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RESUMO

Com a finalidade de amenizar os problemas relacionados a caréncia de acido félico, muitos produtos
alimenticios estdo sendo submetidos ao processo de enriquecimento. Portanto, tornam-se necessarias
metodol ogias analiticas capazes de avaliar o comportamento dessa vitamina, quando adicionada a esses
produtos. O objetivo deste trabalho foi a validacdo de uma metodologia para a determinagéo de acido
folico adicionado amargarina, utilizando-se atécnicade cromatografialiquidade ataeficiéncia. A vitamina
foi extraidadamatriz com solugéo de KOH, seguida por etapade limpezacom &cido tricloroacético. O acido
folico foi separado utilizando-se colunade C , e solugdo acidificada e acetonitrila. A detecgdo foi feitaa
290nm e a quantificagdo por padronizacdo externa. A metodologia mostrou-se eficiente com taxas de
recuperacdo entre 94 e 97%, boarepetibilidade (CV de 0,5 a 1,4) elimites de deteccéo e quantificacdo de
1,3ng/g e 2,6ng/g, respectivamente. No estudo de vida-de-prateleiraredlizado, durante 4 meses de estocagem,
resultou em perdade grande parte da vitamina, aproximadamente 55%.

Palavras-Chave. &cido fdlico, cromatografialiquidade alta eficiéncia, estabilidade, margarina.

ABSTRACT

With the purpose to brighten up the problems related to the folic acid deficiency, many foods are being
enriched. Analytical methodologies are necessary to evaluate the behavior of this vitamin when added
into these products. The aim of the work was the validation of methodology for folic acid analysisin
enriched margarine. The vitamin was extracted from enriched margarine using KOH solution and the
extract was cleaned with trichl oroacetic acid. Thevitamin was separated in aC ; column, with acid solution
and acetonitrile as mobile phase. The ultraviolet detection was at 290nm and the quantification was by
external standardization. The methodology was efficient showed recovery ratesamong 94 and 97%, good
repeatability (V.C. 0.5t0 1.4%) and detection and quantification limitswere 1.3ng/g and 2.6ng/g, respectively.
Shelf life study, during 4 storage months, resulted in loss of great portion about vitamin, approached 55%.
Key Words. folic acid, high performance liquid chromatography, stability, margarine.

INTRODUCAO

A indUstriabrasileirade alimentos vem promovendo um
grande aumento do emprego de vitaminas para o enriquecimento
de vérios produtos’, entre elas o &cido folico, uma vitaminado
complexo B, que atuabioqui mi camente em importantes reagtes
detransporte de carbono’ essenciais para o bom funcionamento
do organismo. Atualmente, os pesquisadores, estdo
convencidos que o &cido félico éindispensavel adietahumana

eanimal, sendo considerado como a *“vitaminado futuro”.

Os possiveis efeitos adversos diretamente ligados a
dietas carentes de &cido fdlico, e que tem surtido repercussao
mundial, sdo as malformacgdes congénitas, os defeitos no tubo
neural de fetos e a espinha bifida, entre outros®’. Além disso,
muitos estudos apresentam evidéncias de que o acido félico
previne o cancer, a anemia e as doengas cardiacas® 1318,

A preocupagdo com a caréncia de écido félico na
alimentacdo de gestantes € tdo grande nos EUA, que em 1998
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foi criada uma campanha nacional de incentivo a ingestdo de
acidofdlico, cujo principal objetivo éareducdo dasmaformacdes
congénitas'®.

O processo de enriquecimento aumenta a qualidade dos
alimentos e pode vir a ser uma das solucfes para a ingestéo
insuficiente de &cido félico*1"%°, No Brasil, o leite, produtos
l&cteos, cereais, biscoitos, farinhas, entre outros, sdo o0s
alimentos preferencia mente escol hidos para o enriquecimento
com esta vitamina. Muitos desses alimentos s8o destinados ao
publico infantil, além de gestantes que tém suas necessidades
de ingestdo da vitamina aumentadas. Outro produto que esta
sendo enriquecido com é&cido félico é a margarina, bastante
consumida pela populacdo em geral, entretanto, com
caracteristicas muito diferentes dos alimentos até entdo
enriquecidos com essavitamina.

Embora cada vez mais aumente o nimero de alimentos
que estdo sendo enriquecidos com &acido fdlico, o controle
desses produtos € bastante dificultado pela auséncia de
metodologias confiaveis destinadas a esse fim. A metodologia
desenvolvida e validada por Catharino e Godoy® parece ser
bastante promissora, no sentido de tentar solucionar esse
problema.

