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RESUMO

A importancia dos folatos para a saude humana associada a sua perda
significativa durante o processamento dos alimentos, levou o Brasil a estabelecer a
obrigatoriedade de fortificagdo de farinhas de trigo e milho com no minimo 150 pg de
acido folico por 100 g de produto. O monitoramento dos niveis dessa vitamina nos
produtos fortificados depende de métodos analiticos confidveis e vidveis
economicamente. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um método
analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD) para a determinagdo de acido folico em farinhas de trigo e milho. Além
disso, o método foi aplicado em cinco amostras comerciais de farinha de trigo. Nesse
método o acido folico foi separado em uma coluna C18 utilizando um gradiente de dgua
e acetonitrila ambas acidificadas com 0,1% de acido formico. O método foi
desenvolvido e validado com sucesso, apresentando um custo baixo por amostra,
facilidade na sua execucao, linearidade na faixa de concentracdo de 0,13 a 3,00 pg.mL"
!, baixos valores de limites de deteccdo (0,04 pg.mL™") e quantificacdo (0,11 ng.mL™),
recuperagdo na faixa de 96-113% e repetibilidade inferior a 10%. A aplicacdo do
método revelou que 40% das amostras comerciais de farinha de trigo analisadas ndo
estdo de acordo com a legislacao brasileira. Nossos resultados sugerem que os o6rgios de
fiscalizacdo devem atuar de maneira mais efetiva no monitoramento dos niveis de acido
folico adicionados na farinha de trigo, bem como as industrias devem adotar um

controle de qualidade maior na fortificacdo destes produtos.

Palavras-chave: vitaminas, acido folico; validagao; fortificagao.



ABSTRACT

The importance of folates to human health associated with their significant
loss during food processing led Brazil to establish the obligatory fortification of wheat
and corn flours with at least 150 g of folic acid per 100 g of product. Monitoring
vitamin levels in fortified products depends on reliable and economically feasible
analytical methods. In this context, the objective of this work was to develop an
analytical method by high performance liquid chromatography with diode arrangement
detector (HPLC-DAD) for the determination of folic acid in wheat and corn flours. In
addition, the method was applied to five commercial samples of wheat flour. In this
method folic acid was separated on a C18 column using a gradient of water and
acetonitrile both acidified with 0.1% formic acid. The method was developed and
validated successfully, presenting a low cost per sample, ease of execution, linearity in
the concentration range of 0.13 to 3.00 pg.mL-1, low detection limit values (0.04
ug.mL!) and quantification (0.11 pg.mL™), recovery in the range of 96-113% and
repeatability less than 10%. The application of the method revealed that 40% of the
commercial samples of wheat flour analyzed are not in accordance with the Brazilian
legislation. Our results suggest that surveillance agencies should act more effectively in
monitoring the folic acid levels added in wheat flour, as well as industries should adopt

a higher quality control in the fortification of these products.

Key words: vitamins, folic acid; validation; fortification.
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1. INTRODUCAO

Os folatos sao importantes como coenzimas no metabolismo de acidos nucléicos
e aminoacidos, atuando como mediadores nas transformagdes de carbonos. A
deficiéncia severa de folatos leva a anemia megalobléstica e problemas na formag¢ao do
tubo neural em fetos. Considerando isso, a suplementacdo ou fortificacdo tem sido
sugerida ndo sO para lactantes e gravidas, mas também para mulheres com intencdo de
engravidar. A importancia dos folatos para a saude associada a sua significativa perda
durante o processamento dos alimentos, levou varios paises, como o Brasil, a incluir na
legislagao a obrigatoriedade de fortificagdo de farinhas com folatos, sendo que a forma
quimica escolhida ¢ a de acido folico (ANVISA). A RDC n° 344, de 13 de dezembro de
2002 estabelece que as farinhas de trigo e milho devem conter no minimo 150 pg de
acido folico a cada 100 g de produto.

O monitoramento da concentracdo de acido folico pelas industrias produtoras de
farinhas de trigo e milho depende de métodos analiticos confidveis e viaveis
economicamente. Considerando isso, neste trabalho foi conduzida a validagao de um
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de arranjo
de diodos (HPLC-DAD) para a determinagdo de acido folico em farinhas de trigo e

milho.



