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RESUMO

O conhecimento dos niveis de enriquecimento dos alimentos, com acido folico
(AF), tem sido dificultado, especialmente, pela falta de metodologias apropriadas. Visando
atender a esta necessidade, foi desenvolvida e avaliada uma metodologia para determinacgao
do 4cido folico em alimentos enriquecidos, utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). O método desenvolvido foi aplicado em 36 diferentes tipos/marcas de
alimentos enriquecidos, como leite em po, leite esterilizado, bebida lactea , queijo tipo petit
suisse, cereal matinal e farinha lactea. As vantagens do método proposto foram
versatilidade, simplicidade e rapidez, principalmente das etapas de extragdo e limpeza. A
extragdo do AF foi feita com KOH (0,1mol/L), através de vibragdo ultra-sdnica por 10
minutos, e¢ a limpeza do extrato com H3;POs (0,Imol/L), tampdo fosfato e acido
tricloroacético. Através dos resultados obtidos pelo método de superficie de resposta,
constatou-se que essas etapas foram realizadas dentro da faixa Otima para todos os
parametros estabelecidos. No sistema cromatografico utilizou-se coluna de fase reversa Cis,
e a eluicdo por gradiente permitiu uma corrida rapida de apenas 9 minutos, necessitando de
mais 5 minutos para o re-equilibrio da coluna, antes de uma nova injecdo. A detecgdo foi
feita a 290nm e a quantificagdo por curva de padronizagdo externa. Os limites de detecgdo e
quantificagdo e a recuperagdo, determinados nos niveis de enriquecimento para o leite em
po, foram 13ng/mL, 2,6ng/mL e 98,6%, respectivamente. Testes de repetibilidade
apresentaram coeficientes de variagdo inferiores a 7,3%. Dos alimentos enriquecidos
analisados, 25 foram produtos lacteos, sendo que em 16 deles o acido folico estava presente
em quantidade igual ou superior a declarada, 7 produtos apresentaram quantidades
inferiores, principalmente os leites esterilizados e as bebidas lacteas. Em duas amostras, do
mesmo fabricante, de queijo tipo petit suisse, embora constasse no rotulo, ndo foi detectado
4cido folico. Entre cereais matinais e farinhas lacteas foram analisadas 11 amostras, das
quais somente 5 apresentaram concentragdes iguais ou superiores as especificadas nos
rotulos. Os resultados obtidos neste trabalho, além de demonstrarem as vantagens e
aplicabilidade da metodologia desenvolvida e validada, apontam para a necessidade de
maior rigor no controle das taxas de enriquecimento destes alimentos e refor¢am a

necessidade de futuros estudos de vida de prateleira dos mesmos.
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SUMMARY

Food enrichment with folic acid (FA) has been difficult to control, due to the lack of
appropriate methodology. With the aim of solving this problem, methodology for the
determination of folic acid in enriched foods was developed and evaluated, using high
performance liquid chromatography (HPLC). The method developed was applied to 36
types/brands of enriched foods, such as powdered milk, sterilized milk, milk based
beverages, petit suisse type cheese, breakfast cereals and milk based mixes. The advantages
of the method proposed were versatility, simplicity and speed, especially in the extraction
and clean-up steps. Ultrasonication for 10 minutes in KOH (0.1 mol/L) was used to extract
the FA, followed by a clean-up procedure using H3PO4 (0.1 mol/L), phosphate buffer and
trichloroacetic acid. Response surface methodology applied to the results, showed that
these steps were carried out within the optimum range for all the parameters established. In
the chromatographic step, a C;s reverse phase column was used, and gradient elution
allowed for a quick run of only 9 minutes, requiring a further 5 minutes to re-equilibrate the
column before injecting another sample. Detection was at 290nm and quantification by
means of an external standard curve. For the determination of the enrichment levels in
powdered milk, the limits of detection, quantification and recuperation were respectively
1.3ng/mL, 2.6ng/mL and 98.6%. Repeatability tests presented coefficients of varation
below 7.3%. Of the enriched foods analyzed, 25 were milk based, and in 16 of these, folic
acid was present in amounts equal to or greater than those declared on the label, whilst in 7
products the values were below those declared, these being mainly sterilized milk samples
and milk based beverages. In two samples of petit suisse type cheese, both from the same
manufacturer, folic acid was not detected, although it appeared on the label. Of the 11
samples of breakfast cereal and milk based mix analyzed, only 5 presented concentrations
equal to or greater than those specified on the label. In addition to showing the advantages
and applicability of the methodology developed and validated, the results of this study
showed the need for greater control of the enrichment levels of these foods, and reforced

the need for further studies on the shelf life of the products.
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INTRODUCAO

As vitaminas s3o substincias organicas indispensaveis a manutengdo das fungdes
metabdlicas do organismo e da saide. Sua inclusdo na dieta € necessaria por nio serem
sintetizadas pelo homem. Foram denominadas assim por se acreditar que eram aminas, porém,
sabe-se hoje que as vitaminas possuem estrutura quimica variada. As vitaminas sdo importantes
para 0 homem, pois sua caréncia acarreta varias doengas como o beribéri, escorbuto, anemia, entre
outras (BRODY, 1994).

Devido a diferenca de solubilidade existente entre as diferentes vitaminas, ocorreu uma
divisdo genérica desses compostos em dois grupos. As lipossoluveis s3o soluveis em solventes
orgénicos, facilmente oxidaveis e nio possuem nitrogénio na sua constituicao. Fazem parte dessa
classe as vitaminas A, D, E e K . As hidrossoliveis s3o solGveis em agua e, portanto, nio se
armazenam com facilidade nos organismos animais, possuem estrutura quimica diversificada e
geralmente atuam como coenzimas. Nesta categoria estio as vitaminas do complexo B e a
vitamina C.

0 acido fdlico (AF), também conhecido como vitamina Bo, By, B e M, apresenta fungdes
ainda pouco conhecidas. Novas descobertas sobre a agio do AF e da sua importincia nos
alimentos e no organismo foram feitas nesta ultima década (KATZUNG, 1994). Hoje, os
pesquisadores estdio convencidos que o acido folico € indispensavel a dieta humana e animal,
exatamente por estar diretamente ligado a processos bioquimicos importantes.

O AF esta amplamente distribuido nos alimentos na forma de folato, principalmente nas
verduras frescas, figados, leveduras e algumas frutas. Contudo, nos dias atuais, a ingestio de uma
dieta insuficiente em folatos tem levado a deficiéncia dessa vitamina. Isso € facilmente explicado, o
ser humano hoje tem despendido cada vez menos tempo com a sua alimentagdo, como também,
nio se tem preocupado com a qualidade dos alimentos consumidos diariamente.

Dietas carentes dessa vitamina podem provocar deficiéncia na sintese do acido
desoxirribonucleico (DNA) em toda e qualquer célula que sofra replicagdo cromossdmica para
divisdo. As pessoas mais afetadas com a deficiéncia de AF sdo mulheres em idade fértil, gravidas,
criangas e 1dosos, entre outros casos especiais. Muitos estudos levam a crer que o AF previna o

cancer, malformagdes congénitas, anemia e doencas cardiovasculares (KATZUNG, 1994). No



entanto, sabe-se que doses elevadas de AF podem vir a mascarar certas doengas, causar
convulsdes em pessoas suscetiveis e até mesmo degenerar células celebrais, assim sendo, a
concentragio de acido folico foi limitada em 1 mg/dia ou menos por pessoa (TUCKER et al,
1996).

O processo de enriquecimento aumenta a qualidade dos alimentos e pode vir a ser uma das
solu¢des empregadas para resolver o problema da ingestao insuficiente, ndo s6 de AF mas também
de outros nutrientes (AUGUSTIN et al., 1982, MAXWELL, 1990, GASSIN, 1991; RANUM,
1991; WALTER, 1994). Entre os alimentos escolhidos para o enriquecimento, leites e cereais, de
uma maneira geral, sdo os produtos mais comumente adicionados dessa vitamina. O leite em po €
uma das principais fontes de alimentagdo para criangas de 0 a 2 anos. Seu facil acesso e preparo,
pregos mais compativeis nos ultimos anos e, principalmente, por colaborar com um melhor
desenvolvimento da crianga s3o os principais motivos para o favorecimento do seu consumo. Ja os
cereais possuem um importante papel no atendimento as necessidades nutricionais humanas e sdo
alimentos tradicionalmente utilizados no processo de enriquecimento com vitaminas
hidrossolaveis.

Embora um grande nimero de alimentos estio sendo enriquecidos com acido folico, o
controle desses produtos tem sido dificultado pela falta de laboratérios preparados para a
realizagdo das analises, mas, principalmente, pela falta de metodologias analiticas adequadas
(MACRAE, 1990, POLESELLO e RIZZOLO, 1990). O método oficial (CUNNIFF, 1997) para a
determinagdo de AF e folatos em alimentos € um método microbioldgico que apresenta muitos
inconvenientes, como baixa precisao, lentiddo na analise e exatiddao questionavel.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido empregada nos ultimos anos
em fung¢do de sua rapidez, alta sensibilidade, precisdo e exatiddo e com a possibilidade de se
determinar as diferentes formas de folatos ativos em uma Gnica analise, mesmo em quantidades
pequenas e em matrizes complexas (MACRAE, 1990).

O acido folico € a forma comercial utilizada para o enriquecimento, principalmente, pela
sua estabilidade as condi¢Ges de processamento e estocagem (GUBLER, 1991). No entanto,
poucos foram os pesquisadores que se dedicaram a determinagdo do acido folico em alimentos

(OSSEYI et al., 1998; RADER et al. 1998), os demais desenvolveram e aplicaram métodos para a




determinagdo de folatos (VAHTERISTO et al, 1997, FINGLAS et al., 1999; KONINGS, 1999;
RUGGERI et al, 1999).

O desenvolvimento e/ou aperfeicoamento de uma metodologia, utilizando a CLAE, para a
determinagdo dos teores de acido folico é de extrema importincia para os organismos de
fiscalizagdo e a propria industria de alimentos, possibilitando-os exercer melhor controle de
qualidade sobre os produtos e processos tecnolégicos.

Sendo assim, os objetivos deste trabalho foram o de desenvolver uma metodologia,
utilizando a CLAE, para determinagdo de acido félico em alimentos enriquecidos; validar
interlaboratorialmente a metodologia; e aplicar em algumas matrizes alimenticias, como em

produtos lacteos e cereais matinais enriquecidos.
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Resumo

Ha cerca de uma centena de anos foi reconhecida a necessidade de pequenas
quantidades de substancias orgénicas especificas, cuja falta pode causar distirbios ao ser
humano. Essas substincias esséncias, organicas € ndo energéticas, sdo fornecidas na dieta.
Recentemente, os folatos, também conhecidos como vitamina By, M ou B, ganharam a
atengdo dos pesquisadores devido a muitos estudos que apontam a deficiéncia dessa vitamina
como possivel causa de doengas graves que assolam a humanidade. Os folatos séo encontrados
principalmente em vegetais folhosos, carnes, frutas e cereais. A importdncia dessa vitamina
tem levado alguns governos a implantar programas de enriquecimento de alimentos e até
campanhas elucidativas sobre a importancia dos folatos, conseqiientemente aumentou a
preocupagio dos analistas em desenvolver metodologias apropriadas para a determinagao

dessa vitamina.

Summary

Somewhere about one hundred years ago the necessity of small quantities of specific
organic substances were attested, whose lack can cause some trouble for the human being.
Such substantial essences, organic and not energetic, are supplied with diet. Recently the
folates, also known as By, M or B, vitamin, were noticed by researches because of great deal
of studies pointing out the insufficiency of that vitamin as a possible reason of serious diseases
which damage humanity. The folates are mainly found in leafy vegetables, meat, fruits and

cereal. The importance of that vitamin has led some governments to introduce elucidative




campaigns for the enrichment of foods and even some elucidative ones about the importance
of folates, and, consequently, it intensified the worry of analysts to develop appropriate

methodologies on the determination of that vitamin.

1. INTRODUCAO

Em 1935 foi descrito um fator responsavel pela deficiéncia nutricional em macacos
denominado de “vitamina M”. Logo depois, em 1939, um outro fator, o qual a falta
ocasionava anemia em galinhas, foi batizado de “vitamina B”. Em 1941 foi descrito um
composto necessario para a nutricdo de uma bactéria (Lactobacillus casei) denominado de
“fator L. casei” e, no mesmo ano, foi isolado um composto cristalino do espinafre que recebeu
o nome de acido folico (folium é folha). Descobriu-se entdo que esses € outros compostos,
descritos desde 1935 com caracteristicas nutricionais e quimicas parecidas, pertenciam a
familia do acido pteroilglutdmico, cujo protétipo do grupo € o acido folico.

O acido folico (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol-L-glutamico) também é
conhecido como acido pteroilglutdmico, vitamina B., vitamina B e vitamina M. A férmula
estrutural do acido pteroilglutamico (PteGlul) é apresentada na Figural. Folatos € um termo
geral que se refere a compostos ndo sO estruturalmente, mas também com atividade
semelhante a do acido folico (AF) (BRUBACKER ef al, 1985, KEAGY, 1985,
BUHLER, 1988, BRODY, 1991, ZANINI , OGA,1994, BRODY, 1994, DALY ez al., 1997).
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Figura 1. Estrutura do Acido Pteroilglutdmico (acido folico).




2. FUNCOES BIOQUIMICAS

Apesar do acido pteroilglutdmico ser a estrutura quimica comum aos folatos, ele nao €
o principal congénere nos alimentos, nem a coenzima ativa para o metabolismo intracelular.
Apés a absorgdo, que ocorre no intestino, o PteGlul ¢ rapidamente reduzido para dar origem,
primeiro ao acido 7,8-diidrofolico (H;PteGlul), reagdo catalizada pela enzima redutase
diidrofolato, e em seguida ao acido plenamente reduzido nas posigdes 5,6,7 e 8, o acido
tetraidrofolico (HsPteGlul) que atua como aceptor de varias unidades monocarbonicas
(Figura 2). Essas unidades ligam-se a posi¢do 5 ou 10 da pteridina ou fazem ponte com esses

atomos, formando um novo anel de 5 membros.
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Figura 2. Reducdo do acido folico a acido tetraidrofélico.

As formas mais importantes do 4cido pteroilglutdmico que sao sintetizadas a partir das
reacdes de metilagdo e replicagdo celular no organismo humano estdo apresentadas na Tabela
1. Cada uma desempenha um papel especifico no metabolismo intracelular, no entanto, o
principal papel dos folatos ¢ a formagdo de cofatores essenciais as reagbes de metilagao e
replicagdes celulares (GOODMAN , GILMAN, 1991, KATZUNG, 1994 , ZANINI , OGA
1994, ALVAREZ, 1997, DALY etal., 1997).




Tabela 1. Estruturas e nomenclatura dos congéneres do acido pteroilglutamico (acido folico).

Composto Congénere Radical Posi¢ao
Metiltetraidrofolato CH;H4PteGlu -CH; N5
Acido folinico 5-CHOH,PteGlu -CHO N5
10-Formiltetraidrofolato 10-CHOH,PteGlu -CHO NI10
5,10-Meteniltetraidrofolato 5,10-CHH4PteGlu -CH- N5-10
5,10-Metilenotetraidrofolato 5,10CH,H4PteGlu -CH»- N5-10
Formiminotetraidrofolato CHNHH,PteGlu -CHNH N5
Hidroximetiltetraidrofolato CH;OHH,PteGlu -CH,OH N10

Fonte: GOODMAN, GILMAN (1991).

3. NECESSIDADES NUTRICIONAIS DE FOLATOS

A deficiéncia e o requerimento de acido folico nos animais varia muito. Em galinhas a
deficiéncia de folatos resulta na redugdo de crescimento € em anemia, em cobaias resulta em
leucopenia, baixo crescimento e morte ( BRODY, 1991).

A deficiéncia de AF em humanos, freqiilentemente tem origem nutricional, ou seja é
causada pela ingestdo de dieta insuficiente em folatos. Idosos e pessoas dadas aos caprichos
alimentares, cujas dietas carecem de verduras, ovos e carne, frequentemente desenvolvem
deficiéncia de AF. A deficiéncia pode também provir de uma complicagdo comum do intestino
delgado, que interfere na absor¢do do folato dos alimentos e na circulagdo do AF pelo ciclo
éntero-hepatico. Ha evidéncias de que o alcool e as doengas hepaticas interferem na absorgdo
e metabolismo dos folatos. Mulheres gravidas e pacientes com anemia hemolitica tém maior
necessidade de folatos e podem tornar-se deficientes, especialmente se suas dietas oferecerem
quantidades marginais dessa vitamina (Tabela 2). Drogas que interferem na absorgdo, como
os anticonvulsivantes, € os anticoncepcionais, ou no metabolismo de folatos podem levar a
deficiéncia dessa vitamina. Nefropatas também desenvolvem deficiéncia de folatos, pois estes

sao removidos do plasma cada vez que os pacientes sao dializados.
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Tabela 2. Necessidades diarias de vitaminas hidrossoluveis, em destaque para os folatos.

Vitaminas Hidrossoluveis
Idade Vitamina Vitamina Vitamina Niacina  Vitamina Folato  Vitamina

'(3]108) e B] Bz B5 B|2
Categoria___ Condigoes mg mg mg (mg EN)* mg pg ug
Lactentes 0,0-0,5 30 0.3 0,4 5 0,3 25 0,3
0,5-1,0 35 0,4 0.5 6 0.6 35 0.5
Criangas 1-3 40 0.7 0.8 9 1,0 50 0,7
4-6 45 0,9 1.% 12 1,1 75 1,0
7-10 45 1.0 1.2 13 1.4 100 1,4
Homens 11-14 50 1,3 1.5 17 1,7 150 2,0
15-18 60 1.5 1.8 20 2.0 200 20
19-24 60 1,5 1,7 19 2,0 200 2.0
25-50 60 1,5 1.7 19 2,0 200 2,0
51+ 60 1.2 1.4 15 20 200 2,0
Mulheres 11-14 50 1.1 1,3 15 1.4 150 2,0
15-18 60 1,1 1,3 15 1,5 180 2,0
19-24 60 1,1 1,3 15 1,6 180 2,0
25-50 60 1,1 1.3 15 1,6 180 2,0
51+ 60 1,0 1.2 13 1.6 180 2,0
Gestantes 70 1,5 1.6 17 2.2 400 2.2
Lactagdo Primeiro 95 1,6 1.8 20 2.1 280 2.6
semestre
Segundo 90 1.6 1.7 20 2.1 260 2,6
semestre

*1 EN (equivalentes de niacina) é igual a 1 mg de niacina ou 60 mg de triptofano dietético.
Fonte: NAS - NCR (1989).

A deficiéncia de folatos pode causar também alteragdes no trato intestinal. Existem
ainda pesquisas que apontam a relagdo entre a deficiéncia de congéneres de AF com doengas
do coragdo, cincer de colon, leucemia, doengas mieloproliferativas, certas enfermidades
cronicas da pele, e outras doengas debilitantes cronicas. A deficiéncia de folatos gera um
grande impacto sobre o sistema hematopoiético e a anemia megaloblastica € uma das varias
doengas que acometem o sistema (BRODY,1991, CZEIZE, DUDAS, 1992, KATZUNG,
1994, ULENE,ULENE, 1995, OAKLEY et al, 1995, CRANE et al., 1995, DALY et al,
1997, RANG ef al., 1997, MALINOW ef al., 1998, MOSHFEGH et al, 1998). Pesquisas
recentes apontam a deficiéncia materna de AF na ocorréncia de malformagdes no tubo neural
do feto (DALY et al., 1997).
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4. TOXIDEZ

O acido folico ndo apresenta grau de toxicidade comprovada, mesmo com doses
elevadas de 15mg por dia, ndo ha relatos de efeitos danosos ao organismo (ZANINI,OGA,
1994). Porém, em grandes quantidades pode mascarar a anemia ocasionada pela falta de
cianocobalamina (vitamina B;;), mas ndo evita e nem alivia os defeitos neurologicos
decorrentes da caréncia da mesma, podendo ocasionar danos irreparaveis ao sistema nervoso
central. Tendo em vista os problemas causados quando AF mascara os efeitos da
cianocobalamina, o Food and Drug Administration (FDA) recomendou que a concentragao
dos folatos fosse limitada em 1mg/dia ou menos para todos os produtos farmacéuticos e
alimenticios (BRODY,1991, ANNOTATION, 1994, KATZUNG, 1994; ZANINI, OGA,
1994, TUCKER et al., 1996, RANG et al., 1997).

5. FONTES DE FOLATOS

Os folatos sdo encontrados nos vegetais folhosos, carne, figado, rim, frutas, cereais,
leguminosas e em leveduras (BRODY, 1991, FRANCO, 1992 ).

Entretanto, o conteudo de folatos apresentado nas tabelas de composi¢do de alimentos
€ nos trabalhos cientificos publicados na area apresentam grandes diferengas para 0 mesmo
tipo de alimento (Tabela 3), isto, provavelmente, em virtude de diferentes técnicas analiticas

empregadas na obten¢@o dos resultados e a fatores edafoclimaticos.

6. BIODISPONIBILIDADE E ESTABILIDADE

O acido folico (AF) pode ser considerado como o composto original de um grupo de
folatos de ocorréncia natural. O termo acido folico e folatos sdo trocados freqiilentemente, mas
o AF ¢ aproximadamente duas vezes mais bioativo do que os folatos (RUGGERI ef al., 1999,
DANG et al.,, 2000). Os folatos poliglutamatos sdo consideravelmente mais ativos do que os

monoglutamatos. Para possuir atividade, o folato deve estar em sua forma tetraidro, na qual é
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mantido pela enzima diidrofolato redutase. O acido folinico, um acido tetraidrofolico sintético,

¢ convertido muito mais rapidamente para a forma de poliglutamato do que o AF.

Tabela 3. Teores de folatos em alimentos.

