

tomada da amostra. As determinagdes foram realizadas em duplicatas.
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REAGENTES

O padréo de &acido fdlico foi gentilmente cedido pela M.Cassab
Comeércio e Industria LTDA, localizada na cidade de Santo Amaro-SP (SIGMA
cod. F-7876, lote 40H321). A acetonitrila grau cromatografico, acido acético, acido
fosférico e hidroxido de potassio, grau analitico, foram adquiridos da MERCK,
Brasil. O acido tricloroacético, grau analitico foi obtido da Synth. A agua utilizada
para o preparo das fases moveis foi purificada no sistema Milli-Q (MILLIPORE). As
fases moéveis, antes de serem utilizadas, foram filtradas em filtros MILLIPORE
(HAWP e HVLP 04700), com poros de 0,45um de diametro.

EQUIPAMENTO

Utilizou-se um cromatégrafo a liquido HEWLETT PACKARD (HP)
série 1100, com injetor automatico com de 1 a 100uL de capacidade,
degaseificador, bomba quaternaria equipado com detector de arranjo de diodos. O
sistema & controlado pelo software HP-Chemstation, que permitiu analise da
pureza do pico de interesse e o melhor tratamento dos dados. A coluna Microsorb-
MV, ODS-2, 5um, 150X4,6mm d.i. (Raimin Instrument Company) foi utilizada para
o processo cromatografico, protegida por uma coluna de guarda Bondesil Cqg,
5um, 10X4,6mm d.i (Varian).

METODO

* Margarina

Para a analise do acido folico em margarina enriquecida, seguida do
estudo de vida-de-prateleira, utilizou-se a metodologia desenvolvida por
CATHARINO e GODQY (2000), validada para produtos lacteos e cereais.

Desta forma, para a extragdo, o conteudo de duas embalagens
(250g) foi fundido em forno de microondas convencional, por aproximadamente 15

segundos e tomado 1,0mL de margarina, apés homogeneizacdo total da amostra.
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O acido félico foi extraido com 3,0mL de solugdo de hidréxido de potassio
(O,7mol/L) em banho ultra-sénico por 10 minutos. O extrato foi transferido
quantitativamente para um baldo volumétrico de 10mL, adicionando-se 3,0mL de
acido fosférico (0,1mol/L), 2,0mL de tampéao fosfato, composto por Na,HPO4
(0,25mol/L)/KH2PO4 (0,37mol/L), 350uL de acido tricloroacético (TCA), aferindo-se
o volume final com tamp&o fosfato. Seguiram-se entdo as etapas de filtragéo, a
primeira em papel de filtro comum e a outra em membrana Durapore (HAWP
01300 MILLIPORE), com poros de 0,45um. O filtrado foi injetado, imediatamente,
no cromatografo a liquido (100uL).

O acido félico foi separado em sistema de elui¢do por gradiente, com
vazdo de 0,5mL/min, com 90% de tampdo acetato (TPAC:0,166mol/L de acido
acético e 0,01mol/L de hidréxido de potassio, a pH 2,8), e 10% de acetonitrila
(ACN)(v/v) no inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 76% de TPAC e 24%
de ACN, mantendo-se essa propor¢ao até 9,0 minutos. As condigdes iniciais foram
retomadas e a coluna re-equilibrada durante 20 minutos, antes da préoxima injecao.
A detecgdo foi feita em detector de arranjo de diodos (DAD), utilizando-se o
comprimento de onda de leitura a 290nm. A identificac&o da vitamina foi feita por
comparagdo dos tempos de retencdo, obtidos com padrées analisados nas
mesmas condi¢des, co-cromatografia e pela comparagdo dos espectros de
absorcdo obtidos no DAD. A pureza do pico foi determinada pelo sistema ploter
disponivel no software HP-Chemstation. A gquantificagdo do acido félico foi feita
por padronizag@o externa, através da curva analitica construida com 7 niveis de
concentracéo (0,01; 0,05; 0,10; 0,15; 0,30; 0,50; 1ug/mL), sendo cada ponto

representado pela média de trés determinagdes.