2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método e valida-lo, por HPLC-
DAD, para a determinagdo de acido folico em farinhas de trigo e milho, o qual sera
incluido nos servicos de andlise de alimentos prestados por uma empresa.

Para a realizacdo desse objetivo foram realizadas as seguintes etapas: (1°)
pesquisa na literatura dos métodos por HPLC-DAD publicados para a determinagdo de
acido folico em farinhas, (2°) otimizagdo das condigdes de preparo do padrdo de acido
folico (3°) validagao do método por HPLC-DAD, avaliando os seguintes parametros
analiticos: linearidade, limites de detec¢do e quantificagao, repetibilidade e exatidao
(através de testes de recuperagdo), e finalmente, (4°) aplicacdo do método validado em

amostras de farinha de trigo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Estrutura, propriedades quimicas e fisicas, importancia dos folatos para a
saude e fontes

O écido folico (Ci9Hi9N7060O), também conhecido como vitamina B9,
representa a forma sintética e mais estavel dos folatos'!. A sua estrutura é composta por
um grupo pteridina, um &cido p-amino benzoico e um residuo de glutamato (Figura 1).
O éacido fdlico é um composto hidrossoltvel, amarelo-alaranjado, inodoro e cristalino.
Ele decompde-se a 250 °C, possui baixa solubilidade em agua com pH neutro, sendo
bastante soluvel em solucdo aquosa 4cida ou alcalina e insolivel em solventes
organicos'?.

Nos alimentos a vitamina B9 esta na forma de folatos. Os folatos possuem uma
estrutura de acido pteroilpoliglutdmico (Figura 2), com o grupo pteridina reduzido e
com um numero variavel de residuos de glutamato. Na Tabela 1 estdo apresentados os
teores de folatos de alguns alimentos. A andlise dessa tabela permite destacar alguns

alimentos ricos em folatos, tais como o figado, o farelo de trigo e o espinafre.*?

Figura 1: Estrutura quimica do 4cido folico

HO
/O
I
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(@)
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I

/I\\ —
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Fonte: Autora Vitoria Miiller Rathke
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Figura 2: Estrutura quimica dos folatos (n<10)
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Fonte: Autora Vitoria Miiller Rathke

Tabela 1: Concentragdo média de folatos em alguns alimentos

Concentragéo de folatos em pg.100g*

Figado de galinha cru 590
Farelo de trigo 260
Espinafre cozido 140
Brocolis cozido 110
Farinha de aveia 60
Laranja 37

Fonte: (RG-nutri 2010)

A absor¢do intestinal do acido folico da dieta ¢ de 23-60%, enquanto nos
suplementos ou alimentos enriquecidos ¢ de 98%°°.

Os folatos sdo importantes para processos bioquimicos, como a formacdo de
proteinas estruturais, hemoglobina® e essenciais pra a formagio dos globulos vermelhos,
para a sintese de 4cidos nucleicos e para o desenvolvimento do sistema nervoso e da
medula 6ssea®. Durante a gravidez é fundamental para a saade do feto, visto que
participa do processo de multiplicagdo celular, formac¢do do tubo neural, no aumento
dos eritrocitos, alargamento do Utero e crescimento da placenta®*°. Os requerimentos

dessa vitamina variam com o sexo, a idade, o periodo de gestacdo e lactacao (Tabela 2).
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Tabela 2: Recomendacao nutricional de folatos para cada idade e sexo.

Idade pg por dia
0 a 6 meses 65
Lactantes
7 a 12 meses 80
1 a3 anos 150
Criancas
4 a 8 anos 200
9 a 13 anos 300
Homens 14 a 70 anos 400
> 70 anos 400
9 a 13 anos 300
14 a 70 anos 400
Mulheres > 70 anos 400
Gravidez 600
Lactagéo 500

Fonte: Dietary Reference Intakes: Recommended Intakes for Individuals Vitamins,

Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, National Academies, 2004.

