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Reflexoes

Sonhe com aquilo que vocé quiser.

Seja o que vocé quer ser, porque vocé possui apenas uma vida
e nela s6 temos uma chance de fazer aquilo que queremos.
Tenha felicidade bastante para fazé-la doce.

Dificuldades para fazé-la forte.

Tristeza para fazé-la humana.

E esperanca suficiente para fazé-la feliz.

As pessoas mais felizes ndo tém as melhores coisas.

Elas sabem fazer o melhor das oportunidades que aparecem
em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram.

Para aqueles que se machucam.

Para aqueles que buscam e tentam sempre.

E para aqueles que reconhecem a importancia das pessoas
qQue passam por suas vidas.

O futuro mais brilhante é baseado num passado
intensamente vivido.

Vocé so tera sucesso na vida quando perdoar os erros e

as decepgdes do passado.

A vida é curta, mas as emogbes que podemos deixar duram

uma eternidade...

Clarice Lispector
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RESUMO GERAL

As vitaminas sao classificadas de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas
em hidrossoluveis e lipossoluveis. O grupo de vitaminas clasificadas como
hidrossoluveis é representado pelas vitaminas do complexo B e vitamina C. Entre
as vitaminas do complexo B destaca-se, hoje, o &cido félico (AF), também
chamado de vitamina Bc, Bg ou M, o qual tem sua estabilidade afetada, assim
como a maioria das vitaminas, quando o alimento é submetido a diferentes formas
de processamento, armazenamento ou cozimento. A caréncia em acido folico esta
relacionada a diversos problemas, tais como falhas na formagéao do tubo neural
em fetos e anemia. Deste modo, o enriquecimento de alimentos com esta vitamina
vem ganhando cada vez mais espaco, tendo em vista uma forma de prevenir
doencas decorrentes de sua caréncia e ainda agregar valor aos produtos. Sendo
assim, torna-se necessario um método rapido, simples e eficiente para detectar e
quantificar o acido félico existente em produtos enriquecidos. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver e validar um método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para a quantificacdo de acido fdlico em achocolatados
enriquecidos. Para tanto utilizou-se uma coluna Cig como fase estacionaria e
solugdo acidificada com acido acético/acetonitrila como fase mével, em uma
corrida de 11 minutos, com deteccdo realizada a 290 nm. A metodologia
empregada apresentou taxas de recuperacdo de 103 e 108%, além de boa
repetibilidade. Os limites de deteccdo e quantificagdo foram, respectivamente,
0,25 e 0,50ug/g. A analise dos dados demonstrou que algumas amostras
apresentaram quantidades representativas da vitamina, mesmo sem esta
informacgéo ser declarada em seu rétulo. Para os achocolatados em p6 o teor de
AF variou de 50,2 a 305,0ug/100g, e para os liquidos, desde nao detectavel até
94,0ug/100g. Das trés amostras com informagao nutricional quanto ao acido félico,
duas demonstraram conformidade com a tal, a outra apresentou quantidades da
vitamina abaixo do informado. A anadlise entre os lotes de uma mesma amostra
demonstrou problemas, uma vez que os Iotes apresentaram diferencas

significativas entre si.



GENERAL SUMMARY

The vitamins may be divided into a water-soluble group and a fat-soluble group.
The group of water-soluble vitamins is represented by vitamins of the B group and
vitamin C. Between vitamins of the B group is distinguished, today, the folic acid
(FA), also know vitamin Bc, B9 or M, which have its affected stability, as well as the
majority of vitamins, when the food is submitted the different forms of processing,
storage or baking. The lack in folic acid is related to diverse problems, such as
congenital malformations as spina bifida and other neural tube defects. In this way,
the food enrichment with this vitamin comes gaining each time more space, in view
of one way to prevent illnesses decurrent of its lack and still to add value to the
products. Being thus, a fast, simple and efficient method becomes necessary to
detect and to quantify the folic acid present in enriched products. The main of this
work was to develop and to validate a method for high performance liquid
chromatography (HPLC) for folic acid determination in enriched powder and liquid
chocolate drink. For in such a way a C18 column was used as stationary phase
and water solution acidified with acetic acid/acetonitrile as mobile phase, in a
chromatographic race of 11 minutes, with the detection in UV carried through the
290 nm. The quantification was made by external standardization. The employed
methodology presented of recovery of 103 by 108%, beyond good repeatability.
The limits of detention and quantification had been, respectively, 0,25 and
0,50ug/g. The analysis of the data demonstrated that some samples had presented
representative amounts of the vitamin. For powder chocolate the level of FA varied
of 50,2 by 305,0 pg/100g, and in the chocolate drink, since not detectable by
94,0ug/100g. Of the three samples with nutricional information how much to the
folic acid, two had demonstrated conformity with the such, to another one it
presented amounts of the vitamin below of the informed one. The analysis enters
the lots of one same sample demonstrated problems, a time that the lots had
presented significant differences between itself.



INTRODUCAO GERAL

Vitaminas sdo compostos organicos biologicamente ativos, precursoras de
substancias que tém participacao vital em muitas reagbes quimicas de nossas
células. Sdo necessarias ao organismo em quantidades muito reduzidas para
mantermos 0s processos vitais, razao pela qual também podem ser chamadas de
micronutrientes. Nao sendo sintetizadas pelo homem é necesséario obté-las da
dieta a fim de se evitar doencas decorrentes de sua falta. A probabilidade de que o
alto consumo de certas vitaminas pode oferecer protegcdo contra o cancer tem
recebido especial interesse ha duas décadas, quando comecou a existir um
consenso entre os cientistas de que a dieta pode ter influéncia substancial no
desenvolvimento de cancer em humanos (POPPEL, 1997).

A descoberta dos folatos data da década de 30, quando este foi
reconhecido como um fator presente em preparagdes com leveduras, capaz de
curar a anemia megaloblastica que ocorria entre mulheres hindus na india,
principalmente durante a gravidez. Em 1941 foi descrito um composto necessario
a nutricdo da bactéria Lactobacillus casei, o qual foi chamado de fator “L. casei”
(MITCHELL et al., 1941).

Neste mesmo ano isolou-se um composto cristalino da folha do espinafre, o
qual foi chamado de &cido félico, uma vez que “folium” quer dizer “folha”
(LUCOCK, 2000). A partir dai varios pesquisadores contribuiram para o
isolamento e elucidacao de sua estrutura, na forma como € hoje conhecida.

Os folatos participam de dois processos biolégicos importantes: o ciclo de
metilacdo, que consiste na transferéncia de carbonos e a biossintese do DNA,
fundamental para a manutencdo das células. A deficiéncia em folatos pode
ocasionar acumulo de homocisteina no plasma sanglineo, a qual esta associada
a doencas cardiovasculares, além de falhas na formacao do tubo neural de fetos,
dentre outras moléstias (GREGORY, 1989; HAWKES & VILLOTA, 1989; AUSTIN
et al., 2003; ANDERSON et al., 2004).

O enriquecimento de alimentos é uma forma barata, pratica e efetiva

utilizada pela industria de alimentos voluntariamente ou frente as exigéncias



governamentais para garantir a ingestdo diaria da quantidade recomendada de
acido félico (LUCOCK, 2000).

No Brasil, a Resolu¢do RDC n° 324, de 13 de dezembro de 2002 tornou
obrigatéria a fortificagdo de farinhas de milho e de trigo com acido félico e ferro, a
partir de junho de 2002. Para cada 100g de farinha de milho ou trigo deve haver
150ug de acido folico e 4,2 mg de ferro (ANVISA, 2005).

Sendo os achocolatados largamente consumidos pela populagéo brasileira,
torna-se necessario um modo de avaliar as quantidades declaradas nos roétulos
destes produtos enriquecidos, como forma de verificar se a ingestao diaria
recomendada tem sido atingida.

