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RESUMO

O enriquecimento de alimentos com &cido félico tem se tornado uma pratica comum em todo o mundo.
Recentemente, no Brasil, aANV I SA publicou umaresol ugéo (Resolucdo N°344) que obrigao enriquecimento
de farinha de trigo e milho com essa vitamina. Dessa forma, metodol ogias analiticas capazes de avaliar
acido folico nesses alimentos, tornam-se necess&rias. O objetivo do trabalho foi a validagdo de uma
metodol ogiaparaandlise de acido folico em farinhas de trigo e milho enriquecidas, utilizando-se atécnica
decromatografialiquidadealtaeficiéncia. O acido fdlicofoi extraido dasfarinhas com solucdo de hidroxido
de potéssio e acetonitrila. Seguiu-se a etapa de purificagdo com é&cido tricloroacético. Para a etapa
cromatografica utilizou-se como fase mével um sistema gradiente composto por solucdo acidificada/
acetonitrilaecolunade C , paraseparacdo e luicdo davitamina A detecgo foi feitaa290nm eaquantificagdo
por padronizacdo externa. A metodol ogia mostrou-se eficiente com taxas de recuperacéo entre 92 e 98%,
boa repetibilidade (CV 0,60 a 0,98%) e limites de deteccdo e quantificacdo de 1,3ng/g e 2,6ng/g,
respectivamente.

Palavras-Chave. &cido fdlico, cromatografialiquidade alta€eficiéncia, farinhadetrigo, farinhade milho.

ABSTRACT

Enrichment of foodswith folic acid hasturned out to be acommon practice around theworld. Recently, in
Brazil, the National Agency for Sanitary Surveillance (ANVISA) has brought into public noticearesolution
on mandatory enrichment of wheat and corn flour with folic acid. In the face of this, reliable analytical
methodol ogiesfor to determinate folic acid in flours have to be established and standardized. The aim of
the present study was to validate a methodol ogy for folic acid analyses in enriched wheat and corn flour
carried out by High Performance Liquid Chromatography. Folic acid was extracted from the flours using
potassium hydroxide solution and acetonitrile. The extract was purified with trichloroacetic acid. For
chromatographic separation agradient system composed by acid sol ution/acetonitrile was used asmobile
phase, and aC ; column was employed for vitamin separation and elution. Folic acid detection was made
at 290nm and its quantification was performed by external standardization. The evaluated method was
efficient being the recovery rates between 92 and 98%; the method presented good repeatibility (CV 0.60
t0 0.98%), and detection and quantification limitswere 1.3ng/g and 1.6ng/g, respectively.
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INTRODUCAO

Oscientistas, hoje, estéo convencidos que o &cido félico
€ indispensavel a dieta humana e animal, sendo considerado
como a “vitamina do futuro”. O &cido falico esta amplamente
distribuido nos alimentos, principal mente em verduras frescas,
figado, leveduras e algumas frutas'>*¢, no entanto, nos dias
atuais, aingestdo de umadietainsuficienteemfolatostem levado
adeficiénciadessavitamina®.

Um dos possiveis efeitos diretamente ligados a dietas
carentes de &cido fdlico, e que tem surtido repercussdo mundial,
s80 as malformagdes congénitas com destaque para os defeitos
no tubo neural de fetos, como a espinha bifida e a
mielomelingocele, por exemplo®°, A preocupagdo com a
carénciade acido félico naalimentacéo de gestantes étao grande
nos EUA, que em 1998 foi criada uma campanha nacional de
incentivo aingestéo de &cido folico, cujo principal objetivo éa
reducéo das malformagdes congénitas?®. Com esse mesmo
propdsito, um grande estudo epidemioldgico esta sendo
realizado no Chile, onde a vitamina esta sendo adicionada a
farinhadetrigo destinada afabricacao de paes (220ug/100g) eo
consumo desse alimento enriquecido esta sendo relacionado
com aincidénciade malformagdes congénitas daquel e pais®s18,

Além disso, muitos estudos sugerem que o acido félico
atuanaprevencdo de diversostipos de cancer, anemiae doencas
Cardl’acaSZ,Q,lo,lZ, 20,24,28,29,32_