A avaliagdo da qualidade dos produtos enriquecidos
com &cido félico, inclui também aaveriguacdo daestabilidade
dessa vitamina durante o processamento e estocagem dos
alimentos. Essa pesquisa é de grande importancia, também
para a industria, pois pode proporcionar o conhecimento da
viabilidade da adi¢éo das vitaminas a determinados produtos.
Uma fonte alimentar a ser enriquecida, deve apresentar
consumo significativo e homogéneo pelas diversas camadas
da populagéo e os nutrientes adicionados devem ser estéveis
e biodisponiveis apds 0 processamento e durante o periodo
de estocagem®.

Naliteratura sdo descritos poucostrabalhos que avaliam
aestabilidade do acido félico adicionado aalimentos, em geral.
Essas pesquisas mostram, em sua maioria, dados sobre a
resisténciade folatos, naturalmente presentes em determinados
alimentos e submetidos a alguns tipos de processamentos.

Os objetivos do presente trabal ho foram avalidacéo de
um método paraa determinacdo de &cido folico em margarina
enriquecidae suaaplicacio em teste de estabilidade davitamina
nesse tipo de alimento, durante estocagem.

MATERIAL E METODOS

Produtoavaliado

No Brasil, apenas uma empresa fabrica margarina
enriquecida com é&cido félico. Trés diferentes amostras foram
adquiridas em supermercados dacidade de Campinas-SP, com a
preocupacdo de se obter lotes com data de fabricagdo o mais
recente possivel, paraum posterior estudo devidade prateleira.
Cada lote foi composto por duas embalagens de 250g, que
tiveram o seu contelido homogeneizado antes da retirada de

amostra para andlise. As determinacfes foram realizadas em
duplicatas.

Reagentes

O padréo de &cido fdlico foi gentilmente cedido pela
M.Cassab Comércio e Industria LTDA, (SIGMA céd. F-7876,
lote 40H321). A acetonitrilagrau cromatografico, acido acético,
acido fosforico e hidroxido de potéssio, grau andlitico, foram
adquiridos da MERCK, Brasil. O &cido tricloroaceético, grau
analitico foi obtido da Synth. A &gua utilizada para o preparo
dasfasesmoveisfoi purificadano sstemaMilli-Q (MILLIPORE).
Asfases moveis, antes de serem utilizadas, foram filtradas em
filtrosMILLIPORE (HAWPeHVLP04700), com porosde0.45um
dediémetro.

Equipamento

Utilizou-se um cromatografo a liqguido HEWLETT
PACKARD (HP) s&rie 1100, com injetor automaticocomdela
100uL de capacidade, degaseificador, bomba quaternaria,
equipado com detector de arranjo de diodos. O sistema é
controlado pel o software HP-Chemstation, que permitiu andlise
dapurezado pico deinteresse e o melhor tratamento dos dados.
A colunaMicrosorb-MV, ODS-2, 5um, 150X 4,6mmd.i. (Raimin
Instrument Company) foi utilizada para o processo
cromatogréfico, protegida por uma coluna de guarda Bondesil
C g 5um, 10X4,6mmd.i (Varian).

Determinacao de &cido fdlico

Paraaanalisedo &cido folico em margarinaenriquecida,
seguida do estudo de vida-de-prateleira, utilizou-se a
metodologia desenvolvida por Catharino e Godoy®, validada
para produtos lacteos e cereals.

O contetdo de duas embal agens (250g) foi fundido em
forno de microondas convencional, por aproximadamente 15
segundos e tomado 1,0g de margarina, apds homogeneizagdo
total daamostra. O &cidofolicofoi extraido com 3,0mL desolugéo
de hidréxido de potéssio (0,2mol/L) em banho ultra-sonico por
10 minutos. O extrato foi transferido quantitativamente paraum
bal&o volumétrico de 10mL, adicionando-se 3,0mL de &cido
fosférico (0,1mol/L), 2,0mL de tampéao fosfato, composto por
Na,HPO, (0.25mol/L)/KH,PO, (0,37moal/L), 350uL de &cido
tricloroacético (TCA), aferindo-se o volume final com tampao
fosfato. Seguiram-se entdo as etapasdefiltragdo, aprimeiraem
papel defiltrocomum e aoutraem membranaDurapore (HAWP
01300 MILLIPORE), com porosde0,45um. Ofiltradofoi injetado,
imediatamente, no cromatégrafo aliquido (100ulL).