Assim, o objetivo deste trabalho foi adaptar ou desenvolver e aplicar um
método para analise de achocolatados enriquecidos com acido félico.
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FOLATOS, ACIDO FOLICO E ALIMENTOS ENRIQUECIDOS: UMA REVISAO
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RESUMO

Este trabalho apresenta uma revisao sobre o acido félico, uma importante vitamina
do complexo B. Os folatos, compostos com estrutura quimica e atividade biologica
semelhante a do &cido félico estdo envolvidos em diversas reagcdées metabdlicas
importantes, sendo fundamental para o bom funcionamento do organismo. Sua
caréncia tem sido associada a males como doencas cardiovasculares, falhas na
formacao do tubo neural em fetos, mal de Alzheimer e problemas neuroldgicos. Na
tentativa de se evitar estas e outras moléstias decorrentes da caréncia desta
vitamina, tem-se utilizado o enriquecimento de alimentos. Alguns paises ja
adotaram a obrigatoriedade da adicdo desta vitamina em alimentos como cereais
matinais, péaes, farinhas, leite e seus derivados. Um grande desafio esta no
levantamento da ingestdo desta vitamina pelos varios segmentos da populagao
mundial, jA& que a base para esses estudos depende, diretamente, do
conhecimento do teor dos folatos nos mais diferentes tipos de alimentos. Para tal,
varios estudos sobre diferentes metodologias de analise estdo sendo publicados
na literatura, no sentido de assegurar a obtengdo de dados confidveis sobre a

presenga, forma e quantidade dos folatos presentes.
ABSTRACT

This work presents a revision on the folic acid, an important vitamin of the B water-
group vitamin. The folates, composites with chemical structure and similar
biological activity of the folic acid, are involved in diverse important metabolic
reactions, being basic for the good functioning of the human organism. Its lack has



been associated males as cardiovascular illnesses, congenital malformations of
the neural pipe, Alzheimer’s disease, and other problems. In the attempt of if
preventing these and other decurrent diseases of the lack of this, vitamin has used
the food enrichment. Some countries already had adopted the obligatoriness of the
addition of this vitamin in foods as breakfast cereals, breads, flours, milk and its
derivatives. A great challenge is in the survey of the ingestion of this vitamin for the
some segments of the world-wide population, since the base for these studies
depends, directly, of the knowledge of the levels of the folates in the most different
types of foods. For such, some studies on different methodologies of analysis are
being published in literature, in the direction to assure the attainment of trustworthy
data on the presence, form and amount of the folates levels.



INTRODUCAO

O é&cido fdlico é uma vitamina hidrossoluvel, do complexo B, também
chamada de vitamina B¢, By ou M. E formado por um anel de pteridina, uma

molécula de acido para-aminobenzoico e uma de L-glutamato, conforme Figura 1.
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FIGURA 1 — Estrutura quimica do acido félico.

Aos compostos com estrutura e atividade semelhantes ao acido folico da-se
o nome de folatos. Estes sdo naturalmente encontrados em alimentos, em geral
na forma reduzida, com 2 a 7 residuos de acido glutamico. Sendo assim, o termo
folatos é utilizado para designar todos os membros da mesma familia de
compostos semelhantes quimicamente, nos quais o0 acido pteroilglutamico se liga
a uma ou mais unidades de L-glutamato (GREGORY lll, 1998).

Sendo o acido félico a estrutura basica dos folatos, estes encontram-se sob

diferentes formas na natureza, conforme mostra a Figura 2.



COOH

0 x H H o

e e Loy )/w\( I |
N(j]zsj CHy —N—("_ C — NH—CH~CH,~CH,—COOH
2 7 — o P 6
=~ 1

H,NJ\N NZ “H H H

(A) Acido félico, X=H;
10-formil-folato, X =CHO.

5 U B M 6 COOH
H\ I [E] I H Il |
N/I Ne=—CH,—N C — NH—CH—CH,—CH,—~COOH

H (B) 5, 6-diidrofolato, R = H;
I 5-metil-5,6-diidrofolato, R = CHas.

C
He H o COOH

0 R X I
He M N ! I
N " CHz—— N C-——-NH-—CH—CHZ—-CHR-—COOH
k ; H H
(C) 5,6,7,8-tetrahidrofolato, R = H, X = H;

HzN N 'TI H 5-metil-tetrahidrofolato, R = CHs, X=H;
H 5-formil-tetrahidrolato, R= CHO, X = H;
10-formil-tetrahidrofolato, R = H, X = CHO.

FIGURA 2 — Estruturas dos folatos (Fonte: GREGORY Ill, 1989).

A reatividade e a solubilidade dos folatos os torna susceptiveis a grandes
perdas durante o processamento, armazenamento e cozimento dos alimentos.
Sua estabilidade quimica é afetada principalmente pelo pH, calor, exposicao ao
oxigénio e intensidade da luz. Além disso, por ser uma vitamina hidrossoluvel,
ocorrem perdas devido principalmente a lixiviagdo em alimentos cozidos (LIMA,
2005).



Mecanismo de absorcao

O &cido fdlico € geralmente bem absorvido pelo organismo. Entretanto, o
processo de conversdo para a forma de coenzima metabolicamente ativa é
relativamente complexo. Inicialmente, o &acido félico € desconjugado nas células
da parede intestinal para a forma de monoglutamato. No figado, este composto é
reduzido a diidrofolato e entdo a tetraidrofolato através de um complexo
enzimatico que depende da presenga de niacina para realizar a conversdo. O
tetraidrofolato, juntamente com a serina origina 5,10-metileno-tetraidrofolato e
glicina. Em seguida, outro complexo enzimatico transforma o 5,10-metileno-
tetraidrofolato em 5-metil-tetraidrofolato, forma utilizada na re-metilagdo da
homocisteina. Apdés a formacao da forma ativa da coenzima esta é secretada
juntamente com a bile no intestino delgado, sendo entao reabsorvido e distribuido
as células do organismo (GREGORY, 1998).

A Figura 3 mostra o mecanismo de absor¢ao da vitamina no organismo.
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FIGURA 3 — Absorcéao e ativagao do acido folico (Fonte: GREGORY, 1998).



Nas células, os folatos atuam como coenzima nas reacgdes de transferéncia
de carbono em dois principais ciclos: biossintese do DNA e ciclo de metilagéao,

conforme mostra a Figura 4.
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FIGURA 4 — Vias metabdlicas dos folatos (Fonte: SCOQT et. al., 2000).

Biodisponibilidade

Pode ser definida como sendo a porgcao ingerida a qual € absorvida no
intestino delgado e que pode ser utilizada nos processos metabdlicos e de
armazenamento do organismo (GREGORY, 1997).

Diversos fatores afetam a biodisponibilidade, dentre os quais podem-se
destacar: a estrutura quimica do folato, as ligacbes da cadeia glutamica (quanto
maior a cadeia, menos biodisponivel), a matriz do alimento, efeitos modificadores



(determinados compostos, ingeridos juntamente com a vitamina, podem atrapalhar
a absorcao da mesma), além de fatores genéticos (MARTINEZ, et al., 2005).

Dos folatos presentes em alimentos, o 5-metiltetraidrofolato € o mais
abundante, além de apresentar uma biodisponibilidade relativa de 38%, contra
24% do &cido pteroilglutamico. Tal fato demonstra que os folatos possuem maior
biodisponibilidade quando estdo em sua forma reduzida (WRIGHT et al., 2005;
GREGORY, 1997).

Caréncia e ingestao recomendada

Entre as deficiéncias nutricionais, a deficiéncia em folatos € considerada
uma das mais comuns. Podem contribuir para tanto: consumo diario abaixo do
recomendado, problemas no metabolismo dos folatos, doengcas hepéticas, ma
absorcdo, demanda aumentada em gestantes, lactentes, idosos, pacientes com
cancer, interferéncia de certas drogas tais como a sulfosalazina, cimetidina e
antiacidos, uso de alcool, anticonvulsionantes, drogas anti-tuberculose,
contraceptivos orais e perdas de folatos por hemodialise (HALSTED, 1989).

A deficiéncia em folatos pode reduzir a capacidade da célula em sintetizar o
DNA e, conseqUentemente, reduzir a taxa de divisdo celular. Esta reducdo de
capacidade torna-se mais evidente em células que sofrem divisdo mais
rapidamente, como as da medula éssea. Deste modo, a anemia € uma das
principais formas de se detectar a deficiéncia em folatos (SCOTT et al., 2000).