A indUstria brasileira vem promovendo um grande
aumento do emprego de vitaminas para 0 enriquecimento de
vérios aimentos’, entre elas, o &cido folico. Sem duvida, o
processo de enriquecimento aumentaaqualidade dos alimentos
e pode vir a ser uma das soluces empregadas para resolver o
problema da ingestdo insuficiente de &cido félico’4252%831, Sao
escol hidos preferencial mente os alimentos destinados ao publico
infantil e gestantes para o enriquecimento com estavitamina. A
ANVISA (AgénciaNacional deVigilancia Sanitaria)* divulgou
umaresolucéo (Resolugdo 344 de 13 de dezembro de 2002) que
determinaqueasindistriasdefarinhasdetrigo e demilho devem
adicionar aos seus produtos 150ug de acido folico a cada 100g
defarinha.

Em vérios paises esta sendo realizado o enriquecimento
de farinhas, entretanto os niveis de enriquecimento sdo um
pouco diferentes. Estados Unidos, Canada, Boliviae Colémbia,
por exemplo, utilizam 150ug deécidofélico acada100g defarinha,
ja o Paraguai e o Equador adicionam 300ug e 60ug de écido
folico acada100g de farinha, respectivamente®.

Embora cada vez mais aumente o nimero de alimentos
gue estdo sendo enriquecidos com &cido falico, o controle
desses produtos é bastante dificultado pela auséncia de
metodol ogi as rapidas, €ficientes e adequadas. O método oficial°
paraadeterminacao de acido folico efolatosem alimentoséum
método microbiolégico, utilizando Lactobacillus casei, que
apresentamuitosinconvenientes, como baixaprecisdo, lentidéo
naandlise e exatidao questionavel 15, Recentemente, aliteratura
vem apresentando avancgos nos métodos para a determinacdo
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dessavitamina, através de técnicas como acromatografialiquida
de alta eficiéncia (CLAE), em fungdo de sua rapidez, alta
sensibilidade, preciso e exatidao'st"2"%, A aplicacado de CLAE
na determinacdo de &cido folico em alimentos ocorre de forma
répida, geralmente dependendo da otimizacdo da extracéo da
amostra, da purificacdo e dos métodos de deteccdo para cada
tipo de andlise requerida. Entretanto, a grande maioria dos
métodos por CLAE encontrados na literatura internacional,
incluem a etapa de extragéo complexa e demoradat®?’.

Métodos de extragao em fase sdlida utilizando colunas
de trocai6nica compostas por amina quaternéria (SAX) foram
largamente utilizados nos Gltimos anos, tanto para purificagcdo
como concentracdo de folatos e &cido félico, além de etapas
prévias de hidrdlise enzimatica???.

Para a etapa cromatogréfica fases méveis tamponadas,
principalmente tamp&o fosfato, com ou sem modificador
orgéanico, foram utilizadas por Konnings? e Osseyi et a?. As
colunas mais utilizadas para a separacéo de acido félico foram
asdefasereversadeoctadecilsilano (C ,)%*. O perfil do espectro
de absorgéo obtido no detector de arranjo de diodos (DAD),
aém do tempo deretencdo e daco-cromatografia, foram utilizados
por Konings?, para identificagdo dos folatos. Osseyi et a.?” e
Konings® fizeram a quantificagdo através da construgéo de
curvas analiticas por padronizacado externa, utilizando aareaou
aaturados picos.

No caso especial de farinhas poucos trabalhos foram
encontrados naliteratura. Estudos realizados por Keagy et a.#
com o objetivo de avaliar o comportamento de folatos e acido
folico durante o periodo de armazenamento dafarinhadetrigo,
conduzido com aaplicagdo de método microbiol 6gico, utilizando
temperaturas entre 26 e 50°C eausénciadeluz, indicaram perdas
de 40% no teor defolatos apds 12 semanas de estocagem, val or
gue permaneceu inaterado apds 52 semanas. Os mesmos autores
verificaram que farinhas fortificadas com é&cido félico (100 a
500u1g/100g), tiveram altas taxas de retencdo da vitamina, com
baixas perdas, nas mesmas condic¢des. Essas diferencas podem
ser atribuidas, segundo ao autores, a maior instabilidade de
folatos naturalmente presentes em alimentos, quando
comparados ao &cido fdlico adicionado. Limaet a.= avaliaram o
efeito do processo de assamento de paes confeccionados com
farinha de trigo enriquecida e determinaram 10% de perdeas,
utilizando método por CLAE. Parafarinhade milho nenhum dado
foi encontrado naliteratura.

