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Resumo Geral

RESUMO GERAL

Nos ultimos anos, o interesse na fortificagdo alimentar com o acido folico tem
crescido, em resposta principalmente aos achados de estudos epidemiolégicos
que relacionam a deficiéncia de folatos a defeitos no tubo neural, doenca
coronariana e anemia megaloblastica, entre outros. A deficiéncia de ferro € um
sério problema de saude que afeta uma grande parte da populagdo do mundo.
Muitos paises, incluindo o Brasil, realizam a fortificacdo de alimentos, como as
farinhas de trigo e milho a fim de garantir a ingestao destes nutrientes em niveis
adequados ao bom funcionamento do organismo. Consequentemente aumentou a
preocupacao dos analistas em desenvolver metodologias apropriadas para a
determinagédo do acido foélico e ferro e o devido controle para assegurar a
presenca e o teor dos mesmos em alimentos enriquecidos direta ou indiretamente.
No presente trabalho foi desenvolvida e validada uma metodologia por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a analise de acido folico em
leite e suco de soja enriquecidos, bolo de fuba e seus ingredientes (mix, farinha de
trigo, fubé de milho) além da avaliagdo do teor de ferro por metodologia ja
estabelecida e validada. O acido félico foi extraido com tampé&o fosfato e hidroxido
de potassio, utilizando acido tricloroacético como agente de limpeza. No processo
cromatografico utilizou-se coluna Cqs e sistema de eluicdo por gradiente com
detecgdo em arranjo de diodos (DAD) a 290 nm. A identificagdo foi feita por
comparacdo com os tempos de retencdo, co-cromatografia e espectros de
absorcdo. A quantificagdo foi realizada por padronizagéo externa. Satisfatorios
resultados foram obtidos para os diferentes parametros analiticos tais como:

linearidade com os coeficientes de correlagéo variando de 0,997 a 0,998; preciséo
Xiii




Resumo Geral

com um coeficiente de variagdo menor que 9,0 %; faixa de recuperagéo entre 92 a
106 %; e limites de deteccdo e quantificagdo, respectivamente, de 2,50 e 8,40 ug
100 mL™ para leite e suco de soja e 2,98 e 9,00 ug 100 g™ para bolo de fuba e
ingredientes, demonstrando portanto, ser um método eficiente, rapido e preciso
para a quantificagdo de &cido folico nas matrizes estudadas. Os teores de acido
folico e ferro variaram de 41,68 a 96,96 ug 100 g e 1,29 a 2,93 mg 100 g™'no
bolo: de 130,64 a 159,66 ug 100 g”' e 4,02 a 4,62 mg 100 g™ na farinha de trigo,
de 174,34 a 217,32 ug 100 g e 4,15 a 4,31 mg 100 g no fuba de milho e de
156,93 a 181,29 ug 100 g e 4,32 a 4,44 mg 100 g™ no mix. Ja no suco e leite de
soja variaram de 17,54 a 26,27 pg 100 mL™" e 0,88 a 1,28 mg 100 mL™"; 18,08 a
23,63 pg 100 mL™" e 0,38 a 1,91 mg 100 mL™, respectivamente. Os resultados
indicaram, em geral, uma falta de uniformidade nos teores de acido folico e ferro

para as farinhas, leite e suco de soja.

Palavras-chave: CLAE, &cido folico, ferro, bolo de fuba, suco e leite de soja,

fortificagao alimentar.
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Abstract

ABSTRACT

In recent years, the interest in food enrichment with folic acid has grown, mainly in
response to the findings related to the epidemiological studies linking folate
deficiency to neural tube defects, coronary disease and megaloblastic anemia,
among others. Iron deficiency is a serious health problem affecting a large
proportion of the world population. Many countries, including Brazil, are realizing
the fortification of foods such as wheat flour and corn to ensure the intake of these
nutrients in adequate levels for the proper functioning of the body. Consequently,
the concern of analysts to develop appropriate methodologies for the determination
of folic acid and iron and proper control to ensure the presence and concentration
in the same in enriched foods directly or indirectly is growing. In the present work a
methodology was developed and validated by high performance liquid
chromatography (HPLC) for analysis of folic acid in juice and soy milk, fortified
cornmeal cake and its ingredients (mix, flour, corn meal) with subsequent analysis
of iron using a methodology already established and validated. Folic acid was
extracted with phosphate buffer and potassium hydroxide, using trichloroacetic
acid as a cleaning agent. In the chromatographic process a Ci column and
gradient elution system with diode array detection (DAD) at 290 nm were used.
The identification was made by comparison with the retention times, co-
chromatography and absorption spectra. Quantification was performed by external
standardization. Good results were obtained for the various analytical parameters
such as linearity with correlation coefficients ranging from 0.997 to 0.998; precision

with a coefficient of variation of less than 9.0 % recovery range between 92 to 106
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%: and limits of detection and quantification, respectively, of 2,50 and 8,40 ug 100
mL" for soy milk and soy juice and 2.98 and 9.00 ug 100 mg™ for cake flour and
ingredients demonstrating therefore to be an efficient method for fast and accurate
quantification of folic acid in the matrices studied. The levels of folic acid and iron
ranged from 41,68 to 96,96 ug 100 g’ and 1,29 to 2,93 mg 100 g’ in the cake,
from 130,64 to 159,66 ug 100g™ and 4,02 to 4,62 mg 100 g’ in wheat flour, from
174,34 to 217,32 ug 100 g” and 4,15 to 4,31 mg 100 g™ in corn meal and from
156,93 to 181,29 pg 100 g™ and 4,32 to 4,44 mg 100 g in mix. Considering juice
and soy milk , it ranged from 17,54 to 26,27 pug 100 mL™ and 0,88 to 1,28 mg 100
mL™": 18,08 to 23,63 pg 100 mL™ and 0,38 to 1,91 mg 100 mL™", respectively. The
results showed, in general, a lack of uniformity in the levels of folic acid and iron to

flour, soy milk and juice.

Keywords: HPLC, folic acid, iron, cornmeal cake, juice and soy milk, food

enrichment.
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Introdugdo Geral

INTRODUCAO GERAL

A deficiéncia de vitaminas e minerais é um grave problema de nutricao e
saude publica em todo o mundo e principalmente nos paises em desenvolvimento,
como o Brasil, atingindo especialmente criangas em idade pré-escolar,
adolescentes, gestantes e mulheres em idade fértil (UNICEF et al., 2001).

Vitaminas sao compostos organicos biologicamente ativos, precursoras de
substancias que tém participagéo vital em muitas reagbes quimicas de nossas
células. Sdo necessarias ao organismo em quantidades muito reduzidas para
manutencdo dos processos vitais, razao pela qual também podem ser chamadas
de micronutrientes (POPPEL, 1997).

A primeira metade do século passado foi considerada a era da investigagéo
de todas as vitaminas conhecidas, entre elas o acido folico. Em 1931, Lucy Wills
descreveu um novo fator hematopoiético na levedura, capaz de curar a anemia
macrocitica tropical na india (MITCHELL et al., 1941). Ao longo da década de 30
esse fator foi identificado em varios estudos experimentais isolados, mas somente
em 1941, o termo acido folico foi utilizado para referir-se a um fator de crescimento
existente no espinafre. O termo acido félico deriva do latim folium, que significa
folha. Nesta mesma década (1940), foi possivel isolar, cristalizar e identificar a
estrutura desta vitamina, bem como elaborar formas sintéticas para o uso no
tratamento de enfermidades carenciais e de anemia (LUCOCK, 2000).

O acido folico é uma vitamina hidrossoltvel e como tal € pouco armazenada
no organismo. O acido félico € uma vitamina do complexo B, quimicamente

denominado acido pteroilglutamico. Dentre as substancias que possuem como
1
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estrutura basica o acido pteroilglutdmico, estdo os pteroilglutamatos, os
diidrofolatos, os tetraidrofolatos (THF) e os metiltetraidrofolatos, denominado
folatos (LORENZI, 1991). O termo folato, encontrado na natureza, entéo &
utilizado para designar os poliglutamatos e o termo acido félico € reservado para o
monoglutamato sintético e/ ou acido pteroilglutdmico (CZEIZEL 1996;
DROGUETTE e PENTEADO, 2003).

O acido folico (AF) participa de dois processos bioldgicos fundamentais:
atua como co-fator para as enzimas implicadas na biossintese de RNA (acido
ribonucléico) e DNA (&cido desoxirribonucléico) e como co-fator na formagéo da
metionina (CZEIZEL, 1996). E essencial para as reagdes metabolicas especificas
no meio celular e vital para o funcionamento e crescimento normal do organismo
(VANNUCCHI e JORDAO, 1998).

As principais fontes de folato sdo os vegetais folhosos, carnes, figados,
rins, frutas, cereais, leguminosas, leveduras e cerveja (BRODY, 1991;
CATHARINO, 2004). Porém, ha muitos fatores que podem levar a caréncia dessa
vitamina, incluindo a absorg@o e metabolismo deficientes, demanda aumentada e,
principalmente, a ingestao inadequada (DEVLIN, 1997).

O acido folico € uma vitamina que tem despertado interesse devido aos
seus efeitos em relagdo a prevengédo de doengas como problemas cardiacos,
malformacdes congénitas, certos tipos de cancer, mal de Alzheimer e anemia
megaloblastica, entre outras (COTTER e DALLY, 2005; FOKKEMA et al., 2005;
MUSKIET, 2005).

Um mineral atualmente de grande importancia € o ferro, presente em todas

as células do corpo, normalmente em combinacado com uma proteina. Ele &€ um
2
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componente de muitas proteinas e enzimas do corpo (MAHAN et al., 2002). O
papel do ferro no organismo esta intimamente associado a hemoglobina,
mioglobina, outras hemoproteinas, citocromos, peroxidases e catalases, também
participa na formag&o sanguinea e no transporte de oxigénio, sendo constituinte
de varias enzimas complexas (DUTRA DE OLIVEIRA e MARCHINI, 1994; MAHAN
et al., 2002). Apesar de outros nutrientes estarem envolvidos na sintese de
hemoglobina, acredita-se que a maioria dos casos de anemia seja causada por
deficiéncia de ferro, esta é, isoladamente, a mais comum das deficiéncias
nutricionais do mundo (UNICEF et al., 2001).

Pela observagéo da tendéncia mundial em se adicionar micronutrientes nos
alimentos e dos potenciais beneficios de um enriquecimento alimentar, aliada aos
altos indices de anemia e ingestdo deficiente de acido félico e ferro levaram o
Ministério da Saude e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, segundo a
Resolugdo RDC n° 344, de 13 de dezembro de 2002 tornar obrigatéria a
fortificagdo de farinhas de milho e de trigo com acido folico e ferro, no Brasil, a
partir de junho de 2004. Para cada 100 g de farinha de milho ou trigo deve conter
150 pg de acido folico e 4,2 mg de ferro no minimo (ANVISA, 2002).

Com o intuito de se garantir o cumprimento da legislagdo e de haver um
melhor planejamento na fortificagdo em alimentos para que niveis adequados
atinjam a populacéo, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar
um método rapido, simples e eficiente para quantificar o acido folico e determinar

a quantidade desta vitamina e ferro em alimentos.
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Objetivos

OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Determinar o teor de acido félico e ferro em bolo de fuba e produtos fortificados a
base de soja.

Objetivos especificos:

e Desenvolver e validar metodologia analitica por CLAE para a determinagéo
de acido félico.

® Aplicar a metodologia desenvolvida por CLAE e quantificar o teor de acido
félico em alimentos.

® Quantificar o teor de ferro por absorgao atdmica em alimentos.

® Avaliar as perdas de éacido félico e ferro no processo de produgéo de bolo
de fuba.
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RESUMO

A deficiéncia de vitaminas e minerais € um grave problema de nutricdo e saude
publica em todo o mundo e a fortificagdo alimentar € um recurso utilizado
mundialmente com a finalidade de corrigir deficiéncias nutricionais de uma
populagéo, tendo a vantagem de alcangar uma ampla parte da populagéo. Entre
as vitaminas do complexo B destaca-se hoje, o &cido folico, também chamado de
vitamina Bg, Bg ou M. Esta vitamina tem sido associada na prevengao de defeitos
do tubo neural, doenga cardiovascular, certos tipos de canceres, mal de Alzheimer
e problemas neurolégicos. Dentre os micronutrientes um mineral atualmente de
grande importancia é o ferro, pois desempenha importantes fungées no
metabolismo humano, tais como transporte e armazenamento de oxigénio,
reacdes de liberagdo de energia na cadeia de transporte de elétrons, conversao
de ribose e desoxirribose, cofator de algumas reagdes enzimaticas e outras
reagbes metabolicas essenciais. A principal consequiéncia da deficiéncia de ferro a
ser considerada é a anemia ferropriva. Como medida preventiva, o Brasil, segundo
a Resolucdo RDC n° 344, de 13 de dezembro de 2002 tornou obrigatoria a
fortificacido de farinhas de milho e de trigo com &cido fdlico e ferro, a partir de
junho de 2004. A farinha de trigo e milho sdo os alimentos mais utilizados para a
fortificacdo por ndo apresentar mudangas organolépticas e ser de baixo custo.
Entretanto, ha uma grande variedade de produtos alimenticios ja enriquecidos
com acido folico e ferro, destacando-se os cereais matinais e os produtos lacteos,

entre eles o leite e suco de soja. Deste modo, a fortificagédo de alimentos vem
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ganhando cada vez mais espacgo, tendo em vista uma forma de prevenir doengas

e ainda agregar valor aos produtos.

Palavras-chave: acido folico, ferro, fortificag&o alimentar.
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ABSTRACT

Vitamins and minerals deficiency is a serious problem of nutrition and public health
around the world and food enrichment is a resource used worldwide for the
purpose of correcting nutritional deficiencies of a population, taking the advantage
of reaching a large portion of the population. Among the vitamin of B complex it is
necessary to emphasize today, folic acid, also called vitamin Bc, Bg or M. This
vitamin has been associated in the prevention of neural tube defects,
cardiovascular disease, certain cancers, Alzheimer's disease and neurological
problems. Among the micronutrients a mineral of great importance today is iron,
thus it plays important role in human metabolism, such as transportation and
storage of oxygen, reactions of energy release in the electron transportation chain,
conversion of ribose and deoxyribose, a cofactor for some enzymatic reactions and
other essential metabolic reactions. The main consequence of iron deficiency is
considered to be iron deficiency anemia. As a precaution measure, Brazil,
according to the RDC 344 of December 13, 2002 made mandatory the fortification
of flour and corn grain with folic acid and iron, since June 2004. Wheat flour and
maize are the foods most commonly used for fortification because they don't
presenting organoleptic changes and they have low cost. However, there are a
variety of food already fortified with folic acid and iron, especially the breakfast
cereals and dairy products, including soy milk and soy juice. Thus, the enrichment
of food is gaining more space in order to prevent disease and also to add value to
products.

Keywords: folic acid, iron, food enrichment.
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1. Introducao

As vitaminas sao constituintes minoritarios, porém essenciais dos alimentos
(FLYNN et al., 2003). Os minerais sao elementos inorganicos amplamente
distribuidos nos alimentos e que, no organismo, desempenham expressivas
funcbes metabolicas que incluem ativagédo, regulagdo, transmissao e controle
(WILLIAMS, 1997). De forma geral, os requerimentos de vitaminas e minerais
podem ser adequadamente supridos por meio de uma dieta balanceada,
entretanto, significante parcela da populagéo esta exposta aos riscos associados a
uma dieta contento baixas quantidades desses micronutrientes (FLYNN et al.,
2003).

A fortificagdo alimentar € um recurso utilizado mundialmente com a
finalidade de corrigir deficiéncias nutricionais de uma populagéo, tendo a
vantagem de alcangar uma ampla parte da populagdo, sem a necessidade de
mudangas nos habitos alimentares (CDC, 2000).

Na tentativa de compensar as perdas no processamento de alimentos ou
mesmo com o intuito de reforcar o conteido nutritivo dos mesmos € que vem
sendo feita a adigdo de acido folico a muitos alimentos, uma vitamina que tem
despertado interesse devido aos seus efeitos em relagéo a prevencao de doencas
como problemas cardiacos, malformagdes congénitas, certos tipos de cancer, mal
de Alzheimer e anemia megaloblastica, entre outras (KALTER, 2000; FRENCH et
al., 2003; GOODMAN e GILMAN, 2004; COTTER e DALLY, 2005; FOKKEMA,

MEIJER e DE JONG-VAN DEN BERG, 2005; MUSKIET, 2005).




Art. 1 Acido félico, ferro e fortificagdo alimentar: uma reviséo

A labilidade caracteristica do acido félico a fatores como temperatura, luz,
pH, atividade de agua, exposigdo a agentes oxidantes e lixiviagdo (GREGORY,
1989; ARCOT, SHRESTHA e GUSANOV, 2002; VORA et al., 2002; VORA et al.,
2004), entre outros, indicam a necessidade de se estudar o comportamento desse
nutriente durante as fases de producdo, comercializacdo e consumo dos
alimentos, visando assegurar a qualidade do mesmo (VIBERG et al., 1997; LIMA,
2001).

Atualmente, muitos alimentos também séo enriquecidos com ferro, incluindo
farinhas de trigo e milho. Desde 1860, quando Boussingault admitiu o ferro como
nutriente essencial, estudos sobre a anemia ferropriva e o comportamento do
mineral tém sido amplamente divulgados (MAHAN e ESCOTT-STAUMP, 1998).

A deficiéncia em éacido folico e ferro € um problema atual e como medida
preventiva, o Brasil, segundo a Resolugdgo RDC n° 344, de 13 de dezembro de
2002 tornou obrigatéria a fortificagdo de farinhas de milho e de trigo com éacido
folico e ferro, a partir de junho de 2004. Para cada 100 g de farinha de milho ou
trigo deve conter 150 ug de acido félico e 4,2 mg de ferro no minino (ANVISA,
2005).

A validade das estimativas usadas para determinar o potencial do impacto
dos programas de fortificacdo é dependente da exatiddo das informacgbes a
respeito da estabilidade do nutriente as condigbes de processamento e produgao
do alimento-alvo. O uso de métodos analiticos inadequados ao acido folico e a
sobredosagem de nutrientes nos alimentos fortificados foram reconhecidas como
as duas principais fontes de subestimacdo da estimativa de ingestdo das

vitaminas (FDA, 1996).
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Existe um consenso geral de que os métodos tradicionais para a analise
dos folatos subestimam o contetdo do acido folico nos alimentos (INSTITUTE OF
MEDICINE, 1998; RADER, WEAVER e ANGYAL, 1998; TAMURA, 1998). Além
disso, os produtores podem adicionar quantidades maiores de acido félico no
alimento do que o valor especificado no roétulo do produto, a fim de garantir que o
alimento contenha ao menos a quantidade especificada do nutriente ao final da

sua vida-de-prateleira ou processamento doméstico (FDA, 1996).

2. Revisao Bibliografica

2.1. Acido Félico

2.1.1. Descrigao

O acido folico € uma vitamina hidrossolivel que contém a estrutura do
acido pteroilmonoglutdmico, denominado de vitamina Be ou Bc. E usado para
caracterizar a forma totalmente oxidada ndo presente naturalmente nos alimentos,
enquanto que o termo folatos representa o grupo de compostos que possuem
atividade vitaminica e estrutura quimica similar ao acido félico, estando
naturalmente presentes nos alimentos, geralmente na forma reduzida, como
derivados de poliglutamatos (FRANCO, 1992; GREGORY, 1996; DE BREE et al.,

1997).
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2.1.1.1. Estrutura Quimica

O &cido pteroilglutamico (PteGlu-1) (Figura 1), também conhecido como
acido folico, possui estrutura quimica comum aos folatos. A maioria dos folatos
naturalmente tem uma cadeia lateral de 3 a 11 residuos de glutamato com ligagéao
peptidica (GREGORY, 1996; SCOTT, REBEILLE e FLETCHER, 2000).
Geralmente assume-se que aproximadamente 80% do folato alimentar existe na
forma de poliglutamatos. Durante o transporte gastrointestinal, os poliglutamatos
sao hidrolizados a monoglutamatos, reduzidos e metilados. O acido folico é
composto por um anel pteridina anexado a um acido para-aminobenzoico, que por
sua vez esta ligado ao L-glutamato, sendo a estrutura comum dos folatos que, por
sua vez, encontram-se sob diferentes formas na natureza, conforme mostra a
Figura 2.

Acido félico (pteroglutéamico)

OH NH—@—CO--—NHW%H
N )\/[N\j/l COOH
1]
N Hz)\\m u”/

2-amino-4-hodroxi-6-metil- Ac. p-amincbe nzoico Ac. L-glutamico
pteridina

Acido pteroico

Figura 1 — Estrutura quimica do acido pteroilglutdmico - traduzida (Fonte: Gregory, 1989).
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Figura 2 — Estrutura quimica de algumas das diferentes formas de folatos atraves

de seus substituintes (traduzida). Os triangulos marcam os locais onde ocorre o

ataque das enzimas cataliticas (Fonte: Hanson e Gregory, 2002).

2.1.2. Importancia

O acido folico & uma vitamina hidrossoltvel e como tal &€ pouco armazenada

no organismo. E essencial para as reagbes metabolicas especificas no meio

celular e vital para o funcionamento e crescimento normal do organismo

(VANNUCCHI e JORDAO, 1998). Os folatos participam de dois processos

bioldgicos fundamentais: atua como co-fator para as enzimas implicadas na

biossintese de RNA (acido ribonucléico) e DNA (acido desoxirribonucléico) e como

19




Art. 1 Acido félico, ferro e fortificagao alimentar: uma reviséo

co-fator na formagédo da metionina (CZEIZEL e DUDAS, 1992) conforme mostra a

Figura 3.
Pituvata
\ | Produtes Mehladas Substrato
ex: lipidies metilades, proteinac,
\ DA de.
Cisteina
\ §-Adenosilhomociteina $-Adenosilmethionina
AN (saH) (SAM)
Célnla Crstationma 3
Ciclo de Mdtilacio
\ \\\\ -
Cistalionina
Sintase Hemacisteita Metionina
Vitarnina B4
o Paliglutemale
Metionina Sintase sintctase+
vitamina R12 Glutamatos

3-Metil ‘
Tetrahidrafnlaro Tetrzhidrefolate

Manoglitamato

Formnata DHE
,10-Maileno- e Redutase
Letrahvirofolato Puripas ‘\
; ; e " SRRDNA A
5;Ml'ill Tetrahidrofalate I{\'\D\. AN Ditudrofalato
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3.10-Metileno- SANANAN L0-Formil DN } #
lantiofolito: i B Telrahidrofolalo
i
{
_ Tiridilato — Pirimidinas
o H dUMP Sintace drdp Acido Félico
Ao FElico =l = = e = = - o - — o — e e .

Figura 3 — Vias metabodlicas dos folatos (Fonte: Scott et al., 2000).

Quantidades adequadas de ingestdo de folatos sdo necessarias para um
metabolismo normal, divisdo celular, fungdo neural e crescimento (CHO,

JOHNSON E SONG, 2002).
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A deficiéncia desta vitamina estda sendo apontada como a principal
responsavel pela incidéncia de malformacgdes congénitas (MILUNSKY, JICK e
JICK, 1989; SHAW, SCHAFFER e VELIE, 1995), os chamados defeitos do tubo
neural (GREGORY, 2001; EVANS et al, 2004), que sao consequéncia de
alteracdes em sua configuragdo fisica durante a primeira etapa da gestagao, e
podem atingir dois niveis, no cérebro (podendo dar lugar a anencefalia ou a um
encefalocele) ou na coluna vertebral (espinha bifida) (GONZALEZ e CARBALLO,
2003; CABRERA et al., 2004; RAMAEKERS e BLAU, 2004), pois no periodo de
gestacdo ocorre aumento do numero de células em divisdo associada com o
rapido crescimento do feto e da placenta (CZEIZEL e DUDAS, 1992). Nos Estados
Unidos dados de monitoramento dos nascidos vivos sugerem que o acido félico
pode prevenir outros defeitos congénitos como fissura do palato e labial e defeitos
nos membros inferiores e posteriores (CDC, 2000).

O tubo neural é formado entre os dias 21-27 apds a concepg¢ao, antes de
muitas mulheres perceberem que estdo gravidas. Para se prevenir os defeitos do
tubo neural, as mulheres devem consumir folatos em quantidades adequadas
desde a fase antes da concepgdo até 12 semanas de gestag&o (revisado em
STOROZHENKO et al. 2005). Segundo Charmichael et al. (2003) e Paz e
Hernandez-Navarro (2006), mulheres gravidas podem tornar-se deficientes,
especialmente se suas dietas oferecem quantidades marginais dessa vitamina.

Os folatos também participam na produgdo normal das hemacias e a
caréncia dessa vitamina na dieta pode levar a anemia megaloblastica
(GREGORY, 1989; DIERKES, KROESEN e PIETRZIK, 1998; GREEN e MILLER,

1999; SCOTT, REBEILLE e FLETCHER, 2000; ASOK, 2005).
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A deficiéncia dos folatos no organismo humano tém sido, cada vez mais,
associada com a prevaléncia de doengas cardiovasculares. Niveis elevados de
homocisteina plasmatica estdo associados com a baixa ingestdo de folatos e
vitamina B1,. Os folatos, assim como a vitamina B12, agem sobre a homocisteina,
transformando-a em metionina, aminoacido benéfico ao organismo humano
(DEVLIN, 1997; MOAT, LANG e MCDOWELL, 2004; ANDRIA, SCALA e
SEBASTIO, 2005). Doengas cardiovasculares representam a maior causa de
morte em paises ocidentais. No Brasil correspondem a 300 mil pessoas ao ano.
Mais de 40 % dos pacientes com doenga primaria da artéria coronaria,
cerebrovascular ou vascular periférica tém hiper-homocisteinemia (GAULL,
STURMAN e SCHAFFNER, 1974; NAIR, 2000). Ha indicios de que essa possa
ser a principal causa de risco de doengas coronarias e cardiovasculares
(SESHADRI et al., 2002).