Além disso, a redugdo da biossintese do DNA tem sido observada em
casos de cancer colo-retal (GIOVANNUCCI et al., 1993; GLYNN, 1994).

Devido a reducao no ciclo de metilacao, a deficiéncia em folatos pode ainda
ocasionar neuropatias em virtude da dificuldade de sintese da mielina, além de
acumulo de homocisteina no plasma sangliineo, estando esta associada a
doencas cardiovasculares (GREGORY, 1989; HAWKES & VILLOTA, 1989;
AUSTIN et al., 2003; ANDERSON et al., 2004). Elevados niveis de homocisteina
estdo ainda relacionados ao possivel desenvolvimento de diabetes e artrite
reumatéide (MILLER & KELLY, 1997).



Niveis baixos de acido félico e vitamina Bip, aliados a altos niveis de
homocisteina também estdo associados ao mal de Alzheimer (CLARKE et al.,
1998).

A ingestdo de acido félico durante os primeiros 28 dias de gestacao
reduzem o risco do bebé apresentar falhas no seu desenvolvimento,
principalmente durante a formacao do tubo neural (espinha bifida). Também reduz
a possibilidade de anencefalia, um severo sub-desenvolvimento do cérebro e
encefalocele, que ocorre quando os tecidos cerebrais projetam-se para fora da
pele através de uma abertura anormal do créanio (PRIETO et al, 2006). A
suplementacdo com &cido félico diminui este risco de 50 a 75% (SICHIERI et al.,
2000).

As necessidades diarias recomendadas para ingestao de folatos estao
apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Necessidades diarias recomendadas para a ingestéao de folatos.

Categoria Idade (anos) Folato (ug)
Lactentes 0-6 (meses) 65
7-12 (meses) 80
Criancas 1-3 150
4-8 200
Homens 9-13 300
14-18 400
19-30 400
31-50 400
51-70 400
> 70 400
Mulheres 9-13 300
14-18 400
19-30 400
31 -50 400
51-70 400
> 70 400
Gestantes <18 600
19-30 600
31 -50 600
Lactacao <18 500
19-30 500
31 -50 500

Fonte: Institute of Medicine (1998).

Seguranca

Estudos quanto a toxicidade do acido folico sdo necessarios a fim de se
estipular a quantidade utilizada no enriquecimento de alimentos, uma vez que
alguns estudos demonstram efeitos adversos no uso excessivo da vitamina.
(WRIGHT et al., 2001).
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SONG et al. (2000) verificou que a suplementagdao com acido félico 4 vezes
maior do que a necessidade basal de ratos, protege de forma significativa o
surgimento de tumores intestinais e colo-retais, se administrado antes do tumor
ser estabelecido. Caso seja administrado depois, parece ter o efeito contrario.
Assim, o tempo certo de administragdo da vitamina e a quantidade utilizada para o
enriquecimento podem ser criticas (WRIGHT et al., 2001).

Outro ponto a ser considerado quanto a seguranca do acido félico € sua
potencial capacidade de mascarar a deficiéncia em vitamina Bip, principalmente
em idosos. (FLOOD et al., 2001). Uma alta ingestao de acido félico corrige anemia
megaloblastica decorrente da falta deste e de vitamina Bz, mas as sequelas
neurolégicas associadas a falta de vitamina B2 podem ndo ser aparentes e
progredir sem ser detectada. Sendo assim, recomenda-se que a vitamina B12 seja
incluida em suplementos e alimentos que contenham acido félico (ALLEN et al.,
1990; FLOQOD et al., 2001; WRIGHT et al., 2001).

Fontes de folatos

Os folatos estdo naturalmente presentes em alimentos como vegetais de
folha verde-escuro, levedura, figado, rim e frutas, sob suas diferentes formas
(LUCOCK, 2000; SCOTT et al., 2000; GREGORY, 1989; BRODY, 1991).

Entretanto, os teores de folatos encontrados na literatura sdo bastante
diferentes e contraditérios, conforme mostra a Tabela 2, em virtude dos diferentes
métodos de andlise empregados, da variedade e diferentes caracteristicas do
alimento devido a condi¢cdes de solo e clima de cada regido, além da falta de
controle das perdas durante o processamento (CATHARINO e GODOQY, 2000).
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Tabela 2. Teor de folatos em alimentos.

. Folatos (ug/g)

Alimento BRODY (1991)  FRANCO (1992)  MARKS (1975)
Leite de vaca fresco 0,05-0,12 0,08 -
Figado cozido 10,7 - -
Figado cru 1,41 1,20 0,30 - 1,50
Banana 0,28 - -
Ovo 1,40 0,80 0,04
Repolho cru 0,30 - -
Repolho cozido 0,16 - -
Queijo 0,20 0,16 -
Vegetais verdes - - -
Brocolis cru 1,69 - -
Brdcolis cozido 0,65 - -
Atum enlatado 0,15 - -
Batata - - 0-0,018
Tomate 0,06 - -
Suco de laranja 1,40 0,40 -

Fonte: Catharino & Godoy (2000)

Estabilidade

O é&cido félico é caracterizado como um composto cristalino, de cor
amarela, levemente soluvel em agua na forma acida, mas bastante sollvel quando
presente como um sal, sensivel ao oxigénio, luz e a presenca de metais
(CARVALHO, 1996; BRODY, 1991).

Pela reatividade quimica e solubilidade dos folatos, estes sdo susceptiveis
a potenciais perdas durante o processamento e estocagem de alimentos (SCOTT
et al., 2000; FORSSEN et al., 2000). A caracterizagdo completa da estabilidade
dos folatos € dificultada em virtude das diferentes formas presentes em um
mesmo alimento.

Por ser uma forma barata de ser produzida sinteticamente pelas industrias
e apresentar alta estabilidade se comparado aos folatos, o &cido félico é a forma
da vitamina utilizada em suplementos nutricionais e na fortificagdo de cereais
matinais e farinhas (LUCOCK, 2000; SWIGLO, 2007).
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A Tabela 3 compara a estabilidade do acido félico em relacdo a outras

vitaminas.

Tabela 3. Estabilidade relativa das vitaminas.
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Enriquecimento de alimentos

Segundo o Codex Alimentarius, enriquecimento ou fortificacdo de alimentos
€ a “adicdo de um ou mais nutrientes essenciais a um alimento, com o propdésito
de prevenir ou corrigir a deficiéncia em um ou mais nutrientes em uma populacao”
(CODEX, 1991).

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

Como medida preventiva frente a deficiéncia em acido folico, paises como a
Australia, USA, Reino Unido e varios paises europeus introduziram a fortificacao
com esta vitamina em alimentos comumente consumidos pela populagao.

O mercado mundial de bebidas tem desenvolvido aguas, sucos, iogurtes,

isotonicos, refrigerantes, energéticos e leites fortificados com &cido félico, a fim de
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evitar a caréncia desta vitamina e as possiveis doencas a ela relacionadas
(PRIETO et al., 2006).

A FDA publicou, em margo de 1996, uma regulamentagdo determinando
que todos os cereais e produtos de origem cereal tais como arroz, farinhas,
cereais matinais, macarrao, dentre outros, deveriam sofrer uma adicdo média de
140 pg de acido félico a cada 100g de produto (FDA, 1996). Tal regulamentagao
tornou-se efetiva em janeiro de 1998.

No Brasil, a Resolugdo RDC n° 324, de 13 de dezembro de 2002 tornou
obrigatéria a fortificagcdo de farinhas de milho e de trigo com &cido félico e ferro, a
partir de junho de 2002. Para cada 100g de farinha de milho ou trigo deve haver
150ug de acido folico e 4,2 mg de ferro (ANVISA, 2005).

Os produtos lacteos, devido a sua grande importancia na alimentacao,
foram os primeiros alimentos a serem enriquecidos com o acido félico, mesmo
apresentando naturalmente pequenas quantidades da vitamina, conforme mostra
a Tabela 4.

Tabela 4. Teor de folatos em leites e derivados (ug/100g) em diferentes paises.