* Farinha e pao

Para a analise de acido félico na farinha e nos paes, a metodologia
de extracdo teve que ser modificada. O acido félico foi extraido, de 1,0g de farinha
e pdo previamente homogeneizados, com 2,0mL de hidréxido de potassio

(0,1mol/L) e 2,0mL de acetonitrila por 10 minutos em banho de ultra-som. Seguiu-
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se 0 método descrito para margarina, adicionando-se, agora, apenas 1,0mL de
tampé&o fosfato.

As condigbes cromatogréficas foram as mesmas descritas
anteriormente, com excegdo do tempo de re-equilibrio da coluna, que foi de
apenas 10 minutos.

VALIDAGCAO DA METODOLOGIA

Testes de recuperag@o e repetibilidade foram realizados com as
amostras aqui analisadas, ja que a metodologia sofreu algumas modificagbes em
relacdo ao método original. Limites de detecgdo e quantificacdo tambem foram

determinados.

Recuperag¢ao de Padroes

Para a avaliagao da exatidao do método, realizou-se testes de
recuperacao de padrbes adicionados aos produtos ndo enriquecidos, em dois
niveis diferentes de concentrag¢ao 1,5 e 0,8ug/g, 2,5 e 1,7ug/g, 3,0 e 2,1ug/g, para
margarina, farinha e pao, respectivamente. Para margarina esses valores foram
escolhidos de acordo com o teor de acido folico declarado no rétulo 1,12ug/g e
para os outros produtos os teores foram baseados nas declaragbes de CASTILHA
(2000) que afirma que 2,2ug/g de acido félico estao sendo adicionados a farinha
destinada a fabricagdo de pées, no projeto que esté sendo desenvolvido no Chile.
Para as analises foram utilizados 1,0mL de margarina e 1,0g de farinha e pao. As
determinacgdes foram feitas em duplicata.

Repetibilidade

A avaliacdo desse parametro foi realizada através de cinco
determinagdes, em duplicatas, nos dois niveis de concentracdo de acido folico
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adicionado as matrizes. A repetibilidade foi calculada de acordo com CAULCUTT
e BODDY (1983) através da equagao:
F=1425r r = repetibilidade

sr = estimativa do desvio padrao
t = t de Student

Limites de Detecgado e Quantificagao

Os limites de deteccdo foram estimados pela adigao de quantidades
conhecidas de padréo as amostras. Foi considerado o limite de detec¢@o a menor
guantidade detectavel na matriz que produziu um sinal com uma amplitude trés
vezes maior que a do ruido. O limite de quantificag&o foi considerado como sendo
duas vezes o limite de detecgcdo (AGOSTINI, 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Validagao da metodologia

Em conseqgiiéncia da adaptacdo realizada na etapa de extracéo e a
nao validagdo da metodologia para produtos com altos teores de gordura, foram
avaliadas as taxas de recuperagdo e repetibilidade para as amostras aqui
analisadas.

As taxas de recuperagéo obtidas para margarina, farinha e p&o estao
apresentadas na Tabela 1. Os valores variaram entre 92 e 98% nos dois niveis de
enriquecimento. As taxas de recuperagdo aqui obtidas s&o superiores as relatadas
por KONINGS (1999) e OSSEYI et al. (1998) que obtiveram niveis de recuperagao
de acido félico de 90% para farinha e 93% para cereais, respectivamente. Esses
valores indicam uma boa taxa de recuperagdo para 0s niveis vitaminicos

presentes nos alimentos enriquecidos.
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Tabela 1. Taxas de recuperagao do padrdo de acido félico adicionado em dois

diferentes niveis de concentragdo a margarina, farinha e pao.

Produto Nivel | Recuperagéo Nivel I Recuperacgao
(ra/g) (%) (na/g) (%)
Margarina 0.8 95+1 1.5 97 +2
Farinha 1.7 95+1 2.5 97 +1
Pao 2.1 92 +1 3.0 98 + 1

Os resultados séo médias de 5 determinagdes em duplicata.

A Tabela 2 apresenta as faixas de repetibilidade esperadas entre
cinco determinagdes de acido folico, em dois diferentes niveis de concentragao.
Desta forma, espera-se que valores fornecidos por determinagdes em duplicata
difiram dentro dos limites fornecidos pela repetibilidade, com a confianga indicada.