A homocisteina vem alcangando grande importéancia como fator de risco
para a doenca arterial coronaria (WELCH e LOSCALZO, 1998; NETO e CHAGAS,
2001; RODRIGO, PASSALACQUA e ARAYA, 2003; SCHNABEL, LACKNER e
RUPPRECHT, 2005), pois o alto nivel de homocisteina no sangue pode aumentar
a agregacdo de plaquetas, causando trombose e inativando anticoagulantes
(MALINOW, 1994; SCHOLL e JOHNSON, 2000; WILLCOX, CATIGNANI e
LAZARUS, 2003).

O acido félico € um importante co-fator na metilagédo da homocisteina que
reduz a hiperhomocisteina. O nivel sérico de folatos tem associagao inversa com a

homocisteina tanto em individuos saudaveis como em doentes, sendo assim um
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tratamento efetivo para reduzir a homocisteina em saudaveis, juntamente com a
corre¢do da deficiéncia da vitamina B12 (NEVES, MACEDO e LOPES, 2004).

Além disso, estudos tém apontado os folatos como substéncias que
previnem, reduzem ou retardam o surgimento de doengas degenerativas como o
mal de Parkinson e o mal de Alzheimer (JACQUES et al., 1999; ALPERT et al.,
2000).

A caréncia deste grupo de vitaminas vem sendo associada a doengas
neurolégicas por prejudicar a biossintese de mielina, proteina que participa da
biossintese de camadas de lipidios que separam os nervos axonios (SCOTT,
REBEILLE e FLETCHER, 2000). Estdo também envolvidos na sintese dos acidos
nucléicos, as moléculas que transportam a informagéo genética nas células, bem
como na formagdo das células sanguineas e de alguns dos constituintes do tecido
nervoso. Sendo assim, essenciais para o crescimento correto e para o
funcionamento 6timo do sistema nervoso e da medula éssea (KATZUNG,1994;
DANG, ARCOT e SHRESTHA, 2000).

Recentemente os folatos estdo sendo investigados por sua associagéo a
certos tipos de cancer (JAGERSTAD, JASTREBOVA e SVENSSON, 2004). Dados
clinicos e epidemioldgicos colocam em evidéncia baixos niveis de folatos
associados com o aumento do risco de canceres como o coloretal (CHOI e
MASON, 2000; KIM, 2003; SHARP e LITTLE, 2004), mama (SHRUBSOLE et al,,
2001; ZHANG et al., 2003; BEILBY et al., 2004), pancreas, brénquios, cervical,

assim como leucemia (revisado em LUCOCK et al., 2003).
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2.1.3. Seguranca

Ainda que o acido folico seja considerado livre de toxicidade e seguro,
questdes como interagdes com drogas, reagdes de hipersensibilidade, promogao a
certos tipos de cancer, e aumento de nascimentos multiplos tem sido relatados
(EICHHOLZER et al., 2002).

Quanto a capacidade em mascarar os sintomas da deficiéncia da vitamina
B12, cuja caréncia € estimada entre 10-15 % da populagéo acima dos 60 anos de
idade, o Instituto de Medicina determinou que ha evidéncias sugestivas, mas nao
conclusivas, que o acido folico, além de mascarar a deficiéncia da vitamina Bi
levaria @ uma progressdao dos sintomas neurologicos causados por esta
deficiéncia (INSTITUTE OF MEDICINE, 1998; MCCARTHY, 1997).

Entretanto, Mills e colaboradores relataram que pacientes americanos com
a vitamina Bj, abaixo do normal, mas sem anemia, era de 39 % antes da
fortificacdo e apods fortiificagdo manteve-se em 38 %. Um outro estudo, em
canadenses idosos, relatou ndo haver alteragdes significativas nos indices de
vitamina Bi» e nenhuma evidéncia que o folato poderia mascarar as
manifestacées hematologicas de vitamina B4z (LIU, 2004).

Além disso, a deficiéncia vitamina B4, é diagnosticada atualmente né&o
somente com dados hematolégicos sozinhos, mas também por determinagao
séricas de vitamina Bi, e, possivelmente pelo acido metilmalbnico,
transcobalamina Il e concentragdo de homocisteina (SUTER, 2002).

A indicagéo de consumo do acido félico como suplemento alimentar entre

os epiléticos tem sido cada vez mais comum, ja que o uso prolongado de drogas

24




Art. 1 Acido félico, ferro e fortificagéo alimentar: uma reviso

antiepiléticas esta ligada ao aumento da homocisteinemia e, conseqiientemente,
ao risco de arteriosclerose (HAMED e NABESHIMA, 2005). No entanto, especula-
se que a vitamina em grandes quantidades pode anular o efeito antiepilético do
fenobarbital, da fenitoina e da primidona e aumentar a frequéncia de convulsdes
em criangas suscetiveis (REYNOLDS, 1968).

No Canada, os niveis plasmaticos de fenitoina foram avaliados nas
populacdes epiléticas usuarias dos medicamentos apos a implementagéo da lei de
fortificagdo alimentar com o acido folico. Concluiu-se que a exposicdo desses
pacientes aos niveis encontrados nos alimentos nao alteraram significativamente a
concentragao e a meia-vida plasmatica do anticonvulsivante (RAY et al., 2005).

As publicacdes que relacionam a suplementagéo com o acido folico durante
a gravidez ao risco de aborto sdo poucas e inconsistentes (GEORGE et al., 2002;
HOOK e CZEIZEL, 1997). Um grande estudo na China envolvendo 23.806
nascimentos ndo mostrou evidéncias de que a suplementagdo tenha qualquer
influéncia no risco de aborto (GUINDLER et al., 2002).

Outros estudos sugerem a possibilidade de um aumento na ocorréncia de
nascimentos multiplos. Alguns autores relacionam a implementacao da fortificagdo
alimentar a alteragbes na freqliéncia do nascimento de gémeos (SHAW et al,,
2003; WALLER et al., 2003; KALLEN, 2004). Contudo, associa¢bes positivas, em
parte podem ser explicadas pela confusdo residual da fertilizagdo in vitro e
estimulagdo ovariana, ou pelo uso de outras vitaminas em medicamentos
polivitaminicos consumidos (BERRY, 2005; VOLLSET, 2005).

Embora o acido folico possa prevenir o cancer em pessoas saudaveis, ja

existem sinais que possa promover a progressdo da pré-malignas e lesbes
25




Art. 1 Acido folico, ferro e fortificagéo alimentar: uma revisao

malignas (WRIGHT, FINGLAS e SOUTHON, 2001; KIM, 2004). No entanto, dados
relatam que a deficiéncia de folato no epitélio normal de tecidos parece predispor
a transformagdées neoplasicas (KIM, 2004).

Apesar de estudos oficiais apresentem dados divergentes, o FDA
recomendou que os comprimidos orais de &cido félico seja limitados a uma

concentragédo de 1 mg ou menos (GOODMAN e GILMAN, 2004).

2.1.4. Solubilidade

O folato em sua forma monoglutdmica, acido folico, é soluvel em pH baixo,
porque as espécies catidnicas sdo a forma dominante. Para pH 7,0 ou maior os
folatos poliglutamatos s&o mais soltvel que o &cido folico, devido a presencga de
outros grupos carboxila a ionizaveis. Folatos poliglutamatos, em geral, apresentam
pouca solubilidade em solventes acidos (pH 2,0 a 4,0), devido as formas
monocatidnicas serem dominantes. A solubilidade aumenta, pH acima de 4,0,
quando ha um aumento na concentragdo de espécies anidnicas. Cadeias mais
longas de poliglutamatos sdo mais hidrofébicas que os de cadeias mais curtas em
pH mais baixos, onde o grupo a-carboxila estd predominantemente protonado

(GREGORY, 1989).

2.1.5. Estabilidade

Na maior parte dos casos, o acido folico apresenta substancialmente uma
maior estabilidade que os folatos na forma reduzida. Por ser uma forma barata de

ser produzida sinteticamente pelas industrias e apresentar maior estabilidade se
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comparado aos folatos, o acido félico ¢ a forma da vitamina utilizada em
suplementos nutricionais e na fortificagdo de cereais matinais e farinhas
(LUCOCK, 2000; SWIGLO, 2007).

O estudo da estabilidade de folatos em alimentos é dificultado pela
existéncia de varias formas dessa vitamina. Segundo Gregory (1996) a ordem de
estabilidade das formas reduzidas sado: 5-formiltetrahidrofolato > 5-
metiltetrahidrofolato > 10-formiltetrahidrofolato > tetrahidrofolato.

A reatividade quimica dos folatos tornam esta vitamina uma das mais
vulneraveis para perdas durante o processamento. Fatores como temperatura, luz,
pH, presenca de catalisadores e agentes oxidantes s&o responsaveis pela
degradacéo dos folatos (BRUBACKER, MULLER-MULLOT e SOUTHGATE, 1985;
GREGORY, 1989; HAWKES e VILLOTA, 1989; BRODY, 1991; SCOTT et al,,
2000).

A suscetibilidade a degradacdo do acido folico foi primeiramente
demonstrada por Stokstad et al. (1948) e Hutching et al. (1948), que identificaram
pterinas e aminas como produtos de oxidagdo e redugéo. Na oxidagéo de acido
folico e folatos é verificada a quebra da ligagdo Cgo-N19. Muitas diferengas foram
observadas entre os varios folatos no que diz respeito a resisténcia a degradagao
oxidativa. A resisténcia a quebra da ligagdo Ce-N1o, para folatos com substituicao
nas posicdes 5 ou 10, € maior do que para folatos néo substituidos (GREGORY,
1989).

Estudando o processo de decomposigao térmica do acido félico, Vora et al.
(2002 e 2004) verificaram trés estagios: inicialmente é perdida a agua adsorvida,

posteriormente, o acido glutdmico e os outros constituintes da vitamina (amida e
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pteridina) sdo degradados antes da temperatura de 195 °C. Patro et al. (2005)
avaliaram um dos mecanismos de degradag&o oxidativa do acido félico, utilizando
o sistema Fenton (Fez"- EDTA - H,0,) e verificaram que a exposi¢do da vitamina a
esse agente oxidante acarretou na quebra da ligagdo Cg-N4o € parece ser um dos
principais mecanismos de degradagéo da vitamina em sistemas celulares.

Por ser uma vitamina hidrossoltvel perdas de folatos durante colheita,
armazenamento, distribuicdo e preparo devem ser considerados (PIETRZIK, 1984,
GREGORY, 1996). Metade ou até trés quartos da atividade inicial do folato pode
ser perdida durante estes processos (FAO/WHO, 1996). Ha uma perda
consideravel de folato nos alimentos armazenados a temperatura ambiente,
podendo perder até 70 % da sua atividade em trés dias. Perdas consideraveis
ocorrem também por extragdo para a agua de cozimento, lixiviagéo (até 95 %), e
pelo aquecimento (GREGORY, 1989; HAWKES e VILLOTA, 1989;
KATZUNG,1994; SCOTT, 2000).

Alguns estudos da estabilidade do acido félico adicionado a alguns
alimentos ja foram realizados no Brasil. Lima-Pallone, Catharino e Godoy (2006)
estudaram a estabilidade do acido félico adicionados a leites, durante o processo
de esterilizagdo e verificaram que a oxidagdo térmica ocasionou perda de
aproximadamente 10 % da vitamina. Durante o assamento de pé&es,
confeccionados com farinhas enriquecidas em laboratério, Lima, Catharino e
Godoy (2004) encontraram a porcentagem de degradacgéo da vitamina em torno

de 26 %.
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2.1.6. Biodisponibilidade

A biodisponibilidade esta associada a eficiéncia de absorgéo e a utilizagéo
metabolica de um nutriente ingerido. Diversos estudos tém mostrado uma conexao
entre a biodisponibilidade dos folatos com a saude humana.

Os folatos naturais, ou seja, os poliglutamatos tornam-se significantemente
menos biodisponiveis que o monoglutamato, acido folico, adicionado ao alimento
(BROWE et al., 2001; JOHANSSON et al., 2002; MCNULTHY e PENTIEVA,
2004).

A absorcdo do folato alimentar é feita principalmente no primeiro ter¢o do
intestino delgado através de um processo ativo saturdavel pH dependente
(SHILSME e SHIKE,1994; HENDLER e RORVIK, 2001). Nesta absor¢ao
interferem varias enzimas conjugases presentes na mucosa do intestino que
hidrolisam poliglutamatos em monoglutamatos através da redugéo ou da metilagao
dos diferentes compostos (HERBERT,1999; O'LEARY e SHEEHY, 2001).

Portanto, acredita-se que devido a exigéncia de hidrélise de poliglutamatos
a biodisponibilidade do monoglutamato deva ser maior (SHILSME e SHIKE, 1994;
FITZPATRICK, 2003). E o que demonstra, por exemplo, o estudo de HANNON-
FLETCHER et al. (2004) no qual os folatos contidos no espinafre apresentaram
um potencial de biodisponibilidade em torno de 30 % quando comparado a mesma
quantidade de é&cido folico. Mas alguns estudos sugerem que essa relacéo ainda
ndo esta bem definida (SYBESMA et al., 2003A; MCNULTY e PENTIEVA, 2004;

WRIGHT e FINGLAS; 2005)
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Entretanto estudos demonstram que o acido folico tomado com o estbmago
vazio é duas vezes mais disponivel que o folato naturalmente encontrado nos
alimentos e quando ingerido com alimentos ¢ de 1,7 vezes mais disponivel
(HENDLER e RORVIK, 2001).

Por outro lado, uma grande variedade de fatores pode contribuir para a
incompleta biodisponibilidade dos folatos, incluindo variaveis pré e pos-absortivas.
Dentre as variaveis pré-absortivas estdo, entre outros fatores, as estruturas
celulares vegetais que impedem a liberagdo dos folatos (VAN HET HOF et al,,
1999: CASTENMILLER et al.,, 2000) e a instabilidade gastrica dos folatos
naturalmente presentes nos alimentos (SEYOUM e SELHUB, 1998). No entanto, a
maior preocupagdo quanto a biodisponibilidade envolve a incompleta
desconjugacéo intestinal dos poliglutamatos o que levaria a sua incompleta
absorgdo (GREGORY et al., 1991; MELSE-BOONSTRA et al., 2004).

Os fatores pos-absortivos na biodisponibilidade dos folatos também nao
podem ser ignorados. De grande importancia na era da fortificagéo alimentar, o
polimorfismo do gene humano diidrofolato redutase, aparentemente esta
associado a reduzida expressdo da enzima DHFR, responsavel pela reducao
qguimica do acido félico em dois niveis apds sua absorgdo (COWARD et al., 1974),
o que tem sido associado ao aumento do risco de surgimento de defeitos do tubo
neural em criangcas geradas por maes portadoras de tal delegcdo genética

(JOHNSON et al., 2004).
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2.1.7. Fontes

Os folatos sdo encontrados numa grande variedade de alimentos. O
conteudo é variavel conforme o tipo, estado de maturagéo e parte do alimento em
questdo. As principais fontes séo os cogumelos, rim, figado, leveduras e vegetais
(BRODY, 1991; FRANCO, 1992; QUIROS et al., 2005; LIMA, 2005). Também s&o
encontrados em carnes, gema de ovo, cereais, frutas e em algumas raizes
(QUIROS et al, 2005). Eitenmiller, também inclui os laticinios, entre eles, o leite e
os lacteos fermentados como importante fonte na dieta (EITENMILLER, 1999; LIN
e YOUNG, 2000). Segundo The National Findiet Study (2003), os cereais,
principalmente os produtos de gréos inteiros, sdo os maiores contribuidores de

folatos na dieta.

2.1.8. Doses Recomendadas

As doses diarias recomendadas se definem como os niveis de ingest&o de
nutrientes essenciais que s&do considerados adequados para satisfazer as
necessidades nutricionais de toda pessoa saudavel.

Para o adulto normal a ingestao diaria recomendavel, segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é de 240 pg, enquanto as mulheres
gravidas ou os pacientes com alta taxa de renovagao celular podem necessitar de
355 ug /dia.

Estudos tém demonstrado que a suplementagao de acido félico, desde trés
meses antes da concepcdo até a décima segunda semana da gestacao pode

prevenir a doenga do tubo neural (DTN) no feto. A razao para a administragao
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antes da gestagao se deve ao fato do tubo neural se formar entre o 25° e 27° dia
apo6s a concepcdo, antes que a maioria das mulheres se de conta de que estao
gravidas (VILLAREAL et al., 2001). As necessidades diarias de folatos, segundo a

ANVISA, estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Necessidades diarias recomendadas de folato.

Categoria Faixa etaria Folato (ug/dia)
Lactentes 0 — 6 meses 48
7 —11 meses 48
Criangas 1-3anos 95
4 — 6 anos 118
7 —-10 anos 177
Homens 240
Mulheres 240
Gestantes 355
Lactantes 295

Fonte: ANVISA (2005).

2.1.9. Métodos de analise

Para realizar a determinacdo de folatos, podem ser aplicados métodos
bioldégicos, quimicos, microbiol6gicos, imunoldgicos ou fisicos.

Os métodos biolégicos sdo caros e bastante demorados, além de possuir
baixa repetibilidade. Entretanto ndo se pode esquecer que este método fornece
importantes ferramentas para o estabelecimento das vias bioquimicas dos folatos
no organismo (SCOTT et al., 2000).

Os métodos quimicos sdo muito criticados principalmente pela falta de
sensibilidade quando comparados aos outros métodos, além disso, a presenca de
muitos interferentes compromete a analise sendo muito pouco utilizados

principalmente para analise quantitativa (KEAGY, 1985).
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O método microbiolégico € tradicionalmente utilizado para quantificar
folatos através de ensaio usando Lactobacillus. No entanto, o ensaio
microbiologico é lento, mono6tono e requer consideravel experiéncia analitica, o
que faz deste um método inapropriado para analises laboratoriais de rotina. Além
disso, o método permite apenas a quantificagéo total dos folatos presentes na
matriz indistintamente de suas formas quimicas, naturais ou sintética (OSSEY],
WEHLING e ALBRECHT, 1998; FINGLAS et al., 1999).

Novos métodos que envolvem procedimentos bio-especificos como: ensaio
por ligagdo a proteina enzimatica (EPBA), ensaio por enzima ligada a fase imune
(ELISA) e radioensaios tém algumas vantagens sobre o ensaio microbiolégico.
S&0, comparativamente, mais rapidos e menos sujeitos a variagbes (OSSEYI,
WEHLING e ALBRECHT, 1998). No entanto, o radioensaio € mais utilizado em
andlises sanguineas, ja sua aplicagdo nas andlises de alimentos € limitada. Os
métodos por EPBA e ELISA sdo ainda técnicas novas, necessitam de certos
conhecimentos do analista além de serem, em geral, mais caros que os metodos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Os métodos fisicos envolvem as técnicas cromatograficas. Uma das
técnicas mais empregadas para esta determinagdo é a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), devido a possibilidade de se determinar as diferentes
formas de folatos ativos, em uma unica analise (KONINGS, 1999; CATHARINO,
2004). E um método rapido, altamente sensivel e exato, além de fornecer a melhor
resolugdo na separagao das diversas formas bioativas presentes nos alimentos,

sendo a mais usada das técnicas analiticas (AGOSTINO; 1996).
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2.2. Ferro

2.2.1. Descricao

O ferro € um importante elemento quimico, metalico, necessario a vida dos
seres vivos e a fisiologia humana normal (CUNHA E CUNHA, 1998). Esta
presente em todas as células do corpo, sendo um componente essencial de
muitas proteinas e enzimas do corpo (MAHAN e ARLIN, 2002). Quase dois tergos
do ferro no corpo é encontrado na hemoglobina, a proteina dos globulos
vermelhos que transporta oxigénio para os tecidos. Pequenas quantidades de
ferro encontram-se na mioglobina, uma proteina que ajuda a fornecer oxigénio ao
musculo, e enzimas que auxiliam as reagdes biogquimicas. Outra parte esta ligada
as enzimas no interior de cada célula do organismo (CUNHA E CUNHA, 1998;

MIRET, SIMPSON e MCKIE, 2003).

2.2.2. Biodisponibilidade

A possibilidade do requerimento de ferro fisiolégico ser atendido, por meio
da dieta, depende do seu conteudo total e da biodisponibilidade que lhe é
inerente, sendo este o fator que determina a probabilidade da deficiéncia do
mesmo. A eficiéncia de sua absorgdo depende das reservas organicas e da taxa
efetiva da eritropoiese e de fatores exdgenos, havendo um aumento da absorg¢éo
na deficiéncia e diminui¢cdo na sobrecarga das reservas (MAHAN e ARLIN, 2002;

BATISTA-FILHO e RISSIN, 2003).

34




Art. 1 Acido félico, ferro e fortificacdo alimentar: uma revisao

O tipo de ferro presente nos alimentos € um dos principais fatores
relacionados a sua biodisponibilidade. Na dieta, o ferro esta presente sob duas
formas, heme e nao-heme. O ferro heme, ligado a hemoglobina e mioglobina,
corresponde a 40% do ferro contido nos alimentos de origem animal; e o ferro néo
heme, compreende todas as demais formas, e esta presente principalmente nos
alimentos de origem vegetal (ZIJP et al., 2000). O ferro-heme €& muito mais
absorvido que o ferro ndo heme. A biodisponibilidade do ferro ingerido depende de
sua formula quimica e da presenga ou auséncia de fatores da dieta que
influenciam na sua absorgdo e também por fatores relacionados ao organismo
(HEALTH e FAIRWEATHER-TAIT, 2002).

Cerca de 20 a 30 % do ferro heme ¢ absorvido pelo organismo humano,
podendo chegar a 40 % em casos de deficiéncia, e é ligeiramente afetado por
outros fatores da dieta. Ja o ferro ndo heme é absorvido entre 5 e 10 % e sua
absorcao ¢ muito influenciada pelo estado nutricional relativo ao ferro do individuo
e por fatores da dieta (ZIJP et al., 2000). Alguns inibidores seriam o acido fitico,
chas, café, farelo, ovo, fosfatos, polifenolicos, alguns temperos e fibras (HURREL
et al., 1999).

Em contrapartida, substancias como acido ascérbico, carne, aves e peixes,
acidos organicos (ex. acido citrico, acido malico, &cido latico), produtos
fermentados de soja, cisteina e peptideos contendo cisteina aumentam a
absorcéo do ferro ndo heme (HEALTH, FAIRWEATHER-TAIT, 2002).

Nao existe, nos mamiferos, um mecanismo regulatorio de excregao para o
ferro. As perdas fisiologicas de ferro no homem sao pequenas, principalmente pela

descamacgao do epitélio intestinal e da pele. A homeostase desse elemento é,
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portanto, regulada principalmente pela absorgéo e ndo pela excregdo (CLAUD e
FREITAS, 1994), por isso a necessidade individual de ferro deve ser suficiente

para repor as perdas do organismo (CUNHA e CUNHA, 1998).

2.2.3. Administracao de sais de ferro

Recomenda-se a utilizagio de sais ferrosos, preferencialmente por via oral.
Os sais ferrosos (sulfato, fumarato, gluconato, succinato, citrato, dentre outros)
sdo de mais baixo custo e absorvidos mais rapidamente, porém produzem mais
efeitos colaterais, como nauseas, vomitos, dor epigastrica, diarréia ou constipagao
intestinal, fezes escuras e, em longo prazo, o aparecimento de manchas escuras
nos dentes (UNICEF et al., 2001).

A partir de varios estudos tém sido sugeridas formas alternativas ao
esquema convencional de suplementagdo com administracdo de doses em
intervalos maiores (a cada dois ou trés dias na semana ou, até mesmo, dose Unica
semanal) ou a oferta de ferro e outros micronutrientes em sachés (ZLOTKIN et al.,
2003), observando-se bons resultados, como maior adesdo ao tratamento e
reducgado dos efeitos colaterais.

Mais recentemente, tem se verificado o desenvolvimento de compostos
alternativos que apresentam alta biodisponibilidade de ferro e auséncia ou
reducéo dos efeitos adversos do sulfato ferroso (CLAUD e FREITAS, 1994), como

0 aminoacido quelato de ferro e o ferro EDTA.
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2.2.4. Importancia

O papel do ferro no organismo esta intimamente associado a hemoglobina,
mioglobina, outras hemoproteinas, citocromos, peroxidases e catalases (DUTRA
DE OLIVEIRA e MARCHINI, 1994; MAHAN e ARLIN, 2002). Participa na formacao
sanglinea e no transporte de oxigénio, sendo constituinte de varias enzimas
complexas envolvidas no processo de respiragao celular, produgéo de adenosina
trifosfato (ATP), conversdo catalitica do B-caroteno para vitamina A, sintese de
purinas, transporte de lipidios no sangue, sintese de colageno, producido de
antibiotico, e desintoxicagdo de drogas no figado (ANGELIS e CTENAS, 1993;
MAHAN e ARLIN, 2002).

O ferro € um constituinte da hemoglobina. A hemoglobina & composta de
quatro grupos heme contendo o mineral, cada um ligado a quatro cadeias
polipeptidicas, que formam sua molécula da hemoglobina (GERMANI et al., 2001).