Alimentos Folatos (pg/g peso umido)
BRODY (1991) FRANCO (1992) MARKS (1975)
Leite fresco de vaca 0,05-0,12 0,08
Figado cozido 10,7
Figado cru 1,41 1,20 0,3-1,50
Banana 0,28
Ovo 1.4 0,80 0,04
Repolho cru 0,30
Repolho cozido 0,16
Queijo 0,20 0,16
Vegetais verdes 0,09
Brocolos cru 1,69
Brocolos cozido 0,65
Brocolos 0,91 1,00
Atum enlatado 0,15
Batata 0-0,018
Tomate 0,06
Laranja, suco 1.4 0.40

Estudos recentes sugerem que o metiltetraidrofolato seja um cofator ndo muito eficaz
para a formagdo de poliglutamatos, ao contrario do diidrofolato, do tetraidrofolato e do
formiltetraidrofolato. O metiltetraidrofolato é a forma na qual os folatos costumam ser
transportados no sangue e penetram na célula, ¢ também uma forma funcionalmente inativa do
folato. Existem evidéncias de que o substrato preferido para a sintese de poliglutamatos seja o
formiltetraidrofolato e que a conversdo de tetraidrofolato exija um doador de formatos, como a
metionina (KATZUNG, 1994, ZANINI, OGA, 1994).

O AF é um composto cristalino amarelo pouco soluvel em agua quando na forma
4cida, porém mais soluvel na forma de sal, sensivel ao oxigénio, a luz e a pH acido e neutro,
sendo estavel em pH alcalino (Tabela 4) (BRUBACKER er al., 1985, BUHLER,1988,
BRODY, 1991, CARVALHO, 1996, RANG et al., 1997).
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Trabalhos mostram a ocorréncia de perdas de folatos durante a cocgdo dos alimentos,
sendo que variam de 50% (FRANCO, 1992) até 90% (KATZUNG, 1994). Assim como para
outros nutrientes, estudos de perdas devido ao processamento devem ser analisados e
avaliados com muito cuidado, ja que os alimentos podem tanto perder como reter agua. A
armazenagem e outros processos também podem afetar a quantidade de folatos, porém os
trabalhos cientificos ndo citam mimeros (BUHLER, 1988, BRODY, 1991, FRANCO, 1992,
CARVALHO, 1994, KATZUNG, 1994, ULENE, ULENE, 1995, TAMURA, MESSING,
1997).

Tabela 4. Estabilidade relativa das vitaminas.

Vitamina Calor pH pH pH Ar ou Luz
Neutro  Acido  Basico Oxigénio

Carotenos (Pro-A) I
Vitamina A I
Vitamina D I
Vitamina E I
Vitamina K E
Vitamina B, I
Vitamina B, I
Vitamina Bg I

Vitamina Bi2 E
Biotina I
Niacina E

Acido Pantoténico I

Acido Félico I

Vitamina C I

I — Instivel E — Estavel.
Fonte: CARVALHO (1996).
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7. ENRIQUECIMENTO DE ALIMENTOS

O ser humano hoje tem despendido cada vez menos tempo a sua alimenta¢do, bem
como também, ndo tem se preocupado com a qualidade dos alimentos consumidos

diariamente.
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O pouco tempo disponivel para o preparo doméstico de alimentos aliado a necessidade
de produtos com maior vida de prateleira vem alterando o habito alimentar da populagdo
mundial que recorre cada vez mais aos produtos industrializados. Procurando compensar as
perdas no processamento de alimentos ou mesmo com o intuito de reforcar o contetdo
nutritivo dos mesmos é que vem sendo feita a adi¢do de vitaminas, aminoacidos e minerais aos
alimentos.

O acido folico, forma mais estavel entre os folatos, ¢ o mais usado para o
enriquecimento de varios produtos, tendo em vista os problemas ocasionados quando existe
sua deficiéncia no organismo (DANG et al., 2000).

O FDA nos USA, desde 1996, determinou que o AF deveria ser adicionado
(140pg/100g) em produtos como cereais, incluindo a farinha, pao, cereais matinais, arroz e
macarrdo, normativa com efeito a partir de Janeiro de 1998 (CARVALHO, 1994,
MOSHFEGH et al., 1998). No Chile, esta sendo desenvolvido um estudo para verificagdo dos
verdadeiros efeitos do acido félico sobre as malformagbes congénitas, sendo que toda a
populacdo do pais esta ingerindo o acido folico através do enriquecimento da farinha de trigo
(220ug/100g) destinada & fabricagdo de paes, tendo uma estimativa de consumo de 250g de
pao/dia/pessoa. Este estudo deve ser concluido no final de 2002 (CASTILHA, 2000).

Os alimentos enriquecidos, juntamente com uma orienta¢do nutricional, podem vir a
solucionar o problema ocasionado pela dieta insuficiente de folatos, pois, € uma vitamina
extremamente importante, porém pouco conhecida (TAMURA, MESSING, 1997).

8. METODOS DE ANALISE PARA ACIDO FOLICO E FOLATOS
Para assegurar a qualidade de produtos enriquecidos e para confirmar ou descobrir
novas fontes de folatos é que sdo desenvolvidas as metodologias de identificagdo e

quantificagio de AF e folatos. Os métodos para a determinagao dessas vitaminas podem ser

agrupados em biolégico, microbiologico, quimicos, imunolégicos e fisicos (cromatograficos).
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8.1 Métodos Biologicos

Os métodos biolégicos avaliam os efeitos da suplementagdo de dietas pobres em
folatos sobre as caracteristicas e comportamentos fisiologicos de animas de laboratério, tais
como reprodugio, crescimento e estocagem no figado.

O método bioldgico, utilizando frangos, foi o primeiro a ser desenvolvido por O’
DELL, HOGAN (1943) para determinar a substincia entio conhecida como acido foélico.
Meétodos utilizando ratos também foram desenvolvidos (GREGORY, 1985). Porém, sdo
inevitavelmente demorados, dispendiosos e de baixa repetibilidade, hoje raramente utilizados.
No entanto, os métodos biologicos sdo importantes ferramentas para o estabelecimento das
vias bioquimicas dos folatos no organismo e das bioatividades das diferentes formas de folatos
(HORNE, HOLLOWAY, 1997).

8.2 Métodos Microbiologicos

Em comparagdo com os métodos bioldgicos e quimicos para determinagdo de
vitaminas hidrossoluveis, as técnicas microbioldgicas sio mais reprodutiveis e precisas.
Entretanto, muitos microrganismos podem sintetizar vitaminas a partir de certos precursores,
porém, o uso de branco e fatores de corregdo podem melhorar a exatidio neste caso
(AGOSTINIL 1996). Para a determinagdo de AF os métodos microbiolégicos sdo melhores e
geralmente mais aceitos oficialmente (GOLIL, VADERSLICE, 1989, KELLY et al., 1996,
HORNE, HOLLOWAY, 1997, RADER et al., 1998).

Os microrganismos que podem ser usados no método microbiolégico para
determinacdo de AF, incluem os géneros de bactérias, Lactobacillus, Streptococcus e
Pediococcus, sendo que a bactéria mais utilizada para se determinar AF é o Lactobacillus
casei (DAY, GREGORY III, 1981, DUCH ef al, 1983, WILSON ¢ HORNE 1984, GOLL
VANDERSLICE, 1989, KELLY ez al., 1996, HORNE, HOLLOWAY, 1997, OSSEY]I et al.,
1998, RADER et al,, 1998, RUGGERI er al., 1999), no entanto, nio sio métodos seletivos,
respondendo igualmente as inimeras formas de folatos. No método oficial 992.05, descrito na
Association of Official Analytical Chemistry (CUNNIFF, 1997), bem como no Cooperation
Européenne dans le domaine de la recherche Science et Technique (BRUBACKER ef al.,
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1985), para a determinagdo de folatos é usado o Lactobacillus casei Americam Type Culture
Colletion, Rockville, MD, USA (ATCC) 7469.
Tanto os métodos microbiologicos quanto os biolégicos ndo permitem a determinagdo

simultanea das diferentes formas de folatos.
8.3 Métodos Quimicos

Os métodos quimicos sio métodos muito criticados, principalmente pela falta de
sensibilidade quando comparados aos métodos microbioldgicos. Além disso, a influéncia de
muitos interferentes acabam por comprometer a analise dos folatos. Os métodos quimicos tém
maior aplicagdo na purificagdo do AF e seus denivados, na determinagio de concentrados
vitaminicos e em produtos farmacéuticos. Existem técnicas empregadas cujo principio baseia-
se na reagdo do acido félico com permanganato, liberando 4cido p-aminobenzoéico (PABA)
(KEAGY, 1985).

8.4 Métodos Imunolégicos

As metodologias imunolégicas podem também ser utilizadas para a determinacio de
AF. Sdo métodos que, por sua vez, apresentam vantagens, como especificidade, rapidez e
sensibilidade.

Existem duas técnicas para a determinagio de AF. A primeira (radioimunoensaio)
baseia-se na competi¢do pela proteina ligante de folacina (FBP), porém esta técnica exige
normas rigorosas de seguranga e pessoas altamente capacitadas para realizacio dos ensaios,
devido a manipulagdo de compostos radioativos, aumentando assim o custo do método
(GREGORY, 1985). A segunda técnica se da pelo método de ELISA (enzime-linked
immunosorbent assay). O limite de detecgdo obtido por REICHERT, RUBACH (1991) para o
AF foi de Ing/mL, utilizando essa técnica. Contudo, muitas substincias podem ser
interferentes dos métodos imunolégicos (RAUCH et al., 1989, REICHERT, RUBACH, 1991).

UNICAMP

3IBLIOTECA CENTIA.

SECAO CIRCULAN

L

17

¥

Y-

i1




8.5 Métodos Cromatograificos

Entre os folatos existem compostos com diferentes bioatividades, (RUGGERI et al.,
1999), portanto, € necessario para uma determinagio mais exata a separagio e quantificagdo
individual de cada composto, considerando-se a atividade de cada um deles. As técnicas
cromatograficas se aplicam muito bem a essa finalidade.

A cromatografia em papel (CP) e a cromatografia em camada delgada (CCD) foram as
primeiras técnicas aplicadas para a determinagido de folatos, porém os métodos apresentam
grandes dificuldades para realizagdo, em especial, a quantificagdo. A cromatografia a gas (CG)
ndo foi muito empregada na tentativa de determinagio de folatos em alimentos, devido a baixa
volatilidade e termoinstabilidade da vitamina limitando assim o uso (McCORMACK,
NEWMAN, 1992).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) estd sendo hoje a técnica mais
empregada para a analise de folatos (DAY, GREGORY III, 1981, GREGORY et al., 1984,
SCHULZ et al., 1985, WITTHOFT, BITSCH, 1993, LUCOCK et al., 1995, VAHTERISTO et
al., 1996, VAHTERISTO et al., 1997a,b, KONINGS, 1999). As vantagens no uso da CLAE,
para a determinagdo de vitaminas, incluem rapidez, alta sensibilidade e exatiddo, além da
melhor resolu¢do na separagdo das diversas formas bioativas presente nos alimentos
(GREGORY et al., 1984, AGOSTINIL, 1996).

Outra técnica, como a eletroforese capilar (GOMIS et al., 1999) vem sendo
desenvolvida para a determinagdo de todas as vitaminas do complexo B, incluindo o AF e
vitamina C, em produtos farmacéuticos. Entretanto, é uma técnica bastante recente, hoje
utilizada mais para fins de pesquisa, ndo estando ainda disponivel na maioria dos laboratérios

nacionais.
8.5.1 Métodos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A aplicagao da CLAE na determinagdo de folatos em materiais biolégicos e em
alimentos ocorre de forma rapida, geralmente dependo da otimizagdo da extra¢do da amostra,

da purificagdo e dos métodos de detecgdo para cada tipo de analise requerida (PARRISH,
1984, GREGORY, 1985, LUCOCK et al., 1993, HOLLMAN et al., 1993, LUCOCK et al.,
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1995). FINGLAS et al. (1999) comparam varios procedimentos de extragdo, limpeza e
condigdes cromatograficas para a analise de folatos, por CLAE, através de estudo

interlaboratorial.

8.5.1.1 Extracao

A determinagdo de vitaminas em alimentos envolve a extragdo de compostos
complexos e frequentemente labeis, em concentra¢Ges da ordem de parte por milhdo (ppm) a
partir de matrizes organicas complexas (AGOSTINI, 1996).

A extragdo de folatos com o uso de tampdo fosfato na concentragdo de 0,075 até
0,1mol/L, adicionado de acido ascorbico numa concentragio de 0,1% até 2%, em pH variando
de 4,5 até 7,4 foi a mais freqiiente nos trabalhos revisados (DAY, 1981, GREGORY et a/,
1984, SCHULZ et al., 1985, JACOB, HENRY, 1992, WITTHOFT ef al., 1993, LUCOCK et
al., 1995, VAHTERISTO et al, 1996, KONINGS, 1999). Tampao acetato, em substitui¢do ao
fosfato, também foi utilizado na extra¢do em concentragdes que variaram de 0,05 até 0,1mol/L
(GREGORY et al. 1984, FARRAR et al., 1992, WIGERTZ, JAGERSTAD, 1995, STOKES,
WEBB, 1999), bem como, em substitui¢do ao acido ascorbico, o ascorbato de sddio. (DAY,
GREGORY III, 1981, GREGORY et al., 1984). Mais recentemente, STOKES, WEBB (1999),
VAHTERISTO et al. (1996) ¢ RUGGERI et al. (1999), utilizaram o 2-mercaptoetanol,
juntamente com o 4cido ascorbico, para prevenir a oxidagdo dos folatos durante a extragao.

Hidrolise enzimatica para realizagdo da extragao dos folatos, utlizando plasma humano
(HP) e pancreas de porco (HK), com um tempo de reagdo de 3 horas a temperatura de 37°C,
foi utilizada por GREGORY et al. (1984), SCHULZ et al. (1985), WITTHOFT, BITSCH
(1993), LUCOCK et al. (1995) e VAHTERISTO et al. (1996). A a-amilase foi empregada por
OSSEYI et al. (1998) e RUGGERI et al. (1999).

8.5.1.2 Limpeza do extrato

O extrato proveniente do processo de extragdo deve apresentar-se livre de impurezas e

interferentes e analogos bioldgicamente inativos (AGOSTINI, 1996), no entanto, na pratica,
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trabalhando com alimentos isto se torna quase que impossivel, necessitando de procedimentos
de limpeza.

Procedimentos de limpeza, como a simples filtragdo (SCHULZ et al., 1985) ou uso de
centrifugagdo (OSSEYI er al, 1998, RUGGERRI, et al, 1999, STOKES, WEBB, 1999)
foram utilizados pelos pesquisadores na determinagdo de folatos em alimentos. O emprego do
acido tricloroacético, para a desproteinizagdo dos extratos, foi reportado por RUGGERI et al.
(1999).

Meétodos de extragao em fase solida utilizando colunas de troca idnica compostas por
amina quaternaria (SAX) foram largamente utilizados nos ultimos anos, tanto para purificagao
como concentragio de folatos (GREGORY et al. 1984, WITTHOFT, BITSCH, 1993,
WIGERTZ, JAGERSTAD, 1995, LUCOCK et al, 1995, VAHTERISTO et al, 1996,
OSSEYI, 1998, KONINGS, 1999, STOKES, WEBB, 1999, CHO et al., 2000). Cartuchos de
Sep-pak C;s foram utilizados com a mesma finalidade por STOKES, WEBB (1999).
Normalmente, os cartuchos sdo condicionados com um solvente organico, ativados por uma
solugdo tampdo e carregados com amostra, segue-se uma etapa de lavagem e, finalmente, a
eluigdo dos folatos (OSSEYI ef a/., 1998, STOKES, WEBB, 1999).

RUGGERI et al. (1999) utilizaram colunas de bioafinidade, contendo proteina ligante
de folatos (FBP), para purifica¢do do extrato de salames, presunto, feijdo e grao de bico.

8.5.1.3 Etapa Cromatogrifica

a) Fase Movel

Fases moveis (FM) tamponadas, com ou sem modificador orginico, foram as mais
utilizadas. Os modificadores organicos mais empregados foram metanol e acetonitrila
(BRANFMAN, McCOMISH, 1978, DAY, GREGORY III, 1981, DUCH er al, 1983,
GREGORY ez al., 1984, WILSON, HORNE, 1984, GREGORY, 1985, SCHULZ et al., 1985,
HOLT et al., 1988, FARRAR ef al,, 1992, LUCOCK et al, 1993, WITTHOFT, BITSCH,
1993, BERG ef al, 1994, WIGERTZ, JAGERSTAD, 1995, LUCOCK et al, 1995,
VAHTERISTO et al., 1996, VAHTERISTO et al., 1997b, OSSEYI ef al., 1998, KONINGS,
1999, RUGGERI et al, 1999, STOKES, WEBB 1999). O par 16nico (PI)

tetrabutilaminofosfatase (TBAP) foi utilizado em alguns trabalhos na composi¢io da fase
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mével (DUCH et al., 1983, SCHULZ et al. 1985, WITTHOFT, BITSCH, 1993, OSSEYT et
al., 1998) resultando em picos bem mais simétricos e finos que os obtidos nos trabalhos sem a
utiliza¢ao do PI.

Na maioria dos trabalhos a eluicdo empregada foi do tipo isocratica (BRANFMAN,
McCOMISH, 1978, DAY, GREGORY III, 1981, DUCH et al, 1983, GREGORY, 1985,
SCHULZ ef al., 1985, FARRAR e al., 1992, LUCOCK et al.,, 1993, WITTHOFT, BITSCH,
1993, BERG et al, 1994, WIGERTZ, JAGERSTAD 1995, LUCOCK et al, 1995,
VAHTERISTO et al., 1996, OSSEYI et al.,1998), enquanto que em menor escala a utilizagio
de gradientes (GREGORY ef al., 1984, HOLT et al, 1988, VAHTERISTO ef al., 1997a,b,
KONINGS, 1999, RUGGERI ef al., 1999, STOKES, WEBB, 1999, CATHARINO, GODOY,
2000).

b) Fase Estacionaria

Embora as colunas mais utilizadas para a separagdo de folatos foram as de fase reversa
de octadecilsilano (Cis) (GREGORY ef al,, 1984, SCHULZ et al., 1985, FARRAR et al,
1992, VAHTERISTO et al., 1996, HURTADO et al., 1997, KONINGS, 1999), DONG et al.
(1988) utilizaram colunas de fase reversa Cs. LUCOCK et al. (1995) empregam coluna com
fase ligada microporosa com grupamento fenil para a determinagdo de folatos em alimentos e
fluidos biologicos. FINGLAS et al. (1999) utilizaram coluna com resina de poliacrilamida
estireno divinilbenzeno (PLRSP) na separagdo dos folatos em vegetais. Porém, dados de
comparagdo entre os difentes tipos de colunas utilizadas na separagao de folatos, com relagdo

a melhor eficiéncia, rapidez e resolu¢do, nao foram encontrados na literatura.

8.5.1.4 Sistema de Detec¢ao

O detector mais empregado para métodos de determinagdo simultanea de folatos € o de
fluorescéncia, em comprimentos de onda de excitagdo variando de 280 até 310nm, e de
emissdo de 352 até 372nm (FARRAR et al., 1992, WITTHOFT, BITSCH, 1993, JI et al,
1995, WIGERTZ, JAGERSTAD, 1995, LUCOCK et al, 1995). A tentativa de aumentar a
fluorescéncia do acido folico, do tetraidrofolato e do diidrofolato fez com que DAY e

GREGORY III (1981) e GREGORY et al., (1984) desenvolvessem uma reagdo de oxidagdo
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pos-coluna, com hipoclorito de sodio e cloridina, para quebrar o acido folico, o tetraidrofolato
e o diidrofolato em produtos pteridinicos, que possuem numeros de hidrogénio diferentes nos
anéis, resultando em substancias que apresentam maior fluorescéncia.

A detecgdo por absor¢do na regido do ultra-violeta (UV) ja foi utilizada em
maior escala para detecgdo de folatos, hoje continua sendo usada para a detec¢do de AF, sendo
que os comprimentos de onda variam de 254 a 290nm (WILLS et al., 1977, BRANFMAN,
McCOMISH, 1978, DAY, GREGORY, 1981, SCHULZ et al., 1985, HORNE, HOLLOWAY
1997, HOLT et al., 1988, BERG et al., 1994, OSSEYI ef al., 1998), com a evolugdo para o
uso de detectores de arranjo de diodos (DAD), que permitem, além da detecgdo a obtengdo de
parametros para a identificagdo (KONINGS, 1999). GREGORY et al. (1984), VAHTERISTO
et al. (1996) e RUGGERI et al. (1999) utilizaram detectores em série de fluorescéncia e UV
para a determinagdo de folatos e acido folico, respectivamente.

Detectores eletroquimicos foram empregados para analise de folatos em fluidos
bioldgicos e alimentos por LUCOCK et al. (1993) e BAGLEY, SELHUB (2000). LUCOCK et
al. (1995) utilizaram trés detectores em série, eletroquimico, de fluorescéncia e UV com
arranjo de diodos, para a determinagédo de folatos e recomendaram que a detecgdo do sinal do
AF fosse feita no UV e para os demais folatos qualquer um dos trés detectores, dependendo do
folato a ser determinado. STOKES, WEBB (1999) utilizaram detector de massas (MS) para
determinagdo e confirmagdo de folatos em complexos vitaminicos, carnes, vegetais e cereais

matinais.

8.5.1.5. Identificacdo

A identificacdo dos folatos, na maioria dos trabalhos encontrados na literatura, foi feita
por comparagdo do tempo de retengdo do composto presente na amostra com o tempo de
reteng@o do padr@o e por co-cromatografia (WILLS ef al., 1977, BRANFMAN, McCOMISH,
1978, GREGORY et al., 1984, SCHULZ et al, 1985, FARRAR et al., 1992, WITTHOFT,
BITSCH, 1993, WIGERTZ, JAGERSTAD, 1995, LUCOCK ef al., 1995, VAHTERISTO et
al., 1996, VAHTERISTO et al., 1997a). Um dos problemas nesse tipo de identifica¢@o € que o
tempo de retengdo varia de uma matriz alimenticia para outra, podendo diferir dos compostos

vitaminicos puros. O perfil do espectro de absor¢do obtido no DAD, além do tempo de
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retengdo e da co-cromatografia, foi utilizado por KONINGS (1999) para identificagdo dos
folatos. Técnicas mais sofisticadas foram aplicadas por STOKES, WEBB (1999), onde os
folatos foram confirmados através da espectrometria de massas acoplada ao cromatografo a

liquido.