Produto/ L T . Nova
Pais Suécia Finlandia Inglaterra Alemanha Dinamarca USA Franca Zelandia

Leite integral 6 6 6 7 9 5 7 5
Leite 3% gord 7 - - - - 5 5 5
Leite 1,5%
gord 7 4 - - 4 - 5
Creme de
leite 4 7 4 4 6 4 4 6
Leite em po - 51 - 21 21 - -
logurte 15 8 18 13 17 7-12 3 12

(Fonte: Forssén et al., 2000)

Um estudo apds o enriquecimento torna-se necessario, a fim de se avaliar a
quantidade presente da vitamina apos o processamento e estocagem do alimento
enriqguecido, uma vez que tais condicoes podem alterar essa quantidade
(PHILLIPS et al., 2005)
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Achocolatados

Os achocolatados, tanto em pé quanto prontos para beber, sdo largamente
consumidos pela populacdo mundial. Dados de 2005 demonstraram que o
consumo esta distribuido em toda piramide populacional, sendo as classes B, C e
D responsaveis pelas maiores quantidades consumidas: 31%, 38% e 22%
respectivamente (IPSOS, 2005). Deste modo, podem ser considerados fontes
importantes, dentre os produtos fortificados, visto a faixa etaria da populagao que
o produto atinge e a regularidade com a qual sdo consumidos. Entretanto, ndo ha
dados na literatura sobre o teor de AF nesse tipo de produto.
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RESUMO

Também chamado de vitamina Bg, Bg ou M, o acido félico € uma vitamina
hidrossoluvel, importante por reduzir a possibilidade de falhas na formagao do
tubo neural de fetos e por estar relacionado com a possivel prevengédo de doengas
cardiovasculares, mal de Alzheimer e alguns tipos de cancer. A deficiéncia desta
vitamina pode levar ainda a anemia megaloblastica, alteracées na medula éssea,
distarbios intestinais e lesdées nas mucosas. As principais fontes de acido folico, na
forma de folatos, s&o os vegetais e as leveduras. Muitos paises, incluindo o Brasil,
realizam a fortificagdo de alimentos, como as farinhas de trigo, milho, cereais e
produtos lacteos, a fim de garantir a ingestdo desta vitamina em niveis adequados
ao bom funcionamento do organismo. Os achocolatados podem ser considerados
fontes importantes, entre os produtos fortificados, devido a regularidade com a
qual sdo consumidos. Assim, assegurar a presencga e o teor de acido félico nesses
produtos se torna muito importante. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi a
validacao de uma metodologia por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para a analise de acido félico em achocolatados enriquecidos. A vitamina foi
extraida de 1g (mL) de amostra, com 3mL de hidroxido de potassio (0,1mol/L) em
banho ultrassénico por 10 minutos. A préxima etapa foi de limpeza, realizada com
acido fosférico, tampao fosfato e &cido tricloroacético, seguida de filtracédo e
injecdo no cromatografo a liquido. Para o sistema cromatogréfico utilizou-se uma
coluna C1g e eluicdo por gradiente, sendo a fase mével composta por solugdo de

acido acético e acetonitrila. A relacdo entre as solugdes que compdem a fase

19



mével foi de 90:10 (fase aquosa:acetonitrila) no inicio da corrida, chegando a
76:24 em 8,5 minutos e mantendo-se essa propor¢ao até 11 minutos de corrida. O
tempo de re-equilibrio da coluna antes de cada injecao foi de 10 minutos. A
deteccao foi realizada com o detector de arranjo de diodos (DAD) operando a 290
nm e a quantificacao feita por padronizacado externa. A metodologia mostrou-se
eficiente, apresentando taxas de recuperacdao entre 103 e 108%, boa
repetibilidade e limites de deteccdo e quantificacdo de 0,25 e 0,50ug/g,
respectivamente. A metodologia validada apresentou eficiéncia, rapidez e
simplicidade para a analise de acido fdlico.

ABSTRACT

Also know vitamin BC, B9 or M, the folic acid is a water-soluble vitamin, important
for reducing the possibility of imperfections in the formation of the neural pipe of
embryos and for being related with the possible prevention of cardiovascular
illnesses, Alzheimer’s disease and some types of cancer. The deficiency of this
vitamin can still lead to the megaloblastic anemia, intestinal problems, alterations in
the ossea marrow, riots and injuries in the mucosae. The main sources of folic
acid, in the form of folates, are the vegetables and the leavenings. Many countries,
including Brazil, carry through the food blockhouse, as flours of wheat, milky
maize, cereals and products, in order to guarantee the ingestion of this vitamin in
adequate levels to the good functioning of the human organism. The powder and
chocolate milk ones can be considered important sources, between the
strenghtened products, due to regularity with which they are consumed. Thus, to
assure the presence and the text of folic acid in these products if becomes very
important. Thus, the objective of the present work was the validation of a
methodology for high performance liquid chromatography (HPLC) for the analysis
of folic acid in powder and chocolate milk drink enriched. The vitamin was
extracted of 1g (mL) of sample, with 3mL of potassium hidroxide (0,1mol/L) in
ultrasonic bath per 10 minutes. The next stage was of cleanness, carried through
with phosphoric acid, drain plug phosphate and acid tricloroacetic, followed of
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filtration and injection in the chromatograph the liquid. For the chromatographic
system was used a C18 column and gradient elution, being the composed mobile
phase for acetic acid and acetonitrile water solution. The relation between the
solutions that compose the mobile phase was of the 90:10 (phase
aquose:acetonitrile) in the beginning of the race, arriving 76:24 in 8,5 minutes
remaining itself this ratio up to 11 minutes of race. The time of re-balance of the
column before each injection was of 10 minutes. The detention was carried through
with the diode array detector (DAD) operating a 290nm and the quantification was
make for external standardization. The methodology revealed efficient, presenting
taxes of recovery between 103 and 108%, good repeatability and limits of
detention and of quantification were 0,25 and 0,50ug/g, respectively. The
methodology validated here presented efficiency, rapidity and simplicity for the
analysis of folic acid.
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INTRODUCAO

O é&cido folico é uma vitamina do complexo B, hidrossoluvel, presente
naturalmente em apenas alguns alimentos. Sua ocorréncia natural esta
geralmente sob diferentes formas reduzidas do acido pteroilglutamico, chamadas
genericamente de folatos. Estes atuam como cofatores nas reagbes metabdlicas
de transferéncia de carbono, principalmente a biossintese do DNA e o ciclo de
metilacdo (SCOTT et al., 2000). E importante por estar relacionado & prevengao
de doencas cardiovasculares pela diminuicao de homocisteina plasmatica, além
de prevenir defeitos na formagcdo do tubo neural em fetos (GREGORY, 1989;
HAWKES & VILLOTA, 1989).

Os folatos estdo naturalmente presentes em alimentos como vegetais de
folha verde-escuro, levedura, figado, rim e frutas, sob suas diferentes formas
(LUCOCK, 2000; SCOTT et al., 2000; GREGORY, 1989; BRODY, 1991). A fim de
se garantir a ingestao diaria recomendada de certas vitaminas, tém-se enriquecido
alimentos largamente consumidos pela populagéo.

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

O acido folico é a forma da vitamina utilizada para enriquecer os alimentos
por ser mais estavel e mais biodisponivel em relagdo aos folatos.

No Brasil, a Resolu¢do RDC n° 324, de 13 de dezembro de 2002 tornou
obrigatéria a fortificagdo de farinhas de milho e de trigo com acido félico e ferro, a
partir de junho de 2002. Para cada 100g de farinha de milho ou trigo deve haver
150ug de acido folico e 4,2 mg de ferro (ANVISA, 2005). A medida visou reduzir os
altos indices de anemia e outras doencgas decorrentes da caréncia em acido félico
e ferro.

Os produtos lacteos foram os primeiros a serem enriquecidos com &cido
félico uma vez que sdao muito consumidos pela populacdo em geral, podendo
suprir grande parte das necessidades diarias da vitamina.
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Devido a este aumento na produgcao e consumo de alimentos fortificados,
torna-se necessario o desenvolvimento de uma metodologia simples, rapida e

eficiente para determinacao do acido félico nesses produtos.