A deficiéncia de ferro decorre do balango negativo entre o metabolismo de
ferro da dieta e a demanda, por parte do organismo. Anemia nutricional € condigao
na qual o conteldo de hemoglobina do sangue estd abaixo dos valores
considerados normais para a idade, o sexo, o estado fisiologico e a altitude, sem
considerar a causa da deficiéncia (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD -
OMS, 1972).

Apesar de outros nutrientes estarem envolvidos na sintese de hemoglobina,
acredita-se que a maioria dos casos de anemia seja causada por deficiéncia de

ferro. Esta &, isoladamente, a mais comum das deficiéncias nutricionais do mundo
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e ocorre como resultado de perda sanguinea cronica, perdas urinarias, ingestao
elou absorcado deficiente e aumento do volume sanguineo.

Na anemia ferropriva ocorre diminuigdo dos niveis plasmaticos de ferro. Em
escala populacional, define-se anemia como o estado em que a concentragéo de
hemoglobina no sangue estd abaixo de um nivel considerado 6timo. A anemia
esta presente (em um individuo) quando a concentragdo de hemoglobina esta
abaixo de dois desvios-padrdo da média de uma distribuigdo de uma populagéo de
referéncia, com a mesma idade, sexo, condicdo de gravidez e vivendo na mesma
altitude (UNICEF et al.,, 2001). A tabela 2 apresenta a concentragdo de
hemoglobina abaixo da qual a anemia esta presente.

Segundo a OMS, a anemia, em termos de magnitude, constitui o principal
problema carencial em escala de saude publica no mundo. Estima-se que mais de
dois bilhdes de pessoas sejam anémicas, na maioria, criangas e mulheres em fase
reprodutiva, em diferentes graus de intensidade, o que corresponde a
aproximadamente um tergo da populagdo do mundo (UNICEF et al., 2001).

Estudos realizados em diferentes regiées brasileiras mostram prevaléncias
de anemia entre 34,6 e 70,4 % em menores de 24 meses, sendo as maiores
prevaléncias encontradas principalmente em regides mais pobres (SILVA e
CAMARGOS, 2006; SILVA, PRIORE e FRANCESCHINI, 2007; ROCHA et al.,
2008). No caso de gestantes, estima-se uma média nacional de prevaléncia de

anemia em torno de 30 % (CGPAN/MS, 2007).
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Tabela 2. Valores de concentragdo de hemoglobina e de hematdcrito de acordo

com o sexo, idade e condicdo de gravidez abaixo dos quais a anemia esta
presente.

Grupos populacionais Hemoglobina (g/dL) Hematocrito (%)
Criangas de 6 a 59 meses 11,0 33
Criangas de 5 a 11 anos 11,6 34
Criangas de 12 a 14 anos 12,0 36
Mulheres nédo gravidas 12,0 36
Mulheres gravidas 11,0 33
Homens (>15 anos) 13,0 39

Fonte: UNICEF et al., 2001.

2.2.5. Fontes em alimentos

Existem duas formas de ferro na dieta: heme e ndo-heme. O ferro heme,
derivado da hemoglobina, & encontrado em alimentos de origem animal tais como
carnes vermelhas (principalmente o figado e outras visceras), carne de peixes,
frutos do mar (como ostras, camarées e caranguejo) e aves. O ferro proveniente
de alimentos vegetais é organizado em uma estrutura quimica denominada ferro
nao heme e suas principais fontes sdo verduras de folhas escuras (brocolis, couve
e espinafre), leguminosas, gréos (feijoes, lentilha, soja e outros) e cereais.

(HURRELL, 1997; MAHAN e ARLIN, 2002).

2.2.6. Doses Recomendadas

Em média, um homem e uma mulher na mesma faixa (30 a 45 anos)
necessitam de 14 mg de ferro por dia. As necessidades diarias de ferro, segundo

a ANVISA, estéo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Necessidades diarias recomendadas de ferro.

Categoria Faixa eldria Ferro (mg/dia)
Lactentes 0 — 6 meses 0,27
7 — 11 meses 9
Criancas 1 -6 anos 6
7 —10 anos 9
Homens 14
Mulheres 14
Gestantes 27
Lactantes 15

Fonte: ANVISA (2005).

2.2.7. Seguranca

A superdosagem de ferro é uma condigdo rara, ocorrendo principalmente
com uso de medicamentos. Entretanto alto contetdo de ferro tissular tem sido
associado com sérias condigbes patologicas, incluindo doengas hepaticas e
cardiacas, certos tipos de cancer, doengas neurodegenerativas, diabetes e

anormalidades do sistema imune (FRAGA e OTEIZA, 2002).

2.2.8. Métodos de analise

A determinacdo do elemento ferro se da apos a digestao da amostra, por
via seca (cinzas) ou Umida (digestdo com acidos), seguida da determinagéo do
elemento. Isto pode ser realizado por meio de técnicas eletroquimicas
(polarografia, coulometria, condutometria, amperometria), técnicas baseadas em
espectroscopia atdmica (emiss&o, absorgéo, fluorescéncia, ressonancia nuclear),
técnicas colorimétricas e/ou espectrofotométricas (KASS e IVASKA, 2002,
OSHTRAKH et al., 2004), técnicas cromatograficas, complexométricas,
volumétricas e gravimétricas (MALOWSKA, 1996; BERMEJO et al., 2000) e ainda

por eletroforese capilar (MOPPER, 1996).
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As técnicas de espectrometria atdmica sdo extensivamente empregadas
para a quantificacdo de espécies metalicas (PEREIRA e ARRUDA, 2003). Em
particular, a espectrometria de absor¢cédo atdbmica com chama (FAAS) tem sido
uma das técnicas mais aplicadas em uma variedade de amostras por ser uma
técnica relativamente simples e apresentar baixo custo de instrumentagéo (TAO et
al., 2003).

Nos métodos convencionais de analise, as amostras sdo analisadas na
forma de solugdo. Tradicionalmente, a amostra € preparada por meio de técnicas
de digestdo por via Umida, tais como, fusdo ou dissolugdo acida (SULCEK e
POVONDRA, 1989) ou por microondas (FISCHER, 1986; DOLAN e CAPAR,
2002). Soeiro et al. (2009) utilizaram o método de absorgéo atémica com chama

para a determinagéo de ferro em farinhas enriquecidas.

2.3. Fortificagao de alimentos

A fim de prevenir doengas decorrentes da deficiéncia de folato
(especialmente aquelas relacionados ao fechamento do tubo neural em recem-
nascidos) em muitos paises, tornou-se obrigatéria a fortificagdo de certos
alimentos.

De acordo com o Codex Alimentarius (1987) a fortificacdo de alimentos ou
o enriquecimento é "a adigdo de um ou mais nutrientes essenciais aos alimentos
com a finalidade de prevenir ou corrigir uma deficiéncia comprovada de um ou
mais nutrientes na populacdo ou grupo populacional’, definigdo que deve ser
distinguida do complemento, tal como definido pela FDA como "um produto

tomado por via oral que contém um ou mais ingredientes alimentares destinados a
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complementar a dieta." Estes ingredientes alimentares podem ser vitaminas,
minerais, plantas ou ervas, aminoacidos e até mesmo substancias tais como
enzimas, tecidos de o6rgaos, tecidos glandulares e metabolitos (FDA, 1994).

A deficiéncia de vitaminas e minerais € um grave problema de nutrigéo e
saude publica em todo o mundo e principalmente nos paises em desenvolvimento,
como o Brasil, atingindo especialmente criangas em idade pré-escolar,
adolescentes, gestantes e mulheres em idade fértil (UNICEF et al., 2001).

Desta forma, a fortificagdo de alimentos, ou seja, a adi¢do de vitaminas e
minerais a alimentos de grande consumo, visando garantir a ingestédo diaria
recomendada, € um procedimento eficaz na prevencéo da deficiéncia de varios
micronutrientes, como do ferro e acido folico (BROGNOLI, 2008).

A escolha do produto alimenticio para fortificagcdo depende dos habitos
alimentares da populagéo, dos aspectos logisticos do processo de fortificacao e a
relagdo quimica entre o acido félico e o produto a ser fortificado. O alimento mais
freqlientemente escolhido tem sido a farinha de trigo (MARTINEZ, 2005).

A fortificagao da farinha de trigo vem sendo realizada desde a década de 90
em El Salvador, Guatemala, Honduras, Costa Rica, Nicaragua e Panama. Os
teores de acido folico adotados para o enriguecimento variam entre os paises,
como por exemplo, na Guatemala utiliza-se 0,35-0,45 mg Kg™', no México 2,0 mg
Kg' e na Costa Rica 1,5 mg Kg'(MARTINEZ, 2005). Em 1998, a fortificagdo
obrigatoria de produtos de cereais em graos teve inicio nos Estados Unidos com
1,40 mg Kg' de produto e no mesmo ano no Canada com teores minimos de 1,5
mg Kg™' de farinha de trigo (NATHOO, 2005), enquanto que no Chile comegou em

2002 utilizando-se 2,20 mg Kg™ de farinha de trigo.
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Depois do inicio da fortificacao obrigatoria das farinhas nos Estados Unidos,
0s niveis médios de folato no soro sanguineo de mulheres em idade reprodutivel
mais do que dobraram. A fortificagdo tem sido responsavel pela redugéo de 30 %
de defeitos do tubo neural. No Canada esta redugéo foi de 50 %, no Chile cerca
de 70 % (MABERLY, 2005) e 44 % no México (KONDO, 2007). Resultados
similares foram observados para o efeito protetor do acido félico em alguns paises
(Estados Unidos, Canada, Chile e Australia), verificando-se percentuais de
reducdo da prevaléncia de defeitos do tubo neural na faixa de 16 a 78 %
(SANTOS, 2007).

Pela observagao da tendéncia mundial em se adicionar micronutrientes nos
alimentos e dos potenciais beneficios de um enriquecimento alimentar, aliada aos
altos indices de anemia e de doencas causadas pela deficiéncia do acido folico e
ferro na populagéo brasileira levaram o Ministério da Saude e a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, segundo a Resolugdo RDC n° 344, de 13 de dezembro de
2002 tornar obrigatoria a fortificagdo de farinhas de milho e de trigo com acido
folico e ferro, no Brasil, a partir de junho de 2004. Para cada 100 g de farinha de
milho ou trigo deve conter 150 ug de acido félico e 4,2 mg de ferro (ANVISA,
2002).

No tocante a deficiencia de ferro, uma estratégia para superar a alta
prevaléncia de anemia causada por deficiéncia de ferro, em paises em
desenvolvimento, é também fortificar diversos produtos alimenticios (HURRELL,
1997).

A informagao disponivel das Américas (Norte, Sul e Central), indica que

aproximadamente 94 milhdes de pessoas sofrem de deficiéncia de ferro elou
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anemia. Entre essa populagdo, mulheres gravidas e criangas pré-escolares tém
alta prevaléncia de deficiéncia de ferro seguida de anemia (OMS, 2006).

Estudos da OMS demonstram uma prevaléncia mundial de anemia
ferropriva em criangas e lactentes em torno de 36 %. Estimativas da Organizagao
Panamericana de Saude (OPAS), com base em dados regionais, apontam o Peru
como o pais de maior prevaléncia de anemia na América Latina e Caribe (57 %),
em criancas de 1 a 4 anos, seguido pelo Brasil com 35 % (FISBER et al., 2003).

No Brasil a anemia continua com prevaléncia elevada e indicagbes de
tendéncias epidémicas com freqiiéncia modal de 40 a 50 % em menores de 5
anos e de 30 a 40 % em gestantes, com estudos demonstrando aumento de 116
% no periodo de 1974-1975 a 1995 em Pernambuco (BATISTA-FILHO e RISSIN,
2003) e aumento de cerca de 88 % na Paraiba em dez anos (OLIVEIRA et al.,
2002).

Um aspecto essencial da fortificagdo de alimentos é a eleicdo do veiculo
alimentar. Para que um alimento possa ser um veiculo potencial de fortificacéo,
deve ser de baixo custo, de alto consumo pela populagao-alvo e ter um consumo
padrdo constante com baixo risco de excesso (FAO, 1996).

Os produtos lacteos e os cereais sao considerados os principais veiculos
para serem fortificados com ferro (SALGUERIO et al.,2002). Leite e cereais séao
veiculos que apresentam vantagens, porque sdo muito usados e bem adaptados a
alimentacdo de criangas (STEKEL e OLIVARES,1988). Mas existem outros
produtos, tais como: sal, aglcar, condimentos e café que também fortificados com

ferro (HURRELL, 1997).
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O enriquecimento de alimentos é uma forma barata, pratica e efetiva
utilizada pela industria de alimentos, seja para atender as recomendagbes
regulamentadas, seja como estratégia de marketing para impulsionar a venda dos
produtos (LUCOCK, 2000).

Um estudo do comportamento dos nutrientes ap6s o enriquecimento torna-
se necessario, a fim de se avaliar a quantidade presente da vitamina apés o
processamento e estocagem do alimento enriquecido, uma vez que tais condigoes

podem alterar essa quantidade (PHILLIPS et al., 2005).
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RESUMO

Atualmente a mais empregada das técnicas para a determinagao de acido félico &
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Quando um método de analise
de um determinado composto ¢ definido, este método deve ser validado de modo
a garantir que os resultados obtidos sejam confiaveis. A matriz a ser analisada
pode ser bastante complexa, como é o caso de alimentos, dificultando as analises
e requerendo também uma validagao especifica do analito em seu meio. Portanto,
o objetivo do presente trabalho foi desenvolver e validar uma metodologia por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a analise de acido félico em
leite e suco de soja enriquecido, bolo de fuba e seus ingredientes (mix, farinha de
trigo, fuba de milho). O &cido félico foi extraido com tamp&o fosfato e hidroxido de
potassio, seguida por uma etapa de limpeza utilizando acido tricloroaceético,
filtragao e injegdo no cromatografo a liquido. No processo cromatografico utilizou-
se coluna Cqs e sistema de eluicdo por gradiente, sendo a fase movel composta
por solucdo de acido acético e acetonitrila. A detecgao fol obtida utilizando um
detector de arranjo de diodos (DAD) a 290 nm. A identificagdo foi feita por
comparacdo com os tempos de retencao, co-cromatografia e espectros de
absorcdo. A quantificagdo foi realizada por padronizagéo externa. Satisfatorios
resultados foram obtidos para os diferentes parametros analiticos como
linearidade, com coeficientes de correlagdo variando de 0,997 a 0,998, precisao
com um coeficiente de variagdo menor que 9,0 %, faixa de recuperagao entre 92 a

106 % e limites de deteccado e quantificagéo de 2,50 e 8,40 ug 100 mL™ para leite
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e suco de soja e 2,98 e 9,00 ng 100 g’ para bolo de fuba e ingredientes. Os
resultados da validagdo realizada demonstram que o método é eficiente, rapido e

preciso para a determinagdo de acido folico nas matrizes estudadas.

Palavras-chave: Validagdo, CLAE, acido félico, alimentos fortificados.
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ABSTRACT

Currently the most used techniques for the determination of folic acid is the High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). When a method for analyzing a
given compound is defined, this method must be validated to ensure that the
results are reliable. The matrix to be analyzed can be quite complex, such as food
is, which complicates the analysis and also requires a specific validation of the
analyte in their midst. Therefore, the objective of this work was to adapt and
validate a methodology for high performance liquid chromatography (HPLC) for
analysis of folic acid in juice and soy milk, fortified cornmeal cake and its
ingredients (mix, flour, corn). Folic acid was extracted with phosphate buffer and
potassium hydroxide, followed by a cleaning step using trichloroacetic acid,
filtration and injection into the liquid chromatograph. In the chromatographic
process, a C4g column and gradient elution system were used, with a mobile phase
consisting of acetic acid and acetonitrile. The detection was achieved using a diode
array detector (DAD) at 290 nm. The identification was made by comparison with
the retention times, co-chromatography and absorption spectra. Quantification was
performed by external standardization. Satisfactory results were obtained for the
various analytical parameters such as linearity with correlation coefficients ranging
from 0.997 to 0.998, with a precision coefficient of variation of less than 9.0 %
recovery range between 92 to 106 % and limits of detection and quantification of
2.50 e 8.40 ug 100 mL™" for soy milk and soy juice, and 2.98 and 9.00 ug 100 g™ for

cake flour and ingredients. The validation results demonstrate that the method is
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efficient, fast and accurate for the determination of folic acid in the matrices

studied.

Keywords: Validation, HPLC, folic acid, food enrichment.
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1. Introducao

O acido folico € uma vitamina hidrossoltuvel e como tal € pouco armazenada
no organismo. E uma vitamina do complexo B, quimicamente denominado é&cido
pteroilglutdmico. Dentre as substancias que possuem como estrutura basica o
acido pteroilglutamico, estdo os pteroilglutamatos, os diidrofolatos, os
tetraidrofolatos (THF) e os metiltetraidrofolatos, denominado folatos (LORENZI,
1991). O termo folato, encontrado na natureza, & utilizado para designar os
poliglutamatos e o termo acido folico é reservado para o monoglutamato sintético
e/ ou acido pteroilglutamico (DROGUETTE e PENTEADO, 2003; CZEIZEL 1996).

O acido folico (AF) participa de dois processos bioldgicos fundamentais:
atua como co-fator para as enzimas implicadas na biossintese de RNA (acido
ribonucléico) e DNA (acido desoxirribonucléico) e como co-fator na formagao da
metionina (CZEIZEL, 1996). E essencial para as reagdes metabolicas especificas
no meio celular e vital para o funcionamento e crescimento normal do organismo
(VANNUCCHI e JORDAO, 1998).

Age sobre a homocisteina, transformando-a em metionina, ajudando a
evitar problemas cardiacos (MOAT, LANG e MCDOWELL, 2004); é essencial na
prevencdo e redugdo significativa do risco de malformacgdo do tubo neural na
gestacdo (MILUNSKY, JICK E JICK, 1989; CZEIZEL e DUDAS, 1992; SHAW,
SCHAFFER e VELIE, 1995; CRANE; 1995; DALY et al., 1997); podem reduzir
algumas doengas degenerativas como o mal de Alzheimer e o mal de Parkinson,
(SCOTT, REBEILLE e FLETCHER, 2000) e ainda prevenir doengas cronicas como

depresséo, e alguns tipos de cancer, como mama e colon (JACQUES et al., 1999;
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ALPERT et al., 2000; LUCOCK, 2000). Assim, sao fundamentais para o
crescimento correto e para o funcionamento 6timo do sistema nervoso e da
medula 6ssea (DANG, ARCOT e SHRESTHA, 2000).

Em relagéo as fontes do acido félico, apesar de a vitamina estar presente
na maioria dos alimentos, quantidades apreciaveis sdo encontradas no figado,
rins, vegetais de folhas verde-escuras, aspargos e cogumelos (BRODY, 1991;
FRANCO, 1992, QUIROS et al., 2005; LIMA, 2005). Também sdo encontrados em
carnes, gema de ovo, cereais, frutas e em algumas raizes (QUIROS et al., 2005).
Segundo o The National Findiet Study (2003), os cereais, principalmente os
produtos de gréos inteiros, sdo os maiores contribuidores de folatos na dieta.

Para a determinacdo de folatos pode-se aplicar métodos biologicos,
microbiolégicos, imunolégicos, quimicos ou fisicos. Os métodos biolégicos séo
caros e bastante demorados, além de possuir baixa repetitividade, o metodo
imunologico sofre interferéncia de diversos tipos de substancias (RAUCH,
STREJCEK e CERNA, 1989), métodos quimicos sdo raramente utilizados para a
andlise de folatos em alimentos (ARCOT e SHRESTHA, 2005) e a tecnica
microbiolégica € mais precisa e reprodutivel quando comparada aos metodos
biologicos e quimicos (RADER, WEAVER e AGYAL, 1998), porém ndo permite a
determinacéo simultanea de diferentes tipos de folatos (FINGLAS et al., 1999).

Os métodos fisicos envolvem as técnicas cromatograficas. Atualmente a
mais empregada das técnicas para a determinagdo de acido folico € a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (CATHARINO, VISENTAINER e
GODOY, 2003; LIMA, CATHARINO e GODOY, 2004; ALABURDA et al., 2008). E

um método rapido, sensivel e exato, além de fornecer a melhor resolugédo na
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separacdo das diversas formas bioativas presentes nos alimentos (AGOSTINO,;
1996).

Quando um método de analise de um determinado composto € definido,
este método deve ser validado de modo a garantir que os resultados obtidos
sejam confidveis. A matriz a ser analisada pode ser bastante complexa, como € o
caso de alimentos, dificultando as analises e requerendo também uma validagéo
especifica do analito em seu meio. O procedimento de validagao de métodos deve
incluir todas as etapas necessarias para demonstrar que os resultados obtidos sao
confiaveis e reprodutiveis (PASCHOAL et al., 2008).

A IUPAC destaca que, para a analise de alimentos, os requerimentos para
os métodos analiticos envolvem um exame das caracteristicas de performance a
partir de ensaios interlaboratoriais (que envolvem diferentes laboratorios, também
conhecido como ensaio de proficiéncia, estudo colaborativo ou triagem
colaborativa). Um ndmero minimo de laboratorios s&o requeridos para
participarem dos estudos inter-laboratorias, preenchendo os requisitos para
comporem o que a IUPAC classifica como procedimento de validacdo completa do
método analitico (full validation). No entanto, nem sempre € pratico ou necessario
promover a validagdo completa de um método analitico. Em tais circunstancias a
IUPAC considera apropriado o que chama de validagéo do método em um unico
laboratorio (single-laboratory validation). Essas circunstancias podem ocorrer
quando se pretende garantir a viabilidade do método antes de se proceder a

validagdo completa, e/ou como etapa preliminar de avaliagdo de um método
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desenvolvido e na publicagdo de artigos cientificos (THOMPSON, ELLISON e
WOOD, 2002).

A FAO classifica os diferentes niveis de validacdo em face de uma
diferenciagdo de quatro diferentes tipos de métodos analiticos (conforme
delineamento do Codex Commodity Committees): (Tipo |) Métodos de definigao;
(Tipo Il) Métodos de Referéncia; (Tipo Ill) Métodos Alternativos Aprovados e, (Tipo
I\VV) Métodos de Tentativa (FAO, 1997).

Segundo o INMETRO, convém que um procedimento de ensaio seja
coerente, claro, correto e tdo completo quanto necessario, dentro dos limites
estabelecidos pelo seu campo de aplicagdo. Um formato padronizado assegura
que nenhum ponto importante tenha sido esquecido, que as informacdes a serem
incluidas no procedimento sejam fornecidas sempre na mesma ordem e que
qualquer assunto desejado possa ser encontrado rapidamente. Na padronizagao
do formato dos métodos validados, o INMETRO sugere que se utilize a ABNT
ISO/IEC Diretiva — Parte 3, a Norma ISO 78/2, além das prescrigbes da NBR
ISO/IEC 17025 (INMETRO, 2010).

A EC (Comissdo Européia) e a ANVISA dispéem em seus documentos as
definicbes dos parametros que compdem o procedimento geral de validagéo (EC,
2002; ANVISA, 2003).

No Brasil, a Resolugdo RDC n° 344, de 13 de dezembro de 2002 tornou
obrigatdria a fortificagédo de farinhas de milho e de trigo com &cido félico e ferro, a
partir de junho de 2004. Para cada 100g de farinha de milho ou trigo deve haver

150 ug de acido folico e 4,2 mg de ferro no minimo (ANVISA, 2002). Entretanto, a
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populagdo consome produtos em que estdo adicionadas as farinhas e outras

fontes que estdo sendo enriquecidas.

Dentro deste panorama, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar
uma metodologia para a determinagdo de acido félico em bolos os quais sao
adicionados as farinhas em suas formulagbes e produtos enriquecidos a base de

soja.

2. Materiais e Método

2.1. Produtos analisados

As amostras de bolo de fuba, mix (preparado de farinha de trigo com fuba
de milho), farinha de trigo e fuba de milho foram adquiridas na cidade de

Campinas.

2.2. Reagentes

O padréo de &cido folico (lote: F-7876, com aproximadamente 98% de
pureza) foi adquirido da SIGMA (USA). A acetonitrila, grau cromatografico, fosfato
de potassio monobasico, o acido acético e tricloroacético, grau analitico, foram
adquiridos da Merck (Brasil). A agua utilizada no preparo do tampéo, das amostras
e da fase moével foi purificada no sistema Milli-Q (Millipore). A fase movel, 0s
solventes organicos, as solugdes padrdes e as amostras foram filtradas em filtros
de membrana da Millipore (HAWP e HAWP04700), com poros de 0,45 um de

diametro.
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2.3. Equipamento

Utilizou-se um cromatodgrafo a liquido HEWLETT PACKARD (HP) série
1100 (Agilent), com injetor automatico e capacidade de 1 até 100 uL,
degaseificador, bomba quaternaria, equipado com detector de arranjo de diodos
(DAD) UV-visivel e de fluorescéncia, dispostos em série, e compartimento
controlador de temperatura para coluna analitica. O software HP-Chemstation foi
utilizado para administragdo do sistema de aquisicdo e tratamento de dados. A
coluna utilizada para o processo cromatografico foi uma Hypersil, ODS-2, 3 ym,

100 mm x 4.6 mm d.i.