Observa-se que a maior diferenca entre os valores obtidos nas 5
determinagdes, nos dois niveis de enriquecimento, s&o menores que o valor de ‘I’
calculado, comprovando a boa repetibilidade do método, quando aplicado as
matrizes aqui estudadas.

Os limites de deteccao para as amostras de margarina, farinha e pao
foram praticamente iguais, correspondendo a 1,3ng/g, sendo portanto considerado
o limite de quantificacéo de 2,6ng/mL (g). Os valores foram os mesmos obtidos
por CATHARINO e GODOY (2000) e KONINGS (1999) que determinaram esses
parametros em leites enriquecidos.

Etapa Analitica

Os cromatogramas referentes as amostras de margarina, farinha e
pao estdo dispostos nas Figuras 1. Neles, o pico do acido félico aparece isolado,
com tempo de retencdo de aproximadamente 8 minutos. Os espectros obtidos no
detector de arranjo de diodos encontram-se no Anexo 1. A pureza dos picos foi
verificada através dos parametros de pureza, fornecidos pelo software HP-
Chemstation (Anexo 2), o que confirmou a eficiéncia do sistema cromatografico.
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Tabela 2. Repetibilidade do acido folico adicionado a pao, farinha e margarina, em
dois diferentes niveis de concentracao.

Alimento Concentragcdo | Repetibilidade Concentragao Repetibilidade
Nivel | (n Nivel Il (r)
(ng/g) (ng/g)
Pao 1,966 2,917
1,943 2,834
1,968 0,89 2,932 0,56
1,964 2,872
1,970 2,846
Média dos valores | 1,96 £ 0,01 0,5 288+0,04 14
M+ DP CV(%)
Farinha 2,027 1,691
2,046 1,691
2,081 0,39 1,658 0,28
2,049 1,672
2,021 1,682
Média dos valores | 2,05+ 0,02 1,0 168+001 06
M+ DP CV(%)
Margarina 1,443 0,749
1,433 0,759
1,433 0,39 0,766 0,81
1,472 0,761
1,461 0,766
Média dos valores | 1,45+ 0,02 1,4 0,760 £ 0,007 0,9
M £ DP CV(%)

Limite de confianga de 85% (t= 2,78).
M + DP- média e estimativa do desvio padro das determinagbes em duplicatas
CV- coeficiente de variag@o
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Figura 1: Perfil cromatografico do extrato de margarina (A), farinha (B) e pao (C)
enriquecidos com &cido félico (AF). Coluna Microsorb-MV, ODS-2, 5um, 150X4,6mm. Fase movel:
10% de acetonitrila e 90% de tampdo acetato (0,166mol/L) no inicio da corrida, chegando em 8,5
minutos a 24% de acetonitrila e 76% de tampdo acetato (0,166mol/L) (v/v), mantendo-se as
condigdes até 9,0 minutos. VVazdo de 0,5mL/minuto. Detecgao a 290nm.
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Os teores de acido félico foram avaliados por padronizagdo externa,
tendo a curva analitica apresentado boa linearidade nas faixas de concentracéo
pré-estabelecidas. O coeficiente de correlagéo obtido foi de 0,99997 (Anexo 3).

* Margarina

Na Tabela 3 est&o os teores encontrados nas amostras de margarina
recém fabricadas e ap6s 4 meses de estocagem, com as porcentagens de
retencao. Os valores iniciais (0,85ug/g, em média) ja se apresentavam abaixo do
declarado no rétulo do produto (1,12ug/g). Verifica-se que a taxa de retengéo
média ficou em torno de 36%. A Figura 2 ilustra o comportamento do acido félico
na margarina durante os 4 meses de estocagem. A instabilidade observada pode
ser devida aos processos oxidativos decorrentes da matriz lipidica, que segundo,
GREGORY (1989) e HAWKES e VILLOTA (1989) seriam os principais
responsaveis pela degradacéo do acido folico. Nao foi encontrado na literatura
nenhum artigo a respeito da adigao de acido folico em qualquer produto com altos
teores de gordura, para fins de comparacao.

Tabela 3.Teores de acido félico em margarina enriquecida e porcentagem de
retencao apos estocagem.