MATERIAIS E METODOS

Produtos avaliados

Apb6s a otimizacdo e validacdo da metodologia, esta foi aplicada as seis
amostras de achocolatado, sendo quatro em pé e dois prontos para beber. Os
produtos foram adquiridos em supermercados da regiao de Campinas e grande
Sao Paulo. As determinagdes foram feitas sempre em duplicata.

Reagentes

O padrao de acido foi adquirido da empresa Sigma (céd. F-7876, lote
40H321). A acetonitrila grau cromatografico foi adquirida da empresa Tedia; o
acido aceético glacial e o NaxHPO4 da Synth; o hidroxido de potassio da Alkimia; o
acido fosférico da Cinética Quimica; o acido tricloroacético da Merck e 0 KH2PO4
da Nuclear. A agua utilizada no preparo dos reagentes e da fase mével foi
purificada através do sistema Milli-Q (Millipore) e posteriormente filtradas em filtros
Millipore (HAWP e FHLP 04700), com poros de 0,45 um de diametro.

Equipamento

Utilizou-se um cromatégrafo a liquido HEWLETT PACKARD (HP) série
1100, com injetor automéatico de capacidade de 1 a 100 pL, degaseificador, bomba
quaternaria, equipado com detector de arranjo de diodos (DAD) UV-visivel. O
sistema foi controlado pelo software HP-Chemstation, o qual também gerenciou o
sistema de aquisicao dos dados. Para o processo cromatografico foi utilizada uma
coluna Metasil, ODS-2, 3 pum, 150x4,6 mm d.i. produzida pela MetaChem
Technologies Inc.
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Determinacao do acido félico

Para a determinagdo do &cido félico em achocolatados partiu-se da
metodologia desenvolvida por CATHARINO et al. (2005). Para a extracdo da
vitamina tomou-se 1,0g ou 1 mL do achocolatado enriquecido, em pd ou em
liquido, previamente homogeneizado. Adicionou-se 3 mL de hidréxido de potéssio
(0,1 mol/L) e esta mistura foi submetida ao banho ultra sénico por 10 minutos.
Adicionou-se entdo 3 mL de é&cido fosférico (0,1 mol/L), 2 mL de tampéo fosfato
(composto por NapHPO4 (0,25 mol/L) e KH2PO4 (0,37 mol/L)) e 350uL de acido
tricloroacético. Completou-se o volume do baldo com o tampao. Apds precipitacao
da proteina seguiu-se a filiracdo em duas etapas, primeiramente em papel filtro
comum e depois em filtro Millex (HV Millipore), com poros de 0,45um de diametro.
Deste filtrado, 20uL foram imediatamente injetados no cromatografo.

O acido félico eluiu através de um sistema de gradiente linear, com vazao
de 0,5 mL/min, sendo a fase mdvel composta por 90% de fase aquosa (0,166
mol/L de acido acético glacial; pH 2,8) e 10% de fase organica (acetonitrila) no
inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 76% da fase aquosa e 24% da
organica mantendo-se nestas condicdes até 11 minutos. As condicdes iniciais
foram entdo retomadas e a coluna re-equilibrada por 10 minutos, antes da préxima
injecao.

A deteccao foi realizada em um detector de arranjo de diodos, a 290 nm. A
identificacao foi realizada por comparagao dos tempos de retencao, obtidos pela
andlise do padrédo isoladamente, por co-cromatografia e através dos espectros
obtidos pelo detector de DAD. O grau de pureza da vitamina foi avaliado pelo
sistema disponivel no Chemstation-HP. A quantificacdo foi feita por padronizacao
externa através da curva analitica construida com 5 niveis de concentragao (0,2;
1,0; 2,0; 3;0 e 4,1 pg/mL), sendo cada ponto representado pela média de trés
injecoes.

O fluxograma da metodologia utilizada na determinacao do acido félico esta
representado na Figura 1.
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Amostra homogeneizada (19)
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Adigao de 3 mL de KOH

}
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3 mL de acido fosforico (0,1 mol/L)
2,65 mL de tampéo fosfato
350 uL de acido tricloroacético
(ppt proteinas)

Gradiente:
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!
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Filtracao
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}

I

Injecao de 20uL no cromatdgrafo

Vazao: 0,5 mL/min

;

Detecgdo a 290 nm

'

Identificacao

}

Quantificagéo por
padronizacao externa

Figura 1. Fluoxograma da metodologia utilizada na determinacao de acido folico

em achocolatados enriquecidos.
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Validacao do método

Uma vez que a metodologia utilizada foi desenvolvida para outras matrizes
alimenticias (leite em pé e cereais), testes de recuperacao e repetibilidade foram
realizados, além de terem sido determinados os limites de deteccao e

quantificacao para as novas matrizes.

Recuperacao dos padroes

Para a avaliacdo da exatiddao do método foram realizados testes de
recuperacao dos padrbes adicionados a amostra de achocolatado ndo enriquecido
em dois niveis diferentes de concentracao, 110 e 220ug/100g. Estes valores foram
escolhidos por serem, respectivamente, ligeiramente inferiores e superiores ao
declarado no rétulo de alguns produtos.

Para o procedimento foram utilizados 1mL de amostra. As determinacdes
foram feitas em duplicata.

Para o calculo da recuperacgao utilizou-se a seguinte equacao, indicada por
RODRIGUEZ et al. (1995):

Recuperacgéo = (Concentragdo encontrada — Concentragdo da amostra)

Concentracao adicionada

Repetibilidade
Este parametro foi avaliado através de 10 determinagdes. A repetibilidade
foi calculada segundo CALCUTT e BRODDY (1983), através da equacao:
r=tN2.sr onde r = repetibilidade, com significancia de 95%
sr = estimativa do desvio padrao
t = t de student

Limites de deteccao e quantificacao

O limite de deteccao foi estimado através de diluicées sucessivas do padrao
adicionado a matriz. Foi considerado como limite de deteccao a menor quantidade
detectavel na matriz que produziu um sinal de amplitude trés vezes maior que o
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ruido (S/R = 3). O limite de quantificagéao foi considerado como sendo duas vezes
o limite de deteccao (CALCUTT e BRODDY, 1983).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram introduzidas duas pequenas alteragdbes ao método original
desenvolvido por Catharino et al. (2006). Em primeiro lugar foi observado nao
haver necessidade de adicdo de KOH a fase movel aquosa. E em segundo lugar,
o tempo de re-equilibrio da coluna ficou estabelecido em 10 minutos em virtude

das caracteristicas da amostra.

Validacao da metodologia

Introduzidas essas pequenas alteracbes na metodologia, a mesma foi
validada para o achocolatado em p6. As taxas de recuperagdo obtidas para os
dois niveis de enriquecimento foram de 103% e 108% para os niveis 110ug/100g
e 220ug/100g respectivamente.

Estes valores foram superiores aos encontrados por ALBALA- HURTADO
et al. (1997), que determinaram taxas de recuperacao de 79% para o leite fluido e
proximos aos de CATHARINO & GODOQY (2000), que obtiveram taxas de 97 a
99% para leite em po6. Tais valores indicam que 0 método permitiu uma boa taxa
de recuperacao da vitamina analisada.

A Tabela 1 apresenta as faixas de repetibilidade em 10 determinacdes de
acido félico para o achocolatado analisado. Sendo assim, espera-se que 0s
valores fornecidos pelas replicatas difiram entre si dentro dos limites estabelecidos
pela repetibilidade, com a confianca indicada (95%). Como pode ser observada, a
diferenca entre 0 menor e o maior valor de concentragao de acido félico na
amostra ndo ultrapassa o valor de r (5,22) calculado, demonstrando dessa forma a

repetibilidade da metodologia.

27



Tabela 1. Repetibilidade do &cido félico adicionado ao achocolatado.