2.4. Metodologia

A analise foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Para a extracdo inicialmente a amostra foi homogeneizada e pesado 1,0 g ou
utilizado a aliquota de 1 mL, dependendo da amostra. Foram adicionados 3,0 mL
de KOH 0,1 mol L™ com agitacdo no vortex por 1 minuto e deixado em repouso por
mais 1 minuto. Logo apods foi adicionado 1,5 mL de tampéao fosfato de potassio
monobasico 0,01 mol L™ pH 2.6 com agitagédo no vortex por 1 minuto e deixado
em repouso por mais 1 minuto. Finalmente foi adicionado mais 0,5 mL de acido
tricloroacético de forma cuidadosa (sem agitagdo brusca) e deixada em repouso
por 5 minutos. Em seguida todas as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a
125000 x g, apos isto foram filtradas em papel de filtro Watmamm (0,45 um).

Para a amostra de farinha de trigo houve modificagdo na extragao com

adicao de um modificador orgénico para melhores resultados. Iniciou-se, portanto
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a extragdo com 1,0 mL de acetonitrila, 2,5 mL de KOH 0,1 mol L' e 1,0 mL de
tampao fosfato de potassio monobasico 0,01 mol L™ pH 2.6, apds isto, procedeu-
se da mesma forma conforme descrito anteriormente.

Todas as amostras, as solugdes padroes e a fase movel foram filtradas em
membrana 0,45 um (Millipore HAWP e HAWP04700). Os extratos purificados
foram injetados, volume de 100 pL, e imediatamente analisados utilizando CLAE.

A fase movel utilizada para a separagao do acido félico foi uma solugéo de
acido acético glacial (2,0 % v/v), com pH ajustado para 2,7 com KOH, a uma
vazao de 0,5 mL min™".

O acido folico (AF) foi separado em sistema de eluigdo por gradiente,
iniciando com 90 % de solugdo aquosa de acido acético e 10 % de acetonitrila
(v/v), chegando em 5 minutos a 80 % de solugao acido acético e 20 % de
acetonitrila (v/v), e entdo a concentragdo de acetonitrila foi mantida nessas
condicdes até o final da corrida, em 10 minutos. Apobs isto um periodo de limpeza
foi feito com 100 % de acetonitrila até 15 minutos. As condigbes iniciais foram
retomadas e a coluna re-equilibrada por 5 minutos, antes da proxima injeg&o.

A deteccao foi feita em detector de arranjo de diodos (DAD). O acido folico foi
detectado na regido do ultravioleta com 290 nm.

A identificacdo da vitamina foi feita por comparagao dos tempos de retencao,
obtidos com padrdes analisados nas mesmas condigoes, co-cromatografia e pela
comparacdo dos espectros de absorgao. A pureza do pico foi determinada pelo
sistema ploter disponivel no software HP-Chemstation. A quantificagao foi feita por

padronizagéo externa e a curva de calibragao foi construida para a forma da
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vitamina encontrada no alimento analisado, sendo cada ponto representado pela

média de trés determinagdes com minimo de 5 pontos.

2.5. Validagao do Método

Os parametros analiticos escolhidos para validagdo de meétodos de
separagdo foram: seletividade, linearidade e faixa de aplicagdo, precisao,

exatiddo, limite de detecgéo e limite de quantificacao.

2.5.1. Seletividade

A seletividade ¢ a capacidade de um método em discriminar entre o analito
de interesse e outras substancias presentes na amostra. Para os métodos
cromatograficos a seletividade é avaliada no sentido de garantir que o pico de
resposta do analito (avaliado no tempo de retencdo caracteristico) seja
proveniente exclusivamente do mesmo e néo de outros compostos (THOMPSON,
ELLISON e WOOD, 2002).

A seletividade foi obtida por meio da avaliagdo com detector de arranjo de
diodos que permite comparar o espectro de absorgao na regido do UV, obtido para
amostra, com o padrdo utilizando isto como uma indicacdo da presenga do

composto puro.
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2.5.2. Linearidade e faixa de aplicacao
2.5.2.1. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do composto analisado, dentro de uma
determinada faixa de aplicagdo (ANVISA, 2003).

A linearidade foi obtida com uma equagédo de reta chamada de curva
analitica. A curva analitica para o acido félico com minimo de 5 pontos foi
preparada através de diluiges de uma solugdo concentrada do padrdo. As
solugdes concentradas foram preparadas apds analises prévias das quantidades
de acido folico presentes em amostras de bolo de fubé e ingredientes, leite e suco

de soja.

2.5.2.2. Faixa de Aplicacao

A faixa de aplicagdo corresponde ao intervalo entre o valor superior e
inferior da substancia em exame, atendendo aos requisitos de preciséo e exatidao

(ANVISA, 2003).

2.5.3. Precisao

A avaliacio da preciséo foi realizada através da precisao intermediaria e da
repetitividade do método para o folico acido encontrado nas matrizes. Para a
anélise da repetitividade foram realizadas dez determinagoes consecutivas, em
trés diferentes niveis de concentragdo. Para a preciséo intermediaria foram
realizadas trés determinagdes consecutivas, em trés niveis de concentragoes,

realizadas por trés diferentes dias.
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Para a determinagédo da precisdo analisou-se inicialmente, o teor de acido
folico naturalmente presentes em cada matriz. Posteriormente, antes do
procedimento de preparo da amostra, adicionou-se o padréo de acido folico em
trés diferentes niveis, 25%, 50% e 100%, em relacéo a quantidade presentes nas
diferentes amostras. Portanto, adicionou-se o padrdao de acido folico nas
concentragdes de 13,0, 26,0 e 52,0 ug 100 mL™" para o bolo de fubé; 43,0, 86,0 e
172,0 ug 100 mL™" para o mix; 38,0, 76,0 e 153,0 ug 100 mL" para a farinha de
trigo; 43,0, 87,0 e 175,0 para o fuba de milho e 4,5, 9,0 e 18,0 para suco e leite de

soja.

2.5.4. Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagéo ao valor verdadeiro, usando um procedimento
experimental para uma mesma amostra por repetidas vezes (THOMPSON,
ELLISON e WOOD, 2002). A exatiddo pode ser obtida mediante uso de material
de referéncia certificado, comparagdo de métodos ou, ensaios de recuperagao
(MILLER e MILLER, 1993).

A exatiddo deve ser determinada apos o estabelecimento da linearidade,
sendo verificada a partir de, no minimo, 9 (nove) determinagdes contemplando o
intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média e
alta, com 3 (trés) réplicas cada (ANVISA, 2003).

Para a avaliagdo da exatiddo do método foram realizados testes por meio
de adicdo do padrdo. Para a determinagdo da exatiddo, adicionou-se o padréo de

acido folico em trés diferentes niveis, 25%, 50% e 100%, em relagéo a quantidade
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presentes nas diferentes amostras. Portanto, adicionou-se o padréo de acido folico
nas concentragdes de 13,0, 26,0 e 52,0 ug 100 mL™" para o bolo de fuba; 43,0,
86,0 e 172,0 ug 100 mL™" para o mix; 38,0, 76,0 e 153,0 ug 100 mL™" para a farinha
de trigo; 43,0, 87,0 e 175,0 para o fuba de milho e 4,5, 9,0 e 18,0 para suco e leite
de soja; calculando-se a recuperagdo de acordo com Rodriguez et al. (1995),

através da seguinte equacéo:

Recuperagado = (Concentracéo encontrada — Concentrag&o amostra) x 100%

Concentragao adicionada

2.5.5. Limites de Deteccao e Quantificagao

Para determinacdo do limite de detecgdo foram realizadas diluigoes
sucessivas do acido folico em concentragdes conhecidas, até que se obtivesse um
sinal como sendo o valor da concentragdo do acido folico correspondente trés
vezes o valor da amplitude do ruido do equipamento (S/Rz3). O valor
correspondente a este sinal foi considerado como a menor concentragao
(detectavel).

Para o limite de quantificagdo considerou-se como sendo o valor da
concentracdo do acido folico correspondente a dez vezes 0 valor da amplitude do
ruido do equipamento. (ANVISA, 2003).

Os limites de detecc@o e quantificagéo foram feitas nas mesmas condi¢bes
de analise das amostras avaliadas em intervalos de 0,5 minuto e as diluigoes do

padrao foram realizados em triplicatas.
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3. Resultados e Discussao
3.1. Validacao do Método

3.1.1. Seletividade

A pureza dos picos foi avaliada pela comparagdo dos espectros de
absorcdo obtidos, amostra e padrdo, e pela co-cromatografia realizada
demonstrando que o processo cromatografico foi seletivo. Foi utilizado o detector

de arranjo de diodos e o comprimento de onda selecionado em 290 nm.

3.1.2. Separacao do Acido Félico

Nas Figuras a seguir (1, 2, 3, 4, 5 e 6) podem ser visualizados os perfis
cromatograficos do padrdo de acido folico (A1) e de cada uma das amostras
analisadas (B2). Os tempos de retengao encontrados para as matrizes analisadas
foram 8,52 min para o bolo, 8,13 min para o mix, 8,05 min para a fuba de milho e
8,38 min para a farinha de trigo, 9,52 min para o suco de soja e 9,58 min para o

leite de soja em DAD a 290 nm.
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Figura 1: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padrao de acido folico (A)
e amostra de bolo (B). Os picos identificados séo do acido folico 1 (8,53 min) e 2 (8,52 min).
Coluna Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigao por gradiente: 90 % de solugéo
aquosa de 4cido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de soluc@o de acido acético e 20 %
de acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgao até 10 min. Limpeza da coluna: 100 %
de acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vazéo: 0,5 mL min”'. DAD: 290 nm.
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Figura 2: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padréo de acido félico (A)
e amostra de mix (B). Os picos identificados s&o do acido folico 1 (8,14 min) e 2 (8,13 min). Coluna
Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigao por gradiente: 90 % de solugdo aquosa de
acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solucdo de acido acético e 20 % de
acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgao até 10 min. Limpeza da coluna: 100 % de
acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vazao: 0,5 mL min"'. DAD: 290 nm.

I




Art. 2 Validagdo de Metodologia para Detecgdo de Acido Félico em Alimentos

7 H [ 10 " 12 min

Figura 3: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padréo de acido folico (A)
e amostra de fuba (B). Os picos identificados sdo do acido folico 1 (8,15 min) e 2 (8,05 min).
Coluna Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluicdo por gradiente: 90 % de solugao
aquosa de acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solugdo de acido acético e 20 %
de acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgdo até 10 min. Limpeza da coluna: 100 %
de acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vazao: 0,5 mL min"'. DAD: 290 nm.
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Figura 4: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padréo de &cido félico (A)
e amostra de farinha de trigo (B). Os picos identificados s&o do acido félico 1 (8,42 min) e 2 (8,38
min). Coluna Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigdo por gradiente: 90 % de
solugdo aquosa de acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solugdo de acido acético
e 20 % de acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgéo até 10 min. Limpeza da coluna:
100 % de acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vazao: 0,5 mL min". DAD:
290 nm.
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Figura 5: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padrao de acido folico (A)
e suco de soja (B). Os picos identificados s&o do acido félico 1 (9,52 min) e 2 (9,52 min). Coluna
Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigéo por gradiente: 90 % de solugéo aquosa de
acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solucao de &cido acético e 20 % de
acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgéo até 10 min. Limpeza da coluna: 100 % de
acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vazao: 0,5 mL min"". DAD: 290 nm.
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Figura 6: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padrao de acido folico (A)
e leite de soja (B). Os picos identificados s&o do acido folico: 1 (9,58 min) e 2 (9,58 min). Coluna
Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluicdo por gradiente: 90 % de solugcdo aquosa de
acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solugao de acido acético e 20 % de
acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgéo até 10 min. Limpeza da coluna: 100 % de
acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vazao: 0,5 mL min”', DAD: 290 nm.
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3.1.3. Curvas de Calibracao

Cada ponto da curva de calibragdo do acido félico foi realizado em triplicata.
Foram encontradas satisfatérias linearidades para as faixas avaliadas. O acido
folico foi estudado entre 10 e 500 ug 100 g™ com R? =0,997 para as amostras de
bolo e ingredientes. Para suco e leite de soja foi estudado entre 10 e 50 pug 100
mL™" com R? =0,998 para o suco e R? =0,997 para o leite.

Dentro dos parametros de validagdo, para a linearidade a ANVISA
(ANVISA, 2003) recomenda um coeficiente de correlagao igual a 0,99. Os valores
obtidos para as curvas de calibragdo realizadas variaram de 0,997 a 0,998,
apresentando-se dentro de uma faixa recomendada. Rybka (2010) e Pane (2007)
obtiveram em seus trabalhos o coeficiente de 0,997 e 0,994 para o acido folico

respectivamente.

3.1.4. Limites

Os limites de detecgao (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram obtidos por meio
do meétodo sinal/ruido, utilizando a matriz com adigdo de concentragdes
conhecidas da substancia de interesse, de tal modo que se pudesse distinguir
entre ruido e sinal analitico através da visualizagao.

Os limites de detecgdo e quantificacdo para o acido félico avaliados para

bolo e ingredientes foram respectivamente de 2,98 e 9,00 ug 100 9'1 € para suco e

leite de soja foram respectivamente de 2,50 e 8,40 ug 100 mL™".
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3.1.5. Precisao

Os resultados obtidos da avaliagdo de repetitividade e precisao
intermediaria do acido félico encontrados nas matrizes estédo apresentados nas
Tabelas 1, 2, 3 e 4. Os CV% obtidos para todas as amostras para a precisdo néo
ultrapassaram o valor de 9,0 %.

Para a analise da repetitividade foram realizadas dez determinagdes
consecutivas, em trés niveis de concentragéo. Para a precisao intermediaria foram
realizadas trés determinacdes consecutivas, em trés niveis de concentragoes,

realizadas em trés diferentes dias.

TABELA 1. Repetitividade para acido félico encontrados em bolo, mix, farinha de
trigo e farinha de milho.

Nivel Adigao | Nivel Adicao Il Nivel Adigao Il
Amostra 4 1 -1
ug 100 g ug 100 g Hg 100 g
Bolo de fuba (CA+CP)* 52 +13 52 + 26 52 + 52
M = DP** 64,61 22,77 77.23 £4,55 102,72 = 5,04
CV%*** 4,29 5,89 4,91
Mix (CA+CP)* 172 + 43 172 + 86 172 + 172
M = DP 215,30 £9,55 256,53 + 12,08 346,11 11,18
CV% 4,43 4,71 3,23
Farinha de trigo (CA+CP)* 153 + 38 153 + 76 153 + 153
M+ DP 189,08 = 10,95 224,94 +13,51 299,10 + 14,95
CV% 579 6,00 5,00
Fuba de milho (CA+CP)* 175 + 43 175 + 87 175+ 175
M = DP 216,34 10,87 258,38 £12,29 351,98 +13,78
CV% 5,03 4,76 3,92

*CA+CP:Concentracao da amostra + concentragéo do padrao de &cido fdlico.
**M + DP: média de dez determinagdes * estimativa do desvio padrdo. ***CV: % coeficiente de variacéo.
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TABELA 2. Precisdo intermediaria para o acido félico encontrados em bolo, mix,
farinha de trigo e farinha de milho.

CV %i*ﬁ-
Bolo de Fuba Dia 1 Dia 2 Dia 3 .
(3 dias)
Nivel | M = DP* 65,28 + 3,47 64,61+ 3,76 64,79 = 3,20 0,53
(52+13 pg 100 g) CV%** 5,31 5,81 4,94
Nivel Il M = DP* 77,09 + 3,78 79,19 4,40 76,40 = 5,10 1,87
(52+26 pg 100 g™) CV%** 4,91 5,56 6,68
Nivel Il M = DP* 102,64 + 4,70 101,58 + 5,21 104,00 + 5,96 1,18
(52+52 ug 100 g™ CV%** 4,57 513 5,73
CV %tt*
Mix Dia 1 Dia 2 Dia 3 )
(3 dias)
Nivel | M = DP* 213,42 + 10,65 215,50 + 12,36 214,19 = 12,45 0,47
(172+43 ug 100 g™ CVo%** 4,99 5,74 5,81
Nivel Il M + DP* 257,05 + 11,34 256,07 = 14,86 254,54 + 14,61 0,77
(172+86 pg 100 g“} CV%** 4,41 5,80 574
Nivel Il M = DP* 34514 = 10,14 338,64 = 17,95 342,02 + 13,14 1,15
(172+172 ng 100 g™) CV%** 2,94 5,30 3,84
CV %i—ti
Farinha de Trigo Dia 1 Dia 2 Dia 3 .
(3 dias)
Nivel | M = DP* 188,35 = 10,18 189,85 + 13,63 188,86 = 11,56 0,40
(153+38 ug 100 g) CV%** 5,40 7,18 6,12
Nivel II M + DP* 224,36 + 11,62 223,89 + 16,21 225,54 + 14,44 0,38
(153+76 pg 100 g™ CVo%** 5,18 7,24 6,40
Nivel Il M + DP* 300,21 + 11,87 299,43+ 16,33 298,41 + 14,38 0,30
(153+153 ug 100 g) CV%** 3,95 5,45 4,82
) X i . y Cv %ii—i
Fuba de milho Dia 1 Dia 2 Dia 3 ;
(3 dias)
Nivel | M = DP* 216,42 + 11,68 215,67 = 12,22 216,79 = 13,55 0,26
(175+43 ug 100 g') CV%** 5,40 5,66 6,25
Nivel Il M = DP* 257,12 + 11,55 259,07 + 13,30 258,11 = 14,80 0,38
(175+87 ng 100 g™ CV%** 4,49 5,13 5,73
Nivel lll M + DP* 34979 + 13,12 342,14+ 15,35 355,68 + 13,78 1,95
(1754175 pg 100 g'') CVo%** 3,75 4,49 4,82

*M + DP: média de trés determinagdes + estimativa do desvio padrdo. **CV: % coeficiente de variag&o.
***CV: % coeficiente de variagdo entre os 3 dias.
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TABELA 3. Repetitividade para acido félico encontrados em suco e leite de soja.

Nivel Adicéao | Nivel Adigao Il Nivel Adigéo Il
Amostra A 1 1
ug 100 mL Hg 100 mL” ug 100 mL
Suco de soja (CA+CP)* 185+4,5 18,5+9,0 18,5+ 18,0
M + DP** 2279 + 1,84 27,05 + 2,10 35,96 = 2,29
CV%*** 8,09 6,36
Leite de soja (CA+CP)* 18,0 +4,5 18,0 +9,0 18,0 + 18,0
M £ DP** 22,79+ 1,84 26,62 + 2,12 35,79 = 2,09
CV%*** 8,09 5,83

“CA+CP:Concentracao da amostra + concentragao do padrao de acido folico.

*M + DP: média de dez determinagoes + estimativa do desvio padrao. ***CV: % coeficiente de variagéo.

TABELA 4. Precisao intermediaria para acido félico encontrados em suco e leite

de soja.
. . ) CV %
Suco de soja Dia 1 Dia 2 Dia 3 .
(3 dias)***
Nivel | M = DP* 22,87 = 1,80 23,13+ 2,05 22,77 = 1,90 0,83
(18,5+4,5 ug 100 g™ CV%** 7,85 8.86 8,36
Nivel Il M = DP* 27,10 = 1,93 28,03 + 2,35 26,80 + 2,38 2,36
(18,5+9,0 pg 100 g™) CV%** 7,12 8,38 8,88
Nivel Il M = DP* 3597 + 1,99 35,83 + 2,32 37,27 = 2,51 2,18
(18,5+18,0pg 100 g) CV%** 5,52 6,47 6,74
Dia 2 Dia 3 s
Leite de soja Dia 1 ia ia .
l (3 dias)***
Nivel | M = DP* 22,87 = 1,80 23,13+ 2,05 2277 + 1,90 0,83
(18,0+4,5 ng 100 g™) CVo%** 7,85 8,86 8,36
Nivel Il M = DP* 27,10 = 1,93 28,03 + 2,35 26,80 + 2,38 2,36
(18,0+9,0 pg 100 g CV%** 7,12 8,38 8,88
Nivel 11l M + DP* 35,97 + 1,99 35,83 + 2,32 37,27 = 2,51 2,18
(18,0+18,0ug 100 g”) cyRe 5.52 LA B

"M = DP: média de trés determinagoes + estimativa do desvio padrao. **CV: % coeficiente de variagéo.

x=*C\/: % coeficiente de variagdo entre os 3 dias.
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3.1.6. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada mediante testes de recuperagéo do
padrao adicionado de acido félico encontrado nas matrizes, apresentados na
Tabela 5.

Neste trabalho a recuperagdo encontrada nas matrizes analisadas variou
em média entre 92 e 106 % para todas as matrizes estudadas, verificando assim
valores muito préximos aos obtidos por Patring (2007), que alcangou valores de 89
% a 106 %, Rybka (2010) que obteve de 92 % a 107 % de recuperagao em

cervejas.

TABELA 5. Valores de recuperagdo para o acido folico encontrados em bolo, mix,
farinha de trigo, fuba de milho, suco e leite de soja em trés niveis de adigéo.

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Faixa de
Amostra
Recuperacdo % Recuperagdo % Recuperacédo % Recuperacéao %
Bolo de fuba 97 — 102 93 —104 95-100 93 -104
Mix 96 — 101 95 — 98 96 — 99 95 — 101
Farinha de 93 —-97 93 — 94 94 — 96 93 -97
Trigo
94 — 97 94 — 96 95-103 94 -103
Fuba de Milho
95 -103 92 - 106 96 - 104 92 - 106
Suco de soja
96 - 103 94 — 96 96 — 104 94 - 104
Leite de Soja
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3.1.7. Aplicacao da metodologia em amostras

Para a avaliagdo do teor de acido félico no bolo de fuba, mix, farinha de
trigo e fuba de milho foi aplicada a metodologia desenvolvida por CLAE. A Tabela
6 apresenta o teor médio de acido folico encontrado em uma amostra de cada
matriz analisada e o valor de CV % para cada amostra.

O maior valor obtido para o acido folico foi para as farinhas fortificadas (mix,
trigo e fubd), variando em média de aproximadamente 145 ug 100 g’ a 190 ug
100 mL™". Para o bolo (alimento indiretamente fortificado) o valor médio obtido
nesta amostra foi de 50 ug 100 g'. Ja para os alimentos a base de soja o valor

médio aproximado foi de 20 ug 100 g™

TABELA 6. Teor médio de acido félico (AF) em bolo, mix, farinha de trigo, fuba de
milho, suco de soja e leite de soja.

Faixa de Conc.* AF ug 100 mL”
Amostras P CV %
H1g 100 mL M = DP**

Bolo de fubd 43,38 — 62,51 51,42 + 5,10 9,91
Mix 147,67 - 190,62 170,47 = 13,01 7,63
Farinha de trigo 129,38 — 171,80 147,91 = 13,37 9,04
Fuba de Milho 163,35 - 224,49 188,99 + 18,78 9,94
Suco de soja 18,90 — 23,80 21,02 = 1,51 7,17
Leite de soja 17,95 — 23,60 20,79 = 1,81 8,73

*Faixa de concentragdo: menor e maior concentragao.

“M + DP: média das amostras + estimativa do desvio padrao. CV: % coeficiente de variagao.
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4. Conclusoes

O método desenvolvido usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
associado a detecgéo de arranjo de diodos (DAD) demonstrou ser adequado para
a determinagdo e quantificagdo de a&cido folico, por meio dos parametros
avaliados.

O cromatograma das amostras apresentou o acido félico bem separado,
com resolugdo compativel com a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Os resultados obtidos, para o CV % encontrado de no maximo 9,0 % e
recuperagdo encontrada nas andlises entre 92 e 106 %, demonstraram que o
método desenvolvido foi eficiente, rapido e preciso para a quantificagdo de acido

folico nas diversas matrizes estudadas.
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RESUMO

Acido félico e ferro sdo nutrientes essenciais que freqlientemente estao deficientes
nas dietas da populagdo em geral, e sdo necessarios para o desenvolvimento
normal do sistema hematopoiético, e a deficiéncia desses dois nutrientes pode
acarretar problemas a saude. Como medida preventiva, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou a obrigatoriedade da fortificacéo de
farinhas de milho e de trigo com acido folico e ferro, a partir de junho de 2004.
Para cada 100 g de farinha de milho ou trigo deve conter no minimo 150 pg de
acido félico, 70% da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) e 4,2 mg de ferro,
equivalente a 30% da IDR. Portanto, o objetivo deste trabalho foi quantificar o teor
de acido folico e ferro em bolo de fuba e nos ingredientes que s&o utilizados em
seu preparo tais como a farinha de trigo, o fuba de milho e mix para verificar se a
fortificacdo esta sendo feita adequadamente. O método utilizado para a
determinagao do &cido folico foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
a validagdo nas matrizes analisadas foi descrita no Artigo 2. Os teores de acido
folico encontrados variaram de 41,68 a 96,96 ug 100 g™ no bolo, 130,64 a 159,66
ug 100 g na farinha de trigo, 174,34 a 217,32 pg 100 g' no fuba de milho e
156,93 a 181,29 ug 100 g™ no mix, estes resultados indicaram, em geral, uma falta
de uniformidade nos teores de acido félico para as farinhas. Ja para o ferro a
determinacdo quantitativa foi realizada por espectrofotometria de absorgao
atdmica com chama e metodologia segundo Boen et al., 2008. Os teores de ferro
encontrados oscilaram entre 1,29 a 2,93 mg 100 g no bolo, 4,02 24,62 mg 100 g

' na farinha de trigo, 4,15 a 4,31 mg 100 g™ no fuba de milho e 4,32 a 4,44 mg 100
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g’ no mix, demonstrando que estas amostras estavam dentro do recomendado

pela legislacéo. A variagio dos CV foi de 3,33 a 8,99 % para o acido félico e 1,39

a 4,19 % para o ferro.