3.2 Perdas com o processamento

Em alimentos, a estabilidade dos folatos é afetada pelas caracteristicas da matriz,
dos métodos de processamento industriais ou caseiros empregados, e de fatores como
luz, pH, temperatura empregados no processamento’3, Processos como a refrigeracio, o
congelamento, a desidratacdo, a fermentacdo, a pasteurizacdo e esterilizacdo, podem

influenciar significativamente na retencdo dessa vitamina nos alimentos,

A estabilidade dos folatos é maior em meio alcalino do que em meio acido,

devido a isso se utiliza tampBes neutros ou basicos tanto na extragdo quanto na
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quantificagdo do 4acido folico’. Os folatos apresentam estabilidades diferentes, sendo o
acido folico o mais estavel e atraente para os fabricantes, j4 que o seu processo de
fabricacdo ¢ mais barato. A lixiviagdo € outro mecanismo importante envolvido em
perdas de folatos, principalmente quando frutas e vegetais sao processados em contato

com a dgua'®, como no branqueamento.

A degradacdo dos folatos ¢ rapida, principalmente em temperaturas altas e em
presenca de oxigénio, podendo ser evitada/diminuida por antioxidantes. Em geral, o
processamento de alimentos a temperaturas elevadas resulta em perdas consideraveis de
folatos; a cocgdio dos alimentos reduz bastante o seu teor'®. Por exemplo, a retencdo dos
folatos em vegetais ap6s o cozimento variou de 17 para 87% no caso do
Tetrahidrofolato (THF), 53 a 94% para 5-Metiltetraidrofolato (5-MTHF) e 39 a 108%
para S-formiltetraidrofolato (5-FTHF), dependendo da matriz de alimento, o tipo de

isdmero, e os métodos de cozimento utilizados'.

3.3 Legislacao brasileira

Devido aos altos indices de anemia megaloblastica e de doengas causadas pela
deficiéncia de folatos®, o Ministério da Saide e a Anvisa tornaram obrigatério a

fortificagdo das farinhas de trigo e milho' com 4cido félico.

Em dezembro de 2002 foi publicada a Resolugdo — RDC no 344 que estabelece
que as farinhas de trigo e de milho vendidas diretamente ao consumidor e aquelas
utilizadas como matéria-prima pelas industrias, na fabrica¢do de outros produtos, devem
ser fortificadas com no minimo 150 ug a cada 100 g de farinha'. A escolha desses
produtos baseia-se no grande consumo da populacdo em geral de produtos feitos a partir

dessas farinhas.

3.4 Métodos para a determinacéo de folatos e acido folico em alimentos

Na literatura hd um grande nimero de métodos descritos para a determinagao de
folatos e 4cido folico, os quais podem ser divididos em: (1) métodos

espectrofotométricos, (2) métodos microbioldgicos, e (3) métodos por cromatografia
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liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando detector de fluorescéncia ou UV-Vis ou

detector de arranjo de diodos.

A determinagdo de acido folico diretamente por espectrofotometria foi relada na
literatura. Neste método o acido folico foi extraido usando solucdo de NaOH (0,1
mol.L") e depois foi realizada a leitura no comprimento de maxima absor¢dio do 4cido
folico, ou seja, a 280 nm. Os resultados encontrados com esse método foram de 96-
100 % de recuperagdo, 0,34 % de repetitibilidade, e limites de deteccdo e quantificagdo

de 0,08 e 0,24 ug.mL"!, respectivamente®.

O método microbioldgico baseia-se na relagdo quantitativa entre o contetido de
folatos e o crescimento dos microrganismos a partir da medida da turbidez da solugao.
O crescimento dos microrganismos depende da quantidade de folatos presente na
amostra, sendo que este crescimento ¢ proporcional a turbidez do meio. Este método
que requer equipamentos de baixo custo determina a quantidade total de folatos e ¢
muito sensivel. Porém, pode ocorrer interferéncia de outros compostos presentes na
matriz que podem estimular ou inibir o crescimento dos microrganismos. Além disso,
pode ocorrer interferéncia de outros compostos que absorvem a 280 nm, tais como
proteinas e compostos fenélicos. Assim, ndo ¢ um método com grande exatiddo'®.