Concentragoes obtidas para S
L Repetibilidade
Produto 10 determinacoes

(ug/100g) )

199,60
202,23
197,49
202,06
198,99
Achocolatado 5,22
197,22
197,45
197,05
199,23

200,15

Média +/- DP* 199,14 £ 1,91

CV (%) 0,96

Limite de confianga de 95% (t=2,262) t=t de Student
* Média aritmética dos valores * desvio padrao CV=coeficiente de variagdo

Os limites de deteccdo e quantificacdo determinados no achocolatado
foram, respectivamente, 0,25 e 0,50ug/g de produto.

Estes valores foram muito préximos aos de ALBALA- HURTADO et al.
(1997), que determinou 0,5ug/g como limite de deteccao para produtos lacteos.

Foram superiores aos encontrados por CATHARINO & GODOQOY (2000) em
leites enriquecidos, ou seja, 0,013ug/ml como limite de detecgéo.
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Tal fato ocorre em virtude das caracteristicas da matriz e do fato de que no
tempo de retengdo onde o &cido félico se encontra ha mais ruido no
cromatograma, o que aumenta o limite de detec¢ao.

Um cromatograma referente a uma das amostras analisadas neste estudo
esta disposto na Figura 2, onde pico do acido félico apresentou um tempo de
retencdo de aproximadamente 10 minutos.

A pureza do pico foi avaliada através dos espectros de absorgéo obtidos no
pico de acido félico e trabalhados no programa Chemstation-HP, o qual gerencia o
sistema de aquisicao e tratamento de dados.

DAD1 A, Sig=290,32 Ref=off (DANIELA\TESE_104.D)

Figura 2. Perfil cromatografico do extrato do achocolatado. Coluna Metasil ODS-2,
3 um, 150x4,6 mm. Fase movel: 10% acetonitrila e 90% de fase aquosa
(0,166mol/L acido acético glacial) no inicio da corrida, chegando em 8,5
minutos a 24% de acetonitrila e 76% de fase aquosa, mantendo-se

nestas condigbes até 11 minutos. Vazao de 0,5mL/minuto. Deteccao a
290nm.
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A curva analitica de calibragdo do &cido félico apresentou uma boa faixa de

linearidade no intervalo de concentracédo estudada, com coeficiente de correlacéao

igual a 0,9947 conforme mostra a Figura 3.

100 - y =22,6x - 19,651
R? = 0,994
80
o 060 -
o
< 40
20
0
0,2764 1,0328 2,064 3,0971 4,129
Concentracao (ug/g)

Figura 3. Curva de calibragao do acido félico.

A Tabela 2 apresenta o teor de &cido félico encontrado em algumas

amostras de achocolatado em p6 e pronto para beber aplicando a metodologia

aqui validada.

Tabela 2. Teor de &cido félico em amostras de achocolatado em p6 e prontos para

beber.
Concentracao de acido félico
Marca/amostra (ig” 00g) CV (%)
BS liquida 94,0 + 2,61 2,77
PB liquida * -
BS po6 84,8 + 0,62 0,73
LC po 199,5 £ 0,49 0,25
PB po 89,3 + 1,66 1,85
AA po 188,1 £ 5,84 3,10

* Valor abaixo do limite de quantificagdo ou ndo detectavel.
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Nas amostras aqui analisadas o teor de acido félico variou de 84,8 a 188,1
ng/100g nas amostras de achocolatado em p6. Das duas amostras prontas para
beber analisadas apenas a marca BS apresentou a vitamina, na concentragdo de
94,0 pg/100g.

CONCLUSOES

A retirada do KOH da fase movel foi importante, deixando a analise mais
simples embora o tempo de retencédo tenha aumentado em aproximadamente dois
minutos. Esse tempo foi essencial para a separagao do acido félico em virtude da
complexidade da matriz. Assim como o tempo de re-equilibrio da coluna de 10
minutos antes da préxima injecdo mostrou-se fundamental ao bom desempenho
das andlises.

A metodologia utilizada para a determinagdo de 4&cido fdlico em
achocolatados mostrou-se eficiente através dos parametros de validacao
avaliados. Também mostrou-se satisfatéria devido a simplicidade e rapidez das
analises, fundamental para fiscalizacdo de produtos enriquecidos e estudos de
estabilidade da vitamina.
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RESUMO

O acido félico é uma vitamina essencial a manutencao do organismo, uma vez que
participa de reacdes biolégicas importantes. Assim sendo, varios alimentos tém
sido enriquecidos com essa vitamina. Entre eles, as farinhas de trigo e milho, além
dos produtos lacteos. Os achocolatados também tém sido enriquecidos, ja que
atingem, principalmente, criangas e adolescentes, que necessitam dessa vitamina
que participa de varias reagdes importantes durante o desenvolvimento dos seres
humanos. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o teor de acido félico em
diferentes marcas de achocolatados, tanto em pé como em prontos para beber, a
fim de garantir a quantidade de acido folico adicionado aos achocolatados
brasileiros. O objetivo deste trabalho foi também verificar a homogeneidade dentre
os diversos lotes de uma mesma amostra e comparar com o declarado em seus
respectivos rotulos. Assim, foram determinadas as concentragdes de &cido félico
em seis diferentes marcas de achocolatados em p6 e prontos para beber, em 5
diferentes lotes. O teor de acido félico variou de 50,2 a 305,0ug/100g nos produtos
em pé e nos prontos para beber de ndao detectavel a 94,0ug/100g. Nos produtos
que tinham a quantidade de acido félico presente declarada no rétulo, ou seja, em
trés produtos, apenas 2 tiveram concordancia com o declarado. Na avaliacao
entre lotes do mesmo fabricante, em todos houve diferenga significativa entre os

cinco lotes analisados, exceto o fabricante PB.
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ABSTRACT

The folic acid is an essential vitamin to the maintenance of the organism, a time
that participates of important biological reactions. Thus being, some foods have
been enriched with folic acid. Between them, flours of wheat and maize, beyond
the milky products. Also the powder and milk chocolate drink ones have been
enriched, since they reach, mainly, children and adolescents, who need this
vitamin since it participates of some important reactions during the development of
the human body. Thus, the objective of this work was to evaluate the levels of folic
acid in different marks of powder and milk chocolate drink. In order to guarantee
the amount the levels of folic acid added in the Brazilian chocolate products, the
objective of this work was also to verify the homogeneity amongst the different lots
of one same sample and to compare with the declared one in its respective labels.
Thus, the concentrations of folic acid in six different marks of chocolate products in
powder and ready drink had been determined, in 5 different lots. The level of folic
acid varied of 50,2-305,0u9/100g in the powder products and the liquids of not
detectable by 94,0ug/100g. In the products that had the amount of folic acid
present declared in the label, in three products, only 2 had had agreement with the
declared one. In the evaluation between lots of the same manufacturer, in all it had

significant difference between the five analyzed lots, except manufacturer PB.
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INTRODUCAO

Os folatos pertencem a classe de vitaminas do complexo B e sdo também
chamados de vitamina B¢, Bg ou M. Sao importantes por prevenirem problemas de
desenvolvimento no tubo neural de fetos, estando ainda associados a prevengao
de doencas cardiovasculares por diminuir o nivel de homocisteina plasmatica
(GREGORY, 1989; HAWKES & VILLOTA, 1989; BROWER, 2000; AUSTIN et al.,
2003, ANDERSON et al., 2004; BAZZANO, 2006).

A deficiéncia em folatos é um problema atual e como medida preventiva
paises como a Australia, USA, Reino Unido e varios paises europeus introduziram
a fortificagdo com esta vitamina em alimentos comumente consumidos pela
populacao.

No Brasil, segundo a Resolugdo RDC n° 324, de 13 de dezembro de 2002
tornou obrigatoria a fortificagdo de farinhas de milho e de trigo com acido félico e
ferro, a partir de junho de 2002. Para cada 100g de farinha de milho ou trigo deve
haver 150ug de acido félico e 4,2 mg de ferro (ANVISA, 2005). Entretanto, hd uma
grande variedade de produtos alimenticios ja enriquecidos com essa vitamina,
destacando-se 0s cereais matinais e o0s produtos lacteos, entre eles os
achocolatados.

Os achocolatados sdo importantes por atingirem principalmente o publico
infantil, podendo se tornar uma fonte alternativa em fungéo da quantidade e da
freqUéncia com a qual sdo consumidos.