8.5.1.6. Quantificacao

A quantificagdo, em todos os trabalhos revisados, foi feita através da construgdo de
curvas analiticas por padronizagdo externa, utilizando a area ou a altura dos picos (GREGORY
et al, 1984, SCHULZ et al., 1985, FARRAR et al, 1992, WITTHOFT, BITSCH, 1993,
WIGERTZ, JAGERSTAD, 1995, LUCOCK et al, 1995, VAHTERISTO et al, 1996,
VAHTERISTO et al, 1997a,b, OSSEYI e? al.,1998, KONINGS, 1999, RUGGERI et al,
1999).

9. VALIDACAO DA METODOLOGIA

A validacdo de uma metodologia visa assegurar que o método utilizado seja adequado
ao que se propde identificar e/ou quantificar, podendo-se empregar diferentes procedimentos
em fungdo do objetivo da analise (ARAUJO, 1995, CHASIN et al, 1998). A qualidade € a
credibilidade de um trabalho analitico se fundamentam nos cuidados com os quais o analista
se cerca para produzir dados que expressem o valor real da medida obtida (CHASIN ez al,
1998).

Existem diferentes formas de conduzir a validagdo (TANNER ef al., 1993, FINGLAS
et al, 1999) e varios procedimentos estatisticos s3o utilizados com essa finalidade
(YOUNDEN, 1982, WERMINONT, 1985, TAYLOR, 1987, MILLER, MILLER, 1988,
CAULCUTT, BODDY, 1993). Apenas poucos trabalhos foram encontrados com tal
preocupagio, entre eles destacam-se os desenvolvidos por FINGLAS et al. (1999) e
KONINGS (1999) que foram os unicos a utilizarem materiais de referéncia certificados
(misturas de vegetais (CRM 485), figado de porco (CRM 487) e farinha de milho (CRM
121)).
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Resumo

Pouca aten¢@o se deu ao acido folico, especialmente em alimentos, isso devido as
dificuldades de determinagdo, ocasionadas pelas baixas quantidades que o analito se
encontra, ¢ da presenga de interferentes provenientes das matrizes complexas. No entanto, a
importancia que foi atribuida ao acido folico recentemente, em virtude de sua agdo benéfica
a0 homem, tem aumentado o interesse dos pesquisadores por esta vitamina.
Conseglientemente, aumentou a preocupac¢do dos analistas em desenvolver metodologias
apropriadas para a determinagdo do acido folico em alimentos enriquecidos ou nao com
esta vitamina e o controle do mesmo em alimentos enriquecidos. Dentro desse panorama, o
objetivo deste trabalho foi de avaliar algumas condigdes experimentais na determinagdo de
4cido folico, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em leites enriquecidos.
Utilizando coluna de fase reversa (Cig), foram testados 35 diferentes sistemas de elui¢do
isocratica e 11 por gradiente. Os perfis cromatograficos foram monitorados em quatro
diferentes comprimentos de onda. Foram realizados estudos sobre a estabilidade das
solucdes-padrio de AF utilizadas na quantificagdo. Em relagdo as etapas pre-
cromatograficas, foram avaliadas 15 solugdes extratoras. Os procedimentos de extragdo
com soluces alcalinas, pH acima de 7.0, forneceram os melhores resultados. As melhores
condicdes de analise foram obtidas com elui¢do por gradiente, a vazio de 0,5 mL/min,
utilizando 10% de acetonitrila e 90% de fase aquosa tamponada ( acido acético 0,166mol/L;
hidroxido de potassio 0,01mol/L; pH 2,8) no inicio da corrida, fazendo um gradiente até

oito minutos ¢ meio (8,5min) chegando em 24% de acetonitrila e 76% de fase aquosa
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tamponada, permanecendo esta concentragdo at€é nove minutos (9min) de comrida. A
detecgdo do acido folico foi feita na regido do ultra-violeta, a 290nm, em consequéncia da
menor interferéncia dos constituintes da matriz. A quantificagéo foi feita por padronizagéo
externa, sendo que o padrio de acido folico, dissolvido em tampdo fosfato (pH6,5) e

mantido a 4°C, pode ser utilizado por até 30 dias.

Abstract

Not a close attention had been paid to folic acid, particularly in foods, and that is
due to some difficulties of determination caused by low quantities in substance and by the
presence of interferents proceeding from complex matrixes. However, the interest of
researchers on this vitamin has increased because of the recent importance granted to folic
acid, in view of its healthy action towards man, and consequently the concern of analysts to
develop appropriate methodologies for folic acid determination in enriched or non-enriched
foods and the control this vitamin in enriched foods. In this landscape, the objective of this
research was to evaluate some experimental conditions in the determination of folic acid,
by high performance liquid chromatography (HPLC), in enriched milks. Using a reverse—
phase column (C;g), were evaluated 35 different isocratic and 11 gradient elution. Detection
was at four different wavelengths. Studies were carried out about the stability of the AF
standard solutions employed in the quantification. In relations a pre-chromatographic step,
were available 15 solutions of extraction. The best results were obtained using an extraction
procedure with alkaline solution, pH above of 7.0. The best conditions of analysis were
obtained with gradient elution, flow rate of 0,5mL/min, using 10% acetronitrile plus 90%
buffer aqueous phase (acetic acid 0,166mol/L; potassium hydroxide 0,01mol/L; pH 2,8) in
the start, changing to 24% acetonitrile plus 76% buffer aqueous phase after 8,5minutes,
remaining this conditions until mine minutes (9,0min) of run. Detection of folic acid was
obtained in the ultraviolet region, at 290nm, due low presence of interfering substances.
Quantification by means of an external standard curve. The folic acid standard dissolved in

phosphate buffer (pH 6,5), under refrigeration (4°C), can to be used during 30 days.

31



INTRODUCAO

O enriquecimento de alimentos com éacido folico (AF) tem sido incentivado na
ltima década devido, principalmente, a trabalhos que demonstraram uma possivel relagdo
da vitamina com as doengas que acometem o tubo neural do feto, isto € as malformagdes
congénitas, que podem ser ocasionadas pela caréncia de acido folico na alimentagdo de
gestantes (CZEIZE e DUDAS, 1992; ANNOTATION, 1994, DUFF ¢ COOPER, 1994,
CRANE et al, 1995; SERBANESCU et al, 1996, DALY et al, 1997, LOCKSMITH e
DUFF,1998). Os produtos escolhidos para o enriquecimento com acido folico nos EUA sdo
principalmente os cereais matinais, as farinhas e o macarrao, entre outros (ANNOTATION,
1996, TAMURA e MESSING, 1997). No Brasil, o processo de enriquecimento de
alimentos com AF vem incluindo uma ampla variedade de produtos, em especial os lacteos.

A importancia de métodos analiticos apropriados que garantam os niveis de
enriquecimento nos produtos € uma preocupa¢do, que deve ser encarada como fator
essencial para oferecer a populagdo as quantidades estipuladas nos rotulos dos produtos
para beneficio comum de todos. Entretanto, a determinagdo de acido folico apresenta
muitos desafios, mesmo com a utilizagdo de técnicas sofisticadas como € o caso da
cromatografia liquida de alta eficiéncia, os quais incluem o melhoramento nos
procedimentos de extrag@o, limpeza e condi¢des cromatograficas mais simples.

Ha poucos trabalhos sobre o desenvolvimento de metodologias para analise de AF
em produtos alimenticios (OSSEYI et al, 1998, RADER et al., 1998), a maioria das
pesquisas foram conduzidas para a determinagdo de folatos (FARRAR et al, 1992,
LUCOCK et al,, 1993; BERG et al., 1994; WIGERTZ e JAGERSTAD, 1995; LUCOCK et
al., 1995, VAHTERISTO et al., 1997). Geralmente no processo de extra¢do € feita uma
hidrolise alcalina, em virtude do aumento da estabilidade e solubilidade do acido foélico,
para romper os complexos proteicos, seguida de hidrolise enzimatica para converter os
folatos poliglutdmicos a forma monoglutdmica (BERG et al, 1994; WIGERTZ e
JAGERSTAD 1995; OSSEYIT et al., 1998, RADER et al., 1998). A extracdo, além de
constituir uma das etapas mais importantes na determinacdo de acido folico em alimentos, €
também a maior fonte de erro na determinacdo da vitamina (HOLLMAN et al. 1993;
GREGORY e SARTAIN, 1991).
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Precipitagdo com acido tricloroacético e técnicas de extracdo em fase solida, tem
sido utilizados como procedimentos de limpeza dos extratos para a determinagé@o de folatos
(RUGGERI et al., 1999).

As colunas cromatograficas mais utilizadas para a separag@o analitica de folatos € a
de fase reversa, embora colunas de PLRSP (poliacrilamida estireno divinilbenzeno) e com
grupamento fenil também terem sido empregadas por FINGLAS et al. (1999) e LUCOCK
et al. (1995), respectivamente. As fases moveis empregadas na determinagio de folatos néo
possuem grandes variagdes, sendo compostas basicamente de um modificador organico,
metanol ou acetonitrila, € uma solugdo aquosa tamponada (FARRAR et al, 1992,
LUCOCK et al., 1993; BERG et al., 1994, WIGERTZ e JAGERSTAD, 1995; LUCOCK et
al., 1995, VAHTERISTO et al., 1997). A adi¢do de par idnico a fase movel foi utlizada
apenas por DONG, et al. (1988) e OSSEYT et al. (1998).

A detecgio do acido folico é realizada por absor¢do na regido do ultra-violeta
(BRANFMAN e McCOMISH, 1978; OSSEYI et al.,1998), enquanto que para os folatos a
preferéncia ¢ utilizar a fluorescéncia (GREGORY et al, 1984; FARRAR et al.,, 1992;
WIGERTZ e JAGERSTAD, 1995). Alguns autores utilizaram esses dois detectores em
série para a determinagdo simultdnea de AF e folatos (VAHTERISTO et al, 1996,
VAHTERISTO et al., 1997; FINGLAS et al., 1999; KONINGS, 1999). CATHARINO e
GODOY (2000) observaram que para concentragdes baixas de acido folico (+20ug/100g) €
possivel a deteccio utilizando o detector de fluorescéncia, porém nenhum sinal foi
registrado com concentragdes maiores.

A identifica¢do dos folatos, na maioria dos trabalhos publicados foi feita apenas por
comparagio com o tempo de retengéo dos padres e por co-cromatografia (FARRAR et al.,
1992; LUCOCK et al., 1993; BERG, 1994; WIGERTZ e JAGERSTAD, 1995; LUCOCK
et al., 1995; VAHTERISTO et al., 1997, OSSEYI et al., 1998). KONINGS. (1999) utilizou
para a identificagdo os espectros de absorgao fornecidos pelo detector de arranjo de diodos.
A quantificagio foi feita por padronizagdo externa (FARRAR et al., 1992; LUCOCK et al,
1993; BERG et al., 1994, WIGERTZ e JAGERSTAD, 1995; LUCOCK et al, 1995;
VAHTERISTO et al., 1997;0SSEYI et al., 1998, KONINGS, 1999).
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Este trabalho foi conduzido com o objetivo avaliar algumas etapas analiticas para a
determinagdo de acido folico, por CLAE, em leites enriquecidos, visando conhecer melhor

o efeito de alguns parametros nessa determinago.

MATERIAL E METODOS
MATERIAL

A amostra de leite em po enriquecida com acido folico foi adquirida em
supermercado da cidade de Campinas, SP.

O padr@o de acido félico foi cedido pela M. CASSAB Comércio e Industria LTDA,
Santo Amaro, SP, Brasil. (SIGMA cod. F-7876, lote 40H321). Acetonitrila e metanol,
ambos grau cromatografico, acido tricloroacético, fosfato de potassio monobasico, acido
acético glacial, acido fosforico, grau de pureza analitico, foram adquiridos da Merck,
Brasil. Da Synty foram utilizados o acetato de sodio e sodio fosfato dibasico anidro, grau
de pureza analitico, e da SIGMA Chemicals Co (USA) o fosfato de potassio dibéasico. A
agua utilizada no preparo das fases moveis foi purificada no sistema Milli-Q
(MILLIPORE). As fases moveis foram filtradas em filtros fluoropore (FHLP 04700
MILLIPORE), com poros de 0,45um de diametro. Foi utilizada uma coluna Microsorb
ODS-2, 5um, 150X4,6mm d.i.(Rainin Instrument Company), protegida por coluna de
guarda Bondesil, S5um, 10X4,6mm d.i. (Varian).

O equipamento utilizado foi um cromatografo a liquido HP (HEWELETT-
PACKARD) modelo 1100, com degaseificador, bomba quaternaria, sistema de inje¢do
automatica (0 a 100uL), detectores de UV-Visivel com arranjo de diodos e de
fluorescéncia. Todo o sistema é controlado pelo programa HP-Chemstation, que também

geréncia o sistema de aquisi¢do e tratamento de dados.

METODOS

a) Avaliacao da composicio da fase mével e sistema de eluiciio
A composigdo da fase movel foi avaliada verificando-se a influéncia da presenga de

cada reagente, ou de variagdes nas concentragdes dos mesmos, em sistemas de elui¢do
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isocratica e por gradiente, sobre solugdes padrio de AF e amostra de leite em po
enriquecido. Os modificadores organicos, metanol e acetonitrila, foram testados em
diferentes concentragdes, mantendo-se constantes os outros componentes da fase movel. A
influéncia dos tampdes fosfato e acetato, como componentes da fase movel, também foi
avaliada, assim como a influéncia das concentragdes hidrogenionicas. Neste caso, os
valores de pH foram ajustados com a adigdo de HCI (1mol/L) e KOH (Imol/L). A Tabela 1

resume todas as fases moveis e sistemas de eluigao utilizadas neste trabalho.

b) Avaliacio dos processos de limpeza do extrato e de extragio

Para a avaliag@o dos procedimentos de clarificagdo do extrato, este foi preparado com
1,0g de leite em po enriquecido e o AF extraido com 3mL de KOH (0,1mol/L) em banho
ultra-sonico por 10 minutos e, imediatamente apos, foi submetido aos procedimentos de
clarificagdo, apresentados a seguir. Os mesmos procedimentos foram repetidos

paralelamente com solu¢des padrdo de acido folico.

(a) extrato + H3PO4 (0,1mol/L) gsp 10mL

(b) extrato + etanol gsp 10mL

(c) extrato + acetonitrila qsp 10mL

(d) extrato + 3mL de H3PO4 (0,1mol/L) + tampao fosfato Na,HPO, (0,25M)/ KH,PO4
(0,37M) gsp 10mL

(e) extrato + 3mL de H3PO4; (0,1molL) + 350 pL de ac. tricloroacético + tampao
fosfato Na,HPO, (0,25M)/ KH,PO4 (0,37M) gsp 10mL

Apos os tratamentos, os extratos foram filtrados em membrana durapore (HVLP,
01300, MILLIPORE), com poros de 0,45um, e injetados no cromatografo, utilizando as
melhores condigdes obtidas no item a.

A extracgdo foi realizada em duplicata, com 1,0g de leite em po enriquecido. Todos os
procedimentos foram conduzidos a temperatura ambiente (27°-30°C). Em todas as
situa¢des foram utilizados 3mL de solugdo extratora, que permaneceram em contato com a

amostra sempre por 10 minutos, com ou sem a utilizagdo de banho ultra-sonico.
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Tabela 1. Composicdo das fases moveis nos sistemas de eluigdo utilizados para a
determinagdo da acido folico em leite.
Sistema de Eluicio Isocritico

Fase movel (viv) tr (min) tc (min)
Agua - 30
Metanol - 30
Acetonitrila - 30
Agua/ Metanol 10:90 - 30
Agua/ Metanol 15:85 - 30
Agua/ Metanol 30:70 - 30
_Agua/ Acetonitrila 10:90 - 30
A Acetonitrila 12:88 - 30
Agua/ Acetonitrila 20:80 - 30
Tampdo fosfato - 30
Tampdo acetato - 30
Tampao fosfato/ Metanol 90:10 20 30
Tampd3o fosfato/ Metanol 85:15 15 20
Tampdo fosfato/ Metanol 75:25 8 15
Tampio fosfato/ Metanol 70:30 6 10
Tampdo fosfato/ Metanol 65:35 5 10
Tampdo fosfato/ Acetonitrila 95:5 15 20
Tampdo fosfato/ Acetonitrila 90:10 8.5 15
Tampiéo fosfato/ Acetonitrila 88:12 7.5 15
Tampio fosfato/ Acetonitrila 85:15 7.4 15
Tampéo fosfato/ Acetonitrila 80:20 3,5 10
Tampdo fosfato/ Acetonitrila 78:22 3.4 10
Tampdo fosfato/ Acetonitrila 76:24 2.5 10
Tampdo acetato/ Metanol 90:10 20,4 30
Tampdo acetato / Metanol 85:15 14.9 20
Tampdo acetato / Metanol 75:25 8,1 15
Tampio acetato / Metanol 70:30 6,2 10
Tampéo acetato / Metanol 65:35 4,8 10
Tampdo acetato / Acetonitrila 95:5 15 20
Tampdo acetato / Acetonitrila 90:10 8.4 15
Tampdo acetato / Acetonitrila 88:12 13 15
Tampdo acetato / Acetonitrila 85:15 7.3 15
Tampdo acetato / Acetonitrila 80:20 3,2 5
Tampdo acetato / Acetonitrila 78:22 3,1 5
Tampdo acetato / Acetonitrila 76:24 2.2 5
Sistema de Eluicao por Gradiente
Tampao acetato / Acetonitrila (v/v) tr (min) tc (min)
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 4,5 5,5 6
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 5.5 5.8 6.5
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 7,5 7.3 8
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 8,5 8.3 9
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 9.0 8.4 9
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 10,5 8,7 11
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 11,5 8.9 12
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 12,0 9 12,5
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 15,0 9.1 15,5
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 16,0 9.3 16.5
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 17,0 9.3 17.5

tr- tempo de retengdo do acido folico; te- tempo de corrida; - AF ndo eluiu durante a corrida.
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Foram testados alguns solventes e varias solugGes, desde agua até solugbes acidas e
tampdes. A composicdo das solugbes € descrita em anexo aos resultados apresentados
(Tabela 2).

¢) Detec¢ao e identificacido

Os picos foram detectados, através de detector de arranjo de diodos, em quatro
diferentes comprimentos de onda, 280, 285, 290 e 295 nm, bem como no detector de
fluorescéncia (excitagdo a 280nm e 360nm de emissdo), ligado em série. A identificagio foi
feita por comparagdo dos tempos de retengdo obtidos com padrdes analisados nas mesmas
condigdes, por co-cromatografia e pelos espectros de absor¢@o obtidos nos dois detectores.
O grau de pureza do pico referente ao acido folico foi avaliado pelos espectros de pureza e

pelo sistema de plotter, fornecidos pelo programa HP-Chemistation.

d) Avalia¢ao da estabilidade do padrao
A curva analitica de padronizag@o externa foi construida com 1, 2, 3, 4, 5, 6 ¢ TmL e
uma solugdo padrio contendo 100ug/100mL de acido folico. As aliquotas foram diluidas
para 10mL com tampao fosfato Na;HPO, (0,25mol/L)/ KH2POj4 (0,37mol/L), as solugdes
foram filtradas em membrana durapore (HVLP 01300 MILLIPORE) e injetados no
cromatografo, utilizando as melhores condigdes obtidas no item a.
A estabilidade do padrao de AF foi avaliada variando-se algumas condi¢des como:
« substincia escolhida para dissolugdo do padrdo: agua e tamp@o fosfato.
« exposicdo a luz fria do laboratorio por 20, 30 e 60 minutos.
. exposicgdo a diferentes temperaturas de 25° a 70°C.
Apo6s os tratamentos as solugdes foram imediatamente injetadas no cromatografo, nas

mesmas condi¢des utilizadas anteriormente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

AVALIACAO DOS PARAMETROS CROMATOGRAFICOS

a) Fase movel e sistema de eluicido

Fases moveis compostas apenas por agua, tampao acetato (0,166mol/L) ou tampao
fosfato (0,33mol/L) ndo foram suficientes para eluir o padrdo de acido folico, surgindo a
necessidade da adi¢do de um modificador organico. A adi¢gdo de acetonitrila (ACN) ou
metanol (MEOH) em agua pura ndo apresentou nenhum efeito. Ja a adigdo desses
modificadores, mesmo em concentragGes baixas, nos dots tampdes estudados resultaram na
eluicdo do AF. Porém, para uma eluigdo mais rapida necessitou-se de concentragdes
maiores desses solventes organicos (Figura 1), sendo que a acetonitrila provocou maior
influéncia na retengdo da vitamina, por unidade de concentragdao na fase moével, do que o
metanol. A utilizag8o de metanol, na fase mével, aumentou significativamente o ruido da
linha de base, portanto, foi dada preferéncia a utilizagdo de ACN.

Em conseqiiéncia da obtengd@o de resultados semelhantes com a utilizagdo de acetato ou
fosfato, deu-se preferéncia ao acetato em virtude da possibilidade de cristalizagdo do

fosfato e a degeneragdo de coluna causada por este tampdo.
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Figura 1. Efeito da concentra¢do dos modificadores organicos na retengido do acido folico. Coluna
Microsorb, ODS-2, 5um 150X4,6mm. (1)Fase movel: acetonitrila, solugdo tampdo acetato ou
fosfato, pH 2,8, vazdo de 0,5mL/min. (2)Fase movel: metanol, solugdo tampao acetato ou fosfato,
pH 2.8, vazio de 0,5mL/min.
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Os mesmos testes foram feitos com amostras de leite em po enriquecidos, e as
melhores condigdes foram obtidas com 10% de ACN em tamp@o acetato, que permitiu a
eluicdo do AF em aproximadamente 8,0 minutos, a uma vazdo de 0,5mL/min, entretanto
sempre havia a presenga de um co-eluente, que s6 pode ser visto com o auxilo do sistema
plotter da Chemistation-HP.

Foi observado o efeito da concentra¢do hidrogenionica na reteng@o do acido folico
(Figura 2), nas melhores condigdes cromatograficas até entdo estabelecidas. Maior

retengdo foi obtida numa faixa de pH muito proxima ao valor do pK1 (3,1) do acido folico.

14 - !

ag 1.2 — i
g 10 |
[ 7 |
® 8 -
< 6 - J
g 4 ;
E 7 |
e 2 A |
0 T T T i

0 1 2 3 4 5 6 7 8 l

pH '

Figura 2. Efeito da concentragdo hidrogenionica na retengdo do acido folico. Coluna
Microsorb, ODS-2, 5um, 150X4,6mm. Fase moével: acetonitrila 10%, em solug¢do tampao
acetato, com vazao de 0,5mL/min.