Dessa forma, 0 objetivo desse trabalho foi a validagéo
da metodologia por cromatografia liquida de ata eficiéncia,
desenvolvidapor Catharino et al.%, paraadeterminacao de &cido
folico em farinhas de trigo e milho enriquecidas.

MATERIAL E METODOS

Material
Para a determinacdo da recuperacdo, repetibilidade e
limites de detecgéo e quantificacdo, asfarinhasdetrigo e milho
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comuns foram adquiridas em estabelecimentos comerciais de
Campinas, ja que o produto enriquecido ainda ndo estava
disponivel no mercado na época da realizagdo deste estudo.
Parao enriquecimento, em laborat6rio, foi escolhidaumamarca
apenas, para cadatipo defarinha. Asfarinhas foram analisadas
paracomprovar aausénciade acido folico einterferentes, antes
do processo de enriquecimento.

Asdeterminagesforam realizadas em duplicatas, sendo
oresultado final amédiade 4 valores, jaque asinjegdes de cada
extrato no cromatografo também foram feitas em duplicatas.

Reagentes

O padréo de &cido fdlico foi gentilmente cedido pela
M Cassab Comércio e Industria Ltda -SP (Sigma cod. F-7876,
lote 40H321). Os demais reagentes foram de grau analitico. A
aguautilizadaparao preparo dasfasesméveisfoi purificadano
sistema Milli-Q (Millipore). As fases mévels, antes de serem
utilizadas, foram filtradasem filtros Millipore (HAWPeHVLP
04700), com porosde 0,45um de didmetro.

Equipamento

Utilizou-seum cromatdgrafo Hewlett Packard (HP) série
1100, com injetor automatico com capacidade de 1 a 100uL,
desgaseificador, bomba quaternéria, equipado com detector de
arranjo de diodos. O sistemafoi controlado pelo software HP-
Chemstation, que permitiu andlise dapurezado pico deinteresse
e o0 melhor tratamento dos dados. As colunas Microsorb-MV,
ODS-2, 5um, 150X4,6mmd.i. (Raimin Instrument Company) e
NovaPak, ODS-2, 4um, 150X 2mm (Waters) foram utilizadas para
0 processo de separacéo cromatografica, nas determinagdes de
acido félico em farinha de trigo e farinha de milho,
respectivamente, protegidas por umacolunade guardaBondesil
C, 5um, 10X4,6mmd.i (Varian).

Determinacéo do &cido folico

Paraaandisedo écido folico nasfarinhasdetrigo emilho
enriquecidas utilizou-se a metodologia desenvolvida por
Catharino et al.b, adaptada para as matrizes analisadas nesse
trabalho. O &cidofdlicofai extraido, de1,0g defarinhapreviamente
homogeneizada, com 3,0mL dehidréxido de potassio (0,1moal/L)
e1,0mL de acetonitrila, por 10 minutos em banho de ultra-som.
No método original, a etapa de extragdo, para essa mesma
determinacao em leites, éfeitaapenas com hidréxido depotéssio,
0s demais processos envolvidos na andlise sGo exatamente 0s
mesmos, conforme descrito a seguir. O extrato foi transferido
guantitativamente para um baldo volumétrico de 10mL,
adicionando-se 2,0mL deécido fosférico (0,1mol/L), 3,0mL de
tampao fosfato, composto por Na,HPO, (0.25moal/L)/KH,PO,
(0,37moal/L), apH neutro, e 500uL de acidotricloroacético (TCA)
(90%), aferindo-se 0 volumefina com tampéo fosfato. Seguiram-
seentdo asetapasdefiltracio, aprimeiraem papd defiltrocomum
eaoutraem membranaDurapore (HAWP01300 Millipore), com
poros de 0,45um. O filtrado foi injetado, imediatamente, no
cromatdgrafo aliquido (100uL ).