Em virtude destes fatores, monitorar e avaliar o processo de enriquecimento
e a estabilidade da vitamina frente ao processamento e estocagem do alimento é
de fundamental importancia para poder garantir a ingestdo da quantidade
adequada da vitamina. Verificar a homogeneidade entre os lotes também propicia

uma melhor avaliacdo do processo de enriquecimento.
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MATERIAIS E METODOS

Produtos avaliados

Foram avaliados cinco lotes distintos de cada tipo de achocolatado, de seis
diferentes fabricantes, sendo 3 prontos para beber e 7 em po, totalizando 10
diferentes amostras. Cada lote foi formado por duas embalagens, que foram
totalmente homogeneizadas antes da retirada da amostra para andlise. Os
produtos foram adquiridos em supermercados da regiao de Campinas e grande
Sao Paulo. As determinagdes foram feitas sempre em duplicata.

Reagentes

O padrao de acido foi adquirido da empresa Sigma (céd. F-7876, lote
40H321). A acetonitrila grau cromatografico foi adquirida da Tedia; o acido acético
glacial e o NapgHPO4 da Synth; o hidréxido de potéssio da Alkimia; o acido fosférico
da Cinética Quimica; o &cido tricloroacético da Merck e o KH2PO4 da Nuclear. A
agua utilizada no preparo dos reagentes e da fase mével foi purificada através do
sistema Milli-Q (Millipore) e posteriormente filtradas em filtros Millipore (HAWP e
FHLP 04700), com poros de 0,45 um de diametro.

Equipamento

Utilizou-se um cromatégrafo a liquido HEWLETT PACKARD (HP) série
1100, com injetor automético de capacidade de 1 a 100 pL, degaseificador, bomba
quaternaria, equipado com detector de arranjo de diodos (DAD) UV-visivel. O
sistema foi controlado pelo software HP-Chemstation, o qual também gerenciou o
sistema de aquisicao dos dados. Para o processo cromatografico foi utilizada uma
coluna Metasil, ODS-2, 3 um, 150x4,6 mm d.i. produzida pela MetaChem
Technologies Inc.

Determinacao do acido folico

Para a analise do acido folico em achocolatados utilizou-se a metodologia
desenvolvida e validada por CATHARINO et al. (2005) adequada as amostras.
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De acordo com o tipo de amostra — p6 ou liquida — partiu-se de 1 g ou de 1
mL da mesma. Para a extragdo da vitamina tomou-se 1,0g (mL) do achocolatado
enriquecido previamente homogeneizado. Adicionaram-se 3 mL de hidréxido de
potassio (0,1 mol/L) e esta mistura foi submetida ao banho ultra sénico por 10
minutos. Adicionou-se entdo 3 mL de &cido fosférico (0,1 mol/L), 2 mL de tampéao
fosfato (composto por NazHPO4 (0,25 mol/L) e KH2PO4 (0,37 mol/L)) e 350uL de
acido tricloroacético. Completou-se o volume do baldo com o tampdo. Apos
precipitagdo da proteina seguiu-se a filtracdo em duas etapas, primeiramente em
papel filtro comum e depois em filtro Millex (HV Millipore), com poros de 0,45um
de didametro. Deste filtrado, 20uL foram imediatamente injetados no cromatégrafo.

O acido félico eluiu através de um sistema de gradiente linear, com vazao
de 0,5 mL/min, sendo a fase moével composta por 90% de fase aquosa (0,166
mol/L de acido acético glacial; pH 2,8) e 10% de fase organica (acetonitrila) no
inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 76% da fase aquosa e 24% da
organica mantendo-se nestas condicdes até 11 minutos. As condicdes iniciais
foram entdo retomadas e a coluna re-equilibrada por 10 minutos, antes da proxima
injecao.

A deteccao foi realizada em um detector de arranjo de diodos, a 290 nm. A
identificacao foi realizada por comparagao dos tempos de retengao, obtidos pela
andlise do padrédo isoladamente, por co-cromatografia e através dos espectros
obtidos pelo detector de DAD. O grau de pureza da vitamina foi avaliado pelo
sistema disponivel no Chemstation-HP. A quantificacdo foi feita por padronizagéao
externa através da curva analitica construida com 5 niveis de concentracdo (0,2
1,0; 2,0; 3;0 e 4,1 pg/mL), sendo cada ponto representado pela média de trés
determinagoes.

Analise estatistica
Realizou-se o teste de Tukey através do programa GraphPad Prism (versao
2.01) a fim de verificar se existiu ou ndo diferenga significativa entre os lotes de

cada produto.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta os cromatogramas obtidos através da injegcdo do
padrao de acido folico (A) e de uma amostra de achocolatado (B). Neles, os picos

de &cido félico aparecem com tempos de retencdo de aproximadamente 10

minutos. A figura 2 apresenta a curva de calibragao.

DADT A, Sig=290,32 Ref=off (DANIELA\TESE_003.D) P -
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Figura 1: Perfil cromatografico do padrdo de acido folico (A) e da amostra (B).
Coluna Metasil ODS-2, 3 um, 150x4,6 mm. Fase moével: 10%
acetonitrila e 90% de fase aquosa (0,166mol/L acido acético glacial) no
inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos a 24% de acetonitrila e 76%

de fase aquosa, mantendo-se nestas condi¢des até 11 minutos. Vazao

de 0,5mL/minuto. Deteccéo a 290nm.
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Figura 2: Curva de calibragao do &cido félico.

A curva analitica de calibracao do acido folico apresentou uma boa faixa de

linearidade no intervalo de concentracao de 0,2 a 4,2ug/100g, com coeficiente de

correlagcao igual a 0,9947.

A Tabela 1 e a Tabela 2 apresentam, e relacionam pelo teste de Tukey, o

teor de acido félico presente em cada lote, de cada produto analisado.
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Tabela 1. Teor de 4cido félico em achocolatados em pé enriquecidos.

Fabricante | Produto Lote Acldo f?,lllioD(#g/ 100g) CV (%)

1 101,2 1,94 (a) 1,92
2 90,2+ 1,58 (a,b) 1,75
as BS: 3 91,2 45,79 (a,b) 6,35
4 84,8 + 0,62 (b) 0,73
5 89,0 + 2,61 (b) 2,93

BS: i ND i
1 199,5 + 0,49 (a) 0,25
LCi 2 160,4+ 3,59 (b) 224
(Dedlarado no 3 193,2 + 1,87 (a,0) 0,97
180@71'%09) 4 164,1 £7,11 (b) 9,84
Lc 5 180,7 £ 6,89 (a,b,C) 3,81
1 199,7 + 0,65 (a) 0,33
LCe 2 1915 + 5,88 (a) 3,07
(Declarado no 3 187,8 + 5,58 (a) 2,97
18040/ 1300) 4 305,0 + 9,47 (b,c) 3,57
5 290,9 + 3,33 () 1,15
1 72,0 6,77 (a) 9,41
2 89,3 £ 1,66 (a) 1,85
PB PB: 3 66,5 + 538 (a) 8,09
4 87,6 + 8,04 (a) 9,18
5 70,6 + 3,42 (a) 4,84
1 274,9 + 2,37 (a) 1,26
2 1771 £1,02 (ac) 0,58
AA A 3 188.1 % 5,84 (a) 3.10
4 165,2 + 9,75 (a,0) 8,69
5 93,5 + 5,84 (b) 4,92
1 50,2 + 0,46 (a) 0,92
TF 2 51,5+ 1,67 (a) 3,25
TF (Declarado no 3 73,1 +1,30 (b,c) 1,78
1 2053;'3009) 4 78,6 7,18 (c) 9,14
5 55,4 + 1,39 (a) 2,50

)

Valores assinalados com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
ND = Valor abaixo do limite de quantificagdo ou ndo detectavel.

Os valores séo as médias das determinagdes em duplicatas.

M + DP: média dos valores + estimativa do desvio padréo.

CV: % coeficiente de variagao.
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Tabela 2. Teor de acido félico em achocolatados prontos para beber enriquecidos.