Palavras-chave: Acido folico, ferro, bolo de fuba, quantificacéo, CLAE.
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ABSTRACT

Folic acid and iron are essential nutrients that are often deficient in the diets of the
general population and are necessary for normal development of the hematopoietic
system, and deficiency of these two nutrients can cause health problems. As a
precautionary measure, the National Agency for Sanitary Vigilance (ANVISA)
regulates the mandatory fortification of flour and corn grain with folic acid and iron,
as of June 2004. For every 100 g of corn or wheat flour should contain at least 150
micrograms of folic acid, 70% of the Recommended Daily Intake (RDI) and 4.2 mg
of iron, equivalent to 30% of the RDA. and 4.2 mg of iron. Therefore, the aim of this
study was to quantify the level of folic acid and iron in maize cake and its
ingredients used during the preparation such as wheat flour, corn meal and mix in
order to determine if fortification is being done properly .The method for
determination of folic acid used was high-performance liquid chromatography
(HPLC) analysis and validation in the matrices was described in Article 2. The
levels of folic acid found ranged from 41,68 a 96,96 ng 100 g’ in cake, 130,64 a
159,66 ug 100 g™ in wheat flour, 174,34 a 217,32 ug 100 g in corn meal and
156,93 a 181,29 ug 100 g'1 in mix, these results indicated that, in general, a lack of
uniformity in the levels of folic acid to flour. As for the iron was quantitatively
determined by atomic absorption spectrophotometry with flame and methodology
according Boen et al., 2008. The levels in the cake, wheat flour, corn meal and
mix ranged from 1,29 a 2,93 mg 100 g’ in cake, 4,02 a 4,62 mg 100 g’ in wheat

flour, 4,15 a 4,31 mg 100 g’ in corn meal and 4,32 a 4,44 mg 100 g'1 in mix,
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showing that these samples were therefore according to the recommendations.

The variations of CV were 3,33 to 8,99 % for folic acid and 1,39 to 4,19 % for iron.

Keywords: Folic acid, iron, cornmeal cake, quantification, HPLC.
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1. Introducao

O uso da fortificagdo de alimentos, incluindo a adicédo de vitaminas e
minerais, tem sido um dos melhores processos para tentar amenizar as caréncias
nutricionais de micronutrientes da populagao em todo o mundo.

Dentre as vitaminas do complexo B destaca-se, hoje, o éacido fdlico,
também chamado de vitamina Be, Bg ou M. O &cido folico esta envolvido em
diversas reagdes metabolicas importantes, atua como coenzima no metabolismo
de aminodacidos (glicina) e sintese de purinas e pirimidinas, sintese de acido
nucléico DNA e RNA, sendo fundamental para o bom funcionamento do
organismo. Sua caréncia tem sido associada a males como doengas
cardiovasculares, certos tipos de canceres, mal de Alzheimer e problemas
neurologicos (FOKKEMA, MEIJER e DE JONG-VAN DEN BERG, 2005;
MUSKIET, 2005).

Estudos também relatam a importancia do acido félico na prevengdo dos
defeitos de fechamento do tubo neural (DFTN) que sdo malformagdes congénitas
resultantes do fechamento incorreto ou incompleto do tubo neural entre a terceira
e quarta semana do desenvolvimento embrionario e englobam a anencefalia,
encefalocele e espinha bifida (BOYLES et al., 2006). Indicacbes de redugéo, em
torno de 50 % a 70 % na ocorréncia de tais defeitos congénitos apés a
suplementagéo periconcepcional deste nutriente tém feito varias organizacdes de
saude recomendar a sua utilizagdo (CZEIZEL e DUDAS, 1992; INSTITUTE OF
MEDICINE 1998). Entretanto se altos teores de acido félico forem introduzidos
pode haver um atraso no diagnéstico da deficiéncia de vitamina B12 e diminuir a
absorcdo de minerais como ferro e zinco (QUINLIVAN e GREGORY, 2003).
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Um dos micronutrientes que tém sido bastante estudados é o ferro,
desempenhando importantes fungdes no metabolismo humano, tais como
transporte e armazenamento de oxigénio, reagdes de liberagéo de energia na
cadeia de transporte de elétrons, conversado de ribose e desoxirribose, cofator de
algumas reagdes enzimaticas e outras reagbes metabolicas essenciais (COOK,
BAYNES e SKIKNE, 1992).

A anemia é considerada a principal consequiéncia da deficiéncia de ferro
sendo a patologia de maior prevaléncia em todo o Mundo, principalmente na
populacao infantil e em mulheres gravidas de paises em desenvolvimento (PAIVA,
RONDO e GUERRA SHINOHARA, 2000). Estima-se que cerca de 4 a 5 bilhdes
de pessoas (cerca de 66-80 % da populagdo mundial) estejam em risco de
desenvolver deficiéncia de ferro, enquanto 30 % da populagdo mundial (2 bilhGes
de pessoas) ja apresenta esta anemia ferropriva (WHO, 2005).

Em sua fase mais avangada, estd associada a sintomas clinicos, como
fraqueza, diminuigdo da capacidade respiratoria e tontura. Mesmo na auséncia da
anemia, a deficiéncia de ferro pode acarretar distirbios neurocognitivos (COOK,
BAYNES e SKIKNE, 1992). Entretanto o excesso de ingestdo de ferro pode
causar efeitos adversos sobre a absor¢édo de outros nutrientes inorganicos, como
o cobre e o zinco; promover o risco de cancer e o aparecimento de doencgas
coronarias (FAIRWEATHER-TAIT et al., 1997, MARTINEZ-NAVARRETE et al.,
2002).

No Brasil, a Resolugdo RDC n° 344, de 13 de dezembro de 2002 tornou
obrigatéria a fortificagcdo de farinhas de milho e de trigo com acido félico e ferro, a

partir de junho de 2004. Para cada 100g de farinha de milho ou trigo deve haver
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150 ug de acido folico e 4,2 mg de ferro no minimo (ANVISA, 2002). A medida
visou reduzir os altos indices de anemia e outras doengas decorrentes da caréncia
em acido félico e ferro.

Os cereais sdo importantes fontes de vitamina do complexo B e E. Quando
a farinha branca é produzida, as vitaminas do gréo inteiro séo fracionadas em
fracdes do farelo e germe de modo que a farinha branca contém menos de
metade do nivel de vitaminas presentes nos cereais integrais (HAKANSSON et al.,
1987).

Os cereais como a farinha e o fuba foram os primeiros alimentos, no Brasil,
a serem enriquecidos com acido folico e ferro uma vez que s&o muito consumidos
pela populagdo em geral, podendo suprir grande parte das necessidades diarias
da vitamina.

O processo de fortificagéo nas farinhas deve ser cuidadoso em funcdo da
pequena quantidade de ferro e acido félico adicionado em um grande volume de
farinha. A fortificacdo é realizada agregando-se geralmente um mix de ferro
elementar e acido folico a farinha de trigo, utilizando um alimentador / dosador.
Este equipamento possibilita a adigéo de ferro, cujo fluxo deve ser controlado para
que a adigéo ocorra de forma continua e constante. Portanto, a etapa critica para
a producédo de farinhas fortificadas seria provavelmente o ajuste dos fluxos da
farinha e da adicao da mistura contendo ferro e acido folico. Apos a adicao do mix,
a farinha é homogeneizada para que haja uma distribuigao uniforme do ferro
(GERMANI et al., 2001).

A escolha dos compostos de ferro e de acido félico para fortificagéo das

farinhas & de responsabilidade dos moinhos, mas devem garantir a estabilidade
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nas farinhas de trigo e fuba dentro dos prazos de validade das mesmas, que 0s
compostos de grau alimenticio sejam biodisponiveis e que quantidades
adequadas dos micronutrientes sejam adicionadas nos cereais (GERMANI et al.,
2001).

Neste contexto, é importante que os produtos fortificados sejam controlados
para que os teores de ferro e acido fdlico estejam dentro dos parametros
estabelecidos pela legislagdo brasileira.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi aplicar o método desenvolvido e
validado por CLAE para a determinagéo dos teores de acido félico em alimentos,
neste caso o bolo de fuba e seus ingredientes utilizados em seu preparo tais como
a farinha de trigo, o fuba de milho e mix e também a determinagao dos teores de

ferro por absorgao atdbmica nas mesmas matrizes descritas acima.

2. Parte Experimental

2.1. Produtos analisados

As amostras de bolo de fuba, mix (preparado de farinha de trigo com fuba
de milho), farinha de trigo e fuba de milho foram adquiridas na cidade de
Campinas. O bolo de fuba foi obtido de trés diferentes fornecedores. Apenas um
fornecedor utilizava o mix em sua preparagao e os outros dois utilizavam a farinha
de trigo e fuba de milho separadamente. Para o bolo de fuba foram analisados 3
lotes e em cada lote foram analisadas 5 amostras. Ja para os ingredientes

utilizados no preparo dos bolos (mix, farinha de trigo e fuba de milho) foram
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analisados 3 lotes mas em cada lote foi analisada apenas uma amostra, pois de
cada lote o fornecedor utilizava os ingredientes preparar as 5 amostras de bolos.

Todas as amostras foram feitas em triplicatas.
2.2. Determinacédo de umidade para bolo de fuba e ingredientes

Foi utilizado o método por secagem em estufa (Nova Etica, 400/3ND, n°
série 0766/00) a temperatura de 105 °C, até peso constante. As determinagoes de
umidade foram feitas para expressar as concentragdes de acido folico em base
seca, todas as analises foram feitas em triplicata.

Para o bolo de fuba a umidade variou entre 27 a 31 %, para o mix variou
entre 17 a 19 %, para a farinha de trigo variou entre 22 a 29 % e para o fuba de

milho variou entre 11 a 15 %.

2.3. Determinacao do acido félico

2.3.1. Reagentes

O padrao de acido folico (lote: F-7876 com 98 % de pureza
aproximadamente) foi adquirido da SIGMA (USA). A acetonitrila, grau
cromatogréfico, fosfato de potassio monobasico, o acido acético e tricloroacético,
grau analitico, foram adquiridos da Merck (Brasil). A agua utilizada no preparo do
tampao, das amostras e da fase movel foi purificada no sistema Milli-Q (Millipore).
A fase movel, os solventes organicos, as solugbes padroes e as amostras foram

filtradas em filtros de membrana da Millipore (HAWP e HAWP04700), com poros

de 0,45 um de diametro.
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2.3.2. Equipamento

Utilizou-se um cromatografo a liquido HEWLETT PACKARD (HP) série
1100 (Agilent), com injetor automatico e capacidade de 1 até 100 pL,
degaseificador, bomba quaternaria, equipado com detector de arranjo de diodos
(DAD) UV-visivel e de fluorescéncia, dispostos em série e compartimento
controlador de temperatura para coluna analitica. O software HP-Chemstation foi
utilizado para administragéo do sistema de aquisicdo e tratamento de dados. A
coluna utilizada para o processo cromatografico foi uma Hypersil, ODS-2, 3 pm,

100 mm x 4.6 mm d.i.

2.3.3. Método

A analise foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Para a extragao inicialmente a amostra foi homogeneizada e pesado 1,0 g. Foram
adicionados 3,0 mL de KOH 0,1 mol L' com agitagdo no vortex por 1 minuto e
deixado em repouso por mais 1 minuto. Logo apods foi adicionado 1,5 mL de
tampéo fosfato de potassio monobasico 0,01 mol L' pH 2.6 com agitagdo no
vortex por 1 minuto e deixado em repouso por mais 1 minuto. Finalmente foi
adicionado mais 0,5 mL de &cido tricloroacético de forma cuidadosa (sem agitacao
brusca) e deixada em repouso por 5 minutos. Em seguida todas as amostras
foram centrifugadas por 5 minutos a 125000 x g, ap6s isto foram filtradas em papel

de filtro Watmamm (0,45 um).
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Para a amostra de farinha de trigo houve modificacdo na extragao com
adigao de um modificador organico para melhores resultados. Iniciou-se portanto a
extracdo com 1,0 mL de acetonitrila, 2,5 mL de KOH 0,1 mol L' e 1,0 mL de
tampao fosfato de potassio monobasico 0,01 mol L™ pH 2.6, apés isto, procedeu-
se da mesma forma conforme descrito anteriormente.

Todas as amostras, as solugdes padrées e a fase moével foram filtradas em
membrana 0,45 um (Millipore HAWP e HAWP04700). Os extratos purificados
foram injetados, volume de 100 pL, e imediatamente analisados utilizando CLAE.

A fase movel utilizada para a separagéo do acido folico foi uma solugao de
acido acético glacial 2,0 %, com pH ajustado para 2,7 com KOH, a uma vazao de
0,5 mL min™.

O acido félico (AF) foi separado em sistema de eluigao por gradiente,
iniciando com 90 % de solucdo aquosa de &cido acético e 10 % de acetonitrila
(v/v), chegando em 5 minutos a 80 % de solugéo acido acético e 20 % de
acetonitrila (v/v), e entdo a concentragéo de acetonitrila foi mantida nessas
condicdes até o final da corrida, em 10 minutos. Apos isto um periodo de limpeza
foi feito com 100 % de acetonitrila até 15 minutos. As condi¢des iniciais foram
retomadas e a coluna re-equilibrada por 5 minutos, antes da proxima injecao.

A detecgao foi feita em detector de arranjo de diodos (DAD). O acido félico foi
detectado na regido do ultravioleta com 290 nm.

A identificagéo da vitamina foi feita por comparacéo dos tempos de retengao,
obtidos com padrées analisados nas mesmas condigoes, co-cromatografia e pela
comparagéo dos espectros de absorgao. A pureza do pico foi determinada pelo
sistema ploter disponivel no software HP-Chemstation. A quantificagao foi feita por
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padronizacdo externa e a curva de calibragdo foi construida para a forma da
vitamina encontrada no alimento analisado, sendo cada ponto representado pela
média de trés determinagdes com minimo de 5 pontos. A validagdo do método

esta descrita no Artigo 2.

2.4. Determinacgao do ferro

2.4.1. Reagentes

Os reagentes de grau analitico como acido nitrico e peroxido de hidrogénio
bem como o acido cloridrico comercial (preparagdo do banho de limpeza para
frascos utilizados para determinacéo de ferro) foram adquiridos da Merck ou Synth

(Brasil).

2.4.2. Equipamento

Espectrometro de Absorcdo Atémica, modelo Analyst 3110, com uma
lampada de deutério para corre¢do da radiagao de fundo e lampada de catodo oco

foi utilizado para determinagdo de ferro (248,3 nm), fabricado pela Perkin Elmer.

2.4.3. Limpeza das vidrarias

Todas as vidrarias foram lavadas em banho de detergente e enxaguadas
com agua até total eliminagdo de espumas. Foram colocadas todas as vidrarias

em banho de acido (cloridrico comercial) 10 % (v/v), mantidas no banho por, pelo
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menos, 12 horas e apds isto foram enxaguadas com agua deionizada. As vidrarias

foram secas ao ar livre.

2.4.4. Mineralizacao das amostras

Foram pesadas em papéis vegetais, cerca de 0,6000 g de cada uma das
matrizes avaliadas. As amostras foram transferidas para tubos de digestéo e 2 mL
de acido nitrico concentrado foi adicionado. Preparou-se, também, dois tubos

“brancos” (sem as amostras).

Ap6s isto, colocaram-se pequenos funis na entrada de cada tubo de
digestdo e levados para o bloco digestor para iniciar o aguecimento. A
temperatura foi ajustada para 100 °C. Os funis permitiram que o acido nitrico
ficasse em refluxo e o aquecimento foi mantido por 2 horas. Os tubos foram
retirados do aquecimento e resfriados em agua corrente. Apés o resfriamento foi
adicionado, 1 mL de peroxido de hidrogénio em cada tubo (inclusive nos brancos)
e levados novamente para o bloco digestor e, desta vez, a temperatura foi
ajustada para 110 °C, por 30 minutos. A temperatura foi aumentada para 130°C e
deixada por mais 1 hora. Entdo os tubos foram retirados do bloco digestor e
deixados em repouso até total resfriamento.

Adicionou-se uma pequena quantidade de &gua deionizada (5 mL) aos
tubos de digestdo e estes foram colocados em um banho de ultra-som por alguns
segundos. O conteudo dos tubos foi transferido para baldes volumétricos de 25

mL e completado o volume.
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As determinagées de ferro foram feitas, em triplicata, utilizando-se a técnica
de Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Chama (Analytical Methods

Committee, 1987).

2.4.5. Determinacao quantitativa do ferro

A determinacdo quantitativa de ferro foi realizada por espectrofotometria de
absorcdo atémica com chama em aparelho marca Perkin Elmer, modelo 3110. O
liquido foi aspirado com a ajuda de um nebulizador pneumatido e misturada ar
(oxidante) e acetileno (combustivel), 10 e 3 L™ de fluxo médio, respectivamente.

Uma ldampada de deutério foi utilizada para corregéo da radiagéo de fundo e
lampada de catodo oco para determinagédo de ferro (248,3 nm) de acordo com a
metodologia proposta e validada de acordo Boen et al, 2008. Os resultados das

andlises realizadas em triplicata foram expressos em mg 100 g’

2.5. Analise Estatistica dos Resultados

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
ao Teste de Tukey, ao nivel de 95 % de confianga, utilizando-se o software

Statistica, versao 7.0.

3. Resultados e Discussao

Nas Figuras 1, 2, 3, 4 podem ser visualizados os perfis cromatograficos do

padrédo de acido folico (A1) de amostra de bolo, mix, fuba de milho e farinha de
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trigo (B2). Os tempos de retengdo encontrados nas matrizes analisadas foram
8,52 min para o bolo, 8,13 min para o mix, 8,05 min para a fuba de milho e 8,38

min para a farinha de trigo.

1 - v = - T —— T - . v
8 a 0 11 12 man
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Figura 1: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padrao de acido folico (A)
e amostra de bolo (B). Os picos identificados s@o do acido folico 1 (8,53 min) e 2 (8,52 min).
Coluna Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluicdo por gradiente: 90 % de solugdo
aquosa de &cido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solugéo de acido acético e 20 %
de acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgdo até 10 min. Limpeza da coluna: 100 %
de acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vaz&o: 0,5 mL min”'. DAD: 290 nm.

107




Art.3 Determinacgéo de acido fdlico e ferro em bolo, farinha, fuba e mix

nAu‘1
200
120 4 e
100

=2

1

a

=0 4

10

1m0 ]

700

8 @ 10 1 2 min

mau

E B
180

100

=a 2

5 ‘—F‘N\_____.&,____r__——___\_,/ﬂh__‘__“_____,—_______

=0 3
100
amn
200 3

Figura 2: Perfil cromatogréafico obtido através do método validado para o padréo de acido folico (A)
e amostra de mix (B). Os picos identificados s&o do acido félico 1 (8,14 min) e 2 (8,13 min). Coluna
Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Elui¢do por gradiente: 90 % de solugéo aquosa de
acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solugdo de acido acético e 20 % de
acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgédo até 10 min. lepeza da coluna: 100 % de
acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vazao: 0,6 mL min”'. DAD: 290 nm.
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Figura 3: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padrao de acido folico (A)
e amostra de Fuba (B). Os picos identificados sao do acido folico 1 (8,15 min) e 2 (8,05 min).
Coluna Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigdo por gradiente: 90 % de solugao
aquosa de acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solugéo de acido acético e 20 %
de acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta propor¢édo até 10 min. lepeza da coluna: 100 %
de acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vazé&o: 0,5 mL min"'. DAD: 290 nm.
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Figura 4: Perfil cromatogréfico obtido através do método validado para o padrao de acido folico (A)
e amostra de Trigo (B). Os picos identificados sé@o do acido félico 1 (8,42 min) e 2 (8,38 min).
Coluna Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigéo por gradiente: 90 % de solugao
aquosa de acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solug&o de acido acético e 20 %
de acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgéo até 10 min. Limpeza da coluna: 100 %
de acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vazao: 0,5 mL min”'. DAD: 290 nm.

Para a avaliagao do teor de é&cido folico e ferro o bolo de fuba, mix, farinha
de trigo e fuba de milho foram analisados amostras de 3 diferentes fornecedores
demonstrados nas Tabelas 1 e 2. Os fornecedores A e B utilizaram no preparo do
bolo a farinha de trigo e o fuba de milho e o fornecedor C utilizou o mix (farinha de

trigo e fuba de milho). Os bolos foram adquiridos na cidade de Campinas.
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TABELA 1. Teor de acido folico (AF) em bolo, mix, farinha de trigo e fuba de
milho.

; g AF ug 100 g’
Amostra Fornecedor Lote Falxaide C?F - # cV %
ug 100 g M = DP
Bolo de fuba* 1 39,87 - 49,82 4525 +3,18° 7,02
2 36,45 - 51,50 43,48 +3,91° 8,99
3 37,77 - 49,61 4168 +222° 5,33
1 44,50 - 62,51 54,52 +1,89° 3,47
2 43,38 - 52,37 47,51 +1,91° 4,02
3 45,58 - 58,65 52,24 +1,74° 3,33
1 90,25 - 106,75 96,96 + 5,18 * 5,34
2 76,39 - 93,08 82,81+533° 6,44
3 80,72 - 96,07 89,30 +5,22° 5,84
Mix** 1 173,81 - 190,62 181,29+ 8,56 ° 4,72
2 147,67 - 167,75 156,93 + 10,13 ® 6,46
3 165,77 - 185,99 173,17 +11,15° 6,44
Farinha de trigo** 1 129,38 - 152,39 139,37 + 11,80 ° 8,47
2 144,92 - 183,29 159,66 + 10,52 * 6,59
3 135,42 - 157,64 144,70 + 11,65° 7,99
1 135,44 - 160,14 147,19+ 12,40 * 8,42
2 123,33 - 139,97 130,64 + 8,50 * 6,51
3 146,20 - 165,57 155,01 +9,80 ° 6,32
Fuba de milho** 1 199,90 - 215,55 207,92 +7,83° 3,77
2 202,30 - 232,05 217,32 +14,87 ° 6,84
3 185,63 - 213,27 198,72 + 13,88 ° 6,98
1 195,35 - 230,32 208,14 + 14,21 ° 6,83
2 163,35 - 182,35 175,34 + 10,43 ® 5,95
3 169,90 - 199,00 183,49 + 14,99 * 8,17

Valores assinalados com a mesma letra ndo apresenta diferenga significativa entre lotes, mesmo

fornecedor(p>0,05).

*Faixa de concentragdo: menor e maior concentracdo (n=15)
**Faixa de concentragdo: menor e maior concentragdo (n=3)
*M + DP: média das amostras (n=15) * estimativa do desvio padrao. *CV: % coeficiente de variagéo.

**M + DP: média das amostras (n=3) + estimativa do desvio padrao. **CV: % coeficiente de variag&o.
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TABELA 2. Teor de ferro (Fe) em bolo, mix, farinha de trigo e fuba de milho.

: Femg100g’
Amosira Fornecedor  Lote Falxage Co_?c. g 4 cV %
mg 100 g M+ DP
Bolo de fuba* A 1 1,26 - 1,33 1,29 +0,03° 2,23
2 1,33-1,43 1,37 £0,04° 3,22
3 1,30-1,40 1,34 £ 0,047 2,90
B 1 1,65-1,83 1,76 £0,07° 4,19
2 1,63-1,73 1,67 +0,04° 2,19
3 160-1,75 1,69 + 0,06° 3,32
5 1 2,82 -2,94 2,89+0,04° 1,53
2 2,83-2,96 2,85+0,07° 2,52
3 2,86 - 3,03 2,93+0,06° 2,01
Mix** G 1 4,31-4,46 4,41+0,08° 1,88
2 422-439 432+0,09° 1,97
3 4.37-450 4,44 +0,06° 1,39
Farinha de trigo** A 1 3,89-4,16 4,02 +0,09° 2,35
2 4,31-4,45 4,37 +0,07° 1,63
3 418-4,43 428 +0,13° 3,01
B 1 4,43 -4,80 462+0,19? 4,08
2 4,11-4,25 4,16 +£0,07° 1,79
3 4,07 - 4,33 4,22 +0,13° 3,07
Fuba de milho** A 1 4,16 -4,35 4,27 +0,10° 2,26
2 415-4,49 430+0,17% 4,05
3 4,12 -427 4,21+0,08% 1,89
B 1 4,05 - 4,21 415+0,09° 2,20
2 4,23-4,39 4,31+0,08° 1,90
3 4,18 - 4,35 425+0,09? 2,08
Valores assinalados com a mesma letra ndo apresenta diferenga significativa entre lotes, mesmo
fornecedor(p>0,05).

*Faixa de concentragdo: menor e maior concentragéo (n=15)
**Eaixa de concentracdo: menor e maior concentragio (n=3)
*M + DP: média das amostras (n=15) + estimativa do desvio padréo. *CV: % coeficiente de variagao.
“*M + DP: média das amostras (n=3) + estimativa do desvio padrao. **CV: % coeficiente de variag&o.

A tabela 3 apresenta o teor médio de acido félico e ferro, bem como as
faixas de concentracdes. Entre os trés fornecedores analisados no bolo de fuba,
dois fornecedores de farinha de trigo e dois fornecedores de fuba de milho. Cabe
ressaltar que o mix ndo aparece nesta tabela, pois foi utilizado por um unico

fornecedor. Também esta demonstrada a analise estatistica dos resultados.
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TABELA 3. Teor médio de acido folico (AF) e ferro (Fe) entre fornecedores em
bolo, farinha de trigo e fuba de milho.