O acido félico foi separado em sistema de €l uicéo por
gradiente, com 90% de soluc¢do acidificada (SA: 0,166mol/L
de &cido acético e 0,01mol/L de hidréxido de potassio, a pH
2,8), e 10% de acetonitrila (ACN)(v/v) no inicio da corrida,
chegando em 8,5 minutos a 76% de SA e 24% de ACN auma
vazéo de 0,5ml/min. As condic¢Besiniciaisforam retomadas e
acolunare-equilibrada durante 10 minutos, antes daproxima
injegdo. A deteccéo foi feitaem detector de arranjo de diodos
(DAD), utilizando-se o comprimento de onda de leitura a
290nm. A identificacdo davitaminafoi feita por comparacdo
dos tempos de retengao, obtidos com padréo de &cido félico
analisado nas mesmas condicfes, co-cromatografia e pela
comparacdo dos espectros de absor¢do obtidos no DAD. A
purezado pico foi determinada pel o sistema ploter disponivel
no software HP-Chemstation. A quantificagéo do acido folico
foi feitapor padronizag8o externa, através da curvaanalitica
construidacom 7 niveis de concentragéo do padrao dissolvido
diretamente em tamp&o fosfato (0,01; 0,05; 0,10; 0,15; 0,30;
0,50; 1ug/mL ), sendo cada ponto representado pela médiade
trés determinagdes.

Validacdo da metodologia

Paraavalidacdo dametodologiaforam realizadostestes
de recuperagdo e repetibilidade, além do estabel ecimento dos
limites de detecgdo e quantificacéo para as matrizes analisadas
nesse trabalho, ja que a metodologia foi aplicada a matrizes
diferentes e, portanto, sofreu algumas modificactes em relagdo
ao método original desenvolvido paraleites.

Recuperagéo de Padrdes

Para a avaliacdo da exatiddo do método, realizou-se
testes de recuperacdo de padrdes adicionados as farinhas de
trigo e milho, ndo enriquecidas, em dois niveis diferentes de
concentragcdo 170 e 250ug/100g. Osteores foram baseados no
projeto que esta sendo desenvolvido no Chile, 220ug de &cido
folico para cada 100g de farinha de trigo® %8 Para as andlises
foi utilizado 1,0g dasfarinhas detrigo e milho.

Repetibilidade

A avaliagdo desse parametrofoi realizadaatravésdecinco
determinacOes, em dois niveis de concentracdo de &cido folico
adicionado as matrizes. A repetibilidadefoi cal culadade acordo
com Caulcutt e Boddy? através da equagdo:

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

Limites de Deteccéo e Quantificagdo

Os limites de deteccéo foram estimados pela adicdo de
quantidades conhecidas de padréo as amostras. Foi considerado
o limite de deteccdo a menor quantidade detectavel na matriz
que produziu um sinal com umaamplitudetrésvezes maior que
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a do ruido (39/R). O limite de quantificagéo foi considerado
como sendo duas vezes o limite de detecgao™ .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cromatogrameas referentes a determinagdo de écido
folico em amostrasdefarinhadetrigo e milho estéo apresentados
naFigural. Neles, o pico do acido félico apareceisolado, com
tempo deretencdo de 7,9 minutos paraadeterminacdo em farinha
detrigo e 8,3 minutosem farinhademilho, jaqueforam utilizadas
colunas diferentes. A pureza dos picos foi verificada através
dos par@metros de pureza, fornecidos pelo software HP-
Chemstation, que confirmou a eficiéncia do sistema
cromatogréfico.

O teor de é&cido félico foi avaliado por padronizacdo
externa, tendo a curva analitica apresentado boa linearidade
nas faixas de concentracéo pré-estabelecidas, com coeficiente
decorrelacdo de 0,9997 (Figura?2).