O sistema de eluigdo isocratico, mesmo com todas as otimiza¢des feitas em relagdo a
fase movel, nas amostras de leites enriquecidos com AF ndo se mostrou satisfatorio,
levando a estudos com sistemas de elui¢gdes por gradiente.

De todos os gradientes utilizados (Tabela 1), o melhor sistema foi formado com 10%
de acetonitrila e 90% de fase aquosa tamponada (acido acético 0,166mol/L; hidréxido de
potassio 0,01mol/L; pH 2,8) no inicio da corrida, chegando a oito minutos e meio (8,5min)
com 24% de acetonitrila e 76% de fase aquosa tamponada, permanecendo estas condigdes
até nove minutos (9min) de corrida, quando as condigdes cromatograficas iniciais eram

retomadas. A baixa concentragdo do modificador orgénico no inicio da corrida, programado
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para um aumento linear na concentragdo de solventes, favoreceu a boa resolu¢do da
vitamina em relagdo a compostos interferentes da matriz alimenticia, além de possibilitar
uma corrida mais rapida do que as existentes na literatura. ApoOs varios ensaios, foi

estabelecido o tempo de 5 minutos para o re-equilibrio da coluna.

AVALIACAO DOS PROCEDIMENTOS DE LIMPEZA DO EXTRATO E DE
EXTRACAO

Em decorréncia das caracteristicas da matriz, os procedimentos de clarificagdo do
extrato foram conduzidos com a finalidade da eliminag&o, principalmente, de proteinas.

O emprego de acido fosforico 0,1mol/L resultou num extrato demasiadamente sujo,
ocasionando elevagdo da pressdo e rapido entupimento da coluna. O mesmo ocorreu
quando combinado o acido fosforico com uma solugdo concentrada de sais (0,25mol/L
Na,HPO,4 + 0,37mol/L. KH,PO,). Etanol e acetonitrila, para a limpeza do extrato, também
nao foram satisfatorios.

A adigdo de acido tricloroacético concentrado a mistura de 4cido fosforico e solugdo
salina apresentou-se como uma medida pratica e eficiente de clarificagéo do extrato.

Em virtude de se trabalhar com produtos enriquecidos, a hidrolise ezimatica,
empregada na grande maioria dos trabalhos da literatura, se mostrou desnecessaria, ja que
nos produtos analisados neste trabalho a vitamina se encontra na forma monoglutimica
livre. Muitas vezes, como resultado da hidrélise da matriz alimenticia, ha a liberagdo de
mais interferentes que dificultam tanto a analise qualitativa como quantitativa (AGOSTINI
e GODOY, 1997).

Avaliou-se a influéncia do banho ultra-sénico na extra¢do do acido folico em leite
em po enriquecido em comparagdo a simples agitagdo mecanica (Tabela 2). As taxas de
recuperagdo foram signitivamente maiores com a utilizagdo do banho ultra-sénico por 10
minutos, com todas as solugdes extratoras. O prolongamento do tempo de extragdo, com o
uso do ultra-som, promoveu a reduc¢io nos teores de acido folico.

As menores taxas de recuperagdo com o uso do ultra-som (45 a 65%) foram obtidas
em meio acido ou com a utilizagdo de solventes puros. Tais condigdes promoveram a

degrada¢do do AF e/ou a extrag@o parcial do mesmo. Em solu¢des com pH acima de 6,5, a
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porcentagem de recuperac@o chegou a 98,5% e 98,7% com as solugdes de K,PO,
(0,03mol/L) e KOH (0,1mol/L), respectivamente. A adi¢do de acetonitrila ou metanol, na
proporg¢do 1:3, na solugdo de KOH (0,1 mol/L) também possibilitou as mesmas altas taxas

de recuperagdo (98,5%).

Tabela 2: Comparacdo das taxas de recuperacao do acido folico obtidas com diferentes solugdes

extratoras, sem e como o uso de ultra-som, em leite em po enriquecido (250ug/100g).

recuperacio (%)**
Solucdes extratoras® sem ultra-som com ultra-som
Agua 26+l a 35£2 b
Metanol 212 a 32«1 b
Acetonitrila 232 a 321 b
Tampdo fosfato (0,03 mol/L) pH2.5 1542 a 45+2 b
Tampdo fosfato (0,03 mol/L) pH3 35+] a 60£1 b
Tampdo fosfato (0,03mel/L) pH6.5 43+] a 85,1+0.8 b
Tampdo fosfato (0,03mol/L) pH7 51zl a 87.5+0,7b
K,HPO, (0,03mol/L) pHS8 88.8+0.8 a 98,5+£0,1 b
KOH (0, Imol/L) 88.3x0.7 a 99+0.5b
Tampdo acetato (0,1mol/L) pH2.5 20+l a 30£1 b
Tampéo acetato (0,1mol/L) pH5 25+l a 651 b
Tampéo acetato (0,1mol/L) pH6.5 47+ a 87.6x0,7 b
Tampdo acetato (0,1mol/L) pH7 52£2 a 90,606 b
KOH (0,1mol/Ly+ Acetonitrila (3:1) 85.3+0,7 a 98.5+0.6 b
KOH (0,1 mol/L)+ Metanol (3:1) 852+08 a 98.4+0.6b

“Todas solugdes ficaram em contato com a amostra por 10minutos, sem e com banho ultra-sonico; **média e estimativa de desvio
padrio de determinagdes em duplicata; Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa ao nivel de 95%

AVALIACAO DOS PROCEDIMENTOS DE DETECCAO E IDENTIFICACAO

Embora na literatura exista um consenso em utilizar 280nm (A max) para a detec¢do
do acido félico (REED, 1976, WILLS, 1977, BRANFMAN e McCOMISH, 1978,
SCHULZ et al, 1985; OSSEYT et al, 1998), foram avaliados neste trabalho, quatro
diferentes comprimentos de onda, 280, 285, 290 e 295 nm.

Utilizando o comprimento de onda de 280nm, observou-se que o pico referente ao
4cido folico, nas amostras de leite em pé, se posiciona exatamente na cauda de um
interferente (Figura 3A). Porém, em comprimentos de onda acima de 280nm ha uma
menor absorcdo dos compostos do extrato, com o desaparacimento da cauda desse
interferente, sem contudo prejudicar a quantificagdo do AF (Figuras 3B, 3C e 3D). Obteve-

se cromatogramas mais limpos, e como ndo houve diferenca significativa nas areas do pico
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do AF a 285, 290 e 295nm, foi estabelecida a detecgdo a 290nm, ja que a 295nm a area do

pico foi menor.
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Figura 3: Perfis cromatograficos de extrato de leite em po enriquecido com acido folico
(AF), monitorados a diferentes comprimentos de onda: (A) 280nm: (B) 285nm, (C) 290nm,
(D) 295nm. Coluna Microsorb, ODS-2, 5um, 150X4,6mm. Fase movel: 10% de acetonitrila
e 90% de tampdo acetato (0166mol/L)no inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 76%
de tampio acetato (0166mol/L) e 24% de acetonitrila (v/v), mantendo-se nessas condigGes
até 9,0 minutos. Vazao de 0,5mL/minuto.
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RUGGERI et al. (1999) e VATHERISTO et al. (1996) também estabeleceram o
comprimento de onda para leitura de folatos a 290nm para amostras de cereais, salame,
grio de bico e feijdo, provavelmente pela forte interferéncia de matriz alimenticia,

Nos trabalhos encontrados na literatura os autores sO apresentam a detecgdo por
fluorescéncia para folatos, no entanto, quando se preparou uma solu¢do de AF (100ug/mL)
obteve-se através de um fluorimetro o espectro de fluorescéncia, e portanto foi utilizada
também essa propriedade para confirmagdo da identidade do AF (Anexo 2), além do tempo
de retencdo e do espectro obtido no DAD. Foram estabelecidos os comprimentos de
excitacdo e emissdo & 280nm e 360nm, respectivamente, no detector de fluorescéncia
(FLD). Entretanto, quando no extrato da amostra a concentragio de AF era superior a

20pg/mL, perdia-se o sinal do FLD.
AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO PADRAO

Depois de estabelecida a faixa de linearidade entre a area do pico e a concentragdo,
através de padronizagdo externa (Anexo 3), o calculo da concentragdo do AF presente nas
amostras foi feito injetando-se todos os dias um dos pontos da curva. Portanto, para esse
procedimento tornou-se indispensavel a avaliagdo da estabilidade da solugdo padrdo de AF.
Foram realizados testes de estabilidade frente as condi¢des de temperatura, luz e solvente

ao qual o padrio foi dissolvido.

As duas variaveis temperatura e luz ndo tiveram nenhum efeito negativo sobre a
concentracdo do acido folico.O fator que mais influenciou na estabilidade do padrdo foi o
solvente. Mantidas a temperatura de geladeira (4°C), solugdes padrdo de AF em tampao
fosfato (pH 6,5) apresentaram uma estabilidade de 30 dias, enquanto que em agua (pH 7,0)

foi de apenas 1 dia (Figura 4).
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Concentragao de AF

Dias

Linha Azul: Padrio de AF em agua: Linha Rosa: Padrio de AF em tampdo fosfato.
Figura 4. Estabilidade do padrdo de AF em diferentes solugdes.

CONCLUSOES

A extracdo com solugdo alcalina (KOH 0,1mol/L), com vibragdo ultra-sdnica por 10
minutos, apresentou-se como uma alternativa adequada na determinagdo de acido folico em
leite em po enriquecido, assim como o acido tricloroacético se mostrou eficiente na etapa
de limpeza do extrato.

A eluigdo por sistema gradiente foi necessaria para separar o acido félico de um co-
eluente presente no leite em po, e assim tornou mais rapida a analise.

O sistema de detec¢do recomendado € através do detector de ultra-violeta a 290nm,
para leites enriquecidos, devido a diminuicdo da interferéncia de outros constituintes da
amostra.

O padrdo de acido folico se manteve estavel por 30 dias em solucdo de tampédo
fosfato (pH 6,5) a temperatura de refrigeracdo (4°C). No entanto sugere-se um estudo
multivariado mais abrangente sobre a estabilidade do padrédo de acido folico.

Alteragbes no pH e nas concentragdes de acetonitrila ou metanol constituem as
variacdes de primeira escolha na composi¢do da fase mével, para determinagdo do AF em

outros produtos.
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PARA A DETERMINACAO DE ACIDO FOLICO EM LEITES
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ALTA EFICIENCIA
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RESUMO

O acido folico (AF) é uma vitamina hidrossolivel do complexo B, que apresenta
varias fungGes importantes para o corpo humano e portanto vem sendo utilizado no
processo de enriquecimento dos alimentos, entre estes os leites, uma importante fonte de
alimentag@o. Seu facil acesso e pregos mais compativeis sd0 os principais motivos para o
favorecimento do seu consumo. Entretanto, a falta de metodologias analiticas apropriadas
tem dificultado o controle dos niveis desses enriquecimentos.Visando, entdo, garantir os
teores de AF em leites enriquecidos e sabendo que a determinagdo dessa vitamina em
alimentos envolve alguns desafios, em fung¢do da sua baixa concentragdo e da presenca de
interferentes na matriz, o presente trabalho propde e valida uma metodologia para
determinacdo de AF em leites enriquecidos, utilizando a técnica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). O acido folico foi extraido com uma solugdo de hidroxido de
potassio (0,1mol/L) e a limpeza do extrato foi feita com adi¢do de acido tricloroacético
concentrado. No processo cromatografico utilizou-se coluna C;g € a fase movel tampao
acetato (0,166mol/L)/acetonitrila (90:10 v/v) no instante zero, chegando a (76:24 v/v) apos
8,5 minutos, mantendo-a até 9 minutos. O tempo de condicionamento da coluna, antes de
cada injegdo, foi de 5 minutos. A detecg@o foi feita com o detector de ultravioleta a 290nm
e a quantifica¢do através de padronizagdo externa. Os limites de detecgdo e quantificagdo, e
as taxas de recuperac¢do determinados foram, respectivamente, 1,3ng/mL, 2,6ng/mL e 99%.
Testes de repetibilidade, nos niveis de enriquecimento (11,7 e 316pug/100mL), apresentam

coeficientes de variagdo inferiores 7,3%. A metodologia aqui proposta e validada,
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apresentou eficiéncia, versatilidade, rapidez e simplicidade, quando aplicada a Ileites

enriquecidos.

Abstract

Folic acid (FA) is a water-soluble complex B vitamin, which has many important functions
for the human body and therefore it has been used in the process of aliment enrichment and
among them remains the milk as an important source of nourishment. The facility to access
it as well as the prices which are more compatible are the main reasons for its consumption.
Nevertheless, the lack of appropriate analytical methodology had difficulted the control of
enrichment levels. So, the aim is to guarantee the contents of FA in enriched milk and as it
is known, the determination of this vitamin in aliment involves some challenges, because of
its low concentration and the presence of intervenings in the matrix, the present research
developed and evaluated a new methodology for the determination of folic acid in enriched
milks and milks products, by high performace liquid chromatography (HPLC). The folic
acid was extracted by potassium hydroxide (0,1mol/L) with ultrasonic vibration and the
clean up of the extract was carried out by the addition of tricloroacetic acid. In
chromatographic process a C;g column was used with mobile-phase using gradient elution
starting at buffer acetate (0,166mol/L) and acetonitrile (90:10 v/v), changing to buffer
acetate and acetonitrile (76:24 v/v) after 8,5minutes, remaining this conditions until 9
minutes. Column re-equilibration time before each new injection was 5 minutes. Detection
was obtained with ultraviolet detector (290nm) and quantified using external standards. The
limits of detection, quantification and recuperation being respectively 1,3ng/mL; 2,6ng/mL;
and 99%. Repeatability test at the average enrichment levels of the products analyzed (11,7
e 316pg/100mL) presented coefficients of variation below 7,3%. The proposed
methodology, validated here, was shown to be efficient, highly versatile, quick and simple

when applied to enriched milk.
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INTRODUCAO

O 4cido folico (AF) esta sendo considerado “a vitamina do futuro”, por diversos
fatores que colaboram para a saide humana. Acredita-se que um dos possiveis efeitos
diretamente ligado com a caréncia do AF, e que tem surtido maior repercussdo mundial, sdo
as malformacGes congénitas. Recentemente, inimeros trabalhos tem sido publicados
mostrando, também, que a caréncia de acido folico pode causar doengas cardiovasculares
(NIGARD et al., 1997, TSAI et al., 1999), cancer (GIOVANNUCCI et al, 1995; GLYNN
et al., 1996) e desordens mentais como o mal de Alzheimer’s (CLARKE et al., 1998). Em
conseqiiéncia de todas as a¢Ges benéficas, o acido folico, nos EUA, vem sendo adicionado
principalmente nos cereais matinais, em macarrdo € em farinhas, desde 1996 (TUCKER et
al, 1996). A preocupagdo com a caréncia de acido folico na alimenta¢do de gestantes € tdo
grande que em 1998 uma campanha nacional do acido félico foi conduzida nos EUA, cuja
miss3o foi a de reduzir as malformagdes congénitas, incentivando e promovendo a ingestdo
do AF.

A industria de alimentos no Brasil promoveu um expressivo aumento do emprego
de vitaminas, entre essas o acido folico, para o enriquecimento de muitos produtos. Em
alguns casos, esse processo de enriquecimento faz parte de uma estratégia promocional de
marketing, visando, principalmente, o aumento da comercializagdo dos produtos
(AGOSTINI, 1996, CARVALHO, 1996).

A fonte alimentar a ser enriquecida deve apresentar consumo significativo e
homogéneo pelas diversas camadas da populag¢do, sendo que os nutrientes adicionados
devem apresentar estabilidade e biodisponibilidade apés o processamento e durante o
periodo de estocagem, sem, contudo, criar desbalancos nutricionais ou alterar, em aparéncia
e aroma, o produto acabado.

O leite € um alimento tradicionalmente utilizado no processo de enriquecimento
com vitaminas lipossoliveis, especialmente A, D e E. Contudo, pela sua participacdo na
dieta, hoje € escolhido também como veiculo para vitaminas do complexo B, entre elas o

acido folico.
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Para assegurar a qualidade de produtos enriquecidos e para confirmar ou descobrir
novas fontes € que sdo desenvolvidas as metodologias de identificagdo e quantificagdo de
AF e folatos.

A prncipal vantagem dos métodos biologicos e microbiologicos € a avaliarem a
biodisponibilidade da vitamina baseados nos requerimentos nutricionais de animais de
laboratorio ou de um microrganismo. Entretanto, apresentam algumas limitagdes e
principalmente quantificagdes pouco precisas. Os métodos quimicos apresentam muitos
problemas em decorréncia da presenga de muitos interferentes na analise de matrizes
alimenticias, além de apresentarem muitos inconvenientes como baixa confiabilidade e
quantificagdo pouco exata. Recentemente, a literatura vem apresentando avangos nos
meétodos para a determinacdo de AF, através de técnicas como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) em fungdo de sua rapidez, alta sensibilidade, precisdo e exatiddo e
com a possibilidade de determinagio das diferentes formas de folatos em uma unica
analise.

Um fator importante para o conhecimento do potencial nutricional dos alimentos,
garantindo a seguranga alimentar e o sucesso no desenvolvimento de novos produtos, é
qualidade dos dados analiticos. Planejamentos e analises estatisticas variadas, programas de
comparagdo de meétodos analiticos e o emprego de materiais de referéncia sdo as
ferramentas utilizadas hoje pelos pesquisadores no controle de qualidade analitica
(FINGLAS et al., 1993; HOLLMAN et al., 1993; KONINGS, 1999; FINGLAS et al,
1999). O objetivo deste trabalho foi, portanto, a otimizagio e a validagdo de metodologia,
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia, na determina¢do de AF em leites

enriquecidos.
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MATERIAIS E METODOS

Material

Trés diferentes marcas de leite esterilizado e leite em po, todas enriquecidas com
acido folico foram adquiridas em supermercados na cidade de Campinas-SP, no periodo de
janeiro a abril/2000. Foram analisados trés lotes, diferenciados pelas datas de fabricacdo,
para cada produto. Todas as amostras estavam dentro dos prazos de validade e sem danos

aparentes. As determinagdes foram realizadas em duplicatas.

Reagentes

O padrdo de acido folico foi cedido pela M. CASSAB Comércio e Indistria LTDA,
Santo Amaro, SP, Brasil. (SIGMA cod. F-7876, lote 40H321). A acetonitrila grau
cromatografico, os acidos acético, tricloroacético, fosforico e o hidroxido de potassio, grau
analitico, foram adquiridos da MERCK, Brasil. A agua utilizada no preparo das amostras e
das fases moveis foi punificada no sistema Milli-Q (MILLIPORE). As fases moveis foram
filtradas em filtros MILLIPORE, com poros de 0,45um de didmetro.

Equipamentos

Fo1 utilizado um cromatografo a liquido HP (HELWETT PACKARD) série 1100,
com degaseificador, bomba quaternaria, injetor automatico com capacidade de 1 a 100uL e
detetor de arranjo de diodos (UV-Visivel). Todo o sistema foi controlado pelo programa
Chemstation-HP, que também geréncia o sistema de aquisi¢ao e tratamento de dados.

Para separagdo do acido folico foi utilizada uma coluna cromatografica Microsorb
ODS-2, 5um, 150mmX4,6mm d.i. (Raimin Instrument Company) protegida por uma
coluna de guarda Bondesil C;g, Spm, 10X4,6 mm d.i. (VARIAN).
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METODOS

Metodologia Analitica

Para a extragdo foram tomadas 1,0mL e 1,0g de leite esterilizado e leite em po
enriquecido, respectivamente, previamente homogeneizados. O acido folico foi extraido
com 3mL de solugdo de hidréxido de potassio (0,1mol/L) em banho ultra-sénico por dez
(10) minutos. A mistura foi transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de
10mL, adicionando-se mais 3mL de acido fosforico (0,1mol/L), 2mL de tampio fosfato,
composto por Na,HPO4 (0,25mol/L)/ KH;PO,4 (0,37mol/L), 350uL de acido tricloroacético
(TCA) e, por fim, o volume aferido com tampdo fosfato. Apdés homogeneizagdo, o
sobrenadante passou por duas etapas de filtragdo, a primeira em papel de filtro comum e a
segunda em membrana durapore (HVLP 01300 MILLIPORE), com poros de 0,45um.e a
seguir foi injetado no cromatdgrafo (100uL).

O AF foi eluido através de um sistema de eluigdo por gradiente com 90% de tamp@o
acetato (0,166mol/L de acido acético; 0,01mol/L de hidréxido de sodio; pH2,8) e 10% de
acetonitrila no inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 76% de tampdo e 24% de
acetonitrila (v/v), mantendo-se nessas condigdes até 9,0 minutos. As condi¢des iniciais
foram retomadas e a coluna re-equilibrada por 5 minutos, antes do proxima inje¢do. A
vitamina fo1 detectada a 290nm.

A 1dentificagdo foi feita por comparagdo entre o tempo de retengdo, obtido com
padrio analisado nas mesmas condi¢des, por co-cromatografia e pelos espectros de
absorcdo obtidos com a utilizag¢do do detector de arranjo de diodos. O grau de pureza do AF
fo1 avaliado pelo sistema disponivel no software Chemstation-HP. A quantificagdo do acido
folico fo1 realizada por padronizagdo externa, construida a curva analitica com 7 niveis de
concentracgdo; 2,6; 5,2; 10,5, 105; 525; 1050 ng/mL, sendo cada ponto representado pela
meédia de trés determinagdes.