AFug100g’ Femg 100 g’
Amostra Fornecedor H
M M
Bolo de fuba* A 43,47° 1,53
B 51,42° 1 7P
G 89,69° 2,897
Farinha de trigo** A 147 917 4,22°
B 144,28° 4,33"
Fuba de Milho** A 207,99° 4,26°
B 188,99° 4,247

Valores assinalados com a mesma letra ndo apresenta diferenga significativa entre fornecedores (p>0,05).
*M: média das amostras (n=45) + estimativa do desvio padréo.
**M: média das amostras (n=9) + estimativa do desvio padréo.

Para as amostras de bolo de fuba analisadas verificou-se que a
concentragdo de acido folico variou, em média, de 41,68 a 96,96 ug 100 g’. Para
esse tipo de alimento, ndo existe legislacdo especifica quanto ao teor de acido
folico desejado no produto final.

Para a farinha de trigo o teor de acido félico variou de 130,64 a 159,66 ug
100g™, para o fuba de milho variou de 174,34 a 217,32 pg 100 g’ e para o mix
variou de 156,93 a 181,29 ug 100 g"'. Constatou-se que a concentragdo da
vitamina, para a farinha de trigo, oscilou entre valores abaixo e acima de 150 ug
100 g™'. Ja para o fuba de milho e mix houve variagdo apenas acima do esperado.
Os resultados obtidos demonstram nao haver uma uniformidade nos teores de
acido félico para as farinhas. Estes dados podem contribuir negativamente sobre a

confiabilidade do programa de fortificagdo. As variagdes podem ser explicadas por
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problemas por parte dos moinhos durante a adicdo ou homogeneizacdo da

vitamina na matéria-prima.
Boen et al. (2008) encontraram valores em média de 73 a 233 ug 100 g™

para farinha de trigo e 96 a 558 g 100 g™ para fuba, confirmando que os teores
de acido folico variaram muito para as amostras.

Nas analises de ferro constatou-se que o teor do mineral para os bolos de
fuba variou, em média, 1,29 a 2,93 mg 100 g'. Isto pode ser explicado
considerando que, no bolo, estas farinhas sdo adicionadas (diluidas) em uma
massa onde estdo colocados os outros ingredientes para a obteng&o do produto
final.

Para a farinha de trigo, fuba de milho e mix o teor médio do ferro oscilou
entre 4,02 a 4,62 mg 100 g™, 4,15 a 4,31 mg 100 g, 4,32 a 4,44 mg 100 g,
respectivamente. As analises do mineral nas farinhas fortificadas, em geral,
demonstraram estar bem proximo ao esperado (4,2 mg 100 gh).

Boen et al. (2008) obtiveram teores de ferro para a farinha de trigo em
média de 4,6 a 7,4 mg 100 g’1 e para o fuba de 4,0 a 8,9 mg 100 g’ indicando
valores acima do esperado (4,2 mg 100 g"). Segundo Kira et al. (2006) das 85
amostras analisadas de farinha de trigo apenas 34,1 % encontravam-se dentro do
intervalo de tolerancia de 3,4 e 5,0 mg 100 g’ de ferro, sendo que 51,8 % das
amostras apresentaram resultados superiores e 14,1 % abaixo do limite minimo
estabelecido.

O consumo bolos prontos é de 0,697 kg/pessoa/ano, de acordo com dados

da Pesquisa de Orgamento Familiar (POF 2002-2003, IBGE, 2007), o que equivale
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a 1,9 g/pessoaldia. Dessa forma, a ingestao de bolos de fuba confeccionados com
farinhas fortificadas, fornece menos de 1 % das recomendagdes nutricionais de
acido folico, que é de 240 pg/dia para adultos e de ferro que & de 14 mg/dia o
recomendado para adultos (ANVISA, 2005). Por outro lado se considerarmos que
a ingestdao de uma pessoa seja em média 100 g de por um pedago de bolo e o
teor médio de &cido folico encontrado no bolo de 55 ug 100 g forneceria em
média 22 % das recomendacgdes para adultos e para o ferro considerando o teor
médio de 2,0 mg 100 g~ forneceria em média 15 % das recomendagées para
adultos.

Expressando a precisdo em termos de coeficientes de variagdo (CV), a
FDA e a ANVISA recomendam que os resultados ndo excedam 15 % de CV
(exceto para o limite de quantificagéo, o qual ndo deve exceder 20 % do CV). A
variacdo dos CV foi de 3,33 a 8,99 % para o acido félico e 1,39 a 4,19 % para o
ferro, estando assim, dentro do recomendado.

Pelas analises estatisticas, ANOVA e teste de Tukey, os resultados n&o
indicaram haver diferenca significativa nos valores obtidos para as concentragoes
de acido félico e ferro entre os lotes das amostras de bolos de fuba, mix, farinha
de trigo e fuba de milho com 95% de confianga. Para o acido folico o bolo de fuba
se destacou com diferenga significativa somente para o fornecedor C, obtendo a
maior concentracdo de acido folico. Ja para o ferro os trés fornecedores de bolo

de fuba analisados diferiram entre si.
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4. Conclusoes

Para as amostras de bolo analisadas o teor de acido folico encontrado
variou, em média, de 41,68 a 96,96 ug 100 g’ e para o ferro variou, em média,
1,29 a 2,93 mg 100 g'. Cabe ressaltar que para esse tipo de alimento, ndo existe
legislacdo especifica quanto ao teor de acido félico e ferro desejado no produto
final.

Para a farinha de trigo, houve grande oscilagdo no teor da vitamina.
Curiosamente para o fuba de milho e mix houve variagdo apenas acima do
esperado dos 150 pg 100 g'. As analises do mineral nas farinhas fortificadas, em
geral, demonstraram estar bem proximo ao esperado de 4,2 mg 100 g’

Esses dados sdo de grande importancia para a avaliagdo dos impactos da
campanha de enriquecimento dessas matrizes.

Este estudo confirma claramente o que a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) vem relatando, sobre o problema da quantidade de
micronutrientes em lotes analisados de farinhas de trigo, fuba e flocos de milho
(principais matéria-prima de paes e bolos) de varias industrias no Brasil, afirmando
que alguns lotes estdo com uma guantidade aléem da necessaria e outros apenas
com tracos ou auséncia destes micronutrientes.

Sendo assim, é de grande importancia que seja tragada uma estratégia
para o acompanhamento durante a adigao e homogeneizagédo de micronutrientes
por parte de orgaos fiscalizadores para que o programa de fortificagdo atinja seus

propositos.

115




Art.3 Determinacéo de acido folico e ferro em bolo, farinha, fuba e mix

5. Agradecimentos

A Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, Departamento de
Ciéncia de Alimentos, Laboratério de Andlise de Alimentos pelo desenvolvimento

do projeto e a CAPES e CNPq pela bolsa de doutorado concedida.

116




Art.3 Determinagao de &cido folico e ferro em bolo, farinha, fuba e mix

6. Referéncias Bibliograficas

ANALYTICAL METHODS COMMITTEE (Royal Society of Chemistry). Analyst,
112, 199-204, 1987.

ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) - Resolugdo RDC n° 344, de 13
de dezembro de 2002. Regulamento técnico para a fortificacdo das
farinhas de trigo e das farinhas de milho com ferro e acido félico. Diario
oficial da unido, Brasilia, 18 de dezembro de 2002. Disponivel em
<www.anvisa.gov.br > acesso em 09/2009.

ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) - Resolugédo RDC n°® 269, de 22
de setembro de 2005. Regulamento técnico sobre a ingestao diaria
recomendada (IDR) de proteina, vitaminas e minerais. Diario oficial da
unido, Brasilia, 23 de setembro de 2005. Disponivel em <www.anvisa.gov.br >
acesso em 09/2009.

BOEN, T. R.: SOEIRO, B. T.; PEREIRA-FILHO, E. R.; LIMA-PALLONE, J. A. Folic
Acid and Iron Evaluation in Brazilian Enriched Corn and Wheat Flours Journal
of the Brazilian Chemical Society, 19(1): 53-59, 2008.

BOYLES, A.B.: BILLUPS, A.V.; DEAK, K.L.; SIEGEL, D.G.; MEHLTRETTER, L.;
SLIFER, S.H.; et al. Neural Tube defects and folate pathway genes: family-
based association tests of gene-gene and gene-environment interactions.
Environ Health Perspect, 114(10):1547-52, 2006.

COOK, J.D.: BAYNES, R.D.; SKIKNE, B.S. Iron deficiency and the measurement
of iron status. Nutrition Research Reviews, 5: 189-202, 1992.

CZEIZEL, A.E.; DUDAS, I. Prevention of the first occurrence of neural tube defects
by perioconceptional vitamin supplementation. New England Journal of
Medicine, 327(226): 1832-1835, 1992.

FAIRWEATHER-TAIT, S.J.: JOHNSON, |.T.; WHARF, S.G.; LUND, EK. Iron-
getting the balance right. Nutrition and Food Science, 6: 212-4, 1997.

FOKKEMA, M.R., MEIJER, W.M., DE JONG-VAN DEN BERG, L.T.W. Benefits
and concerns regarding folic acid fortification. Nederlands Tijdschrift voor
Klinische Chemie en Laboratoriumgeneeskunde, 30(3): 218-223, 2005.

GERMANI, R.: ASCHERI, J.L.R,; SILVA, F.T,TORREZAN, R; SILVA, K.L,;
NETTO, A.G.: NUTTI, M.R. Embrapa. Agroindustria de alimentos. Manual de
fortificacao de farinhas de trigo. 2001. Embrapa Agroindustria de Alimentos.
Rio de Janeiro, RJ; 56p. Disponivel em<
http://www.ctaa.embrapa.br/produtos/pdf/doc46-2001.pdf> acesso em
11/2009.

HAKANSSON, B.; JAGERSTAD, M.; OSTE, R; AKESSON, B.; JONSSON, L. The
effects of various thermal processes on protein quality, vitamins and selenium
content in whole-grain wheat and white flour. Journal of Cereal Science, 6:
269-282, 1987.

INSTITUTE OF MEDICINE. Dietary reference intakes for thiamin, riboflavin,
niacin, vitamin B6, folate, vitamin B12, pantothenic acid, biotin and
choline. Washington, USA: National academic Press, 1998.

IBGE. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. 2002-2003. Populacao.
Indicadores sociais. www.ibge.gov.br. Consulta em 01/2010.

1¥7




Art.3 Determinacéo de acido folico e ferro em bolo, farinha, fuba e mix

KIRA, C.S. et al. Avaliagdo dos teores de ferro em farinhas de trigo fortificadas,
Sao Paulo, Brasil. Revista Instituto Adolfo Lutz, 65(3): 181-185, 2006.

MARTINEZ-NAVARRETE, N.; CAMACHO, M.M.; MARTINEZ- LAHUERTA, J;
MARTINEZ-MONZO, J.: FITO, P. Iron deficiency and iron fortified foods — a
review. Food Research International, 35: 225-31, 2002.

MUSKIET, F.A.J. The importance of early folate status to primary and secondary
coronary artery disease prevention. Reprodutive Toxicology, 20(3): 403-410,
2005.

PAIVA, A.A.; RONDO, P.H.C; GUERRA SHINOHARA, E.M. Parametros para
avaliagdo de estudo nutricional de ferro. Revista Satide Publica, 34: 421-426,
2000.

QUINLIVAN, E.P.: GREGORY, J.F. Effect of food fortification on folic acid intake in
the United States. American Journal of Clinical Nutrition, 77: 221-225,
2003.

WHO. World Health Organization. Micronutrient deficiencies: Battling iron
deficiency anemia. 2005. Disponivel em: http://www.who.int/nut/ida.htm
Acesso em: 09 Set. 2009.

118




Art. 4 Determinagéo de 4cido félico e ferro em leite e suco de soja

Artigo 4

DETERMINACAO DE ACIDO FOLICO E FERRO EM LEITE E SUCO
DE SOJA

Elede Martins Elias e Helena T. Godoy *
Departamento de Ciéncia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos,

Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), Campinas-SP, Brasil.

* helena@fea.unicamp.br

119




Art. 4 Determinagéo de acido folico e ferro em leite e suco de soja

120




Art. 4 Determinag&o de &cido folico e ferro em leite e suco de soja

RESUMO

Certos micronutrientes como vitaminas e minerais tem sido utilizados na adi¢éo de
alimentos visando garantir a ingestédo adequada. Nos Ultimos anos o acido folico,
uma vitamina do complexo B, tem despertado um grande interesse devido a sua
ligacdo na prevengdo dos defeitos do tubo neural e possivel prevencdo de
doencas cardiovasculares, alguns tipos de canceres e problemas neuro-
psiquiatricos. Dentre os minerais destaca-se o ferro, pois sua deficiéncia incluindo
sua forma mais severa, a anemia, é considerada a doenga mais prevalente em
todo mundo. A fortificagdo continua tem sido uma das principais estratégias
empregadas para minimizar estes problemas, devido a sua abrangéncia,
biodisponibilidade e baixo custo. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, segundo a Resolugdo RDC n° 344, tornou obrigatoria a fortificagéo de
farinhas de milho e de trigo com é&cido folico e ferro, a partir de junho de 2004.
Para cada 100g de farinha de milho ou trigo deve haver no minimo 150 ug de
acido folico e 4,2 mg de ferro. Atualmente, ha uma grande variedade de produtos
alimenticios ja enriquecidos com &cido félico e ferro. O objetivo desse trabalho foi
determinar o teor de acido folico e ferro adicionados em leite e suco de soja e
comparar com o declarado em seus respectivos rotulos. Foi utilizado um método
em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) descrito no Artigo 2. O teor de
4cido folico encontrados no suco e leite de soja variou de 17,54 a 26,27 ug 100
mL" e 18,08 a 23,63 ug 100 mL™ respectivamente, demonstrando que os valores
encontrados estdo em geral superiores, maximo de 44%, ao declarado pelas

marcas em seus rotulos. Para o ferro a determinagao quantitativa foi realizada por
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espectrofotometria de absorgéo atémica com chama e metodologia segundo Boen
et al., 2008. O teor do mineral oscilou entre 0,88 a 1,28 mg 100 mL™ para o suco e
0,38 a 1,91 mg 100 mL™ para o leite, observando-se assim, uma grande variagéo
no teor de ferro encontrados estando em desacordo com o declarado nos rotulos.
Os valores de CV nao excederam a 8,90 % para o acido félico e 7,49 % para o

ferro, estando assim, dentro do recomendado pela ANVISA (n&do exceder a 15 %).

Palavras-chave: Acido félico, ferro, suco e leite de soja, quantificagéo, CLAE.
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ABSTRACT

Certain micronutrients such as vitamins and minerals have been used in the
addition of food in order to ensure adequate intake. In recent years, folic acid, a B
complex vitamin, has aroused great interest due to its link in the prevention of
neural tube defects and possible prevention of cardiovascular disease, some
cancers and neuro-psychiatric problems. Among the minerals the iron is
distinguished, because its deficiency includes the most severe form of anemia, and
is considered the illness most prevalent worldwide. A continuous fortification has
been one of the main strategies used to minimize this problem, because of its
comprehensiveness, bioavailability and low cost. In Brazil, the National Agency for
Sanitary Vigilance according to Resolution RDC 344, the fortification is mandatory
for wheat flour and corn flour with folic acid and iron, as of June 2004. For every
100 g of corn flour or wheat should be at least 150 ug of folic acid and 4.2 mg of
iron. Currently, there is a wide variety of food already fortified with folic acid and
iron. The objective of this study was to determine the levels of folic acid and iron
added in milk soy and juice soy and compare them with the declared in their
respective labels. Thus was used a method in high-performance liquid
chromatography (HPLC) as described in Article 2. The levels of folic acid found in
the soy juice and soy milk ranged from 17.54 to 26.27 mg 100 mL™" and 18.08 to
23.63 mg 100 mL" respectively, showing that the values in general above,
maximum 44%. the declared by the marks on their labels. For the iron was
quantitatively determined by atomic absorption spectrophotometry with flame and

methodology according Boen et al., 2008. The levels of the mineral ranged from
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0.88 to 1.28 mg 100 mL"" for soy juice and 0.38 to 1.91 mg 100 mL™" for soy milk
observing thus a wide variation in levels of iron being found in disagreement of the
declared labels. The CV values did not exceed 8.90 % for folic acid and 7.49 % for

iron and are therefore within the recommended ANVISA (not to exceed 15%).

Keywords: Folic acid, iron, juice and soy milk, quantification, HPLC.
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1. Introducao

Segundo o Codex Alimentarius, enriquecimento ou fortificagéo de alimentos
é a “adicdo de um ou mais nutrientes essenciais a um alimento, com o proposito
de prevenir ou corrigir a deficiéncia em um ou mais nutrientes em uma populagao”
(CODEX, 1987).

Certos micronutrientes como vitaminas e minerais tem sido utilizados na
adicdo de alimentos visando garantir a ingestéo adequada por parte da populagao.

O acido folico, vitamina do complexo B denominada vitamina B, € requisito
para o crescimento normal, na fase reprodutiva (gestacao e lactacao) e na
formacdo de anticorpos. Atua como coenzima no metabolismo de aminoacidos
(glicina) e sintese de purinas e pirimidinas, sintese de acido nucléico DNA e RNA
e & vital para a divisdo celular e sintese protéica (CZEIZEL, 1996).

O acido folico tem um papel fundamental no processo da multiplicacéo
celular, sendo, portanto, imprescindivel durante a gravidez. As gestantes s&o
propensas a desenvolver deficiéncia de folato provavelmente devido ao aumento
da demanda desse nutriente para o crescimento fetal e tecidos maternos
(VITOLO, 2003).

Alguns estudos tém indicado que, para além da prevencgdo de defeitos do
tubo neural, o acido félico pode interferir no metabolismo da homocisteina
contribuindo para a prevengdo da doenga cardiovascular, efeito protetor em
relagdo ao cancer e prevengdo de problemas neuro-psiquiatricos, tais como

deméncia e depressao (BAILEY, RAMPERSUAD e KAUWELL, 2003).
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O ferro € um mineral de grande importancia no estudo das caréncias
nutricionais, pois a anemia e a deficiéncia de ferro afetam mais de 3,5 bilhGes de
individuos no mundo em desenvolvimento. A Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) estima que, para cada pessoa com anemia, exista, a0 menos, mais uma
com deficiéncia de ferro. Assim, em uma populagdo com 50 % de criangas com
anemia, 100 %, de fato, sédo deficientes em ferro (QUEIROZ e TORRES, 2000;
SANTOS et al., 2002).

Criangas e gestantes representam um grupo com grande vulnerabilidade a
esta caréncia, em virtude do aumento das necessidades de ferro, induzidas pela
rapida expans@o da massa celular vermelha e pelo crescimento acentuado dos
tecidos (PAIVA, RONDO e GUERRA-SHINOHARA, 2000).

No Brasil, ndo existe um estudo nacional sobre a prevaléncia de anemia
ferropriva (QUEIROZ e TORRES, 2000). Estudos populacionais, comparando a
prevaléncia de anemia em é&reas urbanas com a de areas rurais, indicam que
essas Ultimas detém percentuais bem mais elevados, demonstrando que a anemia
ferropriva esta presente em aproximadamente, 50 % das criangas das areas rurais
do Brasil (MONTEIRO, SZARFARC e MONDINI 2000; OSORIO, 2002).

Desta forma, a fortificagdo de alimentos, ou seja, a adigdo de vitaminas e
minerais a alimentos de grande uso, visando garantir a ingestao diaria
recomendada, € um procedimento eficaz na prevengao da deficiéncia de varios
micronutrientes, como as do ferro e acido félico (BROGNOLI, 2008).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, segundo a Resolugdo RDC n°
344 de dezembro de 2002, tornou obrigatéria a fortificagao de farinhas de milho e

de trigo com acido folico e ferro, a partir de junho de 2004. Para cada 100g de
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farinha de milho ou trigo deve haver no minimo 150 pg de éacido félico e 4,2 mg de
ferro (ANVISA, 2002)

A escolha do produto alimenticio para fortificagdo depende dos habitos
alimentares da populagéo, dos aspectos logisticos do processo de fortificagao e a
relagdo quimica entre o micronutriente e o produto a ser fortificado (SANTOS e
PEREIRA, 2007).

O enriquecimento de alimentos ¢ uma forma barata, pratica e efetiva
utilizada pela industria de alimentos, seja para atender as recomendacoes
regulamentadas, seja como estratégia de marketing para impulsionar a venda dos
produtos (LUCOCK, 2000).

O mercado mundial de bebidas tem desenvolvido aguas, sucos, iogurtes,
isoténicos, refrigerantes, energéticos e fortificados com acido folico, a fim de evitar
a caréncia desta vitamina e as possiveis doengas a ela relacionadas (PRIETO et
al., 2006). De acordo com dados dos fabricantes, com base na ACNielsen,
companhia que oferece informagdes de mercado para diversos produtos, o
mercado de suco a base de soja é o setor que mais cresce desde 2002. Em 2004
teve um aumento em valor de 30 % e em 2005 mais de 66 %.

O leite e suco de soja podem ser considerados um alimento adequado para
a fortificacdo pelo crescente seguimento do mercado industrial e por ser
consumido por grande parte da populagéo, principalmente por ser muito bem
adaptado a populagao.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi determinar os teores de
4cido folico e ferro adicionados em leite e suco de soja e comparar com O
declarado em seus respectivos rotulos.
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2. Parte Experimental

2.1. Produtos analisados

As amostras de suco e leite de soja foram adquiridas na cidade de
Campinas. O suco de soja foi obtido de apenas uma marca (disponivel
comercialmente), trés diferentes lotes (3 amostras de cada lote). O leite de soja foi
obtido de duas marcas (disponiveis comercialmente), trés diferentes lotes (3

amostras de cada lote).

2.2. Determinacao do acido félico

2.2.1. Reagentes

O padriao de &cido folico (lote: F-7876, com 98 % de pureza
aproximadamente) foi adquirido da SIGMA (USA). A acetonitrila, grau
cromatografico, fosfato de potassio monobasico, o acido acético e tricloroacético,
grau analitico, foram adquiridos da Merck (Brasil). A agua utilizada no preparo do
tamp&o, das amostras e da fase movel foi purificada no sistema Milli-Q (Millipore).
A fase movel, os solventes organicos, as solugdes padroes e as amostras foram
filtradas em filtros de membrana da Millipore (HAWP e HAWP04700), com poros

de 0,45 um de diametro.

2.2.2. Equipamento

Utilizou-se um cromatégrafo a liquido HEWLETT PACKARD (HP) série
1100 (Agilent), com injetor automatico e capacidade de 1 até 100 uL,

degaseificador, bomba quaternaria, equipado com detector de arranjo de diodos
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(DAD) UV-visivel e de fluorescéncia, dispostos em seérie e compartimento
controlador de temperatura para coluna analitica. O software HP-Chemstation foi
utilizado para administragdo do sistema de aquisi¢cao e tratamento de dados. A
coluna utilizada para o processo cromatografico foi uma Hypersil, ODS-2, 3 ym,

100 mm x 4.6 mm d.i.

2.2.3. Método

A analise foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Para a extragéo inicialmente a amostra foi homogeneizada e retirado 1,0 mL.
Foram adicionados 3,0 mL de KOH 0,1 mol L™' com agitagdo no vortex por 1
minuto e deixado em repouso por mais 1 minuto. Logo apos foi adicionado 1,5 mL
de tampao fosfato de potassio monobésico 0,01 mol L™ pH 2.6 com agitagdo no
vortex por 1 minuto e deixado em repouso por mais 1 minuto. Finalmente foi
adicionado mais 0,5 mL de acido tricloroacético de forma cuidadosa (sem agitagao
brusca) e deixada em repouso por 5 minutos. Em seguida todas as amostras
foram centrifugadas por 5 minutos a 125000 x g, apods isto foram filtradas em papel
de filtro Watmamm (0,45 pm).

Todas as amostras, as solugdes padroes e a fase moével foram filtradas em
membrana 0,45 um (Millipore HAWP e HAWP04700). Os extratos purificados
foram injetados, volume de 100 uL, e imediatamente analisados utilizando CLAE.

A fase movel utilizada para a separagéo do acido folico foi uma solucao de
acido acético glacial 2,0 %, com pH ajustado para 2.7 com KOH, a uma vazao de

0,5 mL min™.
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O acido folico (AF) foi separado em sistema de eluigdo por gradiente,
iniciando com 90 % de solugdo aquosa de acido acético e 10 % de acetonitrila
(v/v), chegando em 5 minutos a 80 % de solugdo acido acético e 20 % de
acetonitrila (v/v), e entdo a concentragdo de acetonitrila foi mantida nessas
condicdes até o final da corrida, em 10 minutos. Apés isto um periodo de limpeza
foi feito com 100 % de acetonitrila até 15 minutos. As condigbes iniciais foram
retomadas e a coluna re-equilibrada por 5 minutos, antes da proxima injecéo.

A deteccao foi feita em detector de arranjo de diodos (DAD). O acido félico foi
detectado na regido do ultravioleta com 290 nm.

A identificacdo da vitamina foi feita por comparacdo dos tempos de retengao,
obtidos com padrdes analisados nas mesmas condigbes, co-cromatografia e pela
comparagéo dos espectros de absor¢do. A pureza do pico foi determinada pelo
sistema ploter disponivel no software HP-Chemstation. A quantificagao foi feita por
padronizagdo externa e a curva de calibragdo foi construida para a forma da
vitamina encontrada no alimento analisado, sendo cada ponto representado pela
média de trés determinagdes com minimo de 5 pontos. A validagdo do método

esta descrita no Artigo 2.