Fabricante | Produto Lote Acido féwllicioD(#gH 00g) CV (%)
1 90,2 +5,19 (a) 5,75
BS 2 94,0 +2,61 (a) 2,77
BSs 3 29,6 + 0,56 (b) 1,89
4 60,4 + 3,69 (c) 6,11
5 87,8 £2,82 (a) 3,21
PB PB. - ND -
NP NP1 - ND -

Valores assinalados com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).
ND = Valor abaixo do limite de quantificagdo ou nao detectavel.

Os valores sé@o as médias das determinagdes em duplicatas.

M + DP: média dos valores + estimativa do desvio padréo.

CV: % coeficiente de variagéo.

Pode-se concluir, pela analise estatistica, que além da diferenga existente
entre os achocolatados em pé analisados ainda existem falhas no processo de
enriquecimento e sua homogeneizacdo, uma vez que pelo teste de Tukey a
concentracao de &cido félico varia entre os diferentes lotes de uma mesma
amostra, exceto na amostra PB4, a qual ndo apresentou diferenca entre os lotes.

Apenas as amostras dos fabricantes LC e TF apresentavam, declarados em
seus rotulos, as seguintes concentragdes de acido folico: 180ug/100g e
1200u1g/100g, respectivamente. Sendo assim, comparando-se com a Tabela 1
verificou-se que as concentragdes de acido félico nas amostras do fabricante LC
encontram-se dentro do valor esperado, o declarado no rétulo. Ja para a amostra
do fabricante TF, a concentracao de acido félico encontra-se abaixo da informada
em seu rétulo (apenas 5,8% do declarado), possivelmente por problemas de
homogeneizagcdo durante o processo de enriquecimento ou ainda pelo tipo de
matéria prima utilizada.

As demais amostras nao indicavam a presenca da vitamina em seus
rétulos. Entretanto, as amostras do fabricante AA, PB e BS (amostras 1 e 2)
apresentaram teor a ser considerado na alimentagcdo, mesmo néo estando estes

valores declarados em seus rotulos.
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Nas amostras em péd, a concentracdo média variou entre 70 e 234ug/100g,
evidenciando a diferenca existente entre as férmulas utilizadas pelas industrias
para o enriquecimento do produto.

Nas 3 amostras prontas para beber que foram analisadas, apenas uma
apresentou quantidade de acido félico possivel de ser quantificada, conforme
indicado na Tabela 2.

A Figura 1 compara as médias das concentragdes da vitamina obtidas para

cada fabricante de achocolatado.

250 234,97

200 179,59
— 162,49

150

191,27
100 77,22 7029 72,42

50 -
ND ND ND

O I I I I I I I
BS1 BS2 LC1 LC2 PB AA TF BS3 PB NP
~—

Il ~
pc’)S ||’qUidOS

Concentracao (ug/100g (ml))

ND = Valor abaixo do limite de quantificagdo ou nao detectavel.

Figura 1. Concentragao de acido folico nos achocolatados.

PRIETO et al. (2006) avaliou o teor de acido félico em 11 diferentes marcas
de bebidas enriquecidas, dentre leites, sucos, iogurtes e isotbnicos. Neste estudo,
os autores compararam o teor de acido félico encontrado com o declarado no
rétulo dos produtos. Em 6 marcas de leite analisadas, apenas uma apresentou
valor discordante com o rétulo que declarava 0,32ug/mL, enquanto os autores
encontraram 0,75ug/mL. Em sucos, das 3 marcas analisadas, uma apresentou

concentracao ligeiramente superior ao declarado, que foi 0,72ug/mL contra
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0,66ug/mL informado na embalagem. Na marca de iogurte analisada ndo houve
discordancia com o rétulo.

LIMA et al. (2004), também avaliou o teor de acido folico em 12 marcas
diferentes, sendo 4 de leite em po, 4 de leite esterilizado e 4 de bebida lactea
achocolatada. Para as amostras de leite em pd, ndo houve diferenca entre o valor
encontrado e o que foi declarado no roétulo dos produtos. Para o leite em p6
apenas 2 estavam de acordo com o rétulo — nas demais os valores foram
inferiores: 7,7ug/100mg e 23,2ug/100mg contra 20ug/100mg e 300ug/100mg
declarados no rétulo, respectivamente. Nas bebidas lactea achocolatadas foram
encontrados, em duas marcas, valores inferiores ao declarado: 49,2ug/100mL e
48,519/100mL, sendo que o rétulo de ambas declarava haver 300ug/100mL.

Considerando que no preparo dos achocolatados em pé sejam utilizados
259 de produto, média sugerida, para 200 ml de leite, pode-se calcular a
quantidade ingerida e sua correspondéncia em % das necessidades diarias

recomendadas para folatos, conforme Tabela 3.

Tabela 3. Suprimento das necessidades diarias de acido félico de acordo com a

faixa etéria.
Fabricante | Quantidade ingerida (ug) Necesssidades diarias (%)
Criancas' | Adultos® | Gestantes® | Lactacdo®
BS, 22,81 11 6 4 5
BS, - - - ; -
LC, 44,90 22 11 8 9
LC, 58,74 29 15 10 12
PB 19,30 10 5 3 4
AA 40,62 20 10 7 8
TF 17,57 9 4 3 4

1. Criangas de 4 a 8 anos — IDR: 200ug
2. Adultos de 14 a >70 anos — IDR: 400ug

3. Gestantes — IDR: 600ug
4. Lactagao - IDR: 500ug
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Os achocolatados liquidos j& vém prontos para beber, em embalagens de
200ml. Das amostras analisadas, somente na marca BS; foi detectada a presenca
da vitamina, na concentragdo média de 72ug/100mL, ou seja, 145ug/200mL. Esta
quantidade corresponde a 72% das necessidades diarias de criancas, 36% de
adultos, 24% de gestantes e 29% na lactacdo, com as mesmas condi¢coes de
analise empregadas na Tabela 3.

CONCLUSOES

A metodologia utilizada para a determinacdo de &acido félico em
achocolatados mostrou-se eficiente na quantificagdo da vitamina nas matrizes
estudadas. Entretanto, os resultados encontrados indicam falhas no processo de
enriquecimento na industria, uma vez que os lotes dos produtos analisados
diferem entre si.

Algumas amostras, mesmo sem estar declarada em seus rétulos,
apresentaram quantidades significativas de acido félico, mostrando-se satisfatorias
para o uso na alimentacao, principalmente de criancas.

Os achocolatados podem ser considerados fontes alternativas da vitamina,
tendo importante participacdo na dieta de acordo com a frequéncia na qual séo
consumidos.

Os dados encontrados no nosso trabalho mostram a importéncia de
estudos referentes a melhor forma da adigdo da vitamina, com equipamentos
melhores projetados, os quais aumentem a eficiéncia do processo de
homogeneizagao.
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CONCLUSOES GERAIS

Algumas marcas de achocolatado em po6, embora nao declarem a
existéncia de acido félico em seus roétulos, contém a vitamina em quantidades
significativas, tornando o alimento uma fonte alternativa de acido fdlico,
principalmente para criangas e adultos.

Nos produtos que tinham a quantidade de acido félico presente declarado no
rétulo, ou seja, em trés deles, apenas dois tiveram concordancia com o declarado.

Nos achocolatados prontos para beber, uma dentre as trés marcas analisadas
apresentou quantidades significativas da vitamina, embora essa informacao néo
esteja declarada nos rétulos das trés amostras.

Desta forma, os achocolatados podem ser considerados fontes importantes,
dentre os produtos fortificados, visto a faixa etaria da populagdo que o produto
atinge e a regularidade com a qual sdo consumidos.

A adicdo de &cido folico em alimentos, realizada pelas industrias, deve ser
constantemente avaliada e monitorada, uma vez que houve diferencas
significativas entre os lotes dos produtos, demonstrando problemas de
homogeneidade das amostras.

Para tanto, a metodologia aqui apresentada e validada mostrou ser simples,
rapida e versatil, tendo a possibilidade de ser empregada como analise de rotina
em industrias e 6rgaos de fiscalizacao, para a matriz utilizada.
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