Lotes/ Concentragdo de acido félico Retencao

Data de (na/g) (%)

fabricagao ,:ﬂp;cb g fabr&m&; Data da analise - t:gggsem Data da analise
M+P CV(%)

1 28/09/00 091001 1 20/10/00 044+001 6 20/01/00 483

2 17/08/00 084+002 2 20/10/00 038+001 2 20/01/00 4572

3 0409100 0/0+x001 1 20/10/00 035003 2 20/01/00 443
Médi'::ntre os 0851006 7 038+005 13 46+ 2

es

M £ DP- média e estimativa do desvio padréo das determinagbes em duplicatas
CV- coeficiente de varniagao
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Figura 2: Perfil da degradagdo de acido folico em margarina enriquecida.

* Farinha e pao

Para a andlise da estabilidade de &cido fdlico frente ao processo de
assamento de paes enriquecidos, analisou-se, iniciaimente, os teores da vitamina
adicionados & farinha, a fim de verificar a eficiéncia durante o processo de
homogeneizacgéo, além das possiveis perdas decorrentes da presenca de oxigénio
(GREGORY, 1989; HAWKES e VILLOTA, 1989). N&o ha na literatura ainda um
concensso em relagdo 'a quantidade de &cido félico adicionado a farinhas.
Portanto foram definidas neste trabalho quantidades sempre inferiores 'as
recomendadas pelo FDA (Food and Drug Administration), levando em
consideracdo a ingestdo didria de pdes. Observa-se, através dos dados
apresentados na Tabela 4, que o processo se mostrou bastante eficiente, com
taxas de retencdo entre 85,0 € 96,7%.

A andlise do comportamento do acido félico no processo de
assamento de paes esta apresentada na Tabela 5, na forma de porcentagem de
retencdo da vitamina, durante o processo. Os valores apontam uma pequena
perda decorrente do processo de fabricacdo do pé&o, em forno doméstico. As
perdas médias da vitamina de 25% mostram que o &cido félico ndo parece ser tao
instavel ao calor, como alguns pesquisadores apontam (HAWKES e VILLOTA,
1989: CARVALHO, 1996). As taxas de perda de acido folico observadas neste
trabalho foram superiores as relatadas por KEAGY (1975) e CORT et al. (1976),
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provavelmente devido a utilizagdo de diferentes metodologias de analise, dado
que para este trabalho foi utilizado método cromatografico e para os outros
método microbioldgico, além das diferentes condi¢des de tempo e temperatura
utilizadas.

Tabela 4. Teores de acido félico determinados em farinha enriquecida.

Ensaio Concentracao de acido félico Retencdo
(ng/a) (%)
Adicionada a farinha apods o processo de
homogeneizagao*
M + DP CV(%)
1 6,0 58+01 1,7 96,7
2 26 23+01 43 88,5
3 2,0 11,7401 59 85,0
4 3.4 31+01 32 91,2
Média entre os ensaios 90,3+4,9
*agitacdo por 8 horas

M £ DP- média e estimativa do desvio padrao das determinagGes em duplicatas
CV- coeficiente de variagdo

Tabela 5. Taxa de retengéo de acido félico em pées enriquecidos

Ensaio Concentragao de acido félico Retencao
(n9/g) (%)
ApoOs 0 processo de em paes*
homogeneizagao M + DP CV(%)
M + DP CV(%)
1 58+0,1 1,7 43+02 47 741
2 23+01 43 1,7+01 59 73,9
3 3101 59 24+01 42 77,4
4 3,2+01 3.2 24+02 83 75,0
Média dos valores 751+£16

*assados por 1 hora a 180°C em forno doméstico
M + DP- média e estimativa do desvio padrao das determinagbes em duplicatas
CV- coeficiente de variagao
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CONCLUSOES

Quanto a validagdo do método, pode-se concluir que tanto para
margarina, como para farinha e pao, a metodologia aqui aplicada, se mostrou
bastante satisfatoria.

Os resultados obtidos indicam a instabilidade do &cido félico
adicionado a margarina. No momento, entende-se que esta ndo se mostrou um
bom veiculo para o enriquecimento com &acido félico.

Ja no processamento de paes, verifica-se que a vitamina
permaneceu, razoavelmente, resistente. Porém, sugere-se que novos estudos
sejam feitos, em outros tipos de paes, assados em fornos industriais, a fim de que

também seja possivel avaliar o comportamento do acido folico nesses processos.

RFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGOSTINI, T.S. Desenvolvimento de metodologia para a determinagdo
simultanea, por CLAE, das vitaminas B1, B2, B6, acido nicotinico e
nicotinamida em alimentos enriquecidos. Tese de doutorado, Faculdade de
Engenharia de alimentos — UNICAMP, Campinas, 1996.

AUGUSTIN, J., TASSINARI, P.D, FELLMAN, J.K., COLE, C. L. B vitamin content
of selected cerals and baked products. Cereal Foods World, 27 (4): 159-161,
1982.

CARVALHO, P.R.N. Enriquecimento de Alimentos. Primeiro seminario brasileiro
de alimentos enriquecidos. Campinas: Instituto de Tecnologia de
Alimentos,1-7, 1994.

CARVALHO, P.R.N. Estudos de vida-de-prateleira de Alimentos Enriquecidos.
Segundo seminario brasileiro de alimentos enriquecidos. Campinas:
Instituto de Tecnologia de Alimentos, 5-8, 1996.

CASTILHA, E. Comunicagao pessoal, 2000.

CATHARINO, R.R., GODQY, H. T. Desenvolvimento, validagao e aplicagdo de
metodologia para a analise de acido félico em alimentos enriquecidos.
Dissertagdo de Mestrado, Faculdade de Engenharia de Alimentos -
UNICAMP, 2000.

CALCUTT, R., BRODY, R. Statistic for Analitical Chemists. 1ed. Londres, 1983.

CORT,W.M., BORENSTEIN,B., HARLEY, J. H.,, OSADCA, M., SCHEINER, J.
Nutrient stability of fortified cereal products. Food Technology, 30: 52-62,
1976.



DALY S., MILLS, J.R, MOLLQOY, AM., CONLEY, M., LEE, Y.J, KIRKE, P.N,
WEIR, D.G., SCOTT, JM. Minimum effective dose of folic acid for food
fortification  to prevent neural-tube defects. Lancet, 350 (9092): 1666-1669,
1997.

DEVLIN,T.M. Manual de Bioquimica com correlagdes clinicas.1ed. Ed. Edgard
Blucher, 1997.

GASSIN, A L. Aspects réglementaires de lénrichissement en France et en Europe.
Cahier Nutricion et Diétetiques, 26 (1): 85-88, 1991.

GREGORY Ill, J.F. Chemical and nutritional aspects of folate research:
analytical procedures, methods of folate synthesis, stability, and
bioavailability of dietary folates . Advanced in Food and Nutritional
Research, 33: 1-101, 1989.

HAWKES, J.G, VILLOTA, R. Folates in Foods: reactivity, stability during
processing, and nutritional implications. Food Science and Nutrition, 28 (6):
439-538, 1989.

KATZUNG, B. G. Farmacologia basica e clinica. 5ed. Sao Paulo:
Guanabara Koogans, 1994.

KEAGY, P.M.; STOKSTAD, L.R.; FELLERS, D.A. Folacin stability during bread
processing and family flour storage. Cereal Chemistry, 52, 348-356, 1975.
KONINGS, E.J.M. A validated liquid chromatographic method for determining
folates in vegetables, milk powder, liver and flour. Journal of AOAC

International, 82 (1): 119-127, 1999.

MAXWELL, D.P.E. Cost-control implications of nutrients fortification. Prepared
Food, 87-88, 1990.

OSSEYI, E.S., WEHLING, R.L., ALBRECHT, J. A. Liquid chromatographic method
for determination added folic acid in fortified cereal products. Journal of
Chromatography A, 826 (2): 235-240, 1998.

RANUM, P. Cereal enrichment. In: Handbook of Cereals Science and
Technology. Ed. Lowrenz, New York, 882, 1991.

WALTER, P. Vitamin requeriments and enrichment of foods. Food
Chemistry, 49: 113-117, 1994.

85



CONCLUSOES

A pesquisa sobre a estabilidade do &cido félico adicionado a algumas
matrizes alimenticias, submetidas a processos térmicos seguidos por periodo de
estocagem, mostrou a ocorréncia de perdas no teor da vitamina.