O écido fdlico foi separado em sistema de eluicéo por
gradiente, com 90% de solucéo acidificada (SA:0,166mol/L de
acido acético e 0,01mol/L de hidroxido de potéssio, apH 2,8), e
10% de acetonitrila (ACN)(v/v) noinicio dacorrida, chegando
em 8,5 minutosa 76% de SA e 24% de ACN, mantendo-se essa
proporcdo até 9,0 minutos. As condig¢des iniciais foram
retomadas e a colunare-equilibrada durante 10 minutos, antes
daproximainjecdo. A deteccdo foi feitaem detector de arranjo
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de diodos (DAD), utilizando-se o comprimento de onda de
leitura a 290nm. A identificacdo da vitamina foi feita por
comparagdo dos tempos de retencéo, obtidos com padrdes
analisados nas mesmas condicdes, co-cromatografia e pela
comparacdo dos espectros de absorcdo obtidos no DAD. A
pureza do pico foi determinada pelo sistema ploter disponivel
no software HP-Chemstation. A quantificagéo do acido fdlico
foi feita por padronizagéo externa, através da curva analitica
construidacom 7 niveis de concentragdo (0,01; 0,05; 0,10; 0,15;

0,30; 0,50; 1ug/mL), sendo cada ponto representado pelamédia
de trés determinacoes.

Validacdo da metodologia

Testes de recuperacéo e repetibilidade foram realizados
com as amostras analisadas neste trabalho, uma vez que a
metodol ogiasofreu a gumas modificagdes em relacdo ao método
original. Limites de deteccéo e quantificagdo também foram
determinados para essa novamatriz.

Tabela 1. Taxas de recuperacédo do padrdo de &cido félico adicionado em dois diferentes niveis de concentracdo a margarina.

Produto Nivel I (ug/g)

Recuperacao (%)

Nivel 1 (ng/g) Recuperacéo (%)

Margarina 08 94+1

15 97+2

Os resultados sdo médias de 5 determinag6es para cada nivel avaliado.

Tabela 2. Repetibilidade do acido fdlico adicionado a péo, farinhae margarina, em 2 diferentes niveis de concentracéo.

Alimento Concentracao Repetibilidade Concentracao Repetibilidade
Nivel I (ug/g) n Nivel 11 (ng/g) (n

Margarina 1,443 0,749

1433 0,759

1433 056 0,766 033

1472 0,761

1461 0,766
Media dos valores 1,45+0,02 0,760+ 0,007

Limitede confiangade 95% (t=2,78),
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Figura 1. Perfil cromatogréfico do extrato de margarina enriquecida com
acido folico . Coluna Microsorb-MV, ODS-2, 5mm, 150X4.6mm. Fase
movel: 10% de acetonitrila e 90% de solugap acidificada no inicio da
corrida, chegando em 8.5 minutos a 24% de acetonitrila e 76% de solugéo
acidificada (v/v), mantendo-se as condi¢Bes até 9.0 minutos. Vazéo de 0.5
mL/ minuto. Deteccéo a 290nm.
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Figura 2. Curva analitica do &cido félico, obtida por padronizagéo exter-
na, tracada com média de triplicatas.
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Tabela 3. Teores de &cido félico em margarina enri queci da durante estocagem.

Lotes/Data de fabricagao

Concentracao de acido folico(ug/g)

Apos a fabricacdo Ap0s estocagem
MtDP  CV(%) MP CV(%)
1 0,91+0,01 1 044+0,01 6
2 0,84+0,02 2 0,39+0,01 2
3 0,79+0,01 1 0,45:£0,03 2
M +DP 0,85+£0,06 7 043£0,05 13

M = DP—médiae estimativa do desvio padréo das determinagdes em duplicatas. CV — coeficiente de variagao.

Recuperacéo de Padroes

Paraaavaliacdo daexatiddo do método, foramrealizados
testes de recuperac8o de padrfes adicionados aos produtos
ndo enriquecidos, em dois niveis diferentes de concentracéo
1,5e0,8ug/g. Essesvaloresforam escol hidos de acordo com o
teor de &cido félico declarado no rétulo 1,12ug/g. Paraasandlises
foi utilizado 1,0g de margarina.