As taxas de recuperacéo obtidas estdo apresentadas
na Tabela 1. Os valores variaram entre 95 e 97% nos dois
niveis de enriquecimento. As taxas de recuperacdo obtidas
neste trabalho sdo superiores ao valor relatado por K onings?
gue obteve niveis de recuperacdo de folatos de 90% para
farinhae Osseyi et al? que relataram taxas de recuperacéo de
93 a 96% para a determinagéo de acido folico em cereais
matinais. Essesvaloresindicam umaboataxa de recuperacéo
para os niveis vitaminicos presentes no produto enriquecido
analisado.

A Tabela 2 apresentaasfaixas de repetibilidade esperadas
entre cinco determinagdes, em duplicata, em dois diferentes
niveis de concentracdo de &cido félico, para os dois tipos de
farinhas. Desta forma, espera-se que valores fornecidos por
determinagBesem duplicatadifiram dentro doslimitesfornecidos
pelarepetibilidade, com aconfiangaindicada. Observou-se que
amaior diferencaentre osvalores obtidos nas 5 determinagdes,
nos dois niveis de enriquecimento, € menor que o valor de “r"
cal culado, comprovando aboarepetibilidade do método, quando
aplicado as matrizes estudadas neste trabal ho.

O limite de deteccdo para acido folico em farinhas de
trigo emilho foi 1,3ng/g, e, portanto, o limite de quantificacdo
foi 2,6ng/g. Osvaloresforam os mesmos obtidos por Catharino
et al .® que determinaram esses parametrosem leiteenriquecido e
Konings? que avaliou folatos em vegetais, leite enriquecido,
figado efarinha.

CONCLUSOES

Pb&de-se concluir que ametodol ogia por cromatografia
liquida de alta eficiéncia aplicada neste trabalho, se mostrou
bastante satisfatoriae pode ser utilizada paraanalisesderotina
de determinacéo de &cido folico em farinhas de trigo e milho
enriquecidas.
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Figura 1. Perfil cromatogréfico do extrato de farinha de trigo (A) e
milho (B) enriquecidas com é&cido fdlico. Coluna Microsorb-MV, ODS-2,
5um, 150X4,6mm (A) e Nova pak, ODS-2, 4um, 150X2mm (B). Fase
movel: 10% de acetonitrila e 90% de solucéo acidificada (0,166mol/L) no
inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 24% de acetonitrila e 76%
de solucéo acidificada (0,166mol/L) (v/v), mantendo-se as condi¢des até
9,0 minutos. Vazéo de 0,5mL/minuto. Deteccdo a 290nm.
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Figura 2. Curva analitica do &cido fdlico obtida por padronizagdo exter-
na, tragada com média de triplicatas.
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Tabela 1. Taxas de recuperacéo do padréo de écido félico adicionado em dois diferentes niveis de concentracéo as farinhas de

trigoemilho

Produto Nivel I (ng/g) Recuperacéo (%0) Nivel 11 (ng/g) Recuperacao (%)
Farinhade milho 17 9%6+1 25 971
Farinhadetrigo 17 95+1 25 97+1

Os resultados sd0 médias de 10 determinacoes.

Tabela 2. Repetibilidade do acido félico adicionado as farinhas de trigo e milho em 2 diferentes niveis de concentragéo

Alimento Concentracao Repetibilidade Concentracdo Repetibilidade
Nivel I (ug/g) (r Nivel 11 (ug/g) (n
Farinhadetrigo 2027 1,691
2046 1,691
2,081 0,60 1,658 047
2049 1672
2021 1,682
*Média dos valores 2,05+ 0,02 0,98% 1,68+ 0,01 0,60%
Farinhade milho 8045 6,543
8037 6,535
8,087 264 6,565 088
8046 6,589
8,068 6,567
* Médiadosvaores 7,86+0,450,97% 6,58+ 0,05 0,76%

Limitede confiangade 95% (t=2,78)

* Médiados valores: valor médio, estimativa do desvio padréo, coeficiente de variagéo (%).

Sugere-se que segjam realizados estudos que avaliem o
comportamento da vitamina durante o periodo de estocagem
de farinhas enriquecidas, ja que produtos apresentam
um grande prazo de validade, além de trabalhos que avaliem a
estabilidade da vitamina adicionada a esses produtos apos a
fabricacdo de paes, mingaus, bolos, entre outros, ja que essas
farinhas sdo consumidas apos processamento doméstico e/ou
industrial.
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