O fluxograma da metodologia empregada para a determinagdo de acido félico em

leites enriquecidos esta apresentado na Figura 1.
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Amostra homogeneizada (1g)

10min. ultra-som

Adigio de 3mL de KOH (mol/L)

Limpeza
3mL de acido fosforico
(0,1mol/L)
3,65mL de tampio fosfato
350uL de TCA Condi¢des Cromatograficas

Filtragdo Gradiente
Fase movel: acetonitrila/ tampdo
acetato

Injecdo de 100pL no CLAE

Coluna de guarda: Bondesil
10X 4,6 mmd.i. Cis (Sum)

Detecgao a 290nm
Coluna analitica: Microsorb
Identificagdo 150 X 4,6 mm d.i. Cy5 (5um)
. Vazio: 0,5mL/minuto
Quantificagdo:

Padronizagdo externa

Figura 1. Fluxograma da metodologia utilizada na determinagio de acido folco em leites
enriquecidos.
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VALIDACAO DO METODO

Limites de Detec¢io e Quantificacio

Uma avaliagdo prévia do limite de detec¢do (LD) foi feita por diluigdes sucessivas
do padrio do AF, sendo determinada a menor quantidade detectavel, aproximadamente
duas a trés vezes o valor da amplitude do ruido do equipamento. Com essa concentragao
estimada, tomou-se amostras de leite ndo enriquecido, e apos confirmagdo da ndo presenga
de AF nessas amostras, quantidades do padrdo, igual e maiores ao limite de detecgdo
estabelecido com o padrdo puro, foram adicionadas a matriz alimenticia. Foi considerado o
LD a menor quantidade detectavel na matriz. O limite de quantificagdo foi considerado
como sendo duas vezes o LD (CAULCUTT e BODDY, 1983).

Recuperacio de Padroes

Para uma avaliagdo da exatiddo do método foram realizados testes de recuperacdo
de padrdes adicionados a leites nd3o enriquecidos, em dois diferentes niveis de
concentragdo, 15,4 e 3850g/100g. Para as analises foram utilizados 1,0g de amostra. As

determinagdes foram feitas em duplicata.

Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada através de cinco determinagdes, em duplicatas, em dois
niveis de concentragdes de acido folico, em solugdes padrdoes e em amostras de leites. A
repetibilidade foi calculada segundo CAULCUTT e BODDY (1983) através da formula:

r=1tyJ2.sr I — repetibilidade, com significancia de (90, 95 e 99%)
ST — estimativa do desvio padrido.
t — t de Student
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Etapas Analiticas

O processo cromatografico desenvolvido neste trabalho, permitiu obter o método
mais rapido de analise de acido folico disponivel na literatura. O emprego de coluna Cig e a
utilizagdo do sistema de eluigdo por gradiente possibilitou a eluigdio da vitamina |
aproximadamente, em 8,3 minutos, com um tempo de analise total de 9,0 minutos. O tempo
de re-equilibrio da coluna (5 minutos), apos o final da corrida, foi fundamental para
reprodutibilidade do metodo. Além da rapidez, outra vantagem foi a ndo utilizagdo de par
ionico na FM, empregados por BRAMAFAN et al. (1978) e OSSEYT et al. (1998), que
apresentaram o inconveniente de longos periodos de condicionamento de sistema. A
escolha do comprimento de onda de leitura a 290nm permitiu atingir limites de detecgdo
mais baixos, em conseqiiéncia da diminuicdo da absor¢do dos outros componentes da
amostra (Figura 2). Os cromatogramas referentes as amostras de leite esterilizado e leite
em po enriquecidos estdo dispostos nas Figuras 3 e 4. O Anexo 1 mostra os perfis dos
espectros de absorg¢do do acido folico, presente em solugdo padrio e nos alimentos
enriquecidos, obtidos através do detector de arranjo de diodos. A pureza do pico
correspondente ao AF foi verificada através dos parametros de pureza fornecidos pelo

software HP-Chemstation (Anexos 4) confirmando a eficiéncia do sistema.
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Figura 2: Perfis cromatograficos de extrato de leite em p6 enriquecido com acido folico
(AF), monitoradas a diferentes comprimentos de onda: (A) 280nm: (B) 285nm; (C) 290nm;
(D) 295nm. Coluna Microsorb, ODS-2, Sum, 150X4,6mm. Fase movel: 10% de acetonitrila
e 90% de tampdo acetato (0166mol/L) no inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a
76% de tampdo- acetato (0166mol/L) e 24% de acetonitrila (v/v), mantendo-se nessas
condic¢des até 9,0 minutos. Vazdo de 0,5mlL/minuto.

58




DAt C, Sig=280

-10

miry

Figura 3) Perfil cromatografico do extrato de leite esterilizado enriquecido com acido
folico (AF). Coluna Microsorb, ODS-2, Sum, 150X4,6mm. Fase movel:
acetonitrila e 90% de tampdo acetato (0166mol/L) no inicio da corrida, chegando em 8,5
minutos a 76% de tampao acetato (0166mol/L) e 24% de acetonitrila (v/v), mantendo-se

nessas condi¢des até 9,0 minutos. Vazio de 0,5mL/minuto.
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Figura 4) Perfil cromatografico do extrato de de leite em p6 enriquecido com acido folico.
Coluna Microsorb, ODS-2, S5um, 150X4,6mm. Fase movel: 10% de acetonitrila e 90% de
tampdo acetato (0166mol/L) no inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 76% de
tampdo acetato (0166mol/L) e 24% de acetonitrila (v/v), mantendo-se nessas condi¢des até

9,0 minutos. Vazdo de 0,5mL/minuto.
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A curva de analitica para o acido folico, tragada por padronizagdo externa,
apresentou boa lineariada, nas faixas de concentragdo pré-estabelecidas de 2,6ng/mL a
1,0ug/mL. O coeficiente de correlagdo obtido foi de 0,99964 (Anexo 3).

Os teores de acido fdlico determinados nas amostras aqui analisadas sdo
apresentados nas Tabelas 2 e 3 Das trés marcas analisadas de leite esterilizado, os da
marca LLC apresentaram teores de AF ligeiramente superiores aos declarados na
embalagem, enquanto que os leites LLB apresentaram quantidades em media de 20a 30% a
menos do declarado. Entretanto, na marca LLA os teores de acido félico encontrados
representaram apenas 13% do valor declarado no rotulo. Nas amostras de leite em po
enriquecido analisadas, em todas, o teor de acido folico encontrado foi ligeiramente

superior a quantidade prescrita na embalagem.

Tabela 2. Concentragdes de acido folico em leite esterilizado enriquecido.

PV *Rétulo AF (ug/100mL) (6%
Marca/Lote (meses) | (ng/100mL) M+DP (%)
LLAI 9 38.89+0.03 1.6
FLAR 9 300 38.0+0,3 13
LLA3 9 T ) 1,7
Meédia dos lotes 37.9+0.8 2,0
LLB1 | 10 16,2409 1,68
LLB2 ) 20 161 1,4
LLB3 8 12.9+0.8 1.1
Média dos lotes 15+1 10,0
LLC1 10 39+] 1.7
LI 10 32,5 38+1 1.9
898 B¢ 9 38+1 1.7
Meédia dos lotes 38.,0+0,5 ]2

PV — prazo de validade, tempo em meses em que o produto ainda pode ser consumido.
*Concentragio de AF descrita na embalagem do produto:M + D P media e estimativa do desvio padriio de determinagdes em duplicata;
CV coeficiente de variagio.
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Tabela 3. Concentrages de acido folico em leites em p6 enriquecido.

PV *Rétulo AF (ng/100mL) CV

Marca/Lote (meses) | (ug/100mL) M+DP (%)

LPAI 10 342,5+0,1 1,4
LPA2 7 320 335,4+0,5 12
LPA3 5 351,6+0,2 1,5
Média dos lotes 343+6 1,9
LPK1 9 64,8+0,2 1,4
LPK2 8 58 59,3+0,1 1,5
LPK3 8 59,1+0,6 1.2
Meédia dos lotes 612 4,3
LPO1 9 276,4+0,8 132
LPO?Z 8 250 257,0+0,8 1,5
LPO3 7 254,1+0,3 1.4
Meédia dos lotes 266+9 3.6

PV — prazo de validade, tempo em meses em que o produto ainda pode ser consumido.
*Concentragio de AF descrita na embalagem do produto;M + D P média e estimativa do desvio padrio de determinacbes em duplicata;

CV coeficiente de variago.

Validacao de Metodologia

O limite de deteccdo (LD) encontrado para o acido folico em solugdo padrao

e em leites enriquecidos foi igual, correspondendo a 1,31ng/mL (Tabela 4). O limite de

quantificacdo foi considerado como sendo duas vezes o limite de detecgao (2,62 ng/mL). O

LD encontrado neste trabalho coincide com o determinado por KONINGS (1999), que

utilizou a CLAE para determinagdo do AF também em leites enriquecidos. OSSEYT et al.

(1998) obtiveram um LD 100 vezes maior analisando cereais matinais. Uma explicagido

para um LD t3o alto, provavelmente, seja a detecgdo feita a 280nm, pois quando utilizou-se

esse comprimento de onda em amostras de leite, o limite de detec¢do foi comparado ao

obtido por OSSEYT et al. (1998), em virtude da interferéncia dos constituintes da amostra.

A
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Tabela 4. Limites de detecgio e quantificagio para o acido folico.

Autores Limite de Detecgdo (ng/mL) Limite de Quantifica¢do
(ng/mL)
KONINGS, 1999 1 -
OSSEYT et al. 1998 100 -
Presente trabalho 1.31* 2,62
100** 200

Detector operando a 290nm* e a 280nm**.

As taxas de recuperagdo obtidas neste estudo foram superiores as relatadas

na literatura. Variaram entre 97-99%, nos dois niveis de enriquecimento em leite em po

(Tabela S). Estes valores indicam uma boa taxa de recuperagio para os niveis vitaminicos

presentes nos alimentos enriquecidos.

Tabela S. Comparagio das taxas de recuperagdo do padrdo de acido folico adicionado em

dois diferentes niveis de concentra¢do em leite em po.

Autores Nivel I Recuperacio Nivel II Recuperacio
(12/100g) (%) (1g/100g) (%)
KONINGS, 147 90+12 - =
1999
OSSEYI et al. 308 9345 2000 9613
1998
Presente 15,4 9743 385 9941
trabalho

*Os resultados sdo média de 10 determinagdes em duplicata.

A Tabela 6 apresenta as faixas de repetibilidade esperadas entre cinco

determinagdes de acido folico em solug@o padrdo e em leites em po enriquecidos, com 90,

95 e 99% de confianga. Desta forma, espera-se que os valores obtidos por cinco

determinac¢Ges em duplicata, difiram dentro dos limites fornecidos pela repetibilidade, com

a confianga indicada.
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Tabela 6. Repetibilidade do acido folico em leite € em solugdo padrio, em dois diferentes
niveis de concentragdao, com diferentes niveis de confianga.

Acido Folico*
Limite de Nivel I Repetibilidade Nivel IT Repetibilidade
confianca (pg/100mL) (ng/100mL)
Pad. Leite Pad. Leite Pad. Leite Pad. Leite
90% 0,73 2.79 1,13 2.40
t=2,13
95% 10,6 11,7 096 3.6 253 316 147 314
=2,78
99% 1,59 6.00 2.43 5.20
=4,60
*Valores sdo media de cinco determmagdes em duplicata.
t —t de Student
CONCLUSOES

O tempo de 5 minutos, apos o término de cada corrida, para o re-equilibrio da
coluna, foi necessario para melhorar a reprodutibilidade do método de analise.

O detector operando a 290nm permitiu a determinagdo de AF em leites em po
enriquecidos, melhorando sensivelmente a resolugdo do cromatograma, o que possibilitou
também limites de detecgdo e quantificagdo menores.

A simplicidade e rapidez, aliadas aos dados de recuperagdo e repetibilidade,
recomendam a aplicacdo da metodologia na determinagdo de acido folico em alimentos
enriquecidos.

Recomenda-se que a metodologia aqui otimizada e validada seja comparada com a
metodologia oficial da AOAC (microbiologico), o que ndo pode ser realizado em nosso

laboratoério.
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CAPITULO 4

APLICACAO DE EXTRACAO EM FASE SOLIDA
PARA DETERMINACAO DE ACIDO FOLICO
EM LEITES E PRODUTOS LACTEOS
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Ramos, Rodrigo Catharino;Godoy, Helena Teixeira
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RESUMO

O mercado brasileiro, recentemente, vem oferecendo uma grande variedade de leite e
alguns produtos lacteos enriquecidos com acido félico (AF). No entanto, poucos métodos para a
analise de AF estdo disponiveis na literatura. Alguns sugerem a utilizagdo de extra¢do em fase
solida (SPE) que solucionariam, em parte, alguns problemas na determinagio dessa vitamina. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da extragdo em fase solida na limpeza da amostra e
pré-concentragio de vitamina utilizando varios tipos de cartuchos (Cis, Si, NHz, CN, e diferentes
trocadores anidnicos), para posterior analise por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia).
A extracio em fase solida foi feita de acordo com OSSEYI et al. (1998), com pequenas
modificacdes nos volumes de solventes para o condicionamento e eluigdo dos cartuchos. De
todos os cartuchos comerciais utilizados e os empacotados no proprio laboratorio, as colunas de
SAX (BaKer 7091-3) foram as unicas que apresentaram resultados satisfatorios com taxas de
recuperagdo acima de 96% para as amostras. Entretanto, comparando os teores de AF obtidos
utilizando a extragdo liquido-liquido, proposta por CATHARINO e GODOY (2000), a SPE
apresentou sempre valores inferiores. Para amostras de queijo tipo petit suisse a SPE nao pode ser
aplicada, necessitando de um maior preparo da amostra antes do seu uso. As condigdes
cromatograficas empregadas para analise de AF foram coluna C;3 com gradiente de elui¢do. A
deteccao foi feita a 290nm e a quantificagdo por padroniza¢do externa. A CLAE mostrou que os

extratos obtidos de SPE foram ligeiramente mais limpos, no entanto a eficiéncia do sistema
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cromatografico ndo foi influenciada por esse fator. Os dados desse estudo apontam a nado

necessidade do uso de SPE em leites e produtos lacteos enriquecidos.

ABSTRACT

Brazilian market has been recently offering a great variety of milk and some milk
products enriched with folic (FA). Nevertheless, few methods for FA analysis are available in
literature. Some suggest the use of solid phase extraction (SPE) wich would partly solve few
problems to determine this vitamin. The objetive of this work was to evaluate the efficiency of
solid phase extraction in the clean-up of the sample and pre-concentration of vitamin by using
several types of cartridge (Cis, Si, NH;, CN, and different anionic changers) to farther analysis by
high performance liquid chromatography (HPLC). The solid phase extraction was made in
accordance with OSSEYT et al. (1998), with some tiny modifications in the volume of solvent for
conditioning and elution of the cartridges. From all the commercial cartridges used and the ones
packed in the laboratory, the columns of SAX (Baker 7091-3) were the only ones presenting
satisfactory results, with recovering taxes over 96% for the samples. However, comparing the
obtaining data, and by using the extraction liquid-liquid proposed by CATHARINO e GODOY
(2000), SPE has always resulted in inferior to the extraction liquid-liquid, a meanful difference in
some milks. For peti suisse type cheese the SPE cannot applied, necessity more preparation of the
sample before its use. In chromatographic process a C18 column was used with mobile-phase
using gradient elution. Detection was obtained with ultraviolet detector,at 290mn, ana quantified
using external standards. The chromatograms obtained showed the SPE extract was a little more
clean than liquid-liquid extract, but it is not influence in the performance of the analysis. The

data of this study point out the needless of using SPE milks and enriched milky products.
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INTRODUCAO

Novas descobertas sobre a a¢do do AF e da sua importdncia nos alimentos € no organismo
foram feitas nesta altima década. Hoje, os pesquisadores estdo convencidos que o acido folico €
indispensavel a dieta humana e animal, exatamente por estar diretamente ligado a processos
bioquimicos importantes.

O acido folico e os folatos sdo encontradas em diversas fontes alimentares,
principalmente, nas verduras frescas, figado, leite, leveduras e algumas frutas. Contudo, nos dias
atuais, a ingestdo de uma dieta insuficiente em folatos tem levado a deficiéncia dessa vitamina. O
processo de enriquecimento aumenta a qualidade dos alimentos e pode vir a ser uma das solugdes
empregadas para resolver o problema da ingestdo insuficiente de AF. Entre os alimentos
escolhidos para o enriquecimento, leites e cereais, de uma maneira geral, sdo os produtos mais
comumente adicionados de AF. O leite em p6 enriquecido € uma das principais fontes de
alimentagdo para criangas de 0 a 2 anos. Seu acesso facil e preparo, precos mais compativeis e,
principalmente, por colaborar com um melhor desenvolvimento da crian¢a sdo os principais
motivos para o favorecimento do seu consumo.

Os métodos empregados no momento para a determinagdo de acido folico e folatos em
alimentos apresentam muitos inconvenientes como, a baixa confiabilidade, precisio e
sensibilidade, lentiddo na analise e exatiddo questionavel (BRUBACKER et al., 1985). A CLAE
tem sido desenvolvida nos ultimos anos em fungdo de sua rapidez, alta sensibilidade, precisdo e
exatidio (PARRISH, 1984, GREGORY, 1985; JACOBY e HENRY, 1992; MULLIN ¢ DUCH,
1992; TANNER et al., 1993; VAHTERISTO et al., 1997, CATHARINO e GODOY, 2000).
Mesmo com essas qualidades a boa resolugdo de um sistema cromatografico € influenciado pelas
caracteristicas do extrato. Extratos mais limpos e concentragdes mais altas dos compostos de
interesse, além de promoverem o aumento da vida util da coluna e facilitar a identificagdo e
quantificagdo, sdo sempre desejaveis.

VATHERISTO et al. (1996), OSSEY], et al. (1998) e STOKES ¢ WEBB (1999) foram os
pioneiros na utilizagdo da extragdo em fase solida (SPE) para limpeza e pré-concentragao dos
folatos. Os cartuchos mais comumente utilizados para a extragdo sdo os trocadores anidnicos

fortes, como as colunas SAX (amina quaternaria, Baker 7091-3).
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Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o procedimento de extra¢éo em fase
solida para limpeza e concentragdo do AF em leites e produtos lacteos enriquecidos, utilizando
uma metodologia por CLAE, em comparagdo com a extragdo liquido/liquido, proposto por
CATHARINO e GODQY (2000). '

MATERIAIS E METODOS

Amostra

As amostras analisadas foram constituidas de duas (2) marcas diferentes de leite em po
enriquecidos com acido folico, destinados ao consumo infantil, um complemento alimentar, um
leite fuido, dois (2) tipos de leites especiais e duas (2) marcas de queijo tipo petit suisse. Todos os
produtos foram adquiridas em estabelecimentos comerciais da cidade de Campinas/S.P.,
constituindo-se de pelo menos trés lotes diferentes (diferentes datas de fabricagdo) para cada
produto, para cada marca. Todos os produtos estavam dentro dos prazos de validade regular e

sem danos aparentes. |

Padrio

Padrdo de acido félico foi doado pela M Cassab do Brasil S.A., obtido da Sigma (St.
Louis, MO, USA) codigo 7876. Uma solugio estoque foi preparada dissolvendo-se o acido folico
em tampdo de fosfato dibasico de potassio 0,Imol/L, a um pH de 8,5 a 9,0, com uma
concentragdo correspondente a 20pg/mlL. A solugdo trabalho foi preparada a partir da dilui¢cdo da
solu¢do estoque, em concentragdes numa faixa de 0,1 a 1,0ug/mL, com solugdo tampzo de

fosfato dibasico de potassio.

Equipamentos

Para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizado um cromatografo a
liquido HP (HELWETT PACKARD) série 1100, com degaseificador, bomba quaternaria, injetor
automatico com capacidade de 1 a 100pL, detector de arranjo de diodos (DAD) da HP série
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1100. O software HP-Chemstation, além de controlar todos os parametros nos diversos

componentes do equipamento, permitiu também o tratamento de dados.
Extracao (liquido/liquido)

Todas as amostras foram previamente homogeneizadas. Tomou-se cerca de 1,0g ou
1,0mL de amostra e adicionaram 3mL de KOH (0,1mol/L). Apos 10 minutos em ultra-som, 3mL
de acido fosférico (0,1mol/L) e 350uL de acido tricloroacético foram colocados e o volume
completado a 10mL com tamp@o fosfato (pH 6,5). Seguiu-se a filtragdo em membrana durapore
(HVLP 01300 MILLIPORE), 0,45um, antes da injegdo no cromatografo (100uL) (CATHARINO
& GODOY, 2000).

Extra¢do em fase sélida (SPE)

Foram tomadas 1,0g (mL) de amostra aos quais foram adicionados 3mL de KOH
(0,1mol/L). A solug@o foi mantida no ultra-som (10 minutos) antes da aplicagdo nos cartuchos de
SPE. Para extra¢do em fase solida, foram utilizados cartuchos (400 mg) comerciais de Absorbex
(Merck) de Cis, Si , NHz e CN e trocadores anidnicos fortes como as colunas SAX (amina
quartenaria, Baker 7091-3). Alguns cartuchos (400mg) foram preparados no proprio laboratério
empregando amberlite (Carlo Erba), ion-x-AS (solid core anion exchanger- Perkin Elmer), MP
5080 (trocador de anios fortemente alcalino-Merck), grau I e III. Cetrimida e poliacrilamida,
também foram testadas. Para todos os cartuchos seguiu-se o procedimento esquematizado abaixo,

uma modifica¢io do método desenvolvido por OSSEYI et al. (1998).

Condicionar: 3mL de metanol seguido de 3mL de tampdo KH,PO4 0,1mol/L;
Carregar: 3mL de amostra ou de padrdo de AF,

Limpar: 3mL de tampdo KH,PO4 0,02 mol/L;

Eluir: 3mL de acetato de sddio, contendo 5% Na;HPO4, pH 4,5.

=B -

Solugdes padrao de acido folico, em dois niveis diferentes de concentragéo, 0,1 e

1,0ug/mL, foram aplicados aos cartuchos para teste de recuperagio.

71



Método cromatografico

A etapa cromatografica foi conduzida segundo parametros cromatograficos ja
estabelecidos por CATHARINO e GODOY (2000). Foi utilizada coluna de fase reversa Microsorb,
ODS-2, 5um, 150 x 4,6 mm d.1 (Raimin Instrument Company), protegida por uma coluna de
guarda Bondesil Cig, Spm, 10X4,6 mm d.i. (VARIAN). O sistema de eluigdo foi por gradiente,
iniciando com 10% de acetonitrila e 90% de fase aquosa tamponada (0,166 mol/L de acido
acetico e 0,01 mol/L de KOH), chegando em 8,5 min. com 24% de acetonitrila e 76% de fase
aquosa tamponada. A vazdo foi mantida a 0,5 mL/min e detector operando a 290 mn. A
identificagdo do acido folico foi feita por comparagdo dos tempos de retengdo com padréo, co-
cromatografia e espectros de absorgdo obtidos pelo DAD. A quantificagio foi realizada através

de calibragdo externa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na extrag@o em fase solida, no emprego de cartuchos comerciais Cig, quando da passagem
do primeiro eluente, obteve-se uma solugdo esbranqui¢ada, em conseqiiéncia do arraste da fase
estacionaria ocasionada pelo tampé@o. Com os cartuchos de Absorbex-NH2, Si e CN o problema
foi a ndo passagem da amostra, e portanto, essas quatro primeiras tentativas foram frustradas.