Repetibilidade

A avaliac8o desse parémetro foi redlizadaatravés de dez
determinacBes, nos dois niveis de concentracéo de écido félico
adicionado a matriz. A repetibilidade foi calculada de acordo
com Caulcutt e Boddy 2 através da equagao:

r=t«2.5r r = repetibilidade
sr = estimativa do desvio padréo
t = t de Student

Limites de Detec¢éo e Quantificacdo

Os limites de deteccdo foram estimados pela adicdo de
quanti dades conhecidas de padréo as amostras. Foi considerado
o limite de detec¢do a menor quantidade detectével na matriz
que produziu um sinal com umaamplitude trésvezes maior que
a do ruido (3S/R). O limite de quantificagéo foi considerado
como sendo duas vezes o limite de detecgao®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Validacdo da metodologia

A metodologia foi validada para a margarina, produto
com alto teor de gordura, verificando-se astaxas de recuperacéo
e repetibilidade para as amostras analisadas neste trabal ho.

As taxas de recuperaco obtidas estéo apresentadas na
Tabelal. Osvaloresvariaram entre 94 e 97% nosdoisniveisde
enriquecimento. As taxas de recuperag@o aqui obtidas séo
superiores aos relatados por Konings'? e Osseyi et al.’ que
obtiveram niveis de recuperagéo de &cido félico de 90% para
farinhae 93% paracereais. Essesval oresindicam umaboataxa
de recuperagdo para 0s niveis vitaminicos presentes nos
alimentos enriquecidos aqui analisados.
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Figura 3. Perfil da degradacdo de &cido félico em margarina enriquecida.

A Tabela2 apresentaasfaixas de repetibilidade esperadas
entre cinco determinagdes, em duplicata, de &cido fdlico, em
dois diferentes niveis de concentragdo. Desta forma, espera-se
que valoresfornecidos por determinagdes em duplicatadifiram
dentro doslimitesfornecidos pel arepetibilidade, com aconfianca
indicada.

Observou-se que a maior diferenca, entre os valores
obtidosnas5 determinagdes, nos dois niveis de enriquecimento,
s8o menores que o valor de“r” calculado, comprovando a boa
repetibilidade do método, quando aplicado a matriz estudada.

O limite de deteccdo obtido foi 1,3ug/g, sendo, portanto,
considerado o limite de quantificacéo de 2,6ug/g. Os valores
foram os mesmos obtidos por Catharino e Godoy® e Konings®?
gue determinaram esses parametros em leites enriquecidos.

EtapaAnalitica

A Figural apresentao cromatogramareferenteaavaliagéo
de&cido félico em amostras de margarina. Nele, o pico do &cido
félico aparece isolado, com tempo de retencdo de
aproximadamente 8 minutos. A pureza dos picosfoi verificada
através dos parametros de pureza, fornecidos pel o software HP-
Chemstation, que confirmou a eficiéncia do sistema
cromatogréfico.
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Os teores de acido folico foram avaliados por
padronizagdo externa, tendo a curva analitica apresentado boa
linearidade nas faixas de concentragéo pré-estabelecidas. O
coeficiente de correlagdo obtido foi de0,99997 (Figura?2).

Na Tabela 3 estéo os teores encontrados nas amostras
de margarinarecém fabricadas e apds 4 meses de estocagem. Os
valoresiniciais(0,85ug/g, em média) ja se apresentavam abaixo
do declarado no rétulo do produto (1,12ug/g). Verificou-se que
ataxa de retencdo média ficou em torno de 39%. A Figura 2
ilustraaporcentagem de retencdo do &cido folico namargarina
durante os 4 meses de estocagem. A instabilidade observada
pode ser devidaaos processos oxidativos decorrentes damatriz
lipidicaque, segundo, Gregory® e Hawkes e Villota®, seriam os
principais responsaveis pela degradagéo do acido félico. N&o
foi encontrado naliteratura nenhum artigo arespeito da adi¢éo
de &cidofélico em qua quer produto com altosteoresde gordura,
parafins de comparagéo.

CONCLUSOES

O método avaliado mostrou-se apropriado para a
determinacéo do &cido félico em um alimento gorduroso como a
margarina, como demonstram a alta recuperagéo e a
repetibilidade, assim como, oslimites de detecgéo e quantificacdo
alcangados.

Os testes conduzidos com a margarina enriquecida
durante aestocagem demonstraram que eu um periodo de quatro
meses, mais da metade da vitamina desapareceu, ndo sendo
recomendado, portanto, esse alimento como um bom veiculo
parao enrigquecimento.
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