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RESUMO GERAL

A bioacessibilidade é a propor¢cdo de um composto ingerido que apresenta-se disponivel no
intestino para ser absorvido. A verificacao da bioacessibilidade do acido f6lico presente em
amostras de pao francés produzidos com farinha de trigo fortificada foi realizada através da
simulacdo in vitro da digestdo, o que permite a avaliacdo da eficiéncia do processo de
fortificacdo da farinha de trigo. O teor de 4dcido félico das amostras de farinha de trigo, pao
francés e dos extratos obtidos a partir da simula¢do da digestdo foram determinados por
cromatografia liquida de ultra performance (UPLC), e em seguida, foram calculadas as
retengdes do 4cido félico em cada uma das amostras e extratos. Para a verificagdo da
influéncia da temperatura e tempo de aquecimento na degradacio de amostras de padrdo de
acido fdlico livre e microencapsulado foram realizadas andlises térmica diferencial e
termogravimétrica (ATD-TG) e difracdo de raios-X (DRX). Os resultados mostraram que o
acido fdlico apresentou retencdo de 85% e aproximadamente 70% nas etapas de
homogeneizacdo e assamento do pado francés, respectivamente, enquanto que a
bioacessibilidade do 4cido félico foi de 100% nas amostras analisadas. As amostras de
padrao de acido folico apresentaram total degradag@o apds exposi¢cdo a 155°C por 35 min e
175°C por 15 min. J4 o padrdo de acido félico microencapsulado apresentou completa
decomposicdo a 100°C por 15min. Assim, pode-se concluir que o processo de
enriquecimento das farinhas de trigo com 4cido félico, no que diz respeito ao fabrico de
paes francés se mostra eficiente e que novas técnicas de recobrimento e técnicas de

microencapsulamento devem ser estudadas para poderem ser aplicadas ao 4cido félico.

Palavras-chave: vitamina B9, fortificagcdo, anélise térmica, difracao de raios-X.
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ABSTRACT

Bioaccessibility is the proportion of a compound ingested that is available to be absorbed.
The bioaccessibility of folic acid in bread samples made with fortified wheat flour was
carried out through the in vitro simulation of the digestion. This vitamin concentration in
the flour, bread extracts and in the extracts obtained by de digestion simulation were
measured by ultra-performance liquid chromatography (UPLC). Then the folic acid
retention was calculated for each sample. The influence of temperature and time in the
degradation of free and microencapsulated folic acid standard during a heating process
were determined by a thermogravimetric and differential thermal analysis (TG-DTA) and
X-ray diffraction (DRX). The results showed that folic acid retention was 85% and near
70% after the flour homogenization and the bread baking, respectively. Even though there
were losses during the bread production the folic acid was 100% bioaccessible in the bread
samples. The free folic acid standards samples presented total degradation after 35 min at
155°C and 15 min at 175°C exposition. However, the microencapsulated folic acid
standards showed a complete degradation under 100°C for 15 min. Thus, it is conclude that
in bread fabrication the wheat flour fortification process with folic acid is efficient and that
new coating and microencapsulation techniques must be studied in order to be applied to

folic acid.

Keywords: B9-vitamin, fortification, thermal analysis, X-ray diffraction.
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INTRODUCAO GERAL

Para uma alimentacdo sauddvel € necessdria a ingestdo equilibrada de alimentos
capazes de fornecerem ao organismo uma quantidade de nutrientes suficientes ao seu
funcionamento. Entre esses nutrientes estdo os sais minerais e as vitaminas (GUYTON e
HALL, 2006). As vitaminas sdo nutrientes essenciais, ndo sintetizadas pelo homem, e
necessdrias em pequenas quantidades, algumas ‘sdo coenzimas e grupos prostéticos
fundamentais para diversas reagdes metabdlicas, outras atuam como componentes do
sistema de defesa, antioxidantes e possuem fung¢des especificas como, por exemplo, na
visdo (NELSON e COX, 2006; GUYTON e HALL, 2006; BELITZ et al., 2009;
DAMODARAN et al., 2010).

Uma das vitaminas que vem sendo amplamente estudadas sdo os folatos devido a
problemas relacionados a baixa ingestdo. Esse composto também pode ser denominado de
vitamina By, B, e 4cido pteroilmonoglutamico (SHARP et al, 2002; QUINLIVAN e
GREGORY, 2003; RAVAGLIA et al., 2004; MUSKIET, 2005; EBISCH et al., 2007;
FURLANI ¢ GODOY, 2007; SIE er al., 2009; GALVAN-PORTILLO et al., 2010;
NUKOLOVA et al, 2011). Essa € uma vitamina hidrossoluvel pertencente as vitaminas do
complexo B e estd presente naturalmente em vegetais verdes folhosos, cereais, pdo, leite,
figado, rins, gema de ovo, etc (CATHARINO e GODOY, 2001; LIMA et al., 2003; LIMA
et al., 2004; CATHARINO et al, 2006; LIMA-PALLONE et al., 2008; BASSETT e
SAMMAN, 2010). Por ser um cofator essencial para as reacdes metabélicas de
transferéncia de carbono sua deficiéncia pode estar relacionada a problemas no fechamento
do tubo neural, doengas cardiovasculares, cerebrovascular e neurodegenerativas, anemia
megalobléstica, entre outras (SCOTT et al., 2000; UEHARA e ROSA, 2010).

Devido ao alto indice de problemas relacionados com a caréncia dessa vitamina,
diversos paises iniciaram a fortificacdo de cereais e farinhas, voluntariamente ou através de
legislacdo (LYNOTT, 2006). Entre esses paises encontra-se o Brasil, que tornou obrigatdria
a fortificacdo de farinhas de trigo e de milho com &cido f6lico em 2002, com a implantacio
da RDC n°344, de 13 de dezembro de 2002 (BRASIL, 2002 b). Esses produtos foram
escolhidos por serem utilizados para fabrica¢do de produtos panificados, os quais sdo muito
consumidos por todas as classes sociais e em todas as regides do Brasil (IBGE, 2012).

Apesar desse alto consumo, poucos trabalhos foram realizados para avaliar a
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bioacessibilidade do 4cido félico, ou seja, a proporcao ingerida de dcido félico presente nos
alimentos fortificados que estd disponivel para a absor¢do no intestino.

A estimativa da bioacessibilidade € necessdria para verificar a eficiéncia da
fortificacdo, visto que o 4cido félico passa por diversas etapas durante a digestdo, nas quais
nao se sabe qual o seu comportamento. Essa eficiéncia pode ser avaliada através da
utilizacdo de métodos in vivo e in vitro. O primeiro consome tempo, € oneroso, Os
resultados sao dificeis de serem interpretados, apresenta necessidade de consideracdes
éticas e € mais susceptivel a erros. Por esses motivos, estudos in vitro sdo empregados para
avaliacdes preliminares de bioacessibilidade, pois sdo eficazes, praticos, de baixo custo,
possuem boa reprodutibilidade e permitem a obtencdo de informacdes invidveis através de
estudos in vivo (PETRONILHO et al., 2012).

O 4acido fdlico, assim como diversas vitaminas, apresenta baixa estabilidade térmica,
porém, pouco se sabe a respeito da sua temperatura de decomposi¢do durante o
forneamento de produtos panificados. Na tentativa de minimizar a instabilidade, sua
microencapsulacdo vem sendo estudada, pois assim o contato dessa vitamina com OS
compostos do alimento e/ou do meio € menor, retardando sua degradagao (THIES, 2003;
MADZIVA et al., 2005; SHRESTHA et al., 2012; LI e DIOSADY, 2012; LIU et al., 2012;
TOMIUK et al., 2012).

Para melhor elucidacdo da temperatura de degradacdo do 4cido fdlico pode-se
utilizar andlise térmica diferencial (ATD) e termogravimétrica (TG), e difracdo de raios-X
(DRX). Essa ultima é uma técnica ndo destrutiva, de preparacio simples, confidvel, ripida,
ndo necessita de grande quantidade de amostra, além de ndo gerar residuos téxicos (WANG
e GEIL, 2012).

Logo, os objetivos desse trabalho foram o de avaliar a bioacessibilidade in vitro do
acido fdlico adicionado a farinha de trigo utilizada na fabricacio de pdo frances,
verificando sua estabilidade durante o processamento e percurso no trato gastrointestinal,
avaliando, dessa forma, a eficdcia do processo de fortificacdo da farinha de trigo. Além
disso, de observar a influéncia da temperatura e tempo de degradacdo do 4cido fdlico

através de analises de ATD-TG e DRX.
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1 FOLATOS E ACIDO FOLICO

As vitaminas sao componentes minoritdrios encontrados em alimentos, ndo sio
sintetizadas pelo organismo e desempenham func¢des fundamentais para o metabolismo, tal
como a participacdo em diversas reacdes enzimdticas (LUKASKI, 2004; LIBERATO e
PINHEIRO-SANT’ANA, 2006). Esses compostos sdo classificados em lipossoluveis,
vitaminas A, D, E e K, e hidrossoliveis como a vitamina C e as vitaminas do complexo B
(FAO, 2001).

Os folatos (Figura 1 a) fazem parte das vitaminas do complexo B, e também podem
ser denominados de vitamina B, By, M e acido pteroilmonoglutamico (CODY, 1991). A
estrutura quimica bdasica dos folatos consiste de um anel pteridina ligado ao para-
aminobenzoato, que por sua vez estd associado a residuos poliglutimicos. Eles sdo
compostos que apresentam atividade bioldgica e estdo presentes naturalmente em alguns
alimentos (BREE et al., 1997; BALUZ et al., 2002; VORA et al., 2004). Dependendo da
fonte, nas células e nos alimentos os folatos podem estar ligados a cadeias de 3 a 11
glutamatos apresentando diferentes graus de instabilidade. Essas cadeias de poliglutamatos
mantém o folato dentro das células, aumentam sua afinidade e propriedades cinéticas
quando atuam com enzimas folato-dependentes (SCOTT et al., 2000).

O é4cido folico (Figura 1 b) € a forma sintética, totalmente oxidada e utilizada nos
processos de fortificagdo, embora ndo seja a forma encontrada naturalmente nos alimentos
apresenta maior estabilidade dentre os folatos (BREE et al., 1997; BALUZ et al., 2002;
VORA et al., 2004).

O 4cido félico é um cristal amarelo com massa molecular de 441,4 g.mol” (ARCOT
e SHRESTHA, 2005). E pouco solivel em dgua fria (1-10 mg.L™"), aumentando sua
solubilidade para 1% em 4gua fervente. E mais soltivel em solu¢io aquosa alcalina, com
fenol, piridina ou outros solventes basicos (BATES, 2003).

A solubilidade do 4cido félico pode ser devido ao seu maior cardter polar e
hidrofilico, que se deve ao seu grupo carboxila adicional. Os folatos (poliglutamados)
apresentam uma maior solubilidade que o 4cido félico (monoglutamado) a pH neutro e
basico, por possuirem mais grupos carboxil ionizaveis. Enquanto que a pH entre 2-4 ha

predominancia de monocation e espécies neutras, o que torna o folato pouco solivel em



dgua, além do fato de que quanto maior a cadeia glutdmica mais hidrofébica € a molécula

nesta faixa de pH, pois os grupos carboxil apresentam-se protonados (GREGORY, 1989).
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Figura 1: Estrutura quimica do (a) folatos e (b) acido f6lico.
Fonte: Adaptado de Fokkema et al. (2005), Swiglo (2007) e Roure (2010).

O folato tem sido considerado como uma das vitaminas mais importantes para o
metabolismo humano. Ele € um cofator essencial em reagdes metabdlicas de transferéncia
de carbono que ocorre em dois ciclos importantes chamados “ciclo da biossintese do DNA”
e “ciclo de metilagao” (Figura 2) (SCOTT et al., 2000). Durante esses ciclos ha a sintese de
nucleotideos; interconversdo de aminodcidos (metionina-homocisteina); metilacdo do
DNA, RNA e proteinas, sendo essencial em periodos de rdpida multiplicagdo celular como,

por exemplo, durante a gestacdo € na medula Ossea. Além disso, atua como antioxidante,



pois inibe a peroxidacdo lipidica e protege as membranas celulares e o DNA dos danos
causados pelos radicais livres (LUKASKI, 2004; MELO, 2004; BOEN et al., 2008;
UEHARA e ROSA, 2010).
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Figura 2: Vias metabdlicas dos folatos e do dcido félico.
Fonte: Scott et al. (2000).

1.1 FONTES

Os vegetais verdes folhosos sdo as principais fontes de folatos, eles também podem
ser encontrados em cereais, leite, pdes, carnes, figado, rins e ovos (CATHARINO e
GODOY, 2001; FINGLAS e WRIGHT, 2002; LIMA et al., 2003; LIMA et al., 2004;
FOKKEMA et al., 2005; CATHARINO et al, 2006; LIMA-PALLONE et al., 2008a;
BASSETT e SAMMAN, 2010), mas uma pequena quantidade de folatos pode ser
proveniente da microbiota intestinal in situ. No entanto, em humanos, essa € uma fonte
minoritaria de absor¢ao dessa vitamina (BALUZ et al., 2002; FINGLAS e WRIGHT, 2002;
BATES, 2003).



1.2 ESTABILIDADE

Pouco se sabe a respeito da estabilidade dos folatos durante o processamento e
estocagem dos produtos alimenticios. Isso se deve as dificuldades encontradas durante os
estudos devido a variagdes na suscetibilidade a degradagdo; influéncia de fatores
ambientais como pH, concentracdo de oxigé€nio, metais, entre outros; e devido as suas
diferentes formas e graus de oxidacdo sendo sua ordem de estabilidade: 5-
formiltetrahidrofolato >  5-metiltetrahidrofolato >  10-formiltetrahidrofolato >
tetrahidrofolato (LIMA et al., 2003; LIMA-PALLONE et al., 2008 a; BASSET e
SAMMAN, 2010; GREGORY, 2010).

Na Tabela 1 encontra-se a estabilidade de vitaminas em diferentes condicdes, sendo
os folatos as que apresentam menor estabilidade. Entre os folatos, o acido félico € o que
apresenta maior estabilidade, além de ser a forma comercial mais barata (BATES, 2003).
Portanto, € a forma escolhida para o enriquecimento de alimentos, como férmulas infantis,
cereais, farinhas e suplementos nutricionais (SWIGLO, 2007).