Para o processo de esterilizagéo de leites, verificou-se que durante a
etapa de adicdo da vitamina as perdas foram bastante elevadas. Ja para o
tratamento térmico em si, constatou-se boa resisténcia da vitamina, com pequena
diminuicéo dos teores iniciais. Durante o processo de fervura do leite esterilizado,
concluiu-se que as perdas da vitamina foram basicamente despreziveis. O estudo
do comportamento do &cido félico durante o periodo de estocagem, 3 a 4 meses,
mostrou que o teor da vitamina & diminuido.

O estudo de vida de prateleira de alguns produtos lacteos
enriquecidos com &acido folico, encontrados no mercado, apresentou um pequeno
decréscimo nos teores da vitamina em leites esterilizados e bebidas lacteas
achocolatadas prontas para o consumo, ao final do prazo de validade. Porém,
para leite em po enriquecido, verificou-se uma grande diminuicao na concentracéo
de acido folico desde o periodo de fabricagdo, até praticamente o final do prazo de
validade, 1 ano, para a maioria dos produtos. Essa diferenca de resultados deve
ser devida ao proprio mecanismo de degradacao do acido félico, que deve ocorrer
de forma mais acentuada em produtos com maior tempo de estocagem. Cabe
ainda ressaltar que os teores declarados no rotulo das embalagens de muitos dos
produtos analisados, diferiram dos valores encontrados apés a analise, desde os
primeiros dias de fabricagéo. Esses valores estavam bastante abaixo do esperado
para muitos dos produtos.

Para a margarina enriguecida constatou-se que apds 4 meses de
estocagem, o teor de acido félico estava bastante alterado, apontando a
instabilidade da vitamina no produto. Os valores declarados no rétulo estavam
bastante diferentes dos teores avaliados, apds o referido estudo de vida de
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prateleira. Esse resultado indica que a margarina, talvez, nao seja um bom veiculo

para o enriguecimento.

Nesse trabalho também avaliou-se a estabilidade do acido folico no
processamento caseiro de paes, confeccionados com farinhas enriquecidas com
acido folico, no qual se constatou a instabilidade da vitamina, com perdas em
torno de 20%. Portanto, estudos que relacionem a ingestdao da vitamina
adicionada a essa matriz, com alteragdes na ocorréncia de determinadas
doencgas, devem levar em consideragédo esse resultado, entre outros, para a

correta avaliagéo dos dados.

Para todos os produtos avaliados observou-se a perda da vitamina
nos processos térmicos e periodos de estocagem, em diferentes escalas, o que
indica a necessidade de melhor planejamento nos processos de enriquecimento e
avaliacdo das melhores condicdes e prazos para estocagem, buscando o
entendimento dos mecanismos de degradagdo, além, dos possiveis fatores
responsaveis por esse processo, a fim de se encontrar as melhores condigbes de
adicdo e preservagdo da vitamina durante maior periodo de tempo.
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SUGESTOES

Sugere-se que os produtos alimenticios processados e adicionados
de &cido fdélico, sejam submetidos a estudos que verifiquem as melhores
condi¢cbes para a adi¢do da vitamina, a fim de que as perdas sejam minimizadas,
além da definicdo dos periodos de estocagem, que garantam a estabilidade da
vitamina no produto até o final do prazo de validade.

Avaliacdo dos mecanismos, agentes de degradacéo e etapas criticas
dos diferentes processos, que possam vir a colaborar com planejamento das
condi¢cbes para preservagao da vitamina, durante e apds o processamento dos
alimentos enriquecidos.

Estudos de estabilidade para outras matrizes enriguecidas, como por
exemplo, paes processados industrialmente ou padarias, entre outros.

89



ANEXOS

91



Narm
1750
1500
1250
1000
750
500
250 4
0 Seme
| B A T | Vs o T 25 TR T R R TR ) U S TR SR TR S OO R T
200 250 300 380 400 450 a0 550 i
Anexo 1: Perfis dos espectros de absorgdo, obtidas através do detector de arranjo
de diodos do acido félico em solugéo padrao , leite esterilizado , leite em
pd ~— bebida lactea achocolatada™ , margarina— , p4o =~ e farinha
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Anexo2: Espectros de absorg¢do do acido félico nas matrizes analisadas, testando
0 grau de pureza.
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Anexo 3: Curva analitica do acido félico obtida por padronizag&o externa, tracada

com média de triplicatas.