Outro método utilizado ¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com
deteccdo por fluorescéncia. Nesse método a molécula sofre derivatizagdo pré-coluna.
Pode ser utilizado um oxidante de cério (IV) tri-hidroxi-hidroperéxido de reator
empacotado para a oxidagdo. O método € baseado na clivagem oxidativa do acido folico
em produtos altamente fluorescentes, como 2-amino-4-hidroxipteridina, 6-
carboxaldeido e o 4cido 2-amino-4-hidroxipteridina-6-carboxilico?’. Essa técnica utiliza
comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 367 e 463 nm, respectivamente. O
método mostrou recuperacao de 99,31%, desvio-padrdo relativo de 1,7% e limite de

deteccdo de 0,07 ng.mL 20,

O método mais largamente utilizado para a determinagdo de acido folico e
folatos ¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos,
tanto para farinhas quanto para outros alimentos. Nesse método ja foi relatada a
separagdo dos folatos utilizando tanto colunas Cig quanto colunas Cszo, porém, a mais
amplamente utilizada ¢ a Cig. As curvas analiticas obtidas apresentam uma boa

linearidade, com R?>0,99'>. Além disso, foram alcancados baixos limites de detec¢do e
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quantificacdo, 0,06 e 0,18 ng.g™!, respectivamente’, assim como recuperagio de 90-104

%15
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais

4.1.1 Solventes e reagentes

A acetonitrila (grau HPLC) e o metanol (grau HPLC) foram adquiridos da J.T.
Baker. O écido formico e o hidroxido de sédio foram comprados, respectivamente, da
Merck e da Dinamica. O fosfato dissodico foi adquirido da Nuclear. Os filtros utilizados
para a filtracdo das fases méveis foram o acetato de celulose (Sartorius Stedim, 0,2 pum)
para a fase aquosa e o PTFE (Sartorius Stedim 0,45um) para a fase organica. O padrao
de 4cido folico foi adquirido da éxodo Cientifica (98,2% de pureza). O filtro utilizado
para as amostras foi de acetato de celulose (Sartorius Stedim, 0,2 pum). Todas as

solugdes foram preparadas com agua ultrapura produzida por um sistema Milli-Q.

4.1.2 Amostras

O método foi aplicado em 5 amostras de farinha de trigo do tipo 1 adquiridas em

um supermercado de Sdo Leopoldo - RS.

Uma amostra branco (sem adi¢@o de 4cido folico) foi doada pela empresa Tondo
S/A. As amostras foram acondicionadas nas suas embalagens originais até o momento

das analises.

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo do padrao de 4cido folico

Uma solugdo-estoque de 4cido folico (500 pg.mL™) foi preparada dissolvendo o

padrdo em uma solugo de hidroxido de sédio (0,1 mol.L™!, pH 12,7).
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4.2.2 Preparo da curva analitica de acido folico

A partir da solugdo-estoque (500 pg.mL™') foram preparadas 8 concentragdes de
4cido félico (0,125 a 3,00 ug.mL) através da dilui¢io em tampdo fosfato de sodio

dibasico (0,05 mol.L™!, pH 9,0).

4.2.3 Extrag¢do do dacido folico da farinha de trigo

A extracdo foi realizada adicionando 5 mL da solugdo tampao fosfato de sédio
dibasico (0,05 mol.L!, pH 9,0) a 0,5g de farinha de trigo em um tubo falcon. Essa
mistura foi submetida a agitacdo em vortex (Phoenix Luferco, Modelo AP56) por 5
min. O extrato obtido foi centrifugado a 3000 g por 15 min. O sobrenadante foi
recolhido, submetido a uma nova centrifugacdo a 13000 g por 5 min e filtrado em filtro

de acetato de celulose e injetado no HPLC-DAD.

4.2.4 Condicgbes cromatogréficas

A determinagdo de acido folico foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em um HPLC da marca Shimadzu equipado com um desgaseficador (DGU-
20A3Rr), duas bombas (LC-20AD), um injetor automatico (Shimadzu SIL-20A HT), um
forno de coluna (Shimadzu CTO-20A), um software (Shimadzu LC Solution Version
1.25 SP4) e um detector de arranjo de diodos (DAD) (Shimadzu SPD-M20A). O acido
folico foi separado em uma coluna C18 X-Bridge Shield RP18 (150mm x 4,6mm x
5um), antecedida por uma coluna de guarda Waters XBridge Shield RP18 5 um. A
temperatura da coluna foi mantida em 35 °C. A separagdo do acido folico foi realizada
utilizando um gradiente de eluicdo com acetonitrila (Fase moével B) e 4gua acidificada
com &cido formico (0,1%, pH 2,6) (Fase movel A). O gradiente foi iniciado com 8% de
Fase movel B e durante 10 min foi linearmente aumentado para 26%, que foi mantida