Pode-se observar na literatura alguns resultados de estabilidade dessa vitamina
diante de diferentes condi¢cdes. De acordo com Shane (2010), os folatos podem ser
armazenados de forma estdvel na auséncia de oxigénio ou na presenca de um agente
redutor, tal como o ascorbato. Quando em solucdo aquosa, o dcido félico € estavel a 100°C
por 10 min em uma faixa de pH de 5-12 e protegido da luz, no entanto, apresenta uma
instabilidade crescente em pH abaixo de 5 (ARCOT e SHRESTHA, 2005). Nguyen et al.
(2003) verificaram que o 4cido félico apresentou maior estabilidade que o &cido 5-
metiltraidofélico em tampao fosfato quando submetido a tratamento térmico acima de 65°C
e a tratamento térmico combinado com alta pressao (acima de 800 Mpa).

Lima-Pallone et al. (2008 a e b) verificaram que o folato presente em espinafre e
brécolis foi perdido principalmente por lixiviacdo durante o cozimento, € ndo devido ao
processo térmico. Segundo Shrestha et al (2003), houve perda de quase a totalidade do
acido folico adicionado ao arroz sem revestimento apds o cozimento em excesso de dgua
por 20 min. Enquanto Kam et al. (2012), verificaram que apds a coc¢do houve uma

retencao de 90% do 4cido fdlico adicionado a arroz parboilizado fortificado.
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Tabela 1: Estabilidade de vitaminas em diferentes condicoes.

Vitamina / pH pH pH Ar ou

Condicoes Calor neutro acido basico oxigénio Luz
Folatos I I I I I I
Carotenos I E I E I I
Vitamina A I E I E I I
Vitamina D I E E I I I
Vitamina E I E E E I I
Vitamina K E E I I E I
Vitamina B1 I I E I I E
Vitamina B2 I E E I E I
Vitamina B6 I E E E E I
Vitamina B12 E E E E I I
Biotina I E E E E E
Niancina E E E E E E
Pantoténico I E I I E E
Vitamina C I I E I I I

E —estavel; I — instavel.
Fonte: Modificado de GREGORY (2010).

Durante processamento (homogeneizacdo, esterilizacdo e fervura) de leite
enriquecido com &cido félico, Lima-Pallone et al. (2006) verificaram que houve uma perda
média de 10%. No entanto, Boeneke e Aryana (2008) observaram que a pasteurizacdo
(85°C por 30 min) ndo proporcionou uma diferenca significativa no teor de acido félico em
iogurtes de limao.

O 4cido folico apresentou-se estdvel durante as quatro etapas (preparo da massa,
corte, coc¢cdo por vapor e fritura) de produgdo de macarrdo instantaneo frito e possuiu
recuperagdes entre 96-103% (CHEUNG et al., 2009). No preparo de rocamboles com
farinha de trigo fortificada com acido folico houve perda de 20-35% dessa vitamina, porém,
nao houve perdas significativas desse composto apds 90 dias de armazenamento dos

rocamboles a 20°C (JOHANSSON et al., 2002). Segundo Gujska e Majewska (2005),
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houve perda de 12 a 21% do folato em paes de trigo e centeio, sendo estas variagdes

dependentes do processo de assamento.

1.3 ABSORCAO

Um esquema simplificado da absor¢do e distribuicdo dos folatos no organismo
humano esta disposto na Figura 3. A absor¢do do 4cido félico ocorre no jejuno por um
processo ativo saturdvel dependente do pH (6timo 6,5- 7,0) e também da concentracio de
sodio no meio (UEHARA e ROSA, 2010). A conversdo de acido félico na mucosa
intestinal durante o transporte ativo tem capacidade limitada, entretanto, quando a
concentracdo de 4cido félico ingerido € elevada, sua absor¢do também pode ocorrer através
de difusdo passiva. Desse modo, o dcido félico pode ser encontrado na corrente sanguinea

de forma inalterada (KELLY et al., 1997, SHANE, 2010).

Folatos poliglutamicos

Folatos da dieta __—"
1 Conjugases

In depandente
alcooficmo

Intaragiio com drogas

Folatos Monoglutamicos

™Para o plasma e intestine via
Redugdo <—» Oxidagdo bile

Monoglutamatoe— Poliglutamato - MR

Bygtero-hepatico

Urina

Figura 3: Absorcao e distribuic@o dos folatos no organismo humano.
Fonte: Adaptado de Goodman e Gilman (2004).

O é4cido félico absorvido por transporte ativo € reduzido na mucosa intestinal do

jejuno por uma enzima conjugase. Inicialmente ele é convertido a forma diidrofolato, e em
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seguida para tetraidrofolato, que é um composto biologicamente ativo. Posteriormente, é
enzimaticamente convertido para S-metiltetraidrofolato, forma metabolicamente inativa
(FINGLAS e WRIGHT, 2002; MELSE-BOONSTRA ef al., 2004; SHANE, 2010;
UEHARA e ROSA, 2010). O 4cido f6lico absorvido por transporte passivo € reduzido a
diidrofolato na sua primeira passagem pelo figado, e posteriormente, é metabolizado da
mesma forma que o dcido félico absorvido por transporte ativo e as demais formas de
folatos.

Na circulagdo sanguinea, o folato encontra-se na forma de 5-metiltetrahidrofolato,
entretanto esse nao pode ser mantido dentro das células ou utilizado como coenzima. Para
tornar-se biologicamente ativo € necessdrio que seja metabolizado a tetrahidrofolato pela
enzima Bj,—dependente metionina sintase, essa conversdao metila a homocistenina com
consequente formacdo de metionina. O tetrahidrofolato é entdo convertido a forma
poliglutamato, o que permite sua retencao pelas células (KELLY et al., 1997; FINGLAS e
WRIGHT, 2002; SUAREZ-OBANDO et al., 2010).

O 5-metiltetrahidrofolato € transportado pela veia porta para o figado, que contém
50% do total de folato no organismo. A partir do figado o 4cido folico pode ser distribuido
para os tecidos ou participar da circulacdo enterohepdtica e ser secretado na bile.
Entretanto, de acordo com Gregory et al. (1998) e Lin et al. (2004), a maior parte desse
folato € reabsorvido e, segundo Finglas e Wright (2002), a eficiéncia da reabsorcao

dependente da dieta.

1.4 DEFICIENCIAS DE ACIDO FOLCIO NO ORGANISMO HUMANO

Devido a importancia dos folatos no metabolismo humano sua caréncia pode estar
relacionada a diversos problemas no organismo (UEHARA e ROSA, 2010). O baixo nivel
dessa vitamina e o aumento da concentracio de homocisteina no sangue podem estar
associados a doencas cerebrovasculares, vascular periférica e doengas coronarianas, assim
como a trombose venosa profunda (ROURE, 2010).

A concentracdo de homocisteina nas células e no plasma € controlada por trés
diferentes enzimas, sendo que duas delas necessitam de folato como cofator (SCOTT et al.,

7

2000). Logo, uma das causas da hiper-homocisteinemia é a falta de cofatores como a
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vitamina B12, o folato e a vitamina B6 para a conversao de homocisteina a metionina ou
em cisteina. Essa insuficiéncia pode ser devido a causas genéticas, nutricionais, transtornos
sist€émicos (cancer, doencas renais, entre outros), fatores fisiolégicos, drogas
(anticonvulsivos, contraceptivos, entre outras) e fatores relacionados ao estilo de vida
(tabagismo, abuso de dlcool, dieta e falta de atividade fisica) (SACHDEV, 2004).

Existem varios mecanismos sugeridos que relacionam a hiper-homocisteinemia com
doencas cardiovasculares. Entre eles, a inibicdo do crescimento e lesdao das células
endoteliais, crescimento da musculatura lisa vascular e maior adesividade das plaquetas,
assim como efeitos na coagulacdo e/ou sistema fibrinolitico, que podem provocar uma
redugcdo do calibre dos vasos contribuindo para uma resposta pré-inflamatéria e pro-
arterosclerética. A homocisteina também pode aumentar o estresse oxidativo e inibir a
atividade da enzima glutationa peroxidase. O processo oxidativo pode provocar a oxidagdao
de LDL-colesterol com sua deposi¢io na parede vascular, aumentando os ricos de
arterosclerose (NEVES ef al., 2004; UHERA et al., 2005; GUIMARAES, 2006; WANG et
al., 2012 aeb).

Os folatos também estdao envolvidos na producdo de mielina, principal proteina que
participa da producio da camada lipidica que separa os axdnios. Portanto, € importante para
o desenvolvimento do sistema nervoso central, para o metabolismo de neurotransmissores e
para a preservacdo e integridade da memoria (LIMA et al., 2003; UEHARA e ROSA,
2010). Altas concentracOes de homocisteina no cérebro podem estar associadas a doencas
cerebrovasculares (hipertensdo arterial, codgulo, AVC); neurotoxicidade (uma das causas
principais de doencas neurodegenerativas como mal de Alzheimer, mal de Parkinson);
estresse oxidativo e acimulo de radicais livres relacionados a distirbios neurodegenerativos
uma vez que promovem peroxidacdo excessiva de lipideos, resultando em degeneracdo
neuronal. Além de poder causar outras desordens mentais como irritabilidade,
esquecimento, hostilidade, e comportamento parandico. Entre outros problemas cerebrais
encontram-se os prejuizos da vasodilatacdo endo-dependente, aumento da agregacdo
plaquetaria e inibicdo dos anticoagulantes naturais (KRUMAN et al., 2002; REYNOLDS,
2002; FOKKEMA et al, 2005; BALK et al., 2007; FENECH, 2010; UEHARA e ROSA,
2010).

14



A homocisteina também tem sido relacionada com complicacdes durante a gravidez,
como pré-eclampsia, ruptura da placenta, retardo no crescimento intrauterino, parto
prematuro, abortos € morte intrauterina, € baixo peso do feto ao nascer (UEHARA e
ROSA, 2010).

Como os folatos participam da divisdo celular sua falta durante a gravidez pode
provocar diversos problemas ao feto, pois € necessaria uma rdpida divisdo celular para o
seu desenvolvimento e crescimento, assim como para o amadurecimento da placenta e o
alargamento do utero (CZEIZEL e DUDAS, 1992; SCHOLL e JOHNSON, 2000). O baixo
consumo de folato por gestantes pode estar relacionado com diversos problemas como os
defeitos da formacdo do tubo neural (DTN), que sdo malformacdes do sistema nervoso
central do embrido, que ocorre entre 21° e 28° dias de gestacdo, periodo no qual a maior
parte das mulheres nem sabem que estdo gravidas (WANAT er al., 2005; SANTOS e
PEREIRA, 2007).

As formas clinicas do DTN mais comuns sdo anencefalia, encefalocele, e a espinha
bifida (ROURE, 2010). A anencefalia € a auséncia total ou parcial do cranio e do cérebro.
A encefalocele é o deslocamento do cérebro ou da meninge devido a uma deformacdo do
cranio (AGUIAR et al., 2003; GONZALEZ e CARBALLO, 2003). A espinha bifida pode
ser de dois tipos, oculta e aberta. Na espinha bifida oculta hd a ma forma¢dao de uma ou
mais vértebras, sendo que geralmente esta ndo estd associada a problemas neuroldgicos,
visto que normalmente a medula dssea ndo se apresenta comprometida. Na espinha bifida
aberta ocorre a méd formacdo das vértebras com a exposi¢do da medula 6ssea, provocando
desde paralisias 4 perda de controle visceral e do intestino (GONZALEZ ¢ CARBALLO,
2003; SANDLER, 2010). De acordo com Uehara e Rosa (2010), outros problemas também
podem estar associados ao baixo consumo de folatos pelas gestantes, como os ldbios
leporinos (36° dia de gestagdo), o defeito de septo ventricular (42° dia apds a concepgao) e
a fenda palatina (47-72° dia de gravidez). Outros defeitos relatados sdo anomalias no trato
urinario e atresia anal (FOKKEMA et al, 2005).

A ingestdo de baixas concentracdes de folatos estd relacionada também a problemas
como a reducdo do nimero de plaquetas e de células brancas, e anemia megalobléstica. Isso
ocorre devido a diminui¢@o da divisdo celular e da sintese de dcidos nucléicos, sendo mais

aparente em tecidos de multiplicacdo rdapida (BAILEY e GREGORY, 1999; BALUZ et al.,
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2002). A anemia megalobldstica consiste no desenvolvimento inadequado das hemdcias
que apresentam tamanho anormal (grandes), imaturidade do nicleo e membranas frageis
(HINES, 2002; GUYTON e HALL, 2006; ROURE, 2010). Essas células mal formadas sido
capazes de transportar o oxigénio, porém, possuem apenas a metade ou um ter¢o do tempo
de sobrevivéncia normal (BAILEY e GREGORY, 1999).

Além dos folatos estarem relacionados a sintese de compostos essenciais para a
formacdo do DNA eles também participam de sua metilacao. Logo, a deficiéncia de folatos
pode estar relacionada com sua hipomelitacdo, danos na estrutura do DNA e nos processos
de sua reparagdo. Portanto, pode proporcionar o crescimento de células anormais, levando
até a formacdo de canceres, como o colorretal, de mama, gastrico, no ovdrio, entre outros
(AGRAWAL et al., 2007, SIE et al., 2009; GALVAN-PORTILLO er al., 2010;
NUKOLOVA et al., 2011). Embora, segundo Kim (2004), em um organismo sadio o acido
folico pode prevenir certos tipos de cancer, entretanto existem algumas poucas evidéncias
que indicam que caso haja a presenca de células pré-maligna e/ou lesdo maligna, o 4cido
folico pode provocar o desenvolvimento mais rdpido do cancer, visto que essas células
tendem a se multiplicar mais rapido que células normais (KIM, 2004; FINGLAS et al.,
2000).

Embora sejam necessarios mais estudos, a deficiéncia em dcido félico também pode
estar relacionada a reproducdo humana, visto que sintese e metilacio do DNA sdo
fundamentais para a gametogé€nese e a hiper-homocisteinemia pode estar associada a
reduc¢do do 6xido nitrico (ROURE, 2010; UEHARA; ROSA, 2010).