Foram empacotadas no proprio laboratorio colunas de 400mg de poliacrilamida, cetrimida
e dos diferentes trocadores anidnicos, citados anteriormente. Na coluna de poliacrilamida o acido
folico ndo sofreu nenhuma retenc@o e na empacotada com cetrimida foi encontrado acido folico
em todos os eluatos, demonstrando parcial retengdo. Com os cartuchos de amberlite e ion-x-AS
observou-se sempre a presenga de um precipitado branco ao fundo, em virtude da parcial
solubilidade dos sorbentes nos diferentes solventes de eluigao.

Nos fortes trocadores anidnicos basicos, o acido folico foi eluido com o tampao acetato de
sodio 0,1 molL, contendo hidrogénio fosfato de sddio (5%), a pH 4,5, mas os valores de
recuperagdo obtidos foram baixos, ficando na faixa de 47 a 72%. Os cartuchos comerciais SAX
foram os que produziram os melhores resultados. A vazdo foi mantida a 20 gotas por minuto com
auxilio de uma bomba de vacuo. As taxas de recuperag@o obtida com padrdes, em dois niveis de

concentragdo (0,1 pg/mL e 1,0 ug/mL), e com amostras fortificadas (0,025 pg/mL a 0,6 pg/mL)
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ficaram em torno de 98 a 99% para os padrdes e 96 a 98% para as amostras. Estes valores estdo
de acordo com os apresentados por OSSEYT et al. (1998) e VATHERISTO et al. (1996), que
trabalhando com cereais matinais e com vegetais, respectivamente, tiveram uma recupera¢io em
torno de 97 a 99% para as amostras.

Devido ao prego elevado dos cartuchos SAX foram feitos testes para o seu
reaproveitamento. Mesmo apos varias tentativas de limpeza e recondicionamento com diferentes
solventes, principalmente, agua, acetonitrila, metanol e K;HPO,, a reutilizagdo do cartucho para
amostras de leite ndo foi possivel.

A extragdo em fase solida foi comparada com a extrag@o liquido/liquido. A Figura 1
apresenta os cromatogramas de dois extratos de leite esterilizado enriquecido, utilizando os dois
tipos de extragdo. Como pode ser observado a utilizagdo de SPE ¢ totalmente dispensavel neste
tipo de amostra com o sistema cromatografico utilizando, embora o extrato se apresente,
ligeiramente, mais limpo. O mesmo ocorreu para as amostras de leite em p6. A Tabela 1
apresenta os teores de acido folico nos produtos analisados, utilizando as duas técnicas de
extragdo. Para as amostras de queijo tipo petit suisse nao foi possivel a utilizagdo da SPE, porque
tais amostras ndo passaram pelos cartuchos, mesmo apds diluigdes maiores em KOH. O
sobrenadante, resultante da centrifugacao (4000 rpm por 10 minutos) dessa amostra, também nao
passou pelo cartucho. Os resultados da SPE mostraram-se sempre inferiores, quando comparados
a extragdo liquido/liquido, provavelmente em virtude da maior manipulag¢do da amostra.

Os niveis de acido folico determinados, no geral, estavam de acordo com os teores
apresentados nos rétulos dos produtos. Em algumas das amostras analisadas, proximas das datas
de fabricagdo, foi observada uma tendéncia a valores maiores em relagdo aos rotulos, fato
esperado ja que as industrias sempre adicionam quantidades um pouco superiores para garantir 0s
niveis da vitamina nos produtos até o fim da vida de prateleira dos mesmos. Em uma amostra de
queijo tipo petit suisse (marca B), néo foi encontrado AF, e no leite especial F o teor de vitamina

foi de apenas 60% em relagdo ao valor declarado.
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Tabela 1. Comparagdo dos teores de acido folico em leites e produtos lacteos fortificados,
utilizando extracao liquido/liquido e em fase solida.

*Acido Félico (ng/100g ou 100 mL)
Amostras/Marcas lig/liq SPE **Rotulo

Queijo tipo petit suisse A 30,0 £0,1 NA 22,5
Queijo tipo petit suisse B ND NA 22,5
Leite em pd-férmula infantil C 64.9+0,2a 62,3 +£0,8b 58

Leite em pé-férmula infantil D 78,7+0,7a 75,9+0,%9% 78

Leite especial E 128.9+0.8a 109 £ 2b 110
Leite especial F 90,9 +0,2a 85,4 +0,7a 150
Leite fluido G 39+ 1a 37,4 +0,8b 32,5
Leite complemento alimentar 335,5+0,5 326 +1b 320

* Média e estimativa do desvio padrio de determinagBes em duplicata; lig/liq — extragdo liquido/ liquido; SPE- extragio em fase solida;
NA- amostra nio passou pelo cartucho de SPE; ND — ndo detectado; **valor de AF declarado no rétulo do produto.
Letras diferentes na mesma linha significam haver diferenca significativa ao nivel de 90%.

CONCLUSOES

Das colunas comerciais de extragdo em fase solida testadas, somente a SAX (amina
quaternaria, Baker 7091-3) mostrou-se efetiva para a determinag@o de acido folico em leites.

Nas amostras de leites enriquecidos, quando comparadas com a extracgdo liquido/liquido, a
extragdo em fase solida resultou sempre em valores menores de acido félico.

Devido ao seu alto custo agregado (U$10/cartucho), somando com a impossibilidade de
reutiliza¢do dos cartuchos de SPE e uma pequena melhora na limpeza do extrato, faz com que o
analista opte por outros métodos de extracdo e limpeza para a analise de acido folico em

produtos lacteos enriquecidos.
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Figura 1. Cromatograma do extrato (A) obtido na extracdo em fase solida e (B) na extragdo liquido/liquido.. Coluna
Microsorb, ODS-2, 5um, 150X4,6mm, Fase movel: 10% de acetonitrila e 90% de tampdo acetato (0166mol/L) (v/v),
no inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 76% de tampdo acetato (0166mol/L) e 24% de acetonitrila (v/v),
mantendo-se nessas condicdes até 9,0 minutos. Vazio de 0.5mL/minuto.
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RESUMO

Folatos sdo encontrados em diversas fontes alimentares, principalmente nas
verduras frescas, figados, leveduras e algumas frutas. Contudo, nos dias atuais, a ingestido
de uma dieta insuficiente em folatos tem levado a deficiéncia dessa vitamina. O processo de
enriquecimento aumenta a qualidade dos alimentos e pode vir a ser uma das solugbes
empregadas para resolver o problema da ingestdo insuficiente de folatos. Os produtos
lacteos no Brasil vem sendo enriquecido com acido folico (AF), sendo uma excelente fonte
de alimentacdo para criangas e adultos. Seu facil acesso e pregos mais compativeis sao os
principais motivos para o favorecimento do seu consumo. Visando garantir a confiabilidade
dos produtos enriquecidos, o objetivo deste trabalho foi determinar os teores de AF em
amostras de leite em po, leite esterelizado, bebidas lacteas e queijo tipo pefit suisse
enriquecidos com acido folico. A metodologia empregada utilizou solugdo de KOH
(0,1mol/L) para a extragdo através de vibrag@o ultra-sdnica e limpeza do extrato com acido
tricloroacético. A separagdo foi feita em coluna Cis, protegida por coluna de guarda, com
eluigdo por gradiente, utilizando tampdo acetato e acetonitrila (90:10 v/v) no inicio da
corrida, atingindo em 8,5 minutos a propor¢ao de (76:24 v/v), mantendo-a até o final da
corrida (9 minutos). O tempo de re-equilibrio da coluna foi de 5 minutos. A deteccao foi
feita na regido do do ultra-violeta (290nm) e a quantificagdo por padroniza¢ao externa. Dos
vinte e cinco produtos analisados, dezesseis apresentaram teores de acido folico bem
proximos aos declarados nos rotulos, outros sete apresentaram teores abaixo do declarado,
principalmente os leites esterilizados e as bebidas lacteas, e em duas das trés amostras de

queijo tipo petit suisse nao foi detectado a presenca da vitamina.
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ABSTRACT

Folates are found in several nutritional sources, mainly in greens, liver and some
fruits. Nevertheless, at present, the ingestion of an insufficient diet in folates has led to the
lack of this vitamin. The process of enrichment increases the quality of foods and can mean
one of the solutions used to solve the problem of insufficient ingestion of folates. The
milky products in Brazil have been enriched with folic acid (FA), and it is an excellent
source of nutrition for children as well as for adults. As it is easy to be accessed and the
prices are more compatible, these are the main reasons for its consumption. The goal is to
guarantee the confidence on products bound for consumption, the objective of this research
was to evaluate the levels of folic acid in enriched products powdered whole milk,
sterilized milk, flavoued lactic beverage and petit suisse type cheese. The methodology
employed extration of the vitamin with KOH (0,1mol/L) and ultrasonic vibration and the
clean-up of the extract with tricloroacetic acid. The separation of the vitamin was carried
out on a C;s column, protected with guard-column, with gradient elution, starting at buffer
acetate and acetonitrile (90:10 v/v), increasing to buffer acetate and acetonitrile (76:24 v/v)
after 8,5 minutes, remaining this conditions until the end of the run (9 min), requiring a
further 5 minutes to re-equilibrate the column. Detection was obtained in the ultraviolet
region (290nm) and the quantification by external standard curve. Of the 25 enriched
products analysed, 16 showed folic acid levels equal than those declared on the label, whilst
in 7 products the values were below those declared, these being mainly sterilized milk
samples and milk based beverages, and in two of the three sample of petit suisse type

cheese the vitamin was not detected.
INTRODUCAO:

Estudos recentes em muitos paises tém mostrado que o acido folico esta sendo
ingerido em quantidades inadequadas. O nivel de acido félico € insuficiente em certos

grupos de pessoas de paises desenvolvidos, entretanto a extensdo dessa deficiéncia é
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minima, comparados com problemas nutricionais existentes em paises em desenvolvimento
(SGARBIERI, 1996).

O FDA (Food Drug Administration) nos USA, desde 1996, determinou que o acido
folico deveria ser adicionado (140pg/100g) em produtos como cereais, incluindo a farinha,
pdo, cereais de refeicdo, arroz, e macarrdo, normativa com efeito a partir de Janeiro de 1998
(CARVALHO, 1996 ; MOSHFEGH et al., 1998).

Os alimentos enriquecidos, juntamente com uma orientagao nutricional, podem vir a
solucionar o problema ocasionado pela dieta insuficiente de folatos, pois, é uma vitamina
extremamente importante, porém, pouco conhecida e estudada (CARVALHO, 1996 ;
TAMURA e MESSING, 1997; DANG et al., 2000).

Além da presenca de alguns folatos naturais, como o tetraidrofolato e do
metiltetraidrofolato (HOLT et al., 1988; VAHTERISTO et al., 1997, KONINGS, 1999), o
leite e os derivados lacteos tem sido adicionados de acido folico, através da fortificagdo.
Entretanto, durante os processos de fabricagdo e estocagem dos produtos lacteos podem
ocorrer perdas at¢ mesmo da vitamina adicionada.

Poucos sdo os métodos que determinam com confianga os teores de AF, muitas
vezes os problemas estdo relacionados as baixas quantidades da vitamina, mesmo em
produtos enriquecidos (FRANCO, 1992).

Os métodos microbioldgicos foram os mais empregados para a determinagao de AF
(GOLI ¢ VANDERSLICE, 1989; KELLY et al., 1996; HORNE e HOLLOWAY,1997,
RADER et al.,1998). Porém, hoje a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), esta
sendo cada vez mais aplicada, por varios pesquisadores, na determinagdo dessa vitamina,
em conseqiiéncia de sua rapidez, automacgdo e precisdo ( VATHARISTO et al,, 1996,
KONINGS, 1999; RUGGERI et al., 1999, CATHARINO e GODOY, 2000)

O objetivo deste trabalho foi de avaliar os teores de acido folico em leites e
derivados lacteos enriquecidos, utilizando uma metodologia por CLAE, desenvolvida por
CATHARINO e GODOY (2000).
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL

As amostras analisadas foram constituidas de quatro (4) diferentes produtos
alimenticios enriquecidos com acido folico, sendo: leites esterilizados, leites em po, bebidas
lacteas prontas para o consumo € queijos tipo petit suisse. Os leites aqui analisados, na sua
maioria, s3o produtos especiais destinados, principalmente, para criangas em
desenvolvimento e gestantes. Todas as amostras foram adquiridas em supermercados da
cidade de Campinas/ SP. As determinagdes foram feitas em trés diferentes lotes,
diferenciados pelas datas de fabricagdo, recolhidos aleatoriamente nos estabelecimentos
comerciais. Todos os produtos estavam dentro dos prazos de validade regular e sem danos
aparentes. As analises foram realizadas, no minimo, em duplicatas para cada amostra,

totalizando 75 amostras analisadas.

REAGENTES

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

EQUIPAMENTOS

Para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizado um
cromatografo a liquido HP (HELWETT PACKARD) série 1100, com degaseificador,
bomba quaternaria, injetor automatico com alga de amostragem de 1 a 100uL de
capacidade. Para separagdao do acido folico foi utilizada uma coluna cromatografica

Microsorb ODS-2 Spum, 150mmX4,6mm d.i. (Rainin Instrument Company), protegida por
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uma coluna de guarda Bondesil, Cis, Spm, 10X4,6mm d.i. (VARIAN), e para a detecgdo,
um detector de arranjo de diodos (DAD) da HP série 1100. Acoplado ao sistema um
software HP-Chemstation, que além de monitorar todos os componentes, permitiu um

melhor tratamento dos dados.

METODOS

Para analise foram tomados 1,0mL para os produtos liquidos e 1,0g para o leite em
pd e queijo tipo petit suisse, previamente homogeneizados. No caso deste ultimo, foram
homogenizados pelo menos 3 embalagens de 45g. O acido folico foi extraido com 3mL de
solugdo de hidroxido de potéssio (0,Imol/L) em banho ultra-sénico por 10 minutos, a
mistura foi transferida quantitativamente para baldes volumétricos de 10 mL, onde
posteriormente foram adicionados 3 mL de acido fosforico (0,1mol/L), 3mL de tampao
fosfato composto por Na;HPO4 (0,25mol/L)/ KH,PO4 (0,37mol/L), 350uL de acido
tricloroacético e o volume completado com tampdo fosfato. Apds agitacdo seguiram-se
duas etapas de filtragio, a primeira em papel de filtro comum e a segunda em membrana
durapore (HVLP 01300 MILLIPORE), com poros de 0,45 um. O filtrado foi imediatamente
injetado no cromatdgrafo. O volume de injecdo foi de 100uL.

Para a separagio do AF foi utilizado eluigdo por gradiente, com vazdo de
0,5mL/min. A fase mével utilizada no inicio da corrida foi composta de 90% de tampéao
acetato (TPAC), contendo 0,166mol/L de 4cido acético e 0,01mol/L hidroxido de potassio,
em pH 2,8) e 10% de acetonitrila(ACN), chegando em 8,5 minutos a 76%TPAC e 24%
ACN (v/v), mantendo-se essa proporgdo até 9,0 minutos. As condigdes iniciais foram
retomadas e a coluna re-equilibrada durante 5 minutos, antes da proxima injecéo. O AF foi
detectado a 290nm. A identificagdo foi feita por comparacdo dos tempos de retencdo,
obtidos com o padrio nas mesmas condigdes, co-cromatografia e pela comparagdo dos
espectros de absorgdo obtidos com a utilizagdo do detector de arranjo de diodos (Anexo 1).
Pelo sistema ploter, disponivel no software HP-Chemstation, foi observada a pureza do
pico. A quantificagdo foi feita por padronizagdo externa (Amexo 3),sendo que a curva
analitica foi construida com 6 niveis de concentragdo (2,6; 5,2, 10,5, 105; 525;

1050ng/mL), sendo cada ponto representado pela média de trés determinagdes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra os perfis cromatograficos dos extratos de leite em po, leite

esterilizado, bebida lactea sabor chocolate e queijo tipo petit suisse.
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Figura 1. Cromatogramas de (a) leite em po LPO; (b) leite esterilizado LLI; (c) bebida lictea AA; e (d) queijo tipo pefif suisse YA
enriquecidos com dcido fdlico (AF). Coluna Microsorb, ODS-2, Sum, 150X4,6mm. Fase mével: 10% de acetomitrila ¢ 90% de tampdo
acetato (0166mol/L.) (w/v) no inicio da corrida, chegando em 8.5 minutos a 76% de tampdo acetato (0166mol/L) e 24% de acetonitrila
(w/v), mantendo-se nessas condigfes até 9.0 minutos. Vazfio de 0,5mL/minuto.
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As Tabelas 1 a 4 apresentam os teores de AF nos produtos analisados neste
trabalho. Para as 14 amostras lacteas em po (Tabela 1), apenas as amostras LPL e LPS
apresentaram concentragdes de AF abaixo das especificadas em rotulo. A amostra LPL
apresentou apenas 18,4pg/100g de vitamina, contra 73pug/100g declarados. Na amostra LPS
o valor encontrado representou apenas 62% das 150ug/100g descrito na embalagem. As
demais amostras apresentaram concentragdes de acordo com os valores declarados, ou com
pequenas variagdes em relagdo a este.

Para os leites esterilizados (Tabela 2), apenas as amostras LLC tinham
concentracio de AF ligeiramente superior a declarada no rétulo. As amostras LLB
apresentaram apenas 75% de AF em relagdo ao especificado no rotulo. Ja as amostras LLA
e LLD, embora indicassem a presenga de 300ug/100mL de 4cido félico, continham apenas
37,9 e 55 pg/100mL, respectivamente. O mesmo ocorreu com as bebidas lacteas
enriquecidas (Tabela 3). Apenas as amostras AD apresentaram niveis de AF compativeis
com o declarado na embalagem, as amostras AA niveis 30% mais baixos e as demais
apresentavam apenas 25% do declarado.

Somente 3 amostras de queijo tipo petit suisse enriquecidas com AF foram
encontradas no mercado. A amostra YA continha AF de acordo com o especificado, mas
nas amostras YPA e YPB, produzidas pelo mesmo fabricante, ndo foi detectada a vitamina.

Os produtos lacteos sdo matrizes bastante compelxas e mesmo com a etapa de
limpeza realizada com o acido tricloroacético, observou-se que em média a cada 60
injegdes ocorria elevagdo de pressio no sistema cromatografico, em decorréncia do
entupimento da coluna de guarda. Apos a troca da mesma o sistema retornava as condigdes

normais de trabalho.

Estudo de Prateleira com Queijo tipo Petit Suisse

Entre as amostras aqui analisadas, a de queijo tipo petit suisse € a que apresentava a
menor vida de prateleira (30 dias) e portanto foi utilizada para uma avaliagdo da
estabilidade do AF presente nesse produto. Apenas duas marcas de queijo tipo pefit suisse
enriquecidos com acido folico foram encontradas no mercado. A marca YP comercializa

dois tipos, sabor leite e frutas com cereais, entretanto em nenhum deles foi encontrada a
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vitamina. A marca YA comercializa apenas 1 produto (queijo tipo petit suisse multi-
cereais) e neste foi encontrado, cinco dias apos a fabricagdo, 30,02+0,05 (ug/100g) de acido
folico, o que corresponde a 40% das necessidades diarias, quantidade que supera a
declarada na embalagem do produto (30%) Ao final do prazo de validade (30 dias) foi
detectado apenas 10,1+0,2 ng/100g de acido folico, quantidade trés vezes menor ao valor
encontrado inicialmente, fornecendo apenas 15% das necessidades diarias. A Figura 2

mostra a varia¢ao do teor de acido folico durante a validade da amostra.

CONCLUSOES

A metodologia desenvolvida se mostrou bastante eficaz para a quantificagdo do
acido félico em produtos lacteos enriquecidos, no entanto os resultados apontam problemas
em relagdo aos produtos liquidos enriquecidos, provavelmente pela maior instabilidade da
vitamina.

Produtos como o queijo tipo ¥t suisse ndo sdo recomendados para o
enriquecimento com acido félico ou devem ser consumidos nos primeiros quinze dias apos
a fabricac@o, o que representa metade da vida de prateleira do produto.

Conclui-se que o enriquecimento em produtos lacteos realmente é feito, entretanto,
€ necessario um melhor estudo de prateleira e das caracteristicas do produto em relagdo ao

AF, para um melhor planejamento da adi¢a8Yesta vitamina nesses produtos.
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Tabela 1. Concentracdo de 4cido félico em leite em pd enriquecido.

Amostra/Lote PV *Rétulo AF (ug/100g) cv
(meses) (ug/100g) M+ DP (%)
LPAL 10 342,5+0.06 0,0
LPA2 7 320 335,4+0,5 0,2
LPA3 5 351,7=0,2 0,1
Média entre lotes 343=7 2.0
LPK1 9 64,9:0.2 03
LPK2 8 58 59,320,1 0.2
LPK3 8 59,0£0,7 0,2
Meédia entre lotes 61+3 49
LPO1 9 276,509 0.3
LPO2 8 250 257,0+0,9 0,4
LPO3 7 254,120.4 0,2
Meédia entre lotes 262+10 3.8
LPB1 5 40,908 2,0
LPB2 7 45 39,5+0,1 0.3
LPB3 8 40,9=0,1 0,2
Meédia entre lotes 40,5+0,7 1.7
LPC1 9 142,320,5 0,4
LPC2 10 140 143,7+0,5 0.4
LPC3 11 145,4+0.4 0,3
Meédia entre lotes 144+1 0,7
LPD1 9 47,3403 0,6
LPD2 10 43 48,1+0,4 0,8
LPD3 11 51,3+0,3 0,6
Média entre lotes 49+2 4.1
LPF1 10 51,7+0,6 1,2
LPF2 11 46 53,4+0.5 0.9
LPF3 12 54,1+0,6 1,1
Média entre lotes 53+1 1,9
LPG1 9 132.420,7 0,5
LPG2 10 140 133,409 0,7
LPG3 12 146=1 0,7
Meédia entre lotes 1376 4.4
LPI1 10 47,5+0,2 0,4
LPI2 11 44 51,240,1 0,2
LPI3 12 51,7+0,2 0.4
Meédia entre lotes 50£2 4,0
LPL1 8 17,9£0,5 2,8
LPL2 9 73 18,1+0,8 4.4
LPL3 10 19,2+0.,6 3.1
Meédia entre lotes 18,4206 3.3
LPP1 7 276,47=0,9 03
LPP2 8 250 257.0+0,9 0,4
LPP3 10 254,104 0,2
Média entre lotes 263+10 3.8
LPMI 9 134,6:0.5 0.4
LPM2 10 110 137,904 03
LPM3 11 140.6+0.3 0,2
Média entre lotes 139+1 0,7
LPS1 5 87,8+0,2 0,2
LPS2 5 150 88,403 0,3
LPS3 6 103,103 0.3
Média entre lotes 937 7.5
LPUL 6 203,5=12 0,5
LPU2 7 246 212.7+0.8 0.4
LPU3 9 278,607 0.3
Meédia entre lotes 231+£33 14.3

PV — prazo de validade, tempo em meses em que o produto ainda pode ser consumido.
*Concentragio de AF descrita na embalagem do produto;M * D P média ¢ estimativa do desvio padrio de determinagbes em duplicata;
CV coeficiente de variagio.
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Tabela 2. Concentragdo de acido folico em leites esterilizados enriquecidos.

Amostra/Lote PV *Rotulo AF (ug/100mL) Cv
(meses) | (ug/100mL) M + DP (%)

LLAI 9 38,9+0.1 0,3
LLA2 9 300 37,9403 0,8
LLA3 9 37+1 3.5
Média entre lotes 37,9+0,8 2.1
LLB1 10 16,2+0,9 5,6
LLB2 9 20 161 6,3
LLB3 8 12,9+0,8 6,2
Média entre lotes 15+1 6,7
LLC1 10 30+1 3,1
LLC2 10 32.5 38+1 3.4
LLC3 9 38+1 37
Meédia entre lotes 38,1+0,5 1.3
LLDI 10 49,0+0,5 1,0
LLD2 11 300 56,0£0,6 1 |
LLD3 12 58,9+0,3 0,5
Meédia entre lotes 54+4 7,4

PV — prazo de validade, tempo em meses em que o produto ainda pode ser consumido.

*Concentragio de AF descrita na embalagem do produto;M + D P média e estimativa do desvio padrio de determinagdes em duplicata;

CV coeficiente de variagio.

Tabela 3. Concentragdo de acido folico em bebidas lacteas enriquecidas.

Amostra/Lote PV *Rotulo AF (ng/100mL) Ccv
(meses) | (ug/100mL) M+ DP (%)
AAl 3 171,8+0.8 0,5
AA2 4 333 262,5+0,7 0,3
AA3 4 278,6+0,6 0,2
Meédia entre lotes 237+46 19,4
AB1 2 60,1+0,2 0,3
AB2 3 300 78,1+0,5 0,6
AB3 4 80,1+0,5 0,6
Meédia entre lotes 7249 12,5
AC1 3 43.1+0,5 1.2
AC2 3 300 48,7+0,7 1,4
AC3 4 104,6+0.8 0,8
Média entre lotes 65+27 41,5
ADI1 4 38,3+0,5 1.3
AD?2 4 32,5 38,6+0.,4 1,0
AD3 4 39,0+0,5 1,3
Meédia entre lotes 38,6+0,3 0,78

PV - prazo de validade, tempo em meses em que o produto ainda pode ser consumido.

*Concentragio de AF descrita na embalagem do produto;M * D P média e estimativa do desvio padrido de determinagdes em duplicata;

CV coeficiente de variagio.
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Tabela 4. Concentra¢do de acido folico em queijo tipo petit suisse enriquecido.

Amostra/Lote PV *Rétulo AF (ng/100g) Cv
(dias) | (ng/100g) M + DP (%)
YAI 25 30,0+0,1 0,3
YA2 24 25.5 26,7+0.4 1.8
YA3 25 27,9+0.3 1,1
Média entre lotes 28+1 3,6
YPAI] 27 ND
YPA2 27 255 ND
YPA3 24 ND
Meédia entre lotes
YPBI 26 ND
YPB2 25 2550 ND
YPB3 24 ND

Meédia entre lotes

PV - prazo de validade, tempo em dias em que o produto ainda pode ser consumido.
*Concentragio de AF deserita na embalagem do produto;M + D P média e estimativa do desvio padrio de determinagdes em duplicata;

CV coeficiente de variagio.
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Figura 2. Variagdo da concentragdo do acido folico em queijo tipo peiti suisse, durante a
vida de prateleira do produto.
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DETERMINACAO DE ACIDO FOLICO, POR CLAE, EM
CEREAIS MATINAIS E FARINHAS LACTEAS
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C.P. 6121 CEP - 13083-970

robit@bol.com.br

RESUMO

A popularizagdo do acido folico (AF) aumentou muito nos ultimos dez anos devido
aos inumeros estudos que apontam a deficiéncia dessa vitamina como possivel causa de
doencgas graves que assolam a humanidade como € o caso das malformagdes congénitas,
doengas cardiacas e o cancer. Todas essas descobertas tém levado alguns governos a
implantar programas de enriquecimento de alimentos e uma politica elucidativa sobre a
importancia do acido folico. Porém trabalhos para garantir a qualidade dos produtos
enriquecidos com o AF sdo escassos e as metodologias desenvolvidas com esse proposito
muitas vezes sdo impossiveis de serem reproduzidas nos laboratorios nacionais de analise
de alimentos. O objetivo deste trabalho foi o de avaliar os niveis de enriquecimento de AF
entre os diferentes tipos e marcas de cereais matinais e farinhas lacteas aplicando uma
metodologia simples e rapida utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram
analisados 3 diferentes lotes de 9 amostras de cereais matinais e 2 amostras de farinhas
lacteas enriquecidas com AF. O acido folico foi extraido com KOH (0,1mol/L) e
acetonitrila (3:1) v/v, através de vibragdo ultra-sOnica, e a limpeza feita com acido
tricloroacético. A vitamina foi separada em coluna de C,s, protegida com coluna de guarda,
com eluigdo por gradiente formado por 90% tampao acetato e 10% acetonitrila (ACN) no
inicio da corrida, chegando a 76% de fase tamponada e 24% ACN em 10,5 minutos,
mantendo-se essas condi¢des até 11 minutos de corrida. A detecgdo foi feita a 290nm e a
quantificagdo por padronizagdo externa. As duas farinhas lacteas analisadas apresentaram

os teores especificados nos rotulos, entretanto, das nove amostras de cereais matinais, seis

93



continham teores de AF bem inferiores aos do rétulo. Embora os produtos estejam sendo

enriquecidos ha necessidade de maior controle.

Abstract

The folic acid (AF) popularization has grown quite a lot in the last tem years due to
countless studies which register the lack of this vitamin as a possible cause of serious
diseases which havoc humanity like the bad congenital formation, cardiac diseases and
cancer. All these exposures led some governent to introduce enrichment programs of
nutrition and an elucidatory policy about the importance of folic acid. But researches to
garaantee the quality of the enriched products with folic acid are litlle and the
methodologies development with this proposed sometimes are impossible to use in the
national laboratories of food analysis. The objective of this research was to evaluate the
levels of the enrichement with folic acid between different types brands of breakfast cereais
and milk based mixes using a simple and speeed methodology, using high performance
liquid chromatography. Three different lots of 9 breakfast cereal sample and 2 milk based
mixes enrichement with folic acid was analyzed. The vitamin was extracted by KOH
(0,1mol/L) and acetonitrile (3:1 v/v) with ultrasonic vibration and the clean-up of the
extract was carried out by the addition of tricloroactic acid. The vitamin was separated on a
C18 column, protected with guard-column, using gradient eluition at 90% buffer acetate
plus 10% acetonitrile, in start of the run, changing to 76% buffer acetate plus 24%
acetonitrile after 10,5 minutes, remaining this conditions until 11 minutes. Detection was
affected at 290nm and quantified using external standards. The both milk based mixes
analyzed presented concentrations equal than those specified on the label, nevertheless, of
the 9 sample of breakfast cereal, 6 presented concentrations of folic acid below those
declared. The results of this study showed the need for greater control of the enrichment

levels of these foods.
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INTRODUCAO

Principalmente, a possivel relagdo do acido folico com as malformagdes
conggénitas, levou 0 FDA (Food Drug Administration) nos USA, desde 1996, a determinar
que o AF deve ser adicionado (140pg/100g) em produtos como cereais, incluindo a farinha,
pao, cereais matinais, arroz, e macarrao (CARVALHO, 1994 ; MOSHFEGH et al., 1998).

Acredita-se que a importancia do acido folico € tdo grande, principalmente para
mulheres em fase de gestagdo, que hoje existe a “Campanha Nacional do Acido Félico”,
patrocinada pelo governo americano, com o objetivo de diminuir as doencas ocasionadas
pela caréncia desta vitamina na dieta. No Chile, esta sendo desenvolvido um estudo para
verificagdo dos verdadeiros efeitos do acido folico sobre as malformagdes congénitas,
sendo que toda a populagdo do pais esta ingerindo a vitamina através do enriquecimento da
farinha de trigo (220ug/100g) destinada a fabricacdo de paes, tendo uma estimativa de
consumo de 250g de pao/dia/pessoa. O estudo deve ser concluido no final de 2002
(CASTILHO, 2000).

Nos USA a normativa de enriquecimento de cereais com acido folico segundo
BOSTOM et al. (1999) e MALINOW et al. (1998), também estd ajudando a diminuir 0s
niveis de homocisteina em pacientes com doengas coronarias.

Segundo RADER et al. (1998), o acido folico € a forma mais estavel dentre os
folatos, sendo a mesma escolhida para o enriquecimento. Porém muito pouco se conhece a
respeito da estabilidade do acido folico frente as condigbes normais de processamento.
Apenas FRANCO (1992) relatou ter encontrado uma perda de 90% de AF adicionado em
leites em po quando ndo houve a adigdo simultdnea de acido ascorbico. Ja efeitos do
cozimento em vegetais podem levar a perda em torno de 10% de folatos, entre eles o acido
folico, segundo KATSUNG (1994). TAMURA e MESSING (1997) ja afirmam que o AF
presente em cereais enriquecidos apresentou boa estabilidade frente ao processo.

Para assegurar a qualidade de produtos enriquecidos com AF estdo sendo
desenvolvidas e validadas novas metodologias, principalmente utilizando a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (OSSEYI et al, 1998, STOKES e WEBB, 1999,
CATHARINO e GODOY, 2000).
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O objetivo deste trabalho foi de determinar em cereais matinais e farinhas lacteas

enriquecidas os teores de acido folico, utilizando CLAE.

MATERIAIS E METODOS

MATERIAL

As amostras analisadas foram constituidas de nove tipos de cereais matinais e duas
farinhas lacteas enriquecidas. As amostras foram recolhidas em supermercados da cidade
de Campinas SP, constituindo-se de pelo menos trés lotes diferentes para cada produto,
recolhidos aleatoriamente. Todos os produtos estavam dentro dos prazos de validade

regular e sem danos aparentes. Todas as determinagdes foram realizadas, em duplicata.

REAGENTES

O padrio de acido folico foi doado pela M Cassab do Brasil S.A. (SIGMA cod. F-
7876, lote 40H321). A acetonitrila, grau cromatografico, e o acido acético, o acido
fosforico, o hidroxido de potassio, grau analitico, foram adquiridos da MERCK, Brasil. A
agua utilizada no preparo das amostras e das fases moveis foi purificada no sistema Milli-Q
(MILLIPORE). As fases moveis foram filtradas em filtros MILLIPORE, com poros de
0,450m de didmetro.

EQUIPAMENTOS

Para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizado um
cromatografo a liquido HP (HELWETT PACKARD) série 1100, com degaseificador,
bomba quaternaria, injetor automatico de 1 a 100uL de capacidade. Para separagdo do
acido folico foi utilizada uma coluna cromatografica Microsorb ODS-2, Sum,
150mmX4,6mm d.i. (Rainin Instrument Company), protegida por uma coluna de guarda
Bondesil Cig, Sum, 10X4,6 mm d.i. (VARIAN) e para detecgdo, um detector de arranjo de
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diodos (DAD) da HP série 1100. Acoplado ao sistema, um software HP-Chemstation, que

além de monitorar todos os componentes, permitiu um melhor tratamento dos dados.

METODOS

EXTRACAO

Para a extracdo em cereais matinais pequenas modificacdes na metodologia
desenvolvida por CATHARINO e GODOY, (2000) foram feitas. Foram tomados 1,0g de
cereais matinais, previamente homogeneizados. O acido folico foi extraido com,
aproximadamente, 3mL de solugdo de hidroxido de potassio (0,Imol/L) e ImL de
acetonitrila, colocado em banho ultra-sénico por dez (10) minutos. A limpeza do extrato foi
feita transferindo-se quantitativamente a mistura para baldes volumétricos de 10mL,
adicionado mais 3mL de acido fosforico (0,1mol/L), 2mL de tampao fosfato, composto por
Na;HPO, (0,25mol/L)/ KH,PO, (0,37mol/L) e 350uL de acido tricloroacético, sendo o
volume aferido com tamp@o fosfato. Apds a agitagdo, seguiram-se duas etapas de filtragéo,
a primeira em papel de filtro comum e a segunda em membrana durapore (HVLP 01300
MILLIPORE), com poros 0,45um, antes de ser injetado (100uL) no cromatografo.

CROMATOGRAFIA

O AF foi separado através de eluigdo por gradiente, a vazdo de 0,5mL/min com
90% de tampdo acetato (TPAC), contendo 0,166mol/L de acido acético e 0,01mol/L
hidroxido de potassio, a pH 2,8 € 10% de acetonitrila (ACN) no inicio, chegando em 10,5
minutos a 76% de TPAC e 24% ACN, mantendo essa propor¢do at€¢ 11,0 minutos. As
condigdes iniciais foram retomadas e a coluna re-equilibrada durante 5 minutos, antes da
proxima injegdo. A vitamina foi detectada a 290nm. A identificagdo foi feita por
comparagdo dos tempos de retengdo, obtidos com padrdes analisados nas mesmas

condigdes, co-cromatografia e pela comparagdo dos espectros de absorg¢do obtidos com a
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utilizagdo do detector de arranjo de diodos (Anexo 1). A pureza do pico foi determinada
pelo sistema ploter disponivel no software HP-Chemstation. A quantificagdo do AF foi
feita por padronizagdo externa, sendo a curva analitica construida com 6 niveis de
concentragdo (2,6, 5,2; 10,5; 105; 525; 1050ng/mL), cada ponto representado pela média de

trés determinagdes (Anexo 3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extragdo do acido félico, recomendada por CATHARINO e GODOY (2000),
apenas com solu¢do de KOH (0,1mol/L) produziu uma solug¢do altamente viscosa, o que
dificultava e até impossibilitava as etapas seguintes. A adigdo de metanol ou acetonitrila na
etapa de extragdo diminuiu consideravelmente a viscosidade, provavelmente a agdo desses
solventes organicos impediu a gelatinizagdo do amido. Como qualquer modificagio feita
em um método deve ser validada, amostras de leite enriquecido com amido foram
fortificadas com o acido félico e segui-se a metodologia aqui aplicada para os cereais e as
farinhas. A taxa de recuperagdo foi de 98%.

Em conseqiiéncia das caracteristicas das matrizes analisadas neste estudo, uma
pequena modifica¢@o no gradiente de elui¢do em relagdo ao utilizado por CATHARINO e
GODOY (2000), necessitou ser feita. A mudanga de 8,5 minutos para 10,5 minutos para a
chegada de composi¢do de fase movel em (76:24) v/v de TPAC/ACN foi suficiente para
separar um co-eluente, tanto nas amostras de cereais quanto de farinhas lacteas. A Figura 1
mostra os perfis cromatograficos do extrato de uma amostra de cereal matinal e de farinha
lactea enriquecidos. O Amexo 1 mostra o perfil do espectro de absorg¢do fornecido pelo
detector de arranjo de diodos e 0 Anexo 4 o grau de pureza observado para o pico
correspondente a0 AF. As Tabelas 1 e 2 apresentam os teores da vitamina determinados

nas amostras aqui analisadas.
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Figura 1: Cromatogramas: (A) cercal matinal KA ¢ (B) farinha lictea FA enriquecidas com acido folico (AF). Coluna Microsorb, ODSs-
2, Sum, 150X4,6mm. Fase mével: 10% de acetomtrila ¢ 90% de tampéo acetato (0166mol/L) (v/v), no inicio da corrida, chegando em 8.5
minutos a 76% de tampdo acetato (0166mol/L) ¢ 24% de acctonitrila (v/v), mantendo-se nessas condigbes até 9,0 minutos. Vazio de
0.5mL/minuto
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Tabela 1: Teores de acido folico em cereais matinais enriquecidos.

Amostra/Lote PV *Rotulo AF (ug/100g) Cv
(meses) (ugjl(}ﬂg) M+DP (%)
KAI 3 664 £ 2 0.3
KA2 9 667 672 +2 0.3
KA3 11 6872 0.3
Meédia entre lotes 674£10 1.3
KBI1 10 118+ 2 1.7
KB2 1 167 121 0.8
KB3 12 124 £ 1 0.8
Meédia entre lotes 121.£2 1.6
KCl1 10 61+1 1.6
KC2 11 167 63+2 342
KC3 12 F1 L2 2.8
Meédia entre lotes 65 £4 6,1
KD1 10 112 +2 1.8
KD2 11 167 137 +2 1.4
KD3 12 148 +2 1.3
Meédia entre lotes 132+ 135 11,3
KE1 5 102 +2 2,0
KE2 9 100 110+ 1 0,9
KE3 12 113+ 1 0,9
Meédia entre lotes 108+ 35 4,6
KF1 6 51 +2 3.9
KF2 i 100 62 +2 3.2
KF3 11} 79 £2 2.5
Meédia entre lotes 6411 17.2
KG1 T 150 £ 1 0,7
KG2 10 600 170 £2 1:2
KG3 12 230 +£2 0.9
Média entre lotes 184 + 34 18,5
KHI1 10 246 £ 1 0.4
KH2 11 600 2472 0.8
KH3 12 250 +2 0.8
Meédia entre lotes 248 +2 0.8
KJ1 10 15143 1,3
KJ2 11 125 187 +2 1,1
KJ3 12 202 +£2 1,0
Meédia entre lotes 180 £21 115 e

PV — prazo de validade, tempo em meses em que o produto ainda pode ser consumido.
*Concentracio de AF descrita na embalagem do produto;M + D P média e estimativa do desvio padriio de determinacdes em duplicata;
CV coeficiente de variagio.

As amostras KA e KE (Tabela 1) apresentam niveis muito proximos aos
especificados nos rotulos dos produtos. S6 as amostras KJ apresentam niveis superiores aos
declarados, cerca de 43%. Observa-se pela Tabela 1 que os lotes das amostras KJ foram

analisados com tempos muito proximos a data de fabricagdo (a validade do produto € de 12
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meses), o que talvez explicasse as concentragdes encontradas. O mesmo ndo se aplica as
amostras KB, KC, KD e KH, que mesmo sendo analisadas muito proximas as datas de
fabricacdo, apresentam teores correspondentes a 73%, 42%, 79% e 41%, respectivamente,
dos declarados nos rétulos dos produtos. A amostra KG apresentou apenas 30% da
vitamina. A amostra KF foi a que teve os lotes analisados com maior tempo decorrido
desde a fabricagdio e apresentou, em média, um teor de AF 36% abaixo do declarado.

Os dados aqui obtidos sugerem uma decréscimo da quantidade de AF durante a
estocagem, 0 que, com certeza, torna o quadro ainda mais preocupante.

Em especial, os cereais matinais mostraram ser matrizes muito complexas. A etapa
de limpeza utilizando acido tricloroacético ndo se mostrou muito eficiente, ja que a coluna
de guarda teve que ser trocada a cada 30 injegGes.

Os valores referentes a concentracdo de acido folico nas farinhas lacteas
enriquecidas analisadas mostraram que esses produtos continham as quantidades prescritas,

embora apenas duas amostras tenham sido encontradas no mercado (Tabela 2).

Tabela 2: Teores de acido folico em farinhas lacteas enriquecidas.

Amostra/Lote PV *Rétulo AF (ug/100g) Ccv

(meses) | (ng/100g) M+DP (%)

FAl 9 117+1 1.0
FA2 10 115 118,0+0,9 0,8
FA3 10 120,1£0,2 0,2
Meédia entre lotes 118+1 1,2
FB1 10 159+1 0.8
FB2 12 115,7 159,6+0.8 0,5
FB3 12 164,240 8 0,5
Média entre lotes 160=2 1.3

PV — prazo de validade, tempo em meses em que o produto ainda pode ser consumido.
*Concentragio de AF descrita na embalagem do produto;M + D P média e estimativa do desvio padrdo de determinages em duplicata;
CV coeficiente de variagao.

CONCLUSOES
A metodologia aplicada, com as modificagdes em virtude das caracteristicas das

matrizes aqui analisadas, se mostrou bastante eficaz para a quantificagdo do acido folico em

cereais matinais e farinhas.
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Novos métodos de limpeza devem ser estudados para matrizes como os cereais, ja
que o acido tricloroacético ndo se mostrou tio eficiente.