2.3. Determinacao do ferro

2.3.1. Reagentes

Os reagentes de grau analitico como acido nitrico e peroxido de hidrogénio

bem como o &acido cloridrico comerciais (preparagdo do banho de limpeza para

130




Art. 4 Determinagao de &cido félico e ferro em leite e suco de soja

frascos utilizados para determinacao de ferro) foram adquiridos da Merck ou Synth

(Brasil).

2.3.2. Equipamento

Espectrometro de Absorgdo Atémica, modelo Analyst 3110, com uma
lampada de deutério para corregao da radiagdo de fundo e lampada de catodo oco

foi utilizado para determinagéo de ferro (248,3 nm), fabricado pela Perkin Elmer.

2.3.3. Limpeza das vidrarias

Todas as vidrarias foram lavadas em banho de detergente e enxaguadas
com agua até total eliminagdo de espumas. Foram colocadas todas as vidrarias
em banho de acido (cloridrico comercial) 10 % (v/v), mantidas no banho por, pelo
menos, 12 horas e apos isto foram enxaguadas com agua deionizada. As vidrarias

foram secas ao ar livre.

2.3.4. Mineralizacao das amostras

Pesou-se em papéis vegetais, cerca de 0,6000 g de cada uma das matrizes
avaliadas. As amostras foram transferidas para tubos de digestao. Adicionou-se
a0s tubos 2 mL de acido nitrico concentrado. Preparou-se, tambem, dois tubos

“brancos” (sem as amostras).
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Ap6s isto, colocou-se pequenos funis na entrada de cada tubo de digestao
e levados para o bloco digestor e iniciou-se o aquecimento. A temperatura foi
ajustada para 100 °C. Os funis permitiram que o &cido nitrico ficasse em refluxo e
o aquecimento foi mantido por 2 horas. Os tubos foram retirados do aquecimento
e resfriados em agua corrente. Apos o resfriamento foi adicionado, 1 mL de
peroxido de hidrogénio em cada tubo (inclusive nos brancos) e levados novamente
para o bloco digestor e, desta vez, a temperatura foi ajustada para 110 °C, por 30
minutos. A temperatura foi aumentada para 130 °C e deixada por mais 1 hora.
Entdo os tubos foram retirados do bloco digestor e deixados em repouso até total

resfriamento.

Adicionou-se uma pequena quantidade de agua deionizada (5 mL) aos
tubos de digestao e estes foram colocados em um banho de ultra-som por alguns
segundos. O contetido dos tubos foi transferido para baldes volumétricos de 25

mL e completado o volume.
As determinagdes de ferro foram feitas, em triplicata, utilizando-se a técnica

de Espectrometria de Absorgdo Atdmica com Chama (Analytical Methods

Committee, 1987).

2.3.5. Determinacao quantitativa do ferro

A determinagdo quantitativa de ferro foi realizada por espectrofotometria de
absorgao atébmica com chama em aparelho marca Perkin Elmer, modelo 3110. O
liguido foi aspirado com a ajuda de um nebulizador pneuméatido e misturada ar

(oxidante) e acetileno (combustivel), 10 e 3 L™ de fluxo médio, respectivamente.
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Uma lampada de deutério foi utilizada para corre¢édo da radiagdo de fundo e
lampada de catodo oco para determinacédo de ferro (248,3 nm) de acordo com a
metodologia proposta e validada de acordo com Boen et al, 2008. Os resultados

das analises realizadas em triplicata foram expressos em mg 100 g’

2.4. Analise Estatistica Dos Resultados

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
ao Teste de Tukey, ao nivel de 95% de confianga, utilizando-se o software

Statistica, versao 7.0.

3. Resultados e Discussao

Nas Figuras 1 e 2 podem ser visualizados os perfis cromatograficos do
padrao de éacido félico (A1) de amostra de suco e leite de soja (B2). O pico do
acido folico aparece isolado, os tempos de retengé@o encontrados foram 9,52 min

para o suco de soja e 9,58 min para o leite de soja em DAD a 290 nm.
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Flgura 1: Perfil cromatograflco obtldo atraves do metodo validado para o} padrao de ac:do folico (A)
e suco de soja (B). Os picos identificados s&o do acido félico 1 (9,52 min) e 2 (9,52 min). Coluna
Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigdo por gradiente: 90 % de solugdo aquosa de
acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solugdo de acido acético e 20 % de
acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgéo até 10 min. lepeza da coluna: 100 % de
acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vaz&ao: 0,6 mL min”'. DAD: 290 nm.
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Figura 2: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padréo de acido folico (A)
e leite de soja (B). Os picos identificados s&o do acido folico: 1 (9,58 min) e 2 (9,58 min). Coluna
Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigdo por gradiente: 90 % de solugéo aquosa de
acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solugdo de acido aceético e 20 % de
acetonitrila, até 5 mim e mantendo -se nesta proporgéo até 10 min. erpeza da coluna: 100 % de
acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vazéo: 0,5 mL min™". DAD: 290 nm.
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Para a avaliacédo do teor de acido folico e ferro nos sucos foram analisadas
amostras de uma marca e os leites analisados de duas diferentes marcas, as que
possuiam a vitamina na formulag&o. Os valores de &cido félico para leite e suco de
soja estdo apresentados na Tabela 1 e para os valores de ferro na Tabela 2. Nas
tabelas 1 e 2 também estdo demonstradas as andlises estatisticas para cada lote
das amostras analisadas. A seguir, a Tabela 3 apresenta teor médio de acido
folico e ferro para suco e leite de soja, e a analise estatistica das amostras entre

0s sucos e entre os leites (original e light).
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TABELA 1. Teor de acido folico (AF) em suco e leite de soja.

Amostra : -1
; ' Thifes Lote Faixa de Contf; AF ug Togpm!_ CV%
Suco e leite de soja AF ug 100 mL M =
Sucos
Péssego A 1 17,17 - 20,11 18,47 £ 1,50 ° 8,11
2 17,66 - 20,11 18,96 + 1,237 6,51
3 18,15 - 20,60 19,13 +1,30° 6,78
Goiaba A 1 17,17 - 19,80 18,49 + 1,32° 7,12
2 18,64 - 21,58 19,87 +1,53° 7,69
3 17,30 - 20,00 19,03 + 1,507 7,90
Uva A 1 20,60 - 23,80 21,99 + 1,64 ° 7,45
2 2452 - 28,00 26,27 +1,74° 6,62
3 22,07 - 25,80 2419+ 1,827 7,92
Maca A 1 16,40 - 19,40 18,03 +1,52° 8,42
2 17,20 - 18,64 17,85 +0,73° 4,09
3 18,20 - 20,10 18,97 + 1,007 5,28
Laranja A 1 18,90 - 21,40 19,97 +1,29° 8,11
2 21,70 - 23,80 22,47 +1,16° 5,16
3 19,90 - 21,80 20,63 +1,02° 4,95
Maracuja A 1 19,62 - 23,05 21,29 +1,72° 8,07
2 18,30 - 20,11 19,37 £0,95° 4,90
3 20,11 - 24,03 22,21+1,98° 8,90
Abacaxi A 1 17,90 - 21,34 19,63 +1,72° 8,76
2 18,60 - 21,08 19,78 +1,24° 6,29
3 19,44 - 22,90 21,29 +1,74° 8,18
Péra A 1 16,68 - 19,50 18,03 +1,42° 7.86
2 16,70 - 19,40 18,33+ 1,44° 7.84
3 16,68 - 18,30 17,54 + 0,827 4,66
Morango A 1 23,30 - 25,80 24,50 +1,25° 5,11
2 22,60 - 24 81 23,64 +1,11° 4,71
3 19,90- 22,70 20,97 +1,51° 7.22
Leites
Original A 1 18,10 - 20,30 19,13 +1,11° 5,78
2 17,20 - 20,00 18,27 +1,51° 8,29
3 20,20 - 22,00 21,07 +0,80° 4,28
Original B 1 22,30 - 24,70 23,63+ 1,22° 517
2 20,30 - 23,80 21,93 +1,76° 8,03
3 19,80 - 22,20 20,83 +1,23° 5,92
Light A 1 16,90 - 19,40 18,08 + 1,26 ° 6,94
2 17,80 - 19,30 18,50 + 0,75° 4,08
3 18,10 - 20,40 19,17 +1,16° 6,05
Light B 1 19,40 - 22,50 20,67 +1,63° 7,87
2 17,95 - 20,00 19,17 +1,08° 5,66
3 21,90 - 23,60 22,53+0,83° 4,12

Valores assinalados com a mesma letra ndo apresenta diferenga significativa entre lotes (p>0,05).

*Faixa de concentragdo: menor e maior concentragao (n=9)

**M + DP: média das amostras (n=9) + estimativa do desvio padréo. CV: % coeficiente de variagdo.
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TABELA 2. Teor de ferro (Fe) em suco e leite de soja.

Amosira

Faixa de Conc.

Fe mg 100 mL”

Marca Lote : 9
Suco e leite de soja Fe mg 100 mL”’ M = DP i
Sucos

Péssego A 1 0,85-0,90 0,88 +0,03° 3,07
2 0,96 - 1,11 1,04 +0,08° 7.41

3 1,10-1,17 1,11+ 0,05 476

Goiaba A 1 0,96 - 1,01 0,99 +0,03° 2,67
2 0,98 - 1,07 1,03+0,05° 4,39

3 1,10-1,13 1,12+0,02% 1,52

Uva A 1 0,98 - 1,01 1,00 +£0,01° 1,41

2 0,88 - 0,91 0,80 +0,02° 1,74

3 0,97 - 1,00 0,99 +0,02? 1,72

Maca A 1 1,20-1,23 1,21+0,01° 1,23
2 1,05-1,08 1,07 £0,02° 1,45

3 1,15-1,18 1,17 £0,02° 1,31

Laranja A 1 1,41-1,42 1,41+0,01° 0,68
2 1,09-1,10 1,10+ 0,01% 0,48

3 1,01-1,02 1,01 +0,01° 0,57

Maracuja A 1 1,14-1,19 1,17 £0,03° 2,44
2 1,25-1,31 1,28 +0,03% 2,30

3 1,14 -1,20 1,17 £0,03? 2,93

Abacaxi A 1 1,08-1,16 1,12 +0,04° 3,31
2 1,05-1,11 1,09+ 0,032 3,20

3 1,02-1,03 1,02+0,01° 0,56

Péra A 1 0,93-0,98 0,95+ 0,02° 2,55
2 1,07 -117 1,12+ 0,05? 413

3 1,09-1,10 1,09 +0,01° 0,59

Morango A 1 0,94 - 1,01 0,97 +0,03° 3,47
2 1,09-1,18 1,14 £ 0,057 3,95

3 1,19-1,28 1,24 + 0,052 3,63

Leites

Original A 1 0,38-0,38 0,38 +0,00° 0,38
2 0,47 - 0,54 0,51 +0,04° 7,49

3 0,42 -0,46 0,44 +0,02° 4,55

Original B 1 1,44 -1,68 1,56 +0,12° 7,58
2 1,42 -1,76 1,50+0,17° 10,43

3 169-1,79 1,74+ 0,05 2,90

Light A 1 0,56 -0,59 0,57 £0,01° 2,34
2 0,47 - 0,52 0,50 + 0,03 5,48

3 0,48 - 0,49 0,49+0,01° 1,79

Light B 1 1,84 -1,99 1,91 +0,08° 4,01
2 1,75-1,90 1,83+0,08° 4,29

3 1,86-1,87 1,86 +0,00° 0,17

Valores assinalados com a mesma letra nao apresenta diferenca significativa entre lotes (p>0,05).

*Faixa de concentragdo: menor e maior concentragao (n=9)
**M + DP: média das amostras (n=9) + estimativa do desvio padrao. CV:

% coeficiente de variagao.
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TABELA 3. Teor médio de 4cido folico (AF) e ferro (Fe) em suco e leite de soja.

Amostra tares AF ug 100 mL” Fe mg 100 mL™
m* m

Sucos
Péra A 17,97 ¢ 1,01°
Maca A 18,28 ¢ 1,052
Péssego A 18,86 0,96°
Goiaba A 19,13% 1,15°
Laranja A 91,02 1,17°
Maracuja A 20,96 1.21°
Morango A 23,03%° 1,082
Abacaxi A 20,23 © 1,05°
Uva A 24,16° 1,128

Leites
Original A 19,49 ™ 0,44°
Original B 22,13° 1,63°
Light A 18,58 ° 0,52°
Light B 20,79 * 1,87 °

Valores assinalados com a mesma letra ndo apresenta diferenca significativa entre sucos(p>0,05).
*M: média das amostras (n=9) + estimativa do desvio padréo.

As marcas analisadas declaram em seu rétulo, para o suco e leite de soja
prontos para beber, a concentragao de 36 ug 200 mL™" (ou 18 ug 100 mL™") para
acido folico. De todas as amostras analisadas, de acordo com a Tabela 1, apenas
1 lote de 2 tipos de suco, maga e péra, encontravam-se um pouco abaixo do valor
esperado (em torno de 5 %) de acordo com o declarado pelo fabricante no rétulo,
as demais encontravam-se proximo ao valor e apenas duas, uva e morango,
estavam acima do valor declarado (maximo de 44 %). Ja para o leite, tanto original

quanto o light, foi possivel observar que a marca A estava dentro do valor
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esperado, mas a marca B manteve-se acima do declarado no rotulo (maximo de
25 a 30 %) para os leites light e o original respectivamente.

Para as amostras de suco a concentracdo de acido félico variou de 17,54 a
26,27 ug 100 mL™ e nas amostras de leite variou de 18,08 a 23,63 ug 100 mL"
evidenciando a preocupagéo da industria em adicionar a vitamina em quantidades
maiores ao declarado a fim de garantir o teor declarado até o final de vida de
prateleira do produto.

Prieto et al. (2006), avaliaram o teor de acido folico em 11 diferentes
marcas de bebidas enriquecidas, dentre leites, sucos, iogurtes e isotonicos. Neste
estudo, os autores compararam o teor de acido félico encontrado com o declarado
no rotulo dos produtos. Em 6 marcas de leite analisadas, apenas uma apresentou
valor discordante com o rétulo que declarava 0,32 pg mL™", enquanto os autores
encontraram 0,75 ug mL"'. Em sucos, das 3 marcas analisadas, apenas uma
apresentou concentragéo ligeiramente superior ao declarado, que foi 0,72 pg mL™’
contra 0,66 pg mL™ informado na embalagem.

Lima, Catharino e Godoy (2004), também avaliaram o teor de acido folico
em bebida lactea achocolatada sendo que em duas marcas foram encontrados
valores inferiores ao declarado: 49,2 ug 100 mL" e 48,5 ug 100 mL", sendo que o
rétulo de ambas o fabricante declarava haver 300 ug 100 mL™".

Os sucos e leites de soja ja vém prontos para beber, em embalagens de
200 ml, das amostras analisadas somente duas estavam um pouco abaixo da
concentracdo de acido folico declarada no rotulo. Considerando que o produto
contenha exatamente 18 pg 100 mL" esta quantidade corresponde a 30 % das
necessidades diarias de criangas, 15 % de adultos, 10 % de gestantes. Entretanto
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os resultados obtidos para amostras com valores superiores aos declarados no
rotulo (média de 21 pg 100 mL™"), indicam que esta quantidade corresponde em
média a 35 % das necessidades diarias de criangas, 17,5 % de adultos e 11,5 %
de gestantes.

O rétulo dos sucos e leites de soja prontos para beber das marcas
analisadas, declaram a concentragéo de 2,10 mg 200 mL™" (ou 1,05 mg 100 mL™")
para o ferro. Nas analises de ferro constatou-se que o teor do mineral variou de
0,88 a 1,28 mg 100 mL™" para os sucos, de 0,38 a 0,57 mg 100 mL" para leites da
marca A e de 1,56 a 1,91 mg 100 mL™" para leites da marca B. Observou-se
grande variagdo no teor de ferro entre leites da marca A para a marca B, as
amostras da marca A apresentaram valores muito inferiores (36 a 54%) ao
declarado em seu rétulo ao contrario da marca B que demonstrou estar com
valores acima do esperado (48 a 81%). Ja para as amostras de suco, em geral,
demonstraram estar com teores de ferro muito proximos em relagdo ao declarado
no rotulo. Considerando que o produto contenha exatamente 1,05 mg 100 mL™’
esta quantidade corresponde a 36 % das necessidades diarias de criangas, 15 %
de adultos e 8 % de gestantes. Entretanto os resultados obtidos para o leite da
marca A (média de 0,45 mg 100 mL™), indicam que esta quantidade corresponde
apenas a 15 % das necessidades diarias de criangas, 6,5 % de adultos e 3,5 % de
gestantes. E para os leites da marca B (média de 1,75 mg 100 mL™") corresponde
a 60 % das necessidades diarias de criangas, 25 % de adultos e 13 % de
gestantes.

Conclui-se, portanto que os dois fornecedores para as amostras leite estao

em desacordo com o declarado em seus rotulos demonstrando haver uma falha
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na quantidade de adicdo do mineral ou em sua homogeneizagéo (quando inferior
ao esperado).

Por meio das analises estatisticas, ANOVA e teste de Tukey, observou-se
que ndo houve diferenca significativa entre os lotes das amostras analisadas tanto
para o acido félico quanto para o ferro (Tabelas 1 e 2). Considerando-se 0s sucos
de uma mesma marca pode-se observar que houve diferenga significativa
somente para o acido félico (Tabela 3). Para os diferentes tipos de leite, original e

light, houve diferenca significativa entre as marcas A e B (Tabela 3).

4. Conclusoes

Os resultados encontrados para as amostras de suco demonstraram que a
concentragédo de acido folico variou de 17,54 a 26,27 g 100 mL™" e nas amostras
de leite variou de 18,08 a 23,63 ug 100 mL™.

Neste estudo as amostras analisadas para o acido félico oscilaram entre
valores proximos e superiores (méximo de 44%) ao declarado pelas marcas em
seus rotulos.

Nas analises de ferro constatou-se que o teor variou de 0,88 a 1,28 mg 100
mL"" para os sucos, de 0,38 a 0,57 mg 100 mL™" para leites da marca A e de 1,56 a
1,91 mg 100 mL™" para leites da marca B. As amostras da marca A apresentaram
valores muito inferiores (36 a 54%) ao declarado em seu rotulo para o mineral ao
contrario da marca B que demonstrou estar com valores acima do esperado (48 a
81%). Ja as amostras de suco, em geral, demonstraram estar com teor de ferro

muito proximo em relagdo ao declarado no rotulo.
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O leite e suco de soja podem ser considerados alimento alternativo para a
fortificagdo de acido folico e ferro pelo crescente seguimento do mercado industrial
e por ser consumido por grande parte da populagéo. Entretanto o teor de acido
folico e ferro adicionados no leite e suco de soja se estivessem de acordo com o
declarado pelos fabricantes das marcas, representariam apenas 30% das
necessidades diarias das criancas e 15% dos adultos.

Os dados encontrados neste trabalho mostram a importancia de se avaliar
uma melhor padronizacdo nas quantidades adicionadas da vitamina e do mineral
garantindo que o produto final contenha quantidades préximas as declaradas pelo

fabricante no rétulo dos alimentos consumidos.
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RESUMO

O enriquecimento de alimentos vem ganhando cada vez mais espago, tendo em
vista uma forma de prevenir doengas e ainda agregar valor aos produtos, sendo
assim, destaca-se o acido félico e ferro como os micronutrientes mais utilizados
para tal fim. Visto que o acido félico pertence a uma classe de vitaminas, e estas
sao altamente sensiveis a parametros tais como temperatura, oxigénio, luz, etc.,
suas estabilidades sdo altamente afetadas pelas condigdes de processamento,
armazenamento ou cozimento. A farinha de trigo e milho foram os alimentos
escolhidos pelo Ministério da Saude para adigéo do ferro e acido félico devido sua
grande abrangéncia na populagédo em termos de consumo. Para cada 100 g de
farinha de milho ou trigo deve conter no minimo 150 pg de &cido félico e 4,2 mg de
ferro. Este trabalho teve como objetivo de quantificar o teor de acido félico e ferro
em bolos de fuba e seus ingredientes como farinha de trigo, fuba de milho e mix e
avaliar a perda de éacido félico e do ferro apos o assamento do bolo de fuba. Para
tal foi utilizado um método em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
fase movel composta de solugéo de acido acético 2 % e acetonitrila em corrida por
gradiente, coluna C18 e detecgdo com arranjo de diodos a 290 mn. A validagao do
método para o &cido folico nas matrizes analisadas esta descrita no Artigo 2. Os
teores de acido folico encontrados nos bolos de fubas variaram de 41,68 a 96,96
ug 100 g”'. Esses valores correspondem, em média, a apenas 40% do esperado
para as farinhas enriquecidas (150 ug 100 g ). Nas andlises de ferro constatou-se
que o teor do mineral para os bolos de fuba variou, em média, 1,29 a 2,93 mg 100

g' que correspondem de 30 a 70 % do valor estipulado para as farinhas. A
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variacdo do CV foi de no méximo 8,99 % para o acido félico e 4,19 % para o ferro.
As perdas para o acido félico apés o assamento do bolo oscilaram entre 16,0 a
26,0 % demonstrando haver degradagdo da vitamina, entretanto nas analises de
ferro constatou-se que as perdas foram praticamente insignificantes no processo

(0,13 a 1,30 %).

Palavras-chave: Estabilidade, acido folico, ferro, CLAE.
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ABSTRACT

The enrichment of foods is gaining more space in order to prevent forms of disease
and also add value to products, so one highlights the folic acid and iron as
micronutrients most commonly used for this purpose. Since folic acid is classified
as vitamin, their are highly sensitive to parameters such as temperature, oxygen,
light, etc., their stabilities are highly affected by the conditions of processing,
storage or cooking. The wheat and corn were the foods chosen by the Ministry of
Health for the addition of iron and folic acid because of its wide coverage in the
population in terms of consumption. For every 100 g of corn flour or wheat should
contain at least 150 micrograms of folic acid and 4.2 mg of iron. This study aimed
to quantify the amount of folic acid and iron in corn cakes and their ingredients like
wheat flour, corn meal and mix, thus evaluating the loss of folic acid and iron after
baking the cornmeal cake. For such, a method has been used through high
performance liquid chromatography (HPLC) with mobile phase containing acetic
acid and 2 % acetonitrile gradient in the race, C18 column and detection with a
diode array at 290 mn. Validation of the method for folic acid in the matrix tested is
described in Article 2. The levels of folic acid found in cornmeal cakes ranged from
41.68 to 96.96 mg 100 g'. These values correspond, on average, only 40% of that
expected for enriched flour. In the analysis of iron was found that the mineral
content in cornmeal cakes ranged on average from 1.29 to 2.93 mg 100 g
'corresponding 30 to 70% of the value set for the meal. The variation of CV was no
more than 8.99 % for folic acid and 4.19 % for iron. The loss of folic acid after

baking the cake ranged from 16.0 to 26.0 % showing no degradation of the vitamin,
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however the analysis of iron it was found that losses showed to be insignificant

post process (0.13 to 1.30 %).

Keywords: Stability, folic acid, iron, HPLC.
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1. Introducao

A nutricdo inadequada é um problema mundial tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento, com sérias implicagées econémicas e a
saude. A fortificacdo continua tem sido uma das principais estratégias
empregadas para minimizar este problema, sendo uma maneira eficaz para
corrigir as deficiéncias de nutrientes essenciais de uma populagéo, devido a sua
abrangéncia, biodisponibilidade e baixo custo (SCRIMSHAW, 2005).

A falta de vitaminas pode causar sérias doengas aos seres humanos,
apesar de que somente quantidades reduzidas s&o necessarias para garantir uma
boa saude sendo os alimentos a principal fonte de vitaminas para o ser humano
(ALABURDA e SHUNDO, 2007).

O acido folico, uma vitamina do complexo B denominada vitamina B, é
requisito para o crescimento normal, na fase reprodutiva (gestacgéo e lactagéo) e
na formagao de anticorpos. Atua como coenzima no metabolismo de aminoacidos
(glicina) e sintese de purinas e pirimidinas, sintese de acido nucléico DNA e RNA
e é vital para a diviséo celular e sintese protéica. Portanto tem despertado um
grande interesse devido a sua ligagao na prevencdo dos defeitos do tubo neural e
possivel prevengdo de doencas cardiovasculares, alguns tipos de cénceres e
problemas neuropsiquiatricos, tais como deméncia e depressédo (PFEIFFER et al.,
2005).

O ferro é um elemento essencial da hemoglobina, o carregador de oxigénio

dos globulos vermelhos do sangue (hemacias) (HEMMINKI et al., 1995). Também
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¢ encontrado na mioglobina, que leva oxigénio para os musculos, e faz parte de
muitas enzimas e compostos do sistema imunolégico (GOODENOUGH, 1994).

A anemia por caréncia de ferro é o disturbio nutricional mais comum em
todo o mundo, prejudica o desenvolvimento motor, cognitivo, a linguagem e €
responsavel pelo atraso no desenvolvimento mental de criangas; debilita o sistema
imunolégico, favorece infecgdes, doengas e em gestantes esta associada a
condicdes como o parto pré-maturo (TORREJON et al., 2004; LEAL e OSORIO,
2005).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que o nimero de pessoas
anémicas em todo o mundo aproxime-se de dois bilhdes e que a maioria dos
casos de anemia seja causada por deficiéncia de ferro (WHO, 2005). No Brasil,
atinge aproximadamente 50 % das criangas com até 5 anos de idade, 20 % dos
adolescentes e até 30 % das gestantes (ANVISA, 2000).