Em homens férteis foi verificada uma baixa concentracdo de folatos no plasma
seminal, o que estaria associado a um alto nivel de DNA danificado. Outro problema € o
fato de os espermatozoides serem particularmente susceptiveis aos danos da peroxidagdo
lipidica, pois sua membrana possui grandes quantidades de dcidos graxos insaturados, alvos
principais das espécies reativas de oxigénio. Portanto, sua oxidagdo poderia alterar a fluidez
e a funcionalidade da membrana dos espermatozoides, prejudicando sua capacidade de
penetracdo no ovocito. Os danos aos espermatozoides associados a baixa motilidade e
problemas morfolégicos podem provocar infertilidade. Enquanto que a reducdo das

concentracoes de Oxido nitrico provoca problemas durante a erecdo peniana,
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espermatogénese e reagdo acrossdmica (FORGES et al., 2007; BOXMEER et al., 2009;
UEHARA; ROSA, 2010).

Nas mulheres a deficiéncia pode estar associada a endometriose, que ¢ uma das
causas mais comum de infertilidade. Enquanto que a baixa concentracdo de 6xido nitrico

pode comprometer a ovulagao e a nidacao do é6vulo (UEHARA; ROSA, 2010).

1.5 DOSES DIARIAS

A recomendacdo da ingestdo didria de 4cido félico (Tabela 2) para um adulto
normal € de 240 pg/dia. A dose didria recomendada para gestante ou lactante € maior, visto
que ha grande necessidade de multiplicacdo celular e para a formacdo de placenta, e
desenvolvimento do bebé, respectivamente (SANTOS e PEREIRA, 2007). De acordo com
Brasil (2002 a), o consumo de dacido félico por gestantes encontra-se abaixo do
recomendado, sendo a média de 200 pg/dia, enquanto que o consumo deveria ser de 355
pg/dia. Logo, para reduzir o risco de incidéncia de doencas e de m4 formacdo do tubo

neural iniciou-se o programa de fortificacao.

Tabela 2: Recomendacao de consumo didrio para dcido félico.

Individuos ug/dia
Criancgas

1-3 anos 95

4-6 anos 118

7-10 anos 177
Mulher 240
Gestantes 355
Lactante 295
Homem 240

Fonte: BRASIL (2005).

De acordo com Boushey et al. (2001), a fortificagdo de alimentos com 4cido félico é
uma forma excelente para o aumento do consumo dessa vitamina. Segundo Hunt e Dwyer
(2001), a fortificacdo dos alimentos oferece vdrias vantagens em comparacdo com a

suplementa¢ao e modificacdo da dieta, pois € uma forma confidvel e efetiva de aumentar o
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consumo de nutrientes pela populagdo sem depender de préticas individuais de
suplementagdo. Assim, com a implantagdo da RDC n°344, de 13 de dezembro de 2002
tornou-se obrigatéria a fortificacdo (150 png/100g) de farinhas de trigo e de milho com
acido félico no Brasil (BRASIL, 2002 b). A escolha desses produtos foi devido as farinhas
e os produtos panificados serem bastante consumidos por todas as classes sociais € em
todas as regides do Brasil (IBGE, 2012), sendo o pao um dos alimentos mais difundidos e

uma das principais fontes energéticas da dieta em muitos paises (BRASIL, 1998).

1.6 TOXICIDADE

A ingestdo de 4cido félico € segura e quase ndo apresenta efeitos colaterais, mesmo
a concentracdoes de 15 mg/dia (BUTTERWORTH e TAMURA, 1989). No entanto,
concentracdes acima de 5 mg/dia podem mascarar a deficiéncia de vitamina B12. Logo,
como o 4cido folico ndo apresenta efeitos nos problemas neurolégicos provocados pela
falta de vitamina B12, danos irrepardveis podem ser causados ao sistema nervoso central
(CORNEL et al., 2005; FOKKEMA et al., 2005; LYNOTT, 2006; PAZ e HERNANDEZ-
NAVARRO, 2006).

Outro problema discutido € a respeito dos anti-convulsivos que aumentam a
concentracdo de homoscisteina no plasma, elevando o risco de arteriosclerose (HAMED e
NABESHIMA, 2005). Como mencionado anteriormente, a administracdo de 4acido félico
pode reduzir esse risco, porém, supde-se que a altas concentracdes de dcido félico anulam o
efeito antiepilético de alguns medicamentos. No entanto, hd estudos que indicam que as
concentracdes presentes nos alimentos ndo alteram significativamente a concentragdo e a
meia vida dos anti-convulsivos no plasma (MOORE, 2005; RAY, 2005). Devido a essas
preocupacdes, a Food and Drugs Administration (FDA) (1996) recomenda que a

concentracdo de folatos ingeridos ndo ultrapasse 1 mg/dia.

1.7 BIODIPONIBILIDADE, BIOEFICIENCIA E BIOACESSIBILIDADE

A biodisponibilidade pode ser definida como a proporcdo entre a quantidade de
folato ingerido e a disponivel para ser utilizada nos processos metabolicos ou ser

armazenada no organismo (Figura 4) (MCNULTY e PENTIEVA, 2004). Ela depende de
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varios fatores como a estrutura do folato, matriz alimentar, estabilidade de certas formas de
folatos durante a digestdo, presenca de outros compostos que podem afetar a sua
estabilidade durante a digestdo (dlcool e drogas que a prejudicam e o ascorbato que
favorece sua absor¢do), fatores fisioldgicos (pH nos locais de absorc¢do, por exemplo),
doengas gastrointestinais e fatores genéticos que reduzem a biodisponibilidade do 4cido
folico (BROUWER et al., 2001; FINGLAS e WRIGHT, 2002; MCNULTY e PENTIEVA,
2004). Segundo Gregory (2001), pouco se sabe a respeito da perda de biodisponibilidade do

folato quando esse interage com outros nutrientes.

Biodisponibilidade

Propor¢do entre a quantidade de folato
ingerido e a disponivel para ser utilizada nos
processos metabélicos ou ser armazenada no

organismo
Bioacessibilidade Bioeficiéncia
Propor¢do da substancia liberada da matriz Propor¢do de uma substancia ingerida que é
alimentar que estd disponivel para absorcdo convertida para sua forma ativa.

no intestino delgado

Figura 4: Definicdes de biodisponibilidade, bioacessibilidade e bioeficiéncia.
Fonte: Fernandez-Garcia et al. (2009)

McNulty e Pentieva (2004) relataram que os folatos naturais presentes nos
alimentos apresentam uma biodisponibilidade menor quando comparados com o 4cido
félico. No entanto, hd uma falta de dados precisos a respeito da biodisponibilidade dos
folatos, sendo que a diferenca de biodisponibilidade entre folatos e dcido félico variou entre
10 a 98% em estudos com humanos, dependendo da metodologia utilizada para sua
determinagdo. Segundo Ohrvik e Witthoft (2011), nos ultimos 15 anos a biodisponibilidade

do folato foi estudada, porém os dados obtidos foram inconclusivos.
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A biodisponibilidade engloba a bioeficiéncia e a bioacessibilidade (Figura 4)
(FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). A bioeficiéncia é a propor¢io de uma substincia
ingerida que é convertida para sua forma ativa. O folato possui 50% menos bioeficiéncia
que o dacido fdlico, o que provavelmente pode ser devido a fatores como a matriz
alimenticia, a sua ligacdo com outros compostos, entre outros fatores (BROUWER et al.,
2001).

A bioacessibilidade corresponde a fracdo liberada da matriz alimentar que estd
disponivel para absor¢cdo no intestino delgado (VERWEI er al., 2003). Arkbage et al.
(2003), obtiveram uma bioacessibilidade in vitro de 82% em amostras de iogurte e leite
fortificados com dcido félico e folato (6S)-5-CHs-Ha. Segundo Verwei et al. (2003), a
bioacessibilidade de leite fortificado com acido félico foi de 58- 61% e com folato 5-CHjs-
H, foi de 71%.

No estudo realizado por Ohrvik ef al. (2010), foi estimada uma bioacessibilidade do
acido folico de 76% para amostras de pao integral, enquanto que Chandra-Hioe et al.
(2013) obtiveram uma bioacessibilidade de 100% em amostras de pao branco e integral.
Apesar dos altos valores de bioacessibilidade obtidos nos trabalhos realizados sdo
necessarios mais estudos para realmente constatar se a fortificacdo estd sendo eficiente e
suficiente, ou se a matriz escolhida € a mais adequada. Essa verificacdo € necessdria pois a
digestdao e absorcdo envolvem diversas etapas, e cada uma pode causar diferentes efeitos,

positivos ou negativos, em cada nutriente (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).

1.8 METODOS DE ANALISE DE BIOACESSIBILIDADE

A bioacessibilidade pode ser avaliada através de métodos in vivo ou in vitro
(MOREDA-PINEIRO et al., 2011). O estudo in vivo estd relacionado a caracterizacdo e
andlise de moléculas e sistemas biologicos em organismos intactos como animais e
humanos, enquanto que estudo in vitro refere-se a manipulacdo de O6rgaos, tecidos e
biomoléculas sob condi¢des controladas artificialmente (PETRONILHO et al., 2012).

Estudos in vivo em humanos sdo susceptiveis a grandes erros, necessitam de um
grande trabalho laboratorial, consomem tempo, sdo onerosos, os resultados sdo dificeis de

serem interpretados, sdo limitados a um pequeno nimero de amostras, apresentam
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necessidade de consideragdes éticas, e sdo mais dificeis de controlar (FAILLA e
CHITCHUMROONCHOKCHAI, 2005; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009;
PETRONILHO et al., 2012).

Estudos in vivo em animais apresentam vantagens em relacdo a estudos em
humanos, pois nos animais € possivel induzir defici€ncias nutricionais, doencas cronicas e
agudas, utilizar is6topos radioativos e coletar tecidos de interesse para a andlise (FAILLA e
CHITCHUMROONCHOKCHALI, 2005; MOREDA-PINEIRO et al., 2011). No entanto,
sdo caros e limitados pela incerteza em relacao a diferenca de metabolismo entre o animal e
o ser humano (SCOTT et al., 2000; FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009).

Por isso, tem-se dedicado ao desenvolvimento de métodos in vitro (HUR et al.,
2011), que sao empregados para a simulacdo de condigdes fisiolégicas e a sequéncia de
eventos que ocorrem durante a digestdio no trato grastrointestinal em humanos
(FERNANDEZ—GARCIA et al., 2009). Esses métodos sdo ferramentas eficazes e praticas
para a avaliacdo preliminar da biodisponobilidade de um grande nimero de amostras e da
influéncia de vdrios fatores. Além de serem simples, rdpidas, de baixo custo, de alta
precisdo, apresentarem boa reprodutibilidade e permitirem a obtencdo de informacdes
impossiveis de serem alcancadas em estudos in vivo (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009;
MOREDA-PINEIRO et al., 2011). Por isso, eles t¢ém sido utilizados para investigar os
efeitos do processamento, da matriz alimentar, estabilidade dos compostos de interesse
durante sua passagem pelo trato gastrointestinal (FAILLA e

CHITCHUMROONCHOKCHALI 2005).

1.9 METODOS DE ANALISE DE FOLATOS

A andlise de vitaminas em alimentos envolve alguns desafios devido a baixa
concentracdo, presenca de diversos interferentes, complexidade da matriz e exigéncia de
cuidados especiais pela baixa estabilidade desses nutrientes (CATHARINO et al., 2006;
ARCOT e SHRESTHA, 2005). Para a determinacdo de folatos podem ser aplicados
métodos bioldgicos, microbioldgicos, quimicos, imunobioldgicos ou fisicos (ARCOT e

SHRESTHA, 2005).
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Os métodos bioldgicos sdao demorados, dispendiosos e de baixa repetibilidade.
(SCOTT et al., 2000; EDELMANN et al., 2012). Nos métodos microbiolégicos
normalmente se utiliza Lactobacillus casei para a quantificacdo de folatos, no entanto, esse
método proporciona informagdes limitadas a respeito da forma quimica do folato,
determinando apenas a concentracdo total dessa vitamina (FINGLAS et al., 1999; LIN e
YOUNG, 2000; ZHANG et al., 2012). Os métodos quimicos sdo pouco utilizados
principalmente para andlises qualitativas, visto que hd a presenca de muitos interferentes
(KEAGY, 1985). Enquanto que os métodos imunoldgicos podem se tornar inviaveis devido
ao seu elevado custo (OSSEY et al., 1998; ARCOT e SHRESTHA, 2005).

Os métodos fisico-quimicos vém sendo cada vez mais utilizados para a
determinagdo de folatos. Entre eles os mais empregados sdo os que empregam a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em funcdo de sua rapidez, alta
sensibilidade, precisdo e exatiddao. Além de serem capazes de identificar e quantificar as
diferentes formas dos folatos presentes nos alimentos (DOHERTY e BEECER, 2003;
CATHARINO et al., 2006; CATHARINO et al., 2007; LYER e TOMAS, 2013). Outro
método utilizado € a cromatografia liquida de ultra performance (UPLC), que apresenta
maior resolucdo e menor tempo de andlise comparado com o CLAE. A coluna de UPLC
utilizada apresenta tamanho de particula inferior a 2 pm e trabalha a pressdes elevadas,
proporcionando uma melhoria na resolu¢do por unidade de tempo (EDELMANN et al.,

2012).

2 MICROENCAPSULACAO

A encapsulacdo é definida como um processo no qual pequenas particulas ou
goticulas sdo englobadas por um revestimento polimérico, ou embebidas em uma matriz
homogénea ou heterogénea, para assim, proporcionar as cdpsulas muitas propriedades uteis
(MADZINA et al., 2005, GHARSALLAOUI et al., 2007). As céapsulas formadas sdo
classificadas, de acordo com o tamanho de suas particulas, em macro (>5000 um), micro
(1,0-5000 pm) e nano (<1,0 um) (JAFARI et al., 2008). Os tipos de capsulas dependem da
técnica e do material utilizado e das caracteristicas fisico-quimicas do composto a ser

microencapsulado (GHARSALLAOUI et al., 2007).
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Existem muitos métodos de microencapsulacdo. Alguns sdo baseados em
mecanismos fisicos ou processos mecanicos (spray drying, spray chilling,/cooling, extrusao
e leito fluidizado) e outros em processos quimicos (coacervagdo, gelatinizacdo, co-
cristalizacdo, inclusdo molecular e polimerizacao interfacial ou in-situs), ou ainda, ocorre a
utilizacdo desses mecanismos combinados (THIES, 2003; LI e DIOSADY, 2012).