Os resultados mostraram a nio existéncia de um bom controle no enriquecimento de
cereais matinais com acido folico pelas empresas alimenticias, enquanto que, as farinhas
lacteas estdo dentro das faixas especificadas em rétulo, porém, estudos de prateleira com

estes produtos devem ser realizados.
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OTIMIZACAO DA DETERMINACAO DE ACIDO FOLICO EM
LEITES ENRIQUECIDOS ATRAVES DA ANALISE DE
SUPERFICIE DE RESPOSTA

Catharino, R.R. e Godoy, H.T.
Faculdade de Engenharia de Alimentos
C.P. 6121 CEP 13083-970
robit@bol.com.br

RESUMO

A etapa de extragdo € uma das maiores fontes de erros na determinagio de
vitaminas, j& que estas, sio compostos freqiientemente labeis e estio presentes em
concentragbes muito pequenas numa matriz orgénica complexa que sio os alimentos. A
extragdo desenvolvida por CATHARINO e GODOY (2000) para analise de 4cido folico em
leites enriquecidos consiste em uma técnica rapida e bastante simples, sendo por esses
motivos escolhida neste estudo para ser avaliada. A analise de superficie de resposta foi
aplicada para investigar as alteragdes na concentracio de acido folico em leites
enriquecidos frente a algumas modificagdes, especialmente, na etapa de extragdo. Foram
avaliados quatro pardmetros: quantidade de amostra, tempo de extragdo, volume de acido
tricloroacético (TCA) e tempo de espera para inje¢do no equipamento. As condigdes pré-
estabelecidas para analise de 1,0g amostra, 10 minutos no ultra-som, 350uL de acido
tricloroacético e inje¢do imediata sdo pardmetros que estdo dentro da faixa teodrica 6tima,
segundo os resultados obtidos pela analise da superficie de resposta, embora quantidades
um pouco inferiores de amostra (0,9g) e maior volume de TCA (425uL) proporcionam

quantidades de acido folico ligeiramente superiores.
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ABSTRACT

The extracting stage is one of the biggest origin of mistakes in determining
vitamins, once those are frequently sensitive compounds and are found in small
concentrations in a complex organic matrix, or in other words, foods. The extraction step
developed by CATHARINO e GODOY (2000) to folic analysis in enriched milk consists
of a very simple and quick technique, that is why it was chosen in this study to be
evaluated. Response surface analysis was applied to investigation modification in
concentration of folic acid in enriched milks with some changes, specially, in extraction
step. Four parameters have been evaluated: sample quantity, time for extraction, volume of
tricloroacetic acid (TCA) and waiting time for injection in the equipment. The pre-establish
conditions for analysis of 1,0g sample, 10 minutes in ultrasound, 350uL of tricloroacetic
acid and immediate injection are parameters in an theoretical optimum average, according
to the results obtained by response surface analysis, although inferior quantities of sample

and larger volume of TCA (425uL) give a slightly superior quantity of folic acid.

INTRODUCAQO

O acido folico(AF) é uma vitamina do complexo B, muito importante para a
manutencdo do organismo humano. Acredita-se que a deficiéncia de AF possa acarretar
desde malformagdes congénitas no feto (espina bifida, encefalocelece, fenda palatina e
hidrocefalia) at¢ doengas cardiacas (BRODY,1991, CZEIZEL e DUDAS, 1992;
KATZUNG, 1994; ULENE e ULENE, 1995; OAKLEI et al., 1995; CRANE et al., 1995;
DALY et al, 1997, RANG et al., 1997, MALINOW et al., 1998; MOSHFEGH et al.,
1998).

Hoje a maioria dos paises que sofrem com doengas acometidas pela falta de acido
folico estdo suplementando os alimentos com esta importante vitamina. Varios produtos
enriquecidos com AF comegam a ser langados no mercado, visando auxiliar na prevengao e

no controle das doengas causadas pela deficiéncia dessa vitamina.
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Nos ultimos anos varias metodologias analiticas foram desenvolvidas para a
determinagdo e quantificagdo de folatos em alimentos, principalmente utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (DAY e GREGORY III, 1981; GREGORYITII et al.
1984, SCHULZ et al. 1985; LUCOCK et al. 1995; VAHTERISTO et al. 1996;
VAHTERISTO et al. 1997, KONINGS, 1999; CATHATINO e GODQY, 2000).

Apenas DONG et al. (1988) realizaram um extensivo trabalho observando as
respostas de tempos de retengdo frente a diferentes paradmetros independentes analisados,
como pH de fase movel, modificador organico e tipos de coluna para a anilise de vitaminas
do complexo B, incluindo o acido foélico. Porém, nenhum trabalho analisou, mesmo em
analise univariada, a concentragdo do acido folico frente a outros pardmetros. Ndo existe na
literatura trabalhos que possibilitem a constatacdo de interagdes de efeitos frente a
parametros de determina¢do de acido folico utilizando uma metodologia multivariada de
superficie de resposta.

O objetivo deste estudo foi encontrar melhores condigdes de extragdo do AF em
amostras de leite enriquecido a partir do método desenvolvido por CATHARINO e
GODOY (2000), utilizando uma metodologia de superficie de resposta para a otimizagdo

do processo.

MATERIAIS E METODOS
AMOSTRAS

A amostra analisada foi constituida apenas de uma marca de leite em p6 enriquecida
com acido folico (250ug/100g), destinado ao consumo. O produto estava dentro do prazo
de validade regular e sem danos aparentes.
REAGENTES

O padrio de acido folico foi cedido pela M. CASSAB Comércio e Industria LTDA,

Santo Amaro, SP, Brasil. (SIGMA cod. F-7876, lote 40H321). A acetonitrila, grau

cromatografico, o acido acetico, o acido tricloroacético, o acido fosforico e o hidréxido de
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potassio, grau analitico, foram adquiridos da MERCK, Brasil. A 4gua utilizada na preparo
das amostras e das fases moveis foi purificada no sistema Milli-Q (MILLIPORE). As fases

moveis foram filtradas em filtros MILLIPORE, com poros de 0,45um de didmetro.

EQUIPAMENTOS

Para analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizado um
cromatografo a liquido HP (HELWETT PACKARD) série 1100, com degaseificador,
bomba quaternaria, injetor automatico de 1 a 100uL de capacidade. Um detector de arranjo

de diodos (DAD) da HP série 1100, todos acoplado ao software HP-Chemstation.

METODO

A metodologia desenvolvida por CATHARINO e GODOY, (2000) consiste
em tomar cerca de 1,0g de amostra, previamente homogeneizada e adicionar 3mL de KOH
0,1mol/L. Ap6s 10 minutos em ultra-som adicionam-se 3mL de 4cido fosforico (0,1mol/L),
350 uL de acido tricloroacético e completa-se o volume com tampéo fosfato (pH 6.,5) para
10mL em baldo volumétrico. Seguie-se a filtragdo em membranas durapore (HVLP 01300
MILLIPORE), 0,45 um de poro, antes da injegdo no cromatografo. A vitamina é separada
em coluna Microsorb ODS-2, Sum, 150mmX4,6mm d.i (VARIAN) protegida por uma
coluna de guarda Bondesil Cig, S5um, 10X4,6 mm d.i. (VARIAN).

DELINEAMENTO ESTATISTICO

Neste estudo foram observados alguns pontos considerados criticos na determinagio
do acido folico. Os dados experimentais obtidos a partir desses pontos, foram analisados
pelo programa STATISTICA para Windows versio 5.0.

Para estudar os efeitos da quantidade de amostra, tempo de extracdo, volume de
acido tricloroacético (TCA) e tempo de espera para injegdio no equipamento, na
determinagdo do 4cido folico em leites enriquecidos, foi utilizado um delineamento

estatistico fatorial completo 2* com 4 variaveis independentes (Tabela 1). Para estimativa
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do erro experimental foram feitas 6 replicatas do experimento correspondendo aos pontos
centrais. Para medir a possibilidade da ndo linearidade nos valores de concentragdo de
acido folico em fungdo dos quatro fatores tragados neste experimento, oito (8) pontos axiais
(alfa) foram adicionados ao planejamento no centro do experimento completo (BOX et al.,
1978). Os pontos axiais consistem em uma ampliagdo para fora do modelo experimental,
sendo que todos os pontos ficam equidistantes. O modelo experimental com os valores
reais e codificados sdo apresentados na (Tabela 2). A resposta (Y) ou variavel dependente
foi a concentragdo de acido folico na amostra de leite enriquecido. As primeiras 16 linhas
da Tabela 2 sd3o suficientes para a determinagio do modelo linear e sdo referentes ao
experimento completo 2* a linha 17 até a linha 24 do planejamento sdo os pontos axiais € as

6 replicatas do experimento, que s30 0s pontos centrais, estdo da linha 25 até a linha 30.

Tabela 1. Condi¢Ges pré-estabelecidas das variaveis independentes como nivel superior
(+), nivel inferior (-), intermediario (0) e pontos axiais ().

Variaveis a(-) G ©) =) o ()
X; Peso da Amostra (g) 0,8 0,9 1 1,1 1.2
X, Tempo de Injegdo (minutos) 0 15 30 45 60
X3 Tempo no ultra-som (minutos) S 10 15 20 25
X4 Volume de TCA® (uL) 275 350 425 500 575

* TCA=4cido tricloroacético

109




Tabela 2: Modelo experimental com os valores reais e codificados.

Valores experimentais

Real® Codificado’ ¥
Ensaios Peso ti tu Tca X1 %2 X3 X4 ng/100g
&) (min)  (min) (uL)

1 0,9 15 10 350 - - - - 24951
2 1,1 15 10 350 + - - - 225,81
3 0,9 45 10 350 - + - - 232,90
4 1,1 45 10 350 - -+ - - 210,42
5 0,9 15 20 350 - - + - 240,70
6 1,1 15 20 350 -+ 2 + = 193,81
7 0,9 45 20 350 - + + - 210,60
8 1,1 45 20 350 + + - - 175,57
9 0,9 15 10 500 - - - + 213,99
10 1,1 15 10 500 + - = + 22841
11 0,9 45 10 500 - + = + 231,50
12 1,1 45 10 500 + - = + 212,44
13 0,9 15 20 500 - - + + 231,62
14 1,1 15 20 500 + = + + 226,94
15 0,9 45 20 500 = + + + 248,58
16 1,1 45 20 500 + + + -+ 209,77
17 0,8 30 15 425 -2 0 0 0 232,75
18 1,2 30 15 425 +2 0 0 0 206,86
19 1 0 15 425 0 -2 0 0 22413
20 1 60 15 425 0 +2 0 0 225,76
21 1 30 5 425 0 0 -2 0 221,56
22 1 30 25 425 0 0 +2 0 222,93
23 1 30 15 275 0 0 0 -2 199 54
24 1 30 15 575 0 0 0 +2 237,60
25 1 30 15 425 0 0 0 0 253,64
26 1 30 15 425 0 0 0 0 252.52
27 1 30 15 425 0 0 0 0 252,76
28 1 30 15 425 0 0 0 0 252,60
29 1 30 15 425 0 0 0 0 25433
30 1 30 15 425 0 0 0 0 252,48

*Peso — peso da amostra; ti — tempo de injegdo; tu — tempo de extragio no ultra-som e TCA — volume de acido tricloroacdico, ° De
acordo com a Tabela 1. °Y concentragio de 4cido folico no leite.

METODO de SUPERFICIE de RESPOSTA

A determinagdo do acido folico foi otimizada, pois a concentragio da vitamina
realmente esteve ligada a todos os fatores propostos (quantidade de amostra, tempo de
extragdo, volume de acido tricloroacético (TCA) e tempo de espera para injegio no
equipamento) para modelo experimental e o resultados formaram uma superficie que

mostra as interagdes que ocorreram no modelo. Esta superficie ¢ atualmente conhecida
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como superficie de resposta e sua representag@o se da em 3 dimensdes. Sua obtengdo é feita
por regressio multilinear dos valores de concentragdo de acido folico no leite, tragados e
realizados conforme experimento completo (Tabela 2). A superficie de resposta pode ser

representada pela (Equagdo 1)

‘v= [P+b1+b'3+b3+b4+bll+bn+533+b-ﬂ+b1'3+b13+ 1-1+bﬂ+b'_‘4+ H (Equagao 1)

onde y representa a concentragdo de acido folico em pg/100g de amostra, by a média
de todos os efeitos do modelo de superficie de resposta e 1, 2 , 3 e 4 sdo as representagoes
codificadas das variaveis peso da amostra, tempo de inje¢do, tempo no banho ultra-sdnico e
volume de acido tricloroacético, respectivamente.

A concentra¢do do acido folico no leite pode ser determinada pela (Equacéo 2) de
forma real, onde o valor 253,0550 é média de efeitos do modelo e x1, x2, x3 e x4 sdo as
representacdes reais das varidveis peso da amostra, tempo de inje¢do, tempo no banho
ultra-sénico e volume de 4cido tricloroacético, respectivamente. As aproximagdes
quadraticas das (Equacdes 1 e 2) foram suficientes para representar a concentragdo de AF
no leite enriquecido. Essas equagdes deram origem a um modelo experimental limitado
pelos pontos axiais (o). A estimativa dos efeitos, o erro puro, bem como, a significancia
dos efeitos mostrada por (p) e t de student, para o modelo, estdo na Tabela 3. O grafico de
pareto mostra por representacdo grafica a significincia dos efeitos para o modelo (Figura
1). A Tabela 4 de analise de varidncia (ANOVA) mostra a validade do modelo pelo teste F

e o residuo que mostra a magnitude do erro experimental.

y=2530550—-9,4587x1-8,3197x2 —3,1146x3-7,034"7x4 - 2,7354x1* -
7.7097x2% + 5,793 7x3* — 8,6284x4"> —3,4706x1x2 — 4,5994x1x3 + 5,06606x1x4
— 1,068 x2x3+ 5,1 669%2x4 + 7,9706363364 (Equacgao 2)
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RESULTADOS

A Tabela 2 mostra que os ensaios no ponto central (0) foram os otimos de resposta
ou seja 1,0g de amostra de leite em po, 15 minutos no ultra-som depois da adi¢do de 3mL
de KOH (0,1mol/L), adi¢do de 425ul. de &cido tricloroacético com injecdo apos 30
minutos.

Com 95% de confianga (Tabela 3) verificamos que todos os efeitos estipulados sdo
criticos para a extragdo, embora os fatores de maior significincia para o modelo foram o
efeito linear do peso da amostra e o efeito quadratico de cada fator. A medida que esses
valores foram aumentados a concentra¢do de acido folico diminui, ou seja, estes fatores
contribuiram negativamente para a resposta (Y) do modelo.

Os fatores que apresentaram um efeito positivo sobre a resposta (Y) do modelo
foram os que estdo ligados ao volume de acido tricloroacético ou ele apenas,
provavelmente, porque o acido auxilia na limpeza da amostra. Por ultimo, observou-se que
os efeitos negativos que contribuem em menor escala de forma absoluta, para a diminui¢do
da variavel de resposta no modelo, foram provenientes das variaveis tempo de inje¢do e
tempo no banho ultra sénico.

Entdo, destacaram-se neste estudo as variaveis peso da amostra e o volume de acido
tricloroacético no processo de determinagdo de AF, sendo as mesmas fixadas nos graficos

de superficie para observa¢do das melhores respostas (Figura 2 e 3).
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Figura 1. Representagio grafica da significancia do modelo para determimacio de AF em leite em po.
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Tabela 3. Estimativa dos efeitos, o erro puro e significincia dos efeitos, (p) e t de student,.

*Estimativa dos efeitos
Fator Estimativa dos| Erro puro t(5) P
Efeitos
MedJa 253,055 0.3097714 816,9088 5,217E-14
VaI'I (L) -18,9175 03097714 -61,069223 2,228E-08
Varl (Q) -16,639375 0,2897646 57,423761 3,03E-08
Var2 (L) 62291667 0,3097714 20,108913 5,622E-06
Var2 (Q) -14,069375 0,2897646 -48,554494 7,001E-08
Var3 (I_l) -5,4708333 0,3097714 -17.660872 1,068E-05
Var3 (Q) -15,419375 0,2897646 -53213447 4,432E-08
Var4 (L) 11,5875 0,3097714 37,406614 2,572E-07
Var4 (Q) -17,256875 0,2897646 -59,554801 2,526E-08
1 com 2 694125 0,379391 118295771 8,069E-06
1 com 3 9,19875 0,379391 -24.246097 2,224E-06
I com 4 10,12125 0,379391 26,677626 1.384E-06
3 com 3 2,13625 0379391 -5,6307351 0,0024484
2 com 4 10,33375 0,379391 27,237734 1,248E-06
3 com 4 15.94125 0,379391 42,018002 1,44E-07

* Confianga de 95%. t de student; p — significancia.

O estudo da determinagdo de AF com superficie de resposta mostrou uma faixa
6tima de trabalho que pode ser observar com a (Figura 2). Um dos problemas enfrentados
neste trabalho foi a impossibilidade de realizagdo de forma integral do procedimento de
determinagdao do acido folico em leite proposto por CATHARINO e GODOY (2000),
devido ao célculo dos pontos axiais (o), com (n) representando o nimero de variaveis
independentes (Equacdo 3), estarem proximos da inviabilidade do processo pratico.
Contudo, a andlise das representagdes graficas do planejamento mostraram que o
procedimento proposto por CATHARINO e GODOY (2000) esta dentro da faixa tedrica
otima.

a=2")"*"=02"*=2  (Equagao 3)
O F tabelado (F14,15 2,5) foi menor que o F calculado (11,56), mostrando a validade

do modelo experimental. O valor do residuo 985,66 foi baixo quando comparado com a

regressao, mostrando que o erro experimental foi pequeno.
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Tabela 4: Analise de varidncia para desenvolvimento experimental (ANOVA).

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F. calculado F tabelado
variagdo quadrados liberdade Meédio

Regressdo 10636,94 14 759,78 11,56 2,46
Residuo 985,66 15 65,71

Falta de 982,78 10 98,28

ajuste

Erro puro 2,88 > 0,576

Total 11622,60 29

Limite de confianga de 95%.

CONCLUSAO

Constatou-se com a analise através de superficie de resposta que as faixas de
trabalho para as variaveis escolhidas estavam teoricamente dentro da faixa 6tima, 1,0g de
amostra de leite em p6, 10 minutos no ultra-som depois da adi¢io de 3mL de KOH
(0,1molL), adi¢do de 350uL de acido tricloroacético com injecio imediata, foram
considerados como 6timos de resposta, com aproveitamento excelente.

O fator de maior interferéncia negativa foi 0 peso da amostra que mostrou ser a
variavel mais critica no processo de determinagdo do 4cido folico em leite, sendo o método
pouco rustico para esta variavel. O fator com maior influéncia positiva sobre o modelo foi o
volume de acido tricloroacético, porém, até o limite quadratico, quando este passa a ter
influéncia negativa sobre o modelo.

Pode-se também concluir que todos os efeitos estipulados como critico na
determina¢do foram realmente significativos, mesmo com dois efeitos, peso da amostra e
volume de TCA, se destacando um pouco mais.

Sugere-se que sejam feitos mais estudos de planejamentos experimentais com faixas
menores de trabalho, mantendo as mesmas variaveis independentes, para verificagio dos

maximos obtidos experimentalmente neste estudo.
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Figura 2. Superficie de resposta obtida a partir de determinac@o do AF de leite em po.
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CONCLUSOES

O presente estudo vem propor uma metodologia por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), rapida simples e versatil, com possibilidades de ser empregada como

analise de rotina em varias industrias, 6rgdos de fiscalizagio e pesquisa

A extragdo com solugio alcalina (KOH 0,1mol/L), com vibrag¢do ultra-sdnica por 10
minutos, apresenta-se eficiente na determinacdo de 4cido félico em produtos enriquecidos,
assim como o 4cido tricloroacético se mostrou como uma alternativa adequada na etapa de

limpeza do extrato.

No processo cromatografico, a elui¢do por gradiente € essencial para obtencio de
boa resolugdo, quando se deseja a determinagio em alimentos. Além disso, possibilita uma
analise bem rapida. Os dados deste trabalho recomendam a detecgdo do acido folico a
290nm para produtos enriquecidos, devido a diminui¢io da interferéncia de outros

constituintes da amostra.

Pequenas alteragGes nas concentragdes dos modificadores organicos e no pH da fase
movel podem melhorar, principalmente, a separagio de interferentes que eluem préximo ao

acido félico.

O procedimento opcional de extragdo em fase solida utilizando cartuchos SAX
(amina quaternaria, Baker 7091-3) apresentou-se como boa alternativa para a analise de
acido folico em leites, porém devido ao seu alto custo agregado somando com a
impossibilidade de reutilizagido do cartucho, faz com que o analista opte por outras técnicas

de limpeza em produtos enriquecidos.
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Constatou-se com o estudo de superficie de resposta que as faixas de trabalho para
as variaveis escolhidas estavam dentro da faixa teérica 6tima, 1,0g de amostra de leite em
pd6, 10 minutos no ultra-som depois da adi¢do de 3mL de KOH (0,1mol/L), adigdo de
350uL de acido tricloroacético com injegido imediata foram considerados como 6timos de

resposta com aproveitamento excelente.

O limite de detecgdo determinado foi de 1,3ng/mL. Os resultados de recuperagio e

repetibilidade foram bons, nos niveis de enriquecimento dos produtos analisados.

O enriquecimento em produtos lacteos realmente € feito, entretanto, € necessario um
estudo de prateleira e das caracteristicas do produto em relagdo ao AF, para um melhor

planejamento da adigdo desta vitamina.

Os resultados mostraram a ndo existéncia de um bom controle no enriquecimento de
cereais matinais com acido folico pelas empresas alimenticias, enquanto que, as farinhas
especiais estavam dentro das faixas especificadas em rotulo, porém, estudos de prateleira

com estes produtos devem ser realizados.
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SUGESTOES

Sugerimos que os produtos, hoje produzidos pela industria de alimentos, que
contenham o acido félico em sua composigdo sejam submetido a um estudo de prateleira,

visando se determinar com maior garantia a estabilidade do AF adicionado.
Extensdo da metodologia para outros alimentos enriquecidos.

Extensdo da metodologia aqui desenvolvida para premix, formulagoes

farmacéuticas e ragdes.

Sugerimos, também, o desenvolvimento de um método por cromatografia liquida de
alta eficiéncia mais abrangente, ou seja, uma metodologia que possa determinar todos os
folatos incluindo o acido folico, em uma mesma corrida para o estabelecimento dos valores
vitaminicos de alimentos ndo enriquecidos, auxiliando na descoberta de novos alimentos

fontes de vitamina M.
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Anexo 1: Perfis dos espectros de absorcdo, obtidas através do detector de arranjo de diodos, do
acido félico em solucéo padrao (-); leite esterelizado(...); e leite em poé (—).
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Anexo 2: Perfis dos espectros de absorcio, obtidos através do detector de fluoscéncia, do acido
félico em solucdo padréo (-); leite esterelizado(...); e leite em po (—)
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Anexo 3: Curva analitica do acido félico obtida por padronizagéo externa, tracada com meédia de

triplicatas.
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Anexo 4: Espectros de absorcdo do acido folico em leite esterilizado enriquecido, obtidas no
detector de arranjo de diodos em varios pontos do pico, testando o grau de pureza.