Em virtude dos problemas ocasionados pela falta de vitaminas e minerais e
sua importancia a saude publica, muitos programas tém sido desenvolvidos para
reduzir a prevaléncia de distlrbios causados por deficiéncia de acido folico e ferro
(BROGNOLI, 2008).

No Brasil, a Resolugdo RDC n° 344, de 13 de dezembro de 2002 tornou
obrigatdria a fortificagado de farinhas de milho e de trigo com acido félico e ferro, a
partir de junho de 2004. Para cada 100g de farinha de milho ou trigo deve haver
no minimo 150 ug de acido folico e 4,2 mg de ferro. A medida visou reduzir os
altos indices de anemia e outras doengas decorrentes da caréncia em acido folico
e ferro considerando que estes alimentos sdo largamente consumidos pela

populacéo brasileira (ANVISA, 2002).
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A fortificacdo visa melhorar o estado nutricional de grupos populacionais em
um longo prazo. Um aspecto essencial da fortificagdo de alimentos é a eleigdo do
veiculo alimentar. Para que um alimento possa ser um veiculo potencial de
fortificacdo, deve ser de baixo custo, de alto consumo pela populagéo-alvo e ter
um consumo padrdo constante com baixo risco de excesso (FAO, 1996; NESTEL
et al., 2004). Também deve ser considerada a concentragdo do micronutriente no
alimento (DARY e MORA, 2002).

Os maiores desafios para o acido félico sdo em relagéo a sua estabilidade,
por pertencer a uma classe de vitaminas, s&o altamente sensiveis a parametros
tais como temperatura, oxigénio, luz, etc., suas estabilidades sao altamente
afetadas pelas condigbes de processamento, armazenamento ou cozimento dos
alimentos (GREGORY, 1989; ARCOT, SHRESTHA e GUSANOV, 2002; VORA et
al., 2004). Para o ferro além de evitar a indesejavel cor e as mudangas de sabor, 0
desafio principal é proteger o ferro de potenciais inibidores da absorgéo do ferro
presentes em alimentos geralmente fortificados (HURRELL, 2002). Pré-requisitos
para a suplementagéo eficaz incluem um fornecimento eficiente e consistente,
entrega e consumo de um suplemento de ferro de alta biodisponibilidade, sendo o
pH um fator de grande importancia neste caso (GIBSON, 1997).

O objetivo deste trabalho foi analisar os teores de acido félico e ferro em
bolos de fuba e seus ingredientes como farinha de trigo, mix e fuba de milho e

avaliar as perdas no bolo de fuba ap6s seu assamento.
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2. Parte Experimental

2.1. Produtos analisados

As amostras de bolo de fuba, mix (preparado de farinha de trigo com fuba
de milho), farinha de trigo e fuba de milho foram adquiridas na cidade de
Campinas. O bolo de fuba foi obtido de trés diferentes fornecedores. Apenas um
fornecedor utilizava o mix em sua preparagéo e os outros dois utilizavam a farinha
de trigo e fuba de milho separadamente. Para o bolo de fuba foram analisados 3
lotes e em cada lote foram analisadas 5 amostras. Ja para os ingredientes
utilizados no preparo dos bolos (mix, farinha de trigo e fuba de milho) foram
analisados 3 lotes mas em cada lote foi analisada apenas uma amostra, pois de
cada lote o fornecedor utilizava os ingredientes preparar as 5 amostras de bolos.

Todas as amostras foram feitas em triplicatas.

2.2. Determinacao de umidade para bolo de fuba e ingredientes

Foi utilizado o método por secagem em estufa (Nova Etica, 400/3ND, n°
série 0766/00) a temperatura de 105 °C, até peso constante. As determinagdes de
umidade foram feitas para expressar as concentragdes de acido félico em base
seca, todas as analises foram feitas em ftriplicata.

Para o bolo de fuba a umidade variou entre 27 a 31 %, para o mix variou
entre 17 a 19 %, para a farinha de trigo variou entre 22 a 29 % e para o fuba de

milho variou entre 11 a 15 %.
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2.3. Determinacao do acido félico

2.3.1. Reagentes

O padrao de acido fdlico (lote: F-7876,com 98 % de pureza
aproximadamente) foi adquirido da SIGMA (USA). A acetonitrila, grau
cromatografico, fosfato de potassio monobasico, o acido acético e tricloroacético,
grau analitico, foram adquiridos da Merck (Brasil). A agua utilizada no preparo do
tampao, das amostras e da fase mével foi purificada no sistema Milli-Q (Millipore).
A fase movel, os solventes organicos, as solugdes padroes e as amostras foram
filtradas em filtros de membrana da Millipore (HAWP e HAWP04700), com poros

de 0,45 um de diametro.

2.3.2. Equipamento

Utilizou-se um cromatografo a liquido HEWLETT PACKARD (HP) serie
1100 (Agilent), com injetor automatico e capacidade de 1 até 100 uL,
degaseificador, bomba quaternaria, equipado com detector de arranjo de diodos
(DAD) UV-visivel e de fluorescéncia, dispostos em série e compartimento
controlador de temperatura para coluna analitica. O software HP-Chemstation foi
utilizado para administragéo do sistema de aquisi¢ao e tratamento de dados. A
coluna utilizada para o processo cromatografico foi uma Hypersil, ODS-2, 3 um,

100 mm x 4.6 mm d.i.
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2.3.3. Método

A analise foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Para a extracdo inicialmente a amostra foi homogeneizada e pesado 1,0 g. Foram
adicionados 3,0 mL de KOH 0,1 mol L' com agitagdo no vortex por 1 minuto e
deixado em repouso por mais 1 minuto. Logo apos foi adicionado 1,5 mL de
tampéo fosfato de potassio monobasico 0,01 mol L pH 2.6 com agitagdo no
vortex por 1 minuto e deixado em repouso por mais 1 minuto. Finalmente foi
adicionado mais 0,5 mL de acido tricloroacético de forma cuidadosa (sem agitagao
brusca) e deixada em repouso por 5 minutos. Em seguida todas as amostras
foram centrifugadas por 5 minutos a 125000 x g, apos isto foram filtradas em papel
de filtro Watmamm (0,45 um).

Para a amostra de farinha de trigo houve modificagdo na extragdo com
adicdo de um modificador organico para melhores resultados. Iniciou-se portanto a
extragdo com 1,0 mL de acetonitrila, 2,5 mL de KOH 0,1 mol L' e 1,0 mL de
tampéo fosfato de potassio monobasico 0,01 mol L' pH 2.6, apos isto, procedeu-
se da mesma forma conforme descrito anteriormente.

Todas as amostras, as solucdes padroes e a fase moével foram filtradas em
membrana 0,45 um (Millipore HAWP e HAWP04700). Os extratos purificados
foram injetados, volume de 100 uL, e imediatamente analisados utilizando CLAE.

A fase movel utilizada para a separagéo do acido félico foi uma solugao de
acido acético glacial 2,0 %, com pH ajustado para 2,7 com KOH, a uma vazéo de

0,5 mL min™.
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O acido folico (AF) foi separado em sistema de eluicdo por gradiente,
iniciando com 90 % de solugdo aquosa de acido acético e 10 % de acetonitrila
(v/v), chegando em 5 minutos a 80 % de solugdo acido acético e 20 % de
acetonitrila (v/v), e entdo a concentragdo de acetonitrila foi mantida nessas
condicdes até o final da corrida, em 10 minutos. Apos isto um periodo de limpeza
foi feito com 100 % de acetonitrila até 15 minutos. As condi¢des iniciais foram
retomadas e a coluna re-equilibrada por 5 minutos, antes da proxima injegéo.

A deteccao foi feita em detector de arranjo de diodos (DAD). O acido félico foi
detectado na regiéo do ultravioleta com 290 nm.

A identificagao da vitamina foi feita por comparag&o dos tempos de retengao,
obtidos com padrdes analisados nas mesmas condigbes, co-cromatografia e pela
comparacdo dos espectros de absorgdo. A pureza do pico foi determinada pelo
sistema ploter disponivel no software HP-Chemstation. A quantificacao foi feita por
padronizagdo externa e a curva de calibragao foi construida para a forma da
vitamina encontrada no alimento analisado, sendo cada ponto representado pela
média de trés determinacdes com minimo de 5 pontos. A validagdo do método

esta descrita no Artigo 2.

2.4. Determinacao do ferro

2.4.1. Reagentes

Os reagentes de grau analitico como acido nitrico e peroxido de hidrogénio

bem como o acido cloridrico comercial (preparagédo do banho de limpeza para
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frascos utilizados para determinagéao de ferro) foram adquiridos da Merck ou Synth

(Brasil).

2.4.2. Equipamento

Espectrometro de Absorgdo Atomica, modelo Analyst 3110, com uma
lampada de deutério para correcéo da radiagéo de fundo e lampada de catodo oco

foi utilizado para determinacéo de ferro (248,3 nm), fabricado pela Perkin Elmer.

2.4.3. Limpeza das vidrarias

Todas as vidrarias foram lavadas em banho de detergente e enxaguadas
com agua até total eliminagdo de espumas. Foram colocadas todas as vidrarias
em banho de acido (cloridrico comercial) 10 % (v/v), mantidas no banho por, pelo
menos, 12 horas e apos isto foram enxaguadas com agua deionizada. As vidrarias

foram secas ao ar livre.

2.4.4. Mineralizacao das amostras

Pesou-se em papéis vegetais, cerca de 0,6000 g de cada uma das matrizes
avaliadas. As amostras foram transferidas para tubos de digestdo. Adicionou-se
aos tubos 2 mL de acido nitrico concentrado. Preparou-se, também, dois tubos

“brancos” (sem as amostras).

Apoés isto, colocou-se pequenos funis na entrada de cada tubo de digestao
e levados para o bloco digestor e iniciou-se o aguecimento. A temperatura foi
ajustada para 100 °C. Os funis permitiram que o acido nitrico ficasse em refluxo e

o aquecimento foi mantido por 2 horas. Os tubos foram retirados do aquecimento
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e resfriados em agua corrente. Apdés o resfriamento foi adicionado, 1 mL de
peroxido de hidrogénio em cada tubo (inclusive nos brancos) e levados novamente
para o bloco digestor e, desta vez, a temperatura foi ajustada para 110 °C, por 30
minutos. A temperatura foi aumentada para 130 °C e deixada por mais 1 hora.
Entao os tubos foram retirados do bloco digestor e deixados em repouso até total

resfriamento.

Adicionou-se uma pequena quantidade de agua deionizada (5 mL) aos
tubos de digestéo e estes foram colocados em um banho de ultra-som por alguns
segundos. O contetido dos tubos foi transferido para balGes volumétricos de 25

mL e completado o volume.

As determinacgdes de ferro foram feitas, em triplicata, utilizando-se a técnica
de Espectrometria de Absorgdo Atdémica com Chama (Analytical Methods

Committee, 1987).

2.4.5. Determinacéo quantitativa do ferro

A determinacdo quantitativa de ferro foi realizada por espectrofotometria de
absorcdo atdbmica com chama em aparelho marca Perkin Elmer, modelo 3110. O
liquido foi aspirado com a ajuda de um nebulizador pneumatido e misturada ar
(oxidante) e acetileno (combustivel), 10 e 3 L de fluxo médio, respectivamente.

Uma lampada de deutério foi utilizada para corregao da radiagédo de fundo e
lampada de catodo oco para determinagao de ferro (248,3 nm) de acordo com a
metodologia proposta e validada de acordo Boen et al, 2008. Os resultados das

S ; o s &
analises realizadas em triplicata foram expressos em mg 108 g

L3%




Art. 5 Efeito do processo de assamento no teor de acido félico e ferro em bolo

2.5. Analise Estatistica dos Resultados

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e
ao Teste de Tukey, ao nivel de 95 % de confianga, utilizando-se o software

Statistica, versao 7.0.

3. Resultados e Discussao

Nas Figuras 1, 2, 3, 4 podem ser visualizados os perfis cromatograficos
para (A1) o padrao de éacido folico e para (B2) as amostras de bolo, mix, fuba de
milho e farinha de trigo respectivamente. Os tempos de retengéo encontrados nas
matrizes analisadas foram 8,52 min para o bolo, 8,13 min para o mix, 8,05 min

para a fuba de milho e 8,38 min para a farinha de trigo.
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Figura 1: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padréo de acido folico (A)
e amostra de bolo (B). Os picos identificados séo do acido félico 1 (8,53 min) e 2 (8,52 min).
Coluna Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigdo por gradiente: 90 % de solugéo
aquosa de acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solugédo de acido acético e 20 %
de acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgdo até 10 min. Limpeza da coluna: 100 %
de acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vaz&o: 0,5 mL min”'. DAD: 290 nm.
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Figura 2: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padrao de acido folico (A)
e amostra de mix (B). Os picos identificados séo do acido félico 1 (8,14 min) e 2 (8,13 min). Coluna
Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigéo por gradiente: 90 % de solugio aquosa de
acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solugao de acido acético e 20 % de
acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgdo até 10 min. Limpeza da coluna: 100 % de
acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vaz&o: 0,5 mL min”'. DAD: 290 nm.
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Figura 3: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padrédo de acido folico (A)
e amostra de fuba (B). Os picos identificados s&o do acido folico 1 (8,15 min) e 2 (8,05min). Coluna
Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigdo por gradiente: 90 % de solugao aquosa de
acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solucdo de acido acético e 20 % de
acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta propor¢ao até 10 min. Limpeza da coluna: 100 % de
acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 16 a 20 min. Vazao: 0,5 mL min”'. DAD: 290 nm.
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Figura 4: Perfil cromatografico obtido através do método validado para o padréo de acido folico (A)
e amostra de trigo (B). Os picos identificados sao do acido folico 1 (8,42 min) e 2 (8,38min). Coluna
Thermo Hypersil, ODS-2, 3 um, 100X4,6 mm di. Eluigao por gradiente: 90 % de solugdo aquosa de
acido acético (2 %) em 0 min, mudando para 80 % de solugdo de acido acético e 20 % de
acetonitrila, até 5 mim e mantendo-se nesta proporgao até 10 min. Limpeza da coluna: 100 % de
acetonitrila de 10 a 15 min. Re-equilibrio: de 15 a 20 min. Vazdo: 0,5 mL min"'. DAD: 290 nm.

Para a avaliag&o do teor de acido félico e ferro no bolo de fuba, mix, farinha
de trigo e fuba de milho foram analisadas amostras de 3 diferentes fornecedores
(A, B e C) e trés lotes (1, 2 e 3), demonstrados na Tabela 1 e 2. Os fornecedores
A e B utilizaram no preparo do bolo a farinha de trigo e o fuba de milho e o
fornecedor C utilizou o mix (preparado farinha de trigo e fuba de milho).

A avaliagdo da perda foi feita no produto pronto para consumo, ou seja, o
bolo de fuba que foi submetido a assamento (temperatura de 200 ° C). O valor
esperado demonstrado nas tabelas 1 e 2 para acido félico e ferro € resultante do
valor que deveria estar presentes nas amostras de farinha de trigo, fuba de milho
e mix segundo o que preconiza a legislagdo (150 ug 100 g'), utilizados pelos

fabricantes. Estas farinhas fortificadas foram adicionadas na massa crua
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juntamente com o restante dos outros ingredientes para a fabricagdo do bolo de
fuba, ou seja, refere-se ao teor de acido félico e ferro que deveria conter na massa
total antes do processo de assamento considerando que nao houvesse
degradacdo de acido félico e ferro apds o processamento. O valor encontrado
refere-se ao teor de acido félico e ferro que realmente estava presente nos

ingredientes e posteriormente nas amostras do bolo analisadas.

TABELA 1. Teor médio de acido félico (AF) em bolo, mix, farinha de trigo e fuba
de milho e % de perdas em bolos prontos para consumo.

Valor Valor encontrado %
-1
Amostra Fornecedor Lote 4 Eipe;ggo P AF 11g 100 g PERDA
Bolo de fuba* A 1 53,84 45,25° 15,95
2 54,76 43,48° 20,60
3 56,00 41,68° 25,57
B 1 65,28 54,52 ° 16,97
2 62,79 47,51° 24,33
3 66,91 52,24 ° 21,92
C 1 115,86 96,96 * 16,30
2 107,97 82,81° 23,30
3 112,75 89,30 ° 20,80
Mix** C 1 150 181,29° —
2 150 156,93 ° —
3 150 173,17 ° —
Farinha de trigo** A 1 150 139,37° —
2 150 159,66 °
3 150 144,70 ® T
B 1 150 147,197 =
2 150 130,64 ° —
3 150 155,01 2 —
Fubéa de milho** A 1 150 207,92° ==
2 150 217,32° —
3 150 198,72 ° —
B 1 150 208,14 ¢ —
2 150 175,34 ° —
3 150 183,49 ° —

Valores assinalados com a mesma letra nao apresenta diferenca significativa entre lotes, mesmo fornecedor(p>0,05).
* média das amostras (n=15).
** média das amostras (n=3).
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TABELA 2. Teor médio de ferro (Fe) em bolo, mix, farinha de trigo e fuba de milho
e % de perdas em bolos prontos para consumo.

Valor Valor encontrado %
Amostra Fornecedor Lote esperado Femg 100 g™ PERDA
Femg 100 g’
Bolo de fuba* A 1 1,31 1,29° 1,30
2 1,37 1,37° 0,43
3 1,35 1,34° 0,69
B 1 1,07 1,76° 0,44
2 1,69 1,67° 0,789
3 1,69 1,69 0,13
c 1 2,92 2,89° 0,93
2 2,86 2,85° 0,28
3 2,94 2,93° 0,20
Mix** C 1 4,20 441° "
2 4,20 4,32° —
3 4,20 4,442 —
Farinha de trigo** A 1 4,20 4,02° —_—
2 4,20 4,37° =z
3 4,20 4,28° ==
B 1 4,20 4,62° —
2 4,20 4,16° =
3 4,20 4,22° _—
Fuba de milho** A 1 4,20 4,27° —
2 4,20 4,30° e
3 4,20 4,21° s
B 1 4,20 4,15° —
2 4,20 4,31° .
3 4,20 4,25° —

Valores assinalados com a mesma letra ndo apresenta diferenga significativa entre lotes, mesmo fornecedor(p>0,05).
* valor esperado e encontrado: média das amostras (n=15).
** valor esperado e encontrado: média das amostras (n=3).

A Tabela 3 mostra o teor médio de acido félico e ferro, respectivamente,
entre os trés fornecedores analisados no bolo de fuba, dois fornecedores de
farinha de trigo e dois fornecedores de fuba de milho. Cabe ressaltar que o mix
ndo aparece nesta tabela, pois foi utilizado por um tnico fornecedor. Também esta

demonstrada a analise estatistica dos resultados.
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TABELA 3. Teor médio de acido folico (AF) e ferro (Fe) entre fornecedores em
bolo, farinha de trigo e fuba de milho.

AF ug 100 g’ Femg 100g'
Amosira Fornecedor g 7 emg100g
M m
Bolo de fuba* A 43 47" 1,33°
B 51,42° 1,71°
C 89,697 2,89°
Farinha de trigo** A 147,91° 4,22°
B 144 ,28° 4,33"
Fuba de Milho** A 207,99° 4,26°
B 188,99° 4,242

Valores assinaladas com a mesma letra néo apresenta diferenga significativa entre fornecedores (p>0,05).
*M: média das amostras (n=45) + estimativa do desvio padrao.
“*M: média das amostras (n=9)  estimativa do desvio padréo.

Observou-se que o teor de &cido folico para as farinhas de trigo, em dois
lotes dos fornecedores A e B, estavam um pouco abaixo do esperado do limite de
150 ug 100 g (n&o excedendo 13 %). J& para as amostras de fuba de milho a
concentracio da vitamina estava entre 17 a 45 % acima do valor esperado e 0 mix
também apresentou um acréscimo de até 21 % do esperado de 150 pg 100 g’
Para o ferro, verificou-se que para as farinhas de trigo as quantidades obtidas
experimentalmente estavam bem proximas ao esperado de 4,2 mg 100 g
somente 2 lotes do fornecedor A e um lote do fornecedor B estavam um pouco
abaixo (ndo excedendo 4 %), para as amostras de fuba de milho o teor estava
acima, exceto um lote do fornecedor B que estava proximo ao esperado.

Sadighi et al. (2008) avaliaram farinhas fortificadas com ferro no Ird e
encontrou um valor médio de 5,28 mg 100 g"'. No Brasil, o teor de acido folico em

farinhas de trigo variou de 73 a 233 pg 100 g’', e nas mesmas amostras, a

165




Art. 5 Efeito do processo de assamento no teor de acido folico e ferro em bolo

concentracdo de ferro variou de 4,6 a 7,4 mg 100 g', em média, de oito marcas
diferentes, avaliados por Boen et al. (2008).

Para os bolos de fuba foram avaliados amostras de 3 diferentes
fornecedores verificou-se que a concentragéo de acido félico variou, em média, de
41,68 a 96,96 ug 100 g™'. Neste trabalho as perdas de acido folico oscilaram entre
15,95 a 25,57 % demonstrando haver degradacgé&o da vitamina.

Comparando-se essa porcentagem de diminuigdo da vitamina aos dados
obtidos por Lima et al. (2004) e Gujska e Majewska (2005) para paes, verificou-se
que o preparo dos bolos gerou perdas muito similares aos 19 e 26 %,
mencionados pelos pesquisadores, respectivamente.

Nas analises de ferro constatou-se que o teor do mineral para os bolos de
fuba variou, em média, 1,29 a 2,93 mg 100 g™'. As perdas de ferro oscilaram entre
0,13 a 1,30 % demonstrando ser praticamente insignificantes no processo.

As analises estatisticas, por meio da ANOVA e teste de Tukey, nao
indicaram haver diferencga significativa, com 95% de confianca, entre os lotes nas
amostras de bolos de fuba, mix, farinha de trigo e fuba de milho tanto para o acido
folico quanto para o ferro (Tabela 1 e 2). Para o acido folico somente o bolo de
fuba se destacou com diferenca significativa para no fornecedor C, ja para o ferro
as analises para o bolo de fuba demonstraram haver diferencga significativa entre

os 3 fornecedores (Tabela 3).
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4. Conclusoes

As perdas foram maiores para a vitamina que para o mineral,
demonstrando que ap6s assamento dos bolos houve degradagdo do éacido félico
indicando a instabilidade da vitamina. Em relagdo ao ferro as perdas foram
insignificantes indicando sua estabilidade neste tipo de processamento.

Essas perdas, em média 20%, devem ser contabilizadas para estudos de
fortificagdo em alimentos que sofrem processamento.

Esses dados podem ser Uteis no melhor planejamento do enriquecimento
das farinhas com a vitamina e ainda fornecer base para o célculo da concentragao
esperada de acido félico em um alimento indiretamente fortificado e/ou que passe

por processamento.
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CONCLUSOES GERAIS

O método desenvolvido e validado para acido folico nas matrizes estudadas
neste trabalho foi adequado, simples e rapido, sendo assim, importante ferramenta
para avaliagdo da fortificacéo alimentar.

Nos alimentos analisados observou-se que nas amostras de bolo a
concentragao de acido félico e ferro foram em média de 41,68 a 96,96 ug 100 g'e
1,29 a 2,93 mg 100 g' respectivamente. Dessa forma, a ingestdo de bolos
confeccionados com farinhas fortificadas, considerando que cada pessoa
consuma em torno de 2,0 g/dia (IBGE, 2007), fornece uma quantidade inferior a 1
% das recomendacdes nutricionais de acido folico, que & de 240 pg/dia para
adultos (ANVISA, 2005) e de ferro que é de 14 mg/dia para adultos (ANVISA,
2005). Por outro lado se considerarmos que a ingestdo de uma pessoa seja em
média 100 g de por um pedago de bolo e o teor médio de acido folico encontrado
no bolo de 55 ug 100 g’ forneceria em média 22 % das recomendacdes para
adultos e para o ferro considerando o teor médio de 2,0 mg 100 g’ forneceria em
média 15 % das recomendagdes para adultos.

Para os sucos e leites de soja, prontos para beber, das amostras
analisadas somente duas estavam um pouco abaixo da concentrag@o de acido
folico declarada no rotulo. Para o ferro dois fornecedores das amostras de leite
estavam em desacordo com o declarado em seus rotulos demonstrando haver
uma falha na quantidade de adigdo do mineral ou também em sua

homogeneizagao (quando valor inferior ao esperado).
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Quanto ao estudo do efeito do processo de assamento as perdas foram
maiores para a vitamina que para o mineral, demonstrando que apos assamento
dos bolos houve degradacdo do acido folico (entre 15,95 a 25,57 %) e muito
pouco se perdeu em relagao ao ferro.

Considerando que a fortificagdo de alimentos € uma estratégia importante
no combate as caréncias nutricionais, o desenvolvimento de metodologias
simples, rapidas e confiaveis para a determinagao e quantificacao do acido félico e
ferro em alimentos fortificados podera ser util em:

e Melhor planejamento de fortificagdo em alimentos e ainda fornecer base
para o calculo da concentracdao esperada de acido félico e ferro em um
alimento indiretamente fortificado;

® |ncentivar estudos avaliando o impacto da fortificagdo em alimentos;

® Ajudar a implementar novas estratégias para que niveis adequados de
acido félico e ferro atinjam a populagao a fim de solucionar o problema de

caréncias nutricionais.
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