As técnicas fisicas sdo mais baratas e mais facies de reproduzir em grande escala.
Porém, tém inconvenientes de carga relativamente baixas e particulas com propriedades
imperfeitas. Enquanto que as técnicas quimicas sdo onerosas € envolvem conceitos
complexos, no entanto, usualmente geram particulas com estruturas bem definidas e
propriedades de liberacdo desejadas (LI e DIOSADY, 2012).

A industria de alimentos tem usado a tecnologia de microencapsulagdo por mais de
60 anos, utilizando-se principalmente os métodos fisicos. Essa técnica tem sido empregada
por vérias razdes, entre elas: por proporcionar uma maior protecio do material contra
reacoes de degradacdo pela exposi¢do ao calor, umidade, oxigénio e/ou luz; e por reduzir
sua interagdo com os outros componentes do alimento. Por esses motivos, a encapsulacao
promove o aumento de viabilidade e estabilidade dos compostos desejados. Também
podem proporcionar mudancas nas caracteristicas do material, o que facilita sua utilizagdo e
evaporacao; e podem reduzir ou retardar a taxa de transferéncia do material do nicleo para
o meio exterior. Além de mascarar o sabor do material de niicleo; separar componentes de
uma mistura que poderia reagir; e aumentar o controle da liberagdo dos compostos
desejados (DESAI e PARK, 2005, GHARSALLAOUI et al., 2007).

Na maioria dos casos os compostos encapsulados sdo liberados durante o preparo ou
consumo dos alimentos. Sua liberacdo é realizada através da destrui¢do do revestimento das
microcdpsulas pela sua dissolu¢do em 4gua, derretimento, ou por ruptura mecanica. Ha
casos em que se deseja liberar os compostos apenas apds sua ingestdo e presenga no
sistema digestivo. Outra possibilidade € que o material ndo seja liberado (THIES, 2003).

A microencapsulacdo pode ser utilizada para varios compostos como aromas,
pigmentos e ingredientes nutricionais como vitaminas e aditivos funcionais. Devido a baixa
estabilidade dos folatos e dcido félico a técnica de microencapsulagdo tem sido estuda por
alguns autores para avaliar o grau de protecdo dessa vitamina perante condicdes adversas

do meio ambiente e dos alimentos em que estdo contidos (THIES, 2003; MADZINA et al.,
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2005; SHRESTHA et al., 2012; LI e DIOSADY, 2012; LIU et al., 2012; TOMIUK et al.,
2012).

3 ANALISES DE DEGRADACAO TERMICA DO ACIDO FOLICO.

Como mencionado anteriormente, o acido folico € uma substincia instavel ao calor.
Para analisar sua degradacdo térmica podem ser utilizadas anélises térmicas que medem a
variacdo de propriedades fisicas e/ou quimicas provocadas durante a mudanca de
temperatura a qual o material é submetido. Entre as técnicas mais utilizadas encontram-se a
andlise térmica diferencial (ATD) e termogravimétrica (TG) (POMERANZ e MELOA,
2000; ARAUJO et al. 2006).

Na ATD a amostra e uma substincia inerte, como alumina, sdo aquecidas e a
variacdo de temperatura entre eles é determinada. Enquanto que na TG a massa da amostra
€ monitorada durante uma rampa de aquecimento (POMERANZ e MELOA, 2000).
Geralmente as andlises de TG e ATD sdo realizadas simultaneamente, deste modo, €
possivel avaliar concomitantemente a perda de massa e as variacdes térmicas de uma
amostra submetida a uma rampa de aquecimento (BERNAL ez al., 2002; VUATAZ, et al.,
2010). Esses métodos permitem a especificacdo das faixas de temperatura nas quais a
amostra € termicamente estdvel ou sofre uma transformacao quimica ou fisica, bem como a
de especificar se a transformacdo foi de natureza endotérmica ou exotérmica (ARAUJO et
al. 2006; MOCANU, et al., 2012).

Os resultados das analises térmicas podem ser confirmados e complementados
através da andlise de difracdo de Raios-X (DRX). Essa € uma técnica simples, confidvel,
rapida, além de ndo necessitar de grande quantidade de amostra, ndo ser destrutivo, ndo
gerar residuos toxicos e de exigir pouco ou nenhum preparo de amostra. No entanto, este
método pode ser aplicado apenas para compostos cristalinos, visto que esta técnica se
baseia na Lei de Bragg, a qual estabelece a relacdo entre o angulo de difrac@o e a distancia
entre os planos que a originaram, pois cada fase cristalina apresenta uma relacao de angulo
e distancia caracteristica, sendo possivel a identificacio de diferentes substancias cristalinas

que compde uma amostra (WANG e GEIL, 2012).
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De acordo com Vora et al. (2004), através de analises térmicas utilizando-se fluxo
de nitrogénio e uma rampa de aquecimento de 10°C.min"" o 4cido f6lico apresentou ponto
de fusdo a uma temperatura de 250°C e foi totalmente degradado a carbono em uma
temperatura de 800°C. Durante esse aquecimento, inicialmente, houve perda de dgua a
temperatura de 100°C. Em seguida, a 180°C ocorreu perda da molécula de dcido glutdmico,
e entdo os outros constituintes do dcido félico se degradaram antes da temperatura de

195°C ser atingida (VORA et al., 2004).
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RESUMO

A deficiéncia de dcido félico no organismo pode provocar vdrios problemas, por esse
motivo em diversos paises, dentre eles o Brasil, iniciou-se a obrigatoriedade de fortificacdo
de alimentos com essa vitamina. Entretanto, hd poucos estudos avaliando a estabilidade do
acido fdlico durante processamento e a digestdo dos alimentos. Assim, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a estabilidade do acido félico durante o processamento de pao francés,
assim como sua estabilidade no trato gastrointestinal. Primeiramente, foi realizada a
fortificagdo de uma farinha de trigo isenta de dcido félico (261 pug/ 100g farinha), com a
qual foram produzidas amostras de pao francés. Para avaliacdo da estabilidade dessa
vitamina durante a digestao foi utilizado um método in vitro para determinacdo da
bioacessibilidade desse composto. Para a quantificagdo do acido félico nos extratos obtidos
a partir da farinha fortificada, das amostras de pao e dos extratos obtidos a partir da
simulacdo da digestdo foi utilizada uma metodologia empregando um cromatégrafo liquido
de ultra performance (UPLC). No presente estudo foi verificado que 85% do &cido félico
adicionado permaneceu retido na farinha de trigo apds a adicdo e homogeneizagdo, e 70%
do 4cido folico presente na farinha de trigo permaneceu retido no pao francés apds o
forneamento. Além disso, ndo foram observadas perdas de 4acido félico apds a digestdo in
vitro. Estes resultados indicaram que 100% do &4cido félico presente em paes francés é
bioacessivel. Deste modo, o presente estudo sugere que a fortificacdo de farinha de trigo
vem sendo eficaz, e portanto, provavelmente tem contribuido para o aumento da

concentracdo sanguinea de 4cido félico.

Palavras-chave: vitamina B9, fortificacio, degradacao.
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ABSTRACT

Folic acid deficiency in the organism may cause several problems. For this reason, the
fortification of food with folic acid became mandatory in some countries, including Brazil.
However, there were few studies regarding folic acid stability during food process and
digestion. Thus, the aim of this work was to evaluate the folic acid stability during bread
making and its stability during a digestion simulation. Frist wheat flour free of folic acid
was fortified with this vitamin (261 pg/ 100g flour), then bread samples were made. To
evaluate the folic acid stability its bioacessibility was determined. For the folic acid
quantification in extracts of the bread and wheat flour samples and in the extracts obtained
during the digestion simulation it was used a ultra-performance liquid chromatography
(UPLC). In the present study was observed that 85% of the folic acid added was retained in
the wheat flour after its homogenization, and after the bread baking process 70% of the
folic acid present in the wheat flour was retained in the breads. Moreover, no significant
loss of folic acid was observed the digestion in vitro. This result gives indications that
100% of the folic acid present in the breads is bioaccessible. Thus, the present study
suggests that the wheat flour fortification with folic acid has been effective, and probably it

has contributed to the increase of folic acid concentration in the bloodstream.

Keyword: B9-vitamin, fortification, degradation.
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1 INTRODUCAO

O 4cido félico ou 4cido pteroilmonoglutimico € uma vitamina hidrossolivel
pertencente ao grupo dos folatos, também denominado vitamina B9 (CODY, 1991;
SWIGLO, 2007). A deficiéncia dessa vitamina € uma das causas de problemas no
fechamento do tubo neural (WANAT et al., 2005; SANTOS e PEREIRA, 2007;
SANDLER, 2010) e doencas cardiovasculares (SACHDEV, 2004; GUIMARAES, 2006;
WANG et al., 2011). Além disso, a deficiéncia pode estar relacionada a doencas
cerebrovasculares e neurodegenerativas (KRUMAN e al., 2002; REYNOLDS, 2002;
BALK et al., 2007; FENECH, 2010), anemia megalobldstica (HINES, 2002; GUYTON e
HALL, 2006), cancer (AGRAWAL et al., 2007; SIE et al., 2009; GALVAN-PORTILLO et
al., 2010; NUKOLOVA et al., 2011), entre outras.

Os folatos sdo vitaminas termolabeis, sendo o acido félico a forma mais estavel e
barata. Por isso, esta é a forma mais utilizada para fortificagdo de alimentos como, por
exemplo, as farinhas de trigo (BATES, 2003; SWIGLO, 2007). Apesar das perdas de 4cido
folico encontradas em alguns estudos, a farinha de trigo € um bom veiculo para a realizacdo
da fortificacdo, visto que os produtos panificados sdo bastante consumidos por todas as
classes sociais e em todas as regides do Brasil (JOHANSSON et al., 2002; GUJSKA e
MAJEWSKA, 2005; CHEUNG et al., 2009; IBGE, 2012).

No entanto, hd poucos estudos da biodisponibilidade do acido félico, que é a
propor¢do entre a quantidade de nutriente ingerido e a disponivel para ser utilizado nos
processos metabdlicos ou para ser armazenado; e da bioacessibilidade do dcido félico, que
¢ a propor¢ao de nutriente dos alimentos ingeridos que estd disponivel para a absor¢cdo no
intestino delgado. Nos ultimos 15 anos foram realizados estudos para avaliar essas
proporg¢des, entretanto, os resultados obtidos foram inconclusivos (VERWEI et al., 2003;
MCNULTY e PENTIEVA, 2004; OHRVIK e WITTHOFT, 2011). Os valores discrepantes
encontrados podem variar dependendo da metodologia utilizada para determinacdo da
biodisponibilidade e bioacessibilidade. Além da absor¢do, distribui¢do e eliminacdo dos
compostos no organismo serem influenciados por fatores genéticos, metabdlicos, e
fisiologicos (MCNULTY e PENTIEVA, 2004; NETZEL et al., 2011).

Para analisar a biodisponibilidade de forma precisa, sdo necessarios estudos

cuidadosamente controlados em humanos. No entanto, essas andlises t€m alto custo, sdo
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trabalhosas, demoradas, complexas, além de serem necessdrias grandes equipes € um
grande ndmero de voluntdrios para obter-se significancia estatistica. Essas andlises também
tém restricdes éticas, o que limita sua aplicacio (RODRIGUEZ-AMAYA, 2010; NETZEL
etal, 2011).

Uma alternativa € a determinag¢do preliminar da bioacessibilidade através de
técnicas in vitro, que sdo caracterizadas por apresentarem eficdcia, simplicidade, rapidez,
baixo custo, alta precisdo e boa reprodutibilidade. Além disso, as técnicas in vitro permitem
a andlise de um grande niimero de amostras, possibilita a avalia¢do da influéncia de varios
fatores e a obten¢do de informagdes que seriam dificeis de serem obtidas em estudos in
vivo, tal como a coleta de amostras em 6rgaos-alvo (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009;
MOREDA-PINEIRO et al., 2011). Estudos para avaliar a bioacessibilidade sdo
importantes, pois a digestdo e absorcdo envolvem diversas etapas, que podem causar
diferentes efeitos nos nutrientes (FERNANDEZ—GARCIA et al., 2009).

A avaliacdo da bioacessibilidade do 4cido félico em pao foi estudada por poucos
pesquisadores, sendo que nenhum estudo foi realizado no Brasil até o momento. OHRVIK
et al. (2010) avaliaram a biacessibilidade de acido folico em amostras de pdo integral
através de andlise in vitro utilizando um sistema modelo gastrointestinal dindmico (TIM),
que sdo sistemas controlados por computador composto de diferentes compartimentos, que
representam o estdmago e intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), os quais simulam os
movimentos do trato gastrointestinal e sdo interconectados através de vélvulas. Enquanto
CHANDRA-HIOE et al. (2013) verificaram a bioacessibilidade in vitro do 4cido félico em
modelo estdtico., onde as enzimas e reagentes foram adicionados manualmente e a
incubacdo realizada em um banho maria com agitagao.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi estudar a bioacessibilidade in vitro do 4cido
folico adicionado a farinha de trigo utilizada para a producdo de pao francés, verificando
sua estabilidade durante o processo de forneamento e percurso no trato gastrointestinal para
avaliar a eficiéncia da fortificacdo de farinha de trigo com 4cido félico na produgdo de pao

francés.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES, SOLVENTES E AMOSTRAS

O 4cido félico comercial (87% de pureza) foi adquirido da empresa Mcassab (Sao
Paulo, SP, Brasil). O padrao de 4cido félico (97% de pureza), o pirogalol, a a-amilase de
pancreas suino, a pepsina de mucosa géstrica de suino, o extrato biliar suino, a lipase tipo Il
de pancreas de suino e a pancreatina de pancreas de suino foram adquiridos da Sigma-
Aldrich, Inc. (St. Louis, MO, EUA). A acetonitrila grau cromatogréafico, dacido
tricloroacético, e o fosfato de potdssio monobasico grau analitico foram adquiridos da J.T.
Baker, (Center Valley, PA, EUA). O 4cido férmico 98-100% de pureza, cloreto de potdssio,
bicarbonato de sdédio foram adquiridos da Merck, (Darmstadt, HE, Alemanha). Os
reagentes de grau analitico cloreto de cdlcio, cloreto de sddio, fosfato de potassio dibésico,
fosfato de s6dio monobasico, hidréxido de potassio, e acido cloridrico foram adquiridos da
Synth, (Diadema, SP, Brasil). A dgua utilizada foi purificada no sistema Milli-Q
(Millipore).

A farinha de trigo isenta de acido félico e ferro utilizada para o preparo do pao
francés foi gentilmente doada por um moinho de Belém, PA, Brasil. Os demais ingredientes

foram doados pela Panificadora Nova Diamante (Campinas, SP, Brasil).

2.2 PREPARO DO PAO FRANCES

Para a fabricacdo do pao francés foi utilizada farinha de trigo isenta de 4cido félico
e ferro, a qual foi fortificada com 4cido félico comercial (87% de pureza). A fortificagdo foi
feita na concentracdo de 300 pg de acido f6lico comercial por 100g de farinha isenta. Deste
modo, se obteve uma farinha de trigo fortificada com uma concentracdo de 261 ug de acido
folico/ 100 g de farinha de trigo. Essa concentragdo foi utilizada para garantir a detec¢do do
acido foélico no extrato da digestdo, visto que a concentracdo exigida pela legislacao (150
pg de acido félico/ 100 g de farinha de trigo) € baixa e poderia resultar na ndo deteccao do
acido félico apds a andlise de bioacessibilidade, além de que é uma pritica dos moinhos
acrescentar uma concentracdo cerca de duas vezes maior, para garantir as perdas

decorrentes do processo de homogeneizacdo e estocagem das farinhas de trigo. A
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homogeneiza¢do do dcido félico na farinha isenta foi realizada durante 35 min em
agitador/homogeneizador em “V” da marca Tecnal modelo TE-200/10 com rotacao fixa de
50 RPM do Laboratério Piloto de Cereais, Raizes e Tubérculos da UNICAMP.

Posteriormente, foi utilizada uma formulacdo convencional para o preparo do pao
francés, utilizando-se os seguintes ingredientes: farinha de trigo fortificada (5000 g), actcar
(40 g), melhorador (60 g), margarina (100 g), sal (130 g), fermento bioldgico fresco (150 g)
e dgua (2500 g).

A fabricagdo do pdo francés foi feita em uma masseira espiral (Superfecta, modelo
AE 15). Farinha de trigo, acucar, melhorador e margarina foram adicionados e
homogeneizados por 2 min, em seguida, adicionou-se a 4gua e homogeneizou-se por mais 5
min. Entdo, adicionou-se o sal e bateu-se por mais 2 min. Por fim, adicionou-se o fermento
biologico e homogeneizou-se até a massa apresentar-se lisa, atingindo o ponto de véu. A
massa descansou por 10 min e, posteriormente, foi modelada utilizando-se uma
modeladora. Em seguida, apds a fermentacdo de 90 min a temperatura ambiente a massa
permaneceu sob refrigeracdo a 10°C por 10 min. Logo em seguida foi assada em presenca

de vapor por 17 min a 220°C. Foram realizadas 3 diferentes fornadas.

2.3 ANALISE DE UMIDADE

Os teores de umidade da farinha de trigo e do pao francés foram determinados de
acordo com AOAC (1997), sendo 3 g de amostra pesadas em cadinhos previamente
tarados. As amostras permaneceram em estufa (Nova Etica, 400/3ND, n° série 0766/00) a

105°C até atingir peso constante. As andlises foram realizadas em triplicata.

2.4 ANALISE DE ACIDO FOLICO

Para andlise do teor de 4cido f6lico nas farinhas de trigo e pao francés foi utilizado o
método adaptado do proposto por Catharino e Godoy (2001), com a utilizacdo de um
cromatégrafo liquido de ultra performance (UPLC) Acquity Waters, modelo UPA, série
JOSUPA 905M, equipado com bomba bindria modelo UPB, série KOSUPB 444M e detector
de arranjo de diodos (DAD) modelo UPD, série GOSUPD 124M.
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Foi empregada uma coluna Hypersil Gold C;s, 50 mm x 2,1 mm d.i e tamanho de
particula de 1,9 um. As fases modveis utilizadas foram 4dgua (eluente A) e acetronitila
(eluente B) acidificadas com 0,4% de éacido férmico, que foram filtradas em membranas de
0,22 um de poros (Millipore) de fluoreto de polivinilideno (PVDF) e de
politetrafluoroetileno (PTFE), respectivamente e levadas ao ultrassom por 10 min. O
gradiente de eluicdo empregado teve inicio com 100% A e foi diminuindo até atingir 91%
A em 1,4 min. Em seguida, voltou para as condi¢des iniciais em 2,0 min, finalizando,
assim, o tempo de corrida. A vazdo da fase moével foi de 0,600 mL.min"' a uma pressao de
6200-8400 psi. Sendo o tempo de retencdo do 4cido félico 1,55 min.

A deteccao foi feita em um detector de arranjo de diodos (DAD) a um comprimento
de onda na regido do ultravioleta de 290 nm. A identificacdo foi feita através da
comparacdo com os tempos de retencdo do padrdo analisado nas mesmas condi¢Oes € a
quantificagcdo foi realizada por padronizacdo externa, através de uma curva de calibracio
construida em sete diferentes concentragdes no intervalo de 0,1 ug/ml a 3 ug/ml de 4cido
félico. A avaliacao da retengdo de 4cido félico na farinha de trigo apds a homogeneizacao e
no pdo francés ap6s o assamento foi calculada de acordo com Ohrvik et al. (2010).

Dos 100 paes produzidos 50 foram embalados em sacolas de papel, conforme é
realizado em padarias, e transportados diretamente para o laboratério, onde 10 paes foram
selecionados aleatoriamente. Esses foram cortados em rodelas e secos em estufa com
circulag@o de ar a 105°C até peso constante, e, em seguida, foram pulverizados em moinho
analitico IKA (A1l B S32). Ap6s a homogeneizagdo, 1 g de amostra foi pesado em um
tubo falcon de 50 mL e em seguida, 3 mL. de KOH 0,1 mol.LL"! foram adicionados. Essa
mistura foi agitada em vortex (Phoenix - modelo AP 56) por 1 min e deixada em repouso
por mais 1 min. Adicionou-se, entdo, 1,5 mL de tampdo fosfato Na,HPO, (0,25 M)/
KH,PO4 (0,37 M) pH 6,5, o tubo de falcon foi agitado em vortex por 1 min seguido de 1
min de repouso. Entdo, adicionou-se 0,5 mL de 4cido tricloroacético, sem agitacdo, seguido
por 5 min de repouso. Centrifugou-se a 6000xG por Smin a 4°C e filtrou-se primeiramente
o sobrenadante em papel de filtro comum e depois em membrana Milex® (polivinilideno -
PVDF) de 0,22 um de poros. Em seguida, 10 uL. de amostra foram imediatamente injetados

em cromatdgrafo.
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Para as amostras de farinha de trigo nio foram realizado o processo de secagem, e
foi necessdria a modificacdo da etapa de filtracio, onde se utilizou membrana de
polivinilideno (PVDF) 0,45 pm de poros antes da membrana Milex® de 0,22 um de poros,
para entdo, injetar-se no cromatdgrafo. Os filtrados obtidos foram injetados imediatamente
em UPLC com volume de inje¢do de 10 pL. Todas as andlises foram realizadas em

triplicata.

2.5 VALIDACAO METODOLOGIA ACIDO FOLICO EM UPLC

A validacdo da metodologia de 4cido folico foi realizado através da avaliacdo dos
parametros: limites de detec¢do e quantificacdo, linearidade, repetibilidade e precisao
intermedidria, exatidao. Para a realiza¢do da validacao foi utilizado o extrato obtido a partir
da amostra de farinha isenta de dcido f6lico (Sec¢do 2.3).

O limite de detec¢do foi avaliado através da adi¢ao de concentragdes conhecidas de
padrdo ao extrato da farinha isenta, de tal modo que fosse possivel a distin¢ao entre o ruido
e o sinal do analito (3 vezes o sinal/ruido). O limite de quantificacdo foi considerado como
sendo trés vezes o limite de detecc¢ao.

A linearidade foi avaliada através da adicdo de padrdo em sete concentragdes (0,1;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 ppm) ao extrato da farinha de trigo isenta. As medicdes foram
realizadas em triplica e de forma aleatdria.

A repetibilidade (n = 10) e a precisdo intermedidria (n=6) foram avaliadas no ponto
intermedidrio da curva (1,5 ppm), sendo as medi¢Ges para a precisdo intermedidria
realizadas em trés dias diferentes com intervalo de dois dias entre eles.

A exatiddo foi realizada através da recuperacdo. Para esse teste foram adicionadas
concentracdes conhecidas de padrao de dcido félico (0,1; 1,5 e 3,0 ppm) na farinha isenta, a

qual foi extraida (n=6) de acordo com o descrito na se¢do 2.3.

2.6 ANALISE DE BIOACESSIBILIDADE

As andlises de bioacessibilidade do 4cido félico em pdo francés foram baseadas no
método de digestdo in vitro proposto por Reboul et al. (2006) com adi¢ao da simulagdo da

fase oral baseado em Thakkar ef al. (2007) e adaptacdo da fase intestinal (adi¢do de lipase),
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de acordo com Ferruzzi et al. (2001). A simulagdo da digestdo in vitro foi realizada através

de diferentes etapas, simplificadas na Figura 1.

FASE ORAL
‘ Pesagem da amostra (3 g) ‘
<
| Adicao de solugdo de a-amilase |
2V
‘ Homogeneizagdo (30 s) ‘
PREPARO DO EXTRATO Lk
Centrifugagdo (45 min) « Agitacdo (37°C/ 10 min)
AV L 4
| Adigiio de dcido tricloroacético | FASE ESTOMACAL
| Ajuste para pH 4 (HCI) |
| Centrifugacdo (5 min) | <F
294 Adicdo de solucdo de pepsina ‘
| Filtragio com papel de filtro | 3 PREPARO DO EXTRATO
O Agitacdo (37°C/ 30 min) B |  Centrifugacio (45 min)
| Filtragdo (0,22 pm) | L 4 O
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U
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Figura 1: Diagrama da digest@o in vitro em amostra de pao franceés.
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De cada fornada 10 pdes foram cortados em cubos pequenos e homogeneizados.
Entdo, para a fase oral 3 g dessa amostra foi pesada e foram adicionados 7 mL de uma
solugdo tampdo (pH 7) contendo a-amilase (9000 U), pirogalol (12,6 mg.L™") e 150
mmol.L! de NaCl, KCl e CaCL,. A mastigacdo foi simulada através da homogeneizacio
em Turratec TE-102 por 30 s. Posteriormente, essa suspencao foi incubada em banho-maria
a 37°C com agitacdo por 10 min.

Para a fase géstrica, o pH do extrato da boca foi ajustado para 4,0 com
aproximadamente 90uL. de HC] 1M e entdo 2 mL de solucdo de pepsina (40 mg.mL'1 em
HCl 0,1 M) foram adicionados. Essa mistura foi incubada em banho-maria a 37°C sob
agitacdo por 30 min. Para a fase intestinal, o pH foi ajustado para 6,0 com
aproximadamente 800 uL de NaHCO3 0,9 M e, em seguida foram adicionados 4 mL de
solucdo biliar (0,13 g.mL'1 em NaHCO; 0,1M) e 2 mL de uma solucdo de lipase e
pancreatina (5 e 10 mg.mL'1 em NaHCOs; 0,1M). A mistura parcialmente digerida foi
incubada em banho-maria a 37°C sob agitacdo por 30 min para a finalizacdo da digestao.

Em seguida, centrifugou-se o extrato digerido a 6000xG a 4°C por 45 min. Entao,
foi adicionado ao sobrenadante 0,5 mL de acido tricloroacético que permaneceu em
repouso por 5 min. Logo em seguida o extrato foi centrifugado a 6000xG a 4°C por 5 min.
Posteriormente, o extrato foi filtrado em papel de filtro comum e depois filtrado em
membrana Milex® (PVDF) de 0,22 um de poros. Por fim, o extrato obtido foi analisado
imediatamente em UPLC nas mesmas condi¢Oes utilizadas para a andlise do acido folico
nas amostras de pao e farinha de trigo.

Para a avaliacdo da retencdo de acido félico nos extratos obtidos apds a simulacio
de cada fase da digestdao foram realizadas 3 triplicatas, uma simulando apenas a fase oral,
outra simulando a fase oral seguida da fase estomacal e a ultima foi realizada a simulagéo
completa da digestdo. Apds a obtencdo dos extratos da boca e do estdmago foram
realizados os mesmos procedimentos descritos anteriormente para o extrato da digestao
completa.

A avaliagdo da reten¢do de acido félico na boca e no estdmago e a bioacessibilidade

do 4cido félico no pao francés foi calculada de acordo com Ohrvik et al., (2010).
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2.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatistica foram realizadas com a utilizacdo do software Statistica 7.0 (Statsoft,
USA) mediante a andlise de varidncia (ANOVA) e o teste de Tukey, a nivel de

significancia de 0,05%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 VALIDACAO

A validacdo foi realizada em amostra de farinha de trigo. O método utilizado para a
andlise de 4cido folico obteve limite de deteccao de 0,03 ppm e um limite de quantificagdo
de 0,1 ppm. A curva de calibracdo apresentou linearidade entre as concentracdes de 0,01 a
3,0 ppm (Y =52693,875x + 1462,190; R2 = 0,995). A linearidade foi confirmada através da
aleatoriedade dos residuos, da significincia da regressdo e do ajuste do modelo.

A repetibilidade do método de quantificagdo de acido félico em farinha de trigo
apresentou um coeficiente de variacdo igual 4,9% e a precisao intermedidria apresentou um
coeficiente de 6,5%. P6o-Prieto et al. (2006) encontraram em farinha de trigo comercial
fortificada coeficientes de variagdo para repetibilidade e precisdo intermedidria de 2% e
7,2%, respectivamente. Chandra-Hioe et al. (2011) obtiveram valores de coeficiente de
variagcdo de 3% e 2,6 % para repetibilidade e precisdo intermediaria em pao fortificado.
Portanto, os dados obtidos de repetibilidade e reprodutibilidade no presente trabalho estdao
de acordo com os encontrados na literatura.

A exatiddo foi avaliada através da andlise de recuperagdo, que apresentou um valor de
70%, considerado aceitdvel, segundo Ribane er al.(2004), para os niveis de 4cido félico

presentes nas amostras.

3.2 ANALISE DA AMOSTRA DE FARINHA DE TRIGO E PAO FRANCES

As amostras de farinha de trigo e pao franc€s apresentaram teor de umidade média

de 12% e 28%, respectivamente. O valor obtido para a farinha de trigo foi inferior ao
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encontrado por Gutkoski et al. (2007), que foi de 14,95%. No entanto, estavam de acordo
com o estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, do
Regulamento Técnico de Identidade e de Qualidade para a Classificacdo de Farinha de
Trigo, que estabelece que o maximo teor de umidade na farinha de trigo deve ser de 15%
(BRASIL, 2005).

A farinha de trigo utilizada no trabalho foi analisada para certificar a auséncia de
acido folico (Tabela 1). Apds a adicdo de 261 pg acido félico/ 100 g de farinha de trigo a
farinha fortificada foi analisada e verificou-se que ela apresentou uma concentracdo média
de 225,01 £ 18,55 pg 4cido folico/ 100 g de farinha de trigo, sendo assim, foi observada

uma retencao de em média 85% apds o processo de homogeneizagao.

Tabela 1: Concentragdo e reten¢ao de dcido félico em amostras de farinha de trigo e pao
frances.

Concentracao de acido félico Retencio
(ug / 100g farinha) (%)
Dias F.arin.h ade Farinh? .de trigo Pao Farinha Pao
trigo isenta fortificada
1 Nd 220,7£12,1 167,6+4,2 85,5 75,9
2 Nd 245,3+17,7 119,7+0,8 92,8 68,1
3 Nd 209,0+5,4 100,1+16,2 79,9 66,9
Média 225,0+18,6 113,3+11 4 85,1£7,02 70,349

Nd — Nio detectado teor de acido félico

A perda de acido félico pode estar relacionada ao tempo de homogeneizacdo da
farinha de trigo, o qual foi maior que o empregado nos moinhos comerciais. O maior tempo
foi empregado pois, para a realizagdo do presente trabalho era necessdrio garantir a
completa homogeneizagdo do 4cido félico. Segundo BOEN et al. (2008) ha uma grande
variagdo no teor de 4cido félico nas farinhas de trigo comercial, provavelmente devido a
problemas durante a homogeneizacdo (BOEN er al., 2008). Segundo Andreson et al.
(2010), essa dificuldade pode estar relacionada com a tendéncia do 4cido félico de se
aglomerar, dificultando sua dispersdao. Outros motivos para a dificuldade de
homogeneizacdo poderiam ser devido a diferenca de massa especifica entre a farinha de
trigo e o 4cido félico e a baixa quantidade da adicdo do segundo.

Apés o assamento o pao francés apresentou uma concentracdo de acido félico de

113,3 £ 11,4 pg / 100g pao, sendo assim, a retengdo de dcido félico no pao francés foi
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estimada em aproximadamente 70%. Resultado semelhante ao obtido por Chandra-Hioe et
al. (2013), que fortificaram farinha de trigo com 250 ug de acido félico /100 g farinha e
obtiveram uma concentracio de 156,9 ug/ 100 g de pao. Ohrvik et al. (2010) observaram
uma retencao de 4cido félico em pdo integral de 76 + 5%, valor semelhante ao encontrado
no presente trabalho e por Anderson et al.(2010), os quais obtiveram uma reten¢ao de
76,4% para pao de forma. Segundo Gujska e Majewska (2005), dependendo do processo de
forneamento pode haver perda de 12 a 21% de folato em paes produzidos com farinha de
trigo e centeio. De acordo com Omar et al. (2009), a retencdo de acido félico foi de 84,25%
em pao tipo baladi produzido com farinha de trigo fortificado.

Os valores de retencdo de 4cido félico em pao encontrados neste € em outros
trabalhos confirmam a viabilidade da fortificagdo de farinhas de trigo para a produgdo de
pao. Visto que apesar dessa vitamina ser instdvel a temperatura sua retengdo em paes €

igual ou superior a 70%.

3.3 BIOACESSIBILIDADE DE ACIDO FOLICO EM PAO FRANCES

O teor de 4cido folico encontrados nos extratos das diferentes etapas da digestdo in
vitro obtidos a partir das amostras de pao francés (Tabela 2) demostraram que nao houve
perdas significativas durante a andlise. Também ndo houve diferenca significativa entre o
teor de dcido félico na amostra de pao francés e no extrato da digestao in vitro obtido apds
a simulagdo da digestdo. Portanto, a bioacessibilidade do 4cido f6lico encontrada foi de 100
+ 8%. Chandra-Hioe et al. (2013), utilizaram para a simulagdo da digestdo pH 2 por 1 h na
fase estomacal e de pH 7 por 2 h para a fase intestinal, obtendo 100% de biacessibilidade
em paes fortificados. Portanto, o dcido félico presente no pao demostrou ser estavel as
variagOes de pH utilizados para a simulagdo da digestdo in vitro.

Ohrvik et al. (2010) obtiveram 76% de bioacessibilidade apés a avaliagdo in vitro
de pao integral em sistema modelo gastrointestinal dindmico (TIM). O menor valor
encontrado por esses autores pode estar relacionado com a diferenca na amostra de pao e no

tipo de analise in vitro realizada.
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Tabela 2: Concentracdo de dcido félico em pug / 100g pao e a retencdo de acido félico em
relagdo a amostra de pao.

Concentracao de acido folico (ug / 100g pao)

Dia Pao Boca Estomago Intestino
1 120,1+4,2° 128,8+7,2% 120,1+0,3* 131,3+16,8*
2 119,7+0,8* 136,60,7° 135,749,2° 111,743,8*
3 100,1+16,2* 113,949,5% 96,3+5,9° 97,7+0,5*
Média 113,3+11,4% 126,449,1 % 117,4+16,9* 113,6+14,9"

*Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenga significativa (p<0,05)

4 CONCLUSAO

O 4cido folico apresentou uma retencdo de 85% e aproximadamente 70% apds o
processo de homogeneizagdo e producio do pao, respectivamente. Apesar disso, 100% do
acido folico presente no pao encontrava-se disponivel no intestino para ser absorvido. Deste
modo, a fortificacdo da farinha de trigo com &cido félico provavelmente vem sendo eficaz
para o aumento da concentracdo sanguinea de 4cido folico, o que pode proporcionar a

reducgdo de diversos problemas no organismo.
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RESUMO

O 4cido f6lico € uma vitamina do complexo B normalmente encontrado na forma de pé
cristalino de cor amarela e € a principal forma de folato utilizada no enriquecimento de
alimentos. As tabelas presentes na literatura apresentam dados sobre os folatos, como 5-
metiltetrahidrofolato e tetrahidrofolato, mas ainda sdo divergentes os dados sobre a
estabilidade, principalmente a térmica, do 4cido félico. Uma opg¢do interessante para
aumentar a estabilidade €, a utilizacdo de 4cido félico microencapsulado. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a degradagdo térmica do 4cido félico livre (AF) e microencapsulado
(AFE) através das técnicas de andlises térmica diferencial (ATD) e termogravimétrica (TG)
e difracdo de raios-X (DRX). A estabilidade do AF e AFE foi avaliada a diferentes
temperaturas (80°C, 100°C, 125°C, 150°C e 175°C) por 15 min. Posteriormente, foi
verificada a estabilidade a 155°C durante diferentes tempos de exposicao (5, 10, 15, 20 e 30
min). Os resultados demostraram que o AF iniciou sua decomposicdo a 100°C, e
apresentou degradacdo completa a 155 °C por 30 min e a 175 °C por 5 min, enquanto que o

AFE degradou-se completamente a 100°C por 15 min.

Palavras-chave: vitamina B9, andlise térmica, ATD-TG, difracao de raios-X.
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ABSTRACT

Folic acid is a B-complex vitamin that is usually found in the form of a yellow crystalline
powder and is the folate form most used for food fortification. The tables present in
literature shows folate data, like S-methyltetrahydrofolate and tetrahydrofolate, however
folic acid stability data, especially thermal, are divergent. One option to increase its
stability is to use microencapsulation technique. The aim of this study was to evaluate free
(AF) and microencapsulated (AFE) folic acid thermal degradation wusing a
thermogravimetric and differential thermal analysis (TG-DTA) and X-ray diffraction
(DRX). The AF and AFE stability was evaluated at different temperatures (80°C, 100°C,
125°C, 150°C and 175°C) during 15 min. After that, their stability was verified at 155°C
during different exposition time (5, 10, 15, 20 e 30 min). The results demonstrated that AF
started to decompose at 100°C, and was totally decomposed after 30 min at 155°C and at
175°C for 15 min, while the AFE deteriorated completely after 15 min below 100°C.

Keyword: B9-vitamin, thermal analysis, DTA-TG, X-ray diffraction.
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1 INTRODUCAO

O 4cido félico ou dcido pteroilmonoglutdmico € um po cristalino de cor amarela,
que ndo apresenta odor nem sabor (VORA et al., 2004). E uma vitamina hidrossoldvel do
complexo B pertencente ao grupo dos folatos. Sua estrutura molecular € totalmente
oxidada, possuindo apenas uma molécula de dcido glutamico ligado ao 4cido pteroico. Essa
vitamina € essencial para o organismo, pois participa de reagdes metabdlicas de
transferéncia de carbono, sendo fundamentais nos ciclos de “sintese de DNA” e de
“metilacdo” (SCOTT et al., 2000, VORA et al., 2004; SWIGLO, 2007). Logo, sua
deficiéncia pode estar relacionada com problemas no fechamento do tubo neural, doencas
cardiovasculares, anemia megalobldstica, cerebrovascular e neurodegenerativas, entre
outras (UEHARA e ROSA, 2010).

Na tentativa de minimizar a deficiéncia de folatos, a fortificacao de farinhas de trigo
e milho com 4cido félico tornou-se obrigatéria em muitos paises, entre eles o Brasil, onde a
partir de 2002 iniciou-se a obrigatoriedade da fortificacdo através da implantacdo da
Resolucdo n°344, de 13 de dezembro de 2002 (BRASIL, 2002). Apesar de pouco se
conhecer a respeito da estabilidade do acido félico durante o processamento € estocagem
dos produtos, sabe-se que fatores como temperatura, pH, luz, e agentes oxidantes sdao
responsaveis pela sua degradacdo (LIMA-PALLONE et al., 2008; BASSET e SAMMAN,
2010; GREGORY, 2010). Na tentativa de minimizar a instabilidade dessa vitamina técnicas
de microencapsulagdo tém sido estudadas, com o objetivo de manter a vitamina isolada de
outros compostos do alimento e do meio ambiente (THIES, 2003; MADZINA et al., 2005;
SHRESTHA et al., 2012; LI e DIOSADY, 2012; LIU et al., 2012; TOMIUK et al., 2012).

O acompanhamento da degradacdo térmica, desses e de outros compostos, pode ser
realizado através de andlises térmicas, como a analise térmica diferencial (ATD) e
termogravimétrica (TG). Essas técnicas geralmente sdo realizadas simultaneamente, deste
modo, é possivel avaliar concomitantemente a perda de massa e as variagdes térmicas de
uma amostra submetida a uma rampa de aquecimento (BERNAL et al., 2002; VUATAZ, et
al., 2010). Esses métodos permitem determinar a especificagdo das faixas de temperatura
nas quais a amostra € termicamente estivel (MOCANU, et al., 2012).

Os resultados das andlises térmicas podem ser confirmados e complementados

através da andlise de difracdo de raios-X (DRX). Porém, este método pode ser aplicado
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apenas para compostos cristalinos. Todavia, € uma técnica simples, confidvel, rapida, além
de ser um método ndo destrutivo, ndao necessitar de grande quantidade de amostra, ndo
gerar residuos toxicos e de exigir pouco ou nenhum preparo adicional ao acondicionamento
no porta-amostra (WANG e GEIL, 2012).

Deste modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar a degradacdo térmica do &dcido
folico livre (AF) e microencapsulado (AFE) através das técnicas de andlises térmicas

diferencial (ATD) e termogravimétrica (TG) e por difracdo de raios-X (DRX).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

O padrao de 4cido folico (97% de pureza) foi adquirido da Sigma-Aldrich, Inc. (St.
Louis, MO, EUA). O 4acido félico microencapsulado (BA-FM31) foi gentilmente doado
pela empresa Funcional Mikron (Valinhos, SP). A farinha de trigo isenta de 4cido folico e
ferro foi gentilmente doada por um moinho de Belém-PA. Os demais ingredientes como
margarina, melhorador, agicar, sal, fermento bioldgico seco foram adquiridos no comércio

local de Campinas-SP.

2.2 UMIDADE

O teor de umidade da farinha de trigo foi determinado de acordo com AOAC
(1997), onde 3 g da amostra foram pesadas, em triplicata, em cadinhos previamente
tarados, entdo, permaneceram em estufa (Nova Etica, 400/3ND, n° série 0766/00) a 105°C

até atingirem peso constante.

2.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para as anélises de microscopia eletronica de varredura (MEV) as amostras de dcido
folico (AF) e acido félico microencapsulado (AFE) foram secas a vdcuo a temperatura
ambiente em dessecador com silica gel. Em seguida, as amostras foram submetidas ao

processo de metalizacdo com Au em um equipamento da marca EMITECH, modelo K550.
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As imagens por microscopia foram realizadas em um microscépio eletronico de
varredura, da marca Zeiss, modelo LEO 1430, sendo as imagens geradas por detec¢do de

elétrons secunddrios, utilizando-se voltagem de 8 e 10 kV.

2.4 ANALISES TERMICAS

As andlises térmicas (DTA-TG) do AF, AFE, da farinha de trigo e da farinha de
trigo fortificadas com dacido félico foram realizadas em um equipamento modelo PL
Thermal Sciences, que possui um analisador térmico simultineo STA 1000/1500, da
Stanton Redcroft Ltd, equipado com um programador de temperatura e microbalanca
eletronica o qual permite a realizacdo simultanea da andlise térmica diferencial (ATD) e
termogravimétrica (TG) em forno cilindro vertical. O sinal gerado devido a variacdo de
temperatura e de massa foi obtido através da utilizacdo de um conversor digital acoplado a
um microcomputador. O termopar utilizado foi da liga Pt-Rh.

Para a andlise foram utilizados cadinhos de alumina com 16 mg de amostra. A
temperatura de andlise variou de 20°C até 240 °C, com uma velocidade de aquecimento de

1()°C.min'1, e 20°C.min’1, sem fluxo de ar.

2.5 DIFRACAO DE RAIOS-X

As amostras AF e AFE foram preparadas pela técnica de micropreparagdo, sendo
uma pequena quantidade de amostra espalhada, sem a utilizagdo de nenhum solvente, na
superficie de um porta-amostra especifico para micropreparagdo. A amostra AFE foi
preparada de duas formas, a primeira foi realizada da forma comum e na segunda (AFET) a
amostra foi triturada em gral de dgata e posteriormente espalhada sobre a superficie do
porta-amostra.

As andlises de DRX nas amostras de AF, farinha de trigo isenta e fortificada com
dcido félico foram realizadas por um difratometro de raios-X de modelo X’ Paert Pro (PW
3040/60) PANalytical, com goniometro PW3050/60 (®-®) e com tubo de Raios-X
ceramico de anodo de Cu (K,; = 1,540598 A) modelo PW3373/00, foco fino longo, filtro
Kp de Ni, detector X’Celerator RTMS (Real Time Multiple Scanning) no modo scanning e

com active lenght 2,122°.
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Para a leitura das amostras foram usadas as seguintes condi¢des instrumentais:
varredura 4° a 75° 20, 40 KV, 30 mA, passo 0,02° em 20 e tempo/passo de 30 s, fenda
divergente 1/8° e anti-espalhamento 1/4°, mascara 10 mm, movimento da amostra spinning,
com 1 rps.

A aquisicao de dados foi feita com o software X Pert Data Colletor, versdo 2.1* da
PANalytical. E os dados foram tratados com a utilizacdo do software X’ Pert HighScore

versdo 2.1b da PANalytical.

2.6 ANALISE DE ESTABILIDADE TERMICA DO ACIDO FOLICO

O estudo realizado foi planejado de modo a possibilitar a avaliacdo da estabilidade
térmica das amostras AF e AFE. Os ensaios consistiram na utilizacdo de duas
metodologias. Na primeira as duas amostras foram submetidas a aquecimento a
temperaturas de 80, 100, 125, 150 e 175+3°C com um tempo fixo de 15 min. Esse
experimento teve como objetivo de verificar a temperatura na qual o acido félico perde a
cristalinidade, ou seja, se decompoe.

A segunda metodologia consistiu na manutencdo da temperatura de aquecimento
fixa a 155+3°C variando-se o tempo de exposi¢dao em 35, 10, 15, 20 e 30 min.

Para a realizagdo dos ensaios as amostras de AF e AFE foram dispostas em
recipientes metdlicos e aquecidas em mufla (Quimis — modelo Q-318M21). As andlises

foram realizadas em triplicata, sendo apenas uma replicata analisada por vez.

2.7 LEVANTAMENTO DAS CURVAS DE TEMPERATURA NO INTERIOR DO
FORNO E DO PAO DURANTE ASSAMENTO

O pao foi preparado utilizando-se uma formulagdo que consiste nos seguintes
ingredientes: farinha de trigo fortificada (5000 g), agucar (40 g), melhorador (60 g),
margarina (100 g), sal (130 g), fermento bioldgico fresco (150 g) e 4gua (2500 g).

A fortificacdo foi realizada adicionando-se 150 pg de acido félico por 100g de
farinha isenta, como determina a legislacdo (BRASIL, 2002).

Para a fabricacdo do pao adicionou-se na batedeira (Superfecta, modelo AE 15) a

farinha de trigo, o acucar, o melhorador e a margarina sendo homogeneizados por 2 min.
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Em seguida, adicionou-se a 4gua e homogeneizou-se por mais 5 min. Entdo, adicionou-se o
sal e bateu-se por mais 2 min, por fim, adicionou-se o fermento biolégico e homogeneizou-
se até a massa apresentar-se lisa, atingindo o ponto de véu. A massa descansou por 10 min.
Posteriormente, foi modelada manualmente. Em seguida, os paes foram fermentados por 90
min a temperatura ambiente. Por fim, foram assados por 30 min com a temperatura do
forno marcando 210°C.

O levantamento das temperaturas durante o assamento foi realizado através da
utilizagdo de dois termopares tipo K (Gubintec, modelo TD-910D), um colocado no forno e
outro no pao antes do inicio da fermentacdo. As medidas de ambas as temperatura foram

realizadas de 2 em 2 minutos durante um tempo de 30 min de assamento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO ACIDO FOLICO

Nas micrografias eletronicas de varredura (Figura 1) pode-se observar que o AF
apresentou-se sob a forma de aglomerados com morfologia arredondada, enquanto que o
AFE apresentou-se sob a forma de aglomerados de morfologia irregular, e apresentou
grande quantidade de particulas lamelares na sua superficie, possivelmente referente ao

material encapsulante.

Mag= 152KX EHT=1000kV WD= 15mm oMM Date 22May 2013 LABMEV-UFPA Mag= 176KX EHT=1000kV WD= 16mm  2HM Date 22May 2013 LABMEV-UFPA

(a) (b)

Figura 1: Micrografias eletronicas de varredura: (a) 4dcido félico - AF e (b) acido fdlico
microencapsuado - AFE
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3.2 ANALISES TERMICAS DO ACIDO FOLICO

3.2.1 Acido félico livre

A curva de andlise térmica diferencial (ATD) (Figura 2) do AF com velocidade de
aquecimento de 10°C.min"" mostrou inicialmente que durante o aquecimento feito da
temperatura ambiente (25°C) até 100°C ocorreu uma transformacdo endotérmica que pode
ser atribuida a uma perda de umidade de 2,5% em massa, como pode ser determinada pela

curva de TG.
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Figura 2: Curvas das andlises térmicas diferencial (ATD) e termogravimétrica (TG) do
acido folico com taxa de aquecimento de 10°C.min' e 20°C.min'1, sem fluxo de ar, onde: (-
) ATG 10°Cmin’"; (#) ATG 20°Cmin™"; (--) TG 10°Cmin™", (©) TG 20°Cmin"".

Entre 120°C e 180°C observou-se, pela curva de ADT, que houve uma
transformacdo endotérmica acentuada, a qual atingiu um méiximo a aproximadamente
155°C. Pela curva de TG determinou-se que essa transformacao apresentou uma perda de
massa de 6,5%.

Acima de 190°C iniciou-se uma forte reacdo exotérmica atingindo um maximo em

209°C, em seguida, a uma temperatura em torno de 230°C houve outra banda exotérmica.
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Nessas duas transformagdes exotérmicas com maximo em 190°C e 230°C observou-se uma
perda de massa de aproximadamente 8% na curva de TG.

Segundo Vora et al.(2004), o 4cido félico ao ser analisado com fluxo de nitrogénio
perdeu moléculas de dgua em torno de 100°C. Em temperaturas préximas a 180°C
observaram o inicio uma reagdo altamente endotérmica de perda de 4cido glutdmico.
Enquanto que a 250°C ocorreu outra reagdo endotérmica, relacionada ao inicio da fusdo do
acido félico seguido pela sua degradacdo. As variagdes entre as temperaturas encontradas
por Vora et al.(2004) e pelo presente trabalho podem estar relacionadas a utilizacdo de
fluxo de nitrogénio no primeiro, o que pode ter retardado a degradacdo do &cido foélico
devido a auséncia de oxigénio no meio, o qual encontra-se presente durante o processo de
assamento de produtos alimenticios. No entanto, reacdes semelhantes podem ter ocorrido
em ambos os trabalhos.

Os dados desse trabalho corroboram com os observados por Jankovi¢ (2009), que
verificou a estabilidade térmica do Folnak®, produto firmaco comercial contendo 4cido
félico, amido de milho, sacarose, 4cido estedrico e polietileno glicol 4000. Para isso, foram
realizadas andlises de ATD e TG com fluxo de nitrogénio e taxa de aquecimento de
10°C.min™", nas quais foi possivel observar através da curva de TG que houve desidratagao
dos compostos entre a temperatura ambiente (25°C) e 110°C. Enquanto que entre as
temperaturas de 170°C e 280°C houve uma banda endotérmica intensa com maximo a
215°C, relacionada ao processo de degradacao do 4cido félico. Sendo que a 170°C iniciou-
se a perda de acido glutamico e a 215°C iniciou-se a fusdo do acido félico seguido de sua
decomposi¢io (JANKOVIC, 2009). As diferentes temperaturas encontradas por esse autor
pode ser devido a utilizacdo de fluxo de nitrogénio e também devido a presenca de outros
compostos que podem ter protegido o 4cido félico, retardando sua degradacao.

As curvas de ATD e TG do acido félico com uma rampa de aquecimento de
20°C.min"' apresentaram um comportamento semelhante as obtidas a 10°C.min".
Entretanto, a rea¢do endotérmica iniciada a 120°C obteve seu maximo deslocado em torno
de 20°C em relagdo ao da curva de 10°C.min™", sendo também mais intenso que a banda
anterior. Outra diferenca observada foi nas bandas referentes as duas reacdes exotérmicas
que ocorreram em maiores temperaturas, € perderam definicdo quando comparadas com a

curva a 10°C.min"". Esses resultados estio de acordo com os observados por Jankovié
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(2009), que verificou que devido a diferenca na transferéncia de calor o aumento da taxa de
aquecimento provocou uma elevagdo das temperaturas caracteristicas (temperatura inicial,

maxima e final) das reagdes.

3.2.2 Acido félico microencapsulado

A curva de ATD (Figura 3) da amostra AFE obtida com uma taxa de aquecimento
de 10°C/ min demostrou que ocorreram duas reacdes endotérmicas intensas entre 35°C e
90°C com um mdaximo em 60°C e 69°C. Em seguida ocorreu outra reagdo endotérmica
pequena com um méiximo em torno de 105°C. Na curva de TG foi possivel observar que
ocorreram trés perdas de massa, a primeira de 9% entre as temperaturas de 35 a 86°C, a
segunda foi de 3% entre 86 a 124°C, e a dltima de 11% entre 124 a 210°C. A dltima perda
de massa na curva de TG pode ter sido decorrente de degradacdo, no entanto, a energia
utilizada por essa reacdo pode ter sido muito pequena, nao sendo possivel sua detec¢do na

curva de ATD.
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Figura 3: Curvas das ATD e TG do AFE com taxa de aquecimento de 10°C.min”" e
20°C.min”", sem fluxo de ar, onde: (-) ATG 10°Cmin'l; ® ATG 20°Cmin‘1; (--) TG
10°Cmin™, () TG 20°Cmin™".
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Em torno de 100°C houve uma perda de massa semelhante nas curvas de TG da
amostra AF e AFE, portanto pode ser que essa perda de massa na amostra encapsulada
também esteja relacionada a perda de moléculas de dgua.

Comparando-se as curvas de TG das amostras AF e AFE foi possivel observar que a
perda de massa das amostras apresentaram comportamentos diferentes, visto que na
amostra AFE houve uma perda de massa 3 vezes maior entre 35 e 86°C, enquanto na
amostra AF a maior perda de massa ocorreu entre 120 e 180°C. Nas curvas de ATD foi
possivel verificar um comportamento de degradacdo semelhante para ambos os compostos,
no entanto na curva da amostra AFE a banda apresentou-se mais intensa e deslocada
aproximadamente -95°C em relacdo a amostra AF. De acordo com Yokoyama (2007),
durante o processo de microencapsulacdo ocorre o aumento da drea superficial do composto
encapsulado. Logo, a presenga de poros grandes e a deposi¢do de compostos bioativos na
superficie das microcdpsulas aumentam sua susceptibilidade a degradacdo em relacio a sua
forma livre. Desse modo, a menor temperatura de degradacdo térmica do dcido félico
microencapsulado obtida nesse trabalho pode estar relacionada a estrutura da particula e ao
modo de dispersdo do acido folico.

O aumento da taxa de aquecimento de 10 °C.min"' para 20 °C.min"' provocou um
aumento na intensidade das bancas e o deslocamento de aproximadamente 13°C na
temperatura méaxima da segunda banda. O aumento da intensidade e aumento da
temperatura de banda também foi observado para a amostra AF quando se aumentou a taxa

de aquecimento da anélise térmica.

3.3 ANALISES DE DIFRACAO DE RAIOS-X DO ACIDO FOLICO

Através dos difratogramas de raios-X da amostra de AF (Figura 4) foi identificada a
presenca de acido félico como tnica fase cristalina, comprovado pelos picos a 16,26 A,
8,16 A ¢ 6,79 A caracteristicos do cido félico conforme a ficha 00-053-01579 ICDD-PDF.

As posicdes dos picos caracteristicos do dcido félico encontrados no presente
trabalho estdo de acordo com os encontrados por Vora et al. (2004) para o 4cido f6lico puro
e Pardeike ef al. (2011) para uma nanosuspensdo de dcido foélico produzida com materiais

ndo cristalinos.
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Figura 4: Difratograma de raios-X a temperatura ambiente do dcido f6lico (AF) e do acido
folico micoroencapsuladoo (AFE) eoécido f()liC? microencapsulado triturado (AFET), onde:
(1) 16,26 A, (2) 13,04 A, (3) 8,16 A, (4) 6,79 A.

Na identificacdo do AFE foram feitos dois ensaios de microandlise, no primeiro a
amostra AFE foi espalhada pela superficie do porta-amostra e no segundo AFET a amostra
AFE foi triturada e em seguida dispersa no porta amostra, isto com a finalidade de verificar
um possivel mascaramento dos picos referentes ao acido félico devido a presenca das
substancias utilizadas como encapsulantes. Entretanto, ndo foi observada nenhuma
diferenca entre os difratogramas.

Na amostra AFE e AFET foram identificadas a presenca de d4cido fdlico
acompanhada de material ndo cristalino e de um material cristalino com a presenca de um
pico nao identificados 13,04 A, os quais podem estar relacionados aos materiais utilizados
na microencapsulacdo. Em comparacao com o difratograma da amostra AF foi observado
uma menor intensidade dos picos caracteristicos do acido félico, entretanto, isto pode ser
atribuido a forma e tipo de preparacdo. Constatou-se assim, que os materiais analisados

foram amostras de acido félico.
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3.3.1 Difracao de raios-X de acido félico livre submetidos a aquecimento

Neste grupo de ensaios foi realizado um processo de aquecimento do 4cido félico a
diferentes temperaturas com a finalidade de verificar sua estabilidade térmica. Nos
difratogramas de raios-X da Figura 5 observou-se que o aumento da temperatura provocou
uma diminuicdo nas intensidades dos picos, até sua completa perda de cristalinidade a
175°C. Essa tendéncia indica um processo de degradagdo térmica do material. Logo, os
dados obtidos através da andlise de difrac@o de raios-X comprovam o inicio da degradacio
do 4cido folico a uma temperatura de 100°C e a total degradagdo dessa vitamina quando

submetidas a temperaturas de 175°C por 15 min.
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Figura 5: Difratogramas de raios-X do dcido félico (AF) a temperatura ambiente (25°C) e
submetidos por 15 min a aquecimento a temperaturas de 80°C, 100°C, 125°C. 155°C e
175°C, onde: (1) 16,26 A, (3) 8,16 A, (4) 6,79 A.

Na curva de ATD do 4cido félico (Figura 2) foi observada uma banda endotérmica
com maximo em 155°C, indicando a temperatura na qual ocorreu o maximo de degradagao
do 4cido fdlico. Assim, amostras de dcido félico foram submetidas a essa temperatura

durante tempos diferentes (Figura 6).
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Figura 6: Difratogramas de raios-X do dcido félico (AF) a temperatura ambiente (25°C) e
submetidos a aquecimento a temperatura de 155°C por periodos de 5, 10, 15, 10 e 30 min,
onde: (1) 16,26 A, (3) 8,16 A, (4) 6,79 A.

De acordo com os difratogramas obtidos verificou-se que houve uma diminuicdo da
intensidade dos picos caracteristicos do dcido félico com o aumento do tempo de exposi¢ao
a temperatura de 155°C, comprovando-se que o mesmo degradou-se totalmente apds 30

min nessas condi¢des.

3.3.2 Difracao de raios-X de acido fé6lico microencapsulado

Como mencionado anteriormente, o difratograma de raios-X da amostra de acido
folico microencapsulado (Figura 7), demostrou ser constituido por dcido félico (picos 16,26
A, 8,16 A e 6,79 A) e pela presenca de um pico a 13,04 A nio identificados, o qual deve ser

referente ao material encapsulante.
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Figura 7: Difratogramas de raios-X do dcido félico microencapsulado (AFE) a temperatura
ambiente (25°C) e submetido a aquecimento por 15 min as temperaturas de 80°C, 100°C,
125°C, 155°C e 175°C, onde: (1) 16,26 A, (2) 13,04 A, (3) 8,16 A e (4) 6,79 A.

Os difratogramas obtidos com o aumento da temperatura indicaram que o processo
de rompimento da estrutura cristalina ocorreu a 100°C, onde os picos caracteristicos do
acido félico ndo se encontravam mais presentes. Nao houve reacdes endotérmicas apds
100°C.

A exposi¢do do 4cido folico microencapsulado a temperatura constante de 155°C
por tempos diferentes (Figura 8) confirmou que esse composto foi totalmente degradado
mesmo sendo aquecido por apenas 5 min a essa temperatura.

As andlises de difracdo de raios-X demostraram que o processo de encapsulacio
utilizado nao foi eficiente no que se refere a estabilidade térmica do 4cido félico, pois a
vitamina microencapsulada foi totalmente degradada a 100°C, temperatura inferior a
encontrada para degradac¢do do dcido félico livre. Isto pode ter ocorrido devido a deposi¢do
do &cido félico na superficie das microparticulas, aumentando, assim, a sua drea superficial.

Nguyen et al. (2003) verificaram que o 4cido félico livre apresenta maior
estabilidade térmica que o 5-metiltetraidrofolato, sendo que ambos pertencem ao mesmo
grupo de vitaminas, e Shrestha et al. (2012) observaram que durante o processo de extrusao

(120-150°C), a estabilidade térmica do 5-metiltetrahidrofolato microencapsulado € maior
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do que na forma livre. Desse modo, pode se inferir que embora o &4cido félico
microencapsulado avaliado no presente estudo seja mais susceptivel a degradacao térmica,
a técnica de encapsulamento pode ser utilizada para o aumento de sua estabilidade. Isto

depende dos materiais e também dos processos utilizados.

st 4d i

AFE 155°C /15min

AFE 155°C /20min

_AFE 155°C/ 30min

il e

0 5 10 15 20 25 30 35

Figura 8: Difratogramas de raios-X do acido félico microencapsulado (AFE) a temperatura
ambiente (25°C) e submetido a aquecimento a temperatura de 155°C por periodos de 5, 10,
15, 10 e 30 min, onde: (1) 16,26 A, (2) 13,04 A (3) 8,16 Ae (4) 6,79 A.

3.4 DEGRADACAO TERMICA DA FARINHA DE TRIGO

Através da curva de ATD (Figura 9) pode-se observar que a farinha pura apresentou
uma banda endotérmica acentuada com um méximo a 80°C. Essa reacdo apresentou uma
perda de massa de aproximadamente 11,5% na curva de TG, o que confirma o teor de
umidade obtido pela andlise em estufa (12,7 = 0,1%). Jankovi¢ (2009) observou através da
avaliacdo da curva de ATD de um composto farmaco, contendo 4cido félico, amido, entre
outros compostos, uma banda endotérmica entre 30-110°C, a qual fo1 atribuida a perda de

moléculas de 4dgua.
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Essa banda intensa endotérmica entre 20°C e 120°C pode ser justificada pela
presenca de 11% de umidade, pelo processo de gelatinizacdo do amido contido da farinha
de trigo e pela coagulacdo do gliten. Segundo Canella-Rawls (2005), quando a temperatura
do pdo atinge 50°C inicia-se a gelatinizacdo do amido, a 60°C ocorre a formacdo e
estabilizacdo da crosta do pdo, a 74°C o gldten € transformado em uma estrutura semi-
rigida e, posteriormente, a 80°C ocorre a finaliza¢io da gelatinizacdo amido. Apds, a 100°C

ocorre a evaporagdo da dgua (CANELLA-RAWLS, 2005).
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Figura 9: Curvas de ATD e TG da farinha de trigo, pura e na concentracdo de 4dcido félico
de 191 pg/g, sob aquecimento de 10°C.min™", onde: (-) ATG Farinha pura; (*) ATG Farinha
191 pg/g; (--) TG Farinha pura, (°) TG Farinha 191 pg/g.

Foram avaliadas amostras de farinha de trigo fortificadas com 1,5 pg de acido
folico/ g farinha (BRASIL, 2002), no entanto nao foi possivel detectar dcido félico. A
andlise foi, entdo, repetida com amostra de farinha de trigo fortificada mais concentrada
(191 pg/g), porém, as curvas de ATD e TG também apresentaram comportamento muito
semelhantes as curvas da amostra de farinha de trigo pura.

Nos difratogramas da farinha pura e fortificada com 191 pg/g (Figura 10) também
nao foi verificado a presenga de dcido félico, provavelmente devido a baixa concentragao

de 4cido fdlico na farinha. Foi possivel identificar em ambos os difratogramas como tnica
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fase cristalina, de baixo grau de cristalinidade, a a-amilose, comprovado pelos picos 5,86
10%, 5,17 Ae 4,93 A caracteristicos da a-amilose conforme a ficha 00-043-1858.

Como ndo foi possivel detectar 4cido félico em amostras de farinha de trigo
fortificadas ndo foram realizadas as andlises na massa do pao, pois o dcido fdlico
apresentava-se ainda mais diluido devido a adi¢do dos demais ingredientes utilizados no

preparo da massa do pao.
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Figura 10: Difratogramas de raios-X de farinha de trigo, pura e na concentracdo de acido
félico de 191 ug/ 100g, onde: (1°) 5,86 A, (2°) 5,27 A, (3°) 5,17 A e (4°) 4,93 A.

3.5 CURVA TERMICA DURANTE O ASSAMENTO DE PAO

As curvas de temperatura desenvolvidas no interior do forno e no interior do pao
(Figura 11) representaram o que ocorre com a temperatura interna do pao durante processo
de assamento. Nelas pode ser verificado que a abertura do forno para a introducdo do pao
provocou uma queda brusca da temperatura de 210°C (temperatura inicial do forno) para
125°C. Em seguida, apds o fechamento do forno, a temperatura voltou a aumentar
gradativamente, atingindo 180°C apds 14 min, e 195°C apés 30 min.

No caso do pao houve um aumento gradual da temperatura interna com o tempo
(Figura 11), atingindo um maximo de 97°C apds 16 min de assamento, a qual permaneceu

constante até o final do processamento, apds 30min. Esse comportamento da temperatura
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constante a 97°C indicou que enquanto havia umidade no interior do pao a temperatura nao
aumentou mesmo a temperatura do forno estando a 180°C. Segundo Canella-Rawls (2005),

0 pao apresenta-se assado quando sua temperatura interna atinge de 95-97°C.
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Figura 11: Curvas de temperatura interna do forno e do pao em func¢do do tempo de
assamento, onde: (™) Temperatura interna do forno e (®) Temperatura interna do pao.

A farinha de trigo é o composto majoritirio do pdo, e para ter-se uma no¢ao geral
das reagdes que ocorrem no assamento do pao foi correlacionado o assamento do pdo com
as curvas de andlise térmica da farinha de trigo (Figura 9). Em comparagdo com a curva de
ATD da farinha de trigo pode-se observar que pode ter havido uma reacdo endotérmica
acentuada, a qual pode estar relacionada com reagdes como gelatinizagdo do amido (50-
80°C), formagdo da crosta do pao (60°C), coagulacdo da rede do gliten (74°C) e
evaporacao da dgua (£100°C), como mencionado anteriormente.

De acordo com a avaliagdo das curvas de degradacdo térmica (ATD, TG e DRX) do
acido folico (Figura 2) € possivel ter ocorrido uma pequena degradacdo na parte interna do
pao, o qual atingiu uma temperatura inferior a da rea¢do endotérmica intensa observada na
curva de ATD (155°C). Também foi possivel supor que o aquecimento do acido félico a
temperaturas de 20°C a 100°C provocaria a ocorréncia de uma pequena reagao endotérmica

com perda de massa de aproximadamente 2,5%. No entanto, poderia ocorrer uma maior
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perda de dcido félico nas partes mais superficiais do pao, visto que essas podem atingir uma
temperatura superior que a sua parte interna.

Foi verificado através de andlise por cromatografia liquida de ultra-performance
(UPLC) uma perda em torno de 30% de acido félico apds o assamento de pao francés
fortificado (dados ndo publicados). Nos estudos Gujska e Majewska (2005), Anderson et
al., (2010), Ohrvik et al,( 2010), e Chandra- Hioe et al., (2013) que produziram diferentes
tipos de paes fortificados com o objetivo de avaliar a estabilidade dessa vitamina foram
observadas perdas de dcido félico durante o assamento variando de 12 a 30%. Esses valores
foram superiores ao encontrado na curva de TG do 4cido félico, o que pode ser devido o
pao ser uma matriz complexa composta de lipidios, proteinas, pro-oxidantes (melhorador),
que podem favorecer a degradacao do dcido félico a altas temperaturas.

De acordo com Shrestha er al. (2012), o 4cido folico apresentou uma retencdo entre
73 — 99% em matrizes liquidas (leite de soja, leite desnatado, solucdo de amido) em
condi¢Oes de aquecimento em banho com 4gua fervente e em autoclave a 121°C entre 5 e
120 min de exposicdo, demostrando que o 4cido f6lico € estdvel a cocgc@o em altas pressdes
e durante a fervura. A menor retencdo verificada foi na solucdo de amido, o que pode ser
devido ao aprisionamento do 4cido félico na matriz, provocando a subestimacao do teor de
acido foélico durante a extracdo. De acordo com Shrestha et al., (2000), seria necessdrio uma
extracdo enzimatica para liberacdo dessa vitamina.

As temperaturas e tempos utilizados durante o assamento de paes podem estar
relacionados a uma perda em torno de 30% do acido félico, como demostrado nos trabalhos
citados anteriormente. Entretanto, as temperaturas atingidas e os tempos aplicados nio sao

suficientes para degradacdo completa dessa vitamina.

4 CONCLUSAO

A degradagao do dcido félico microencapsulado iniciou-se em temperatura inferior
a temperatura de degradacdo do dcido fdlico livre. O que pode estar relacionada com a
estrutura da particula e a0 modo de dispersdo do dcido félico nas microcédpsulas, tornando-o

mais susceptivel a degradacao.
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Nao foi possivel avaliar a degradag¢do do 4acido félico em amostras de farinha de

trigo e pao fortificados de acordo com a legislac@o, devido suas baixas concentragdes.
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CONCLUSAO GERAL

Apesar das perdas de 4cido félico durante o processamento, o teor de vitamina que
permaneceu retido no pao apresentou-se totalmente disponivel no intestino para ser
absorvido pelo organismo. Isso indica que a fortificacdo pode favorecer o aumento da
concentracdo do 4cido fdélico na corrente sanguinea, o que pode reduzir os riscos de
ocorréncia dos problemas causados pela sua deficiéncia.

Os materiais e/ou os métodos utilizados para a encapsulagdo ndo foram eficientes
para aumentar a estabilidade térmica do acido f6lico.

Devido a baixa concentragdo de 4cido félico exigido para a fortificagdo da farinha
de trigo ndo foi possivel avaliar a degradacdo do 4cido félico através de andlises de ATD-
TG e DRX. Portanto, seriam necessarios mais estudos utilizando-se outras técnicas para a
elucidacio da temperatura e tempo de exposi¢do térmica do 4cido félico em amostras de

farinha de trigo e massa de pao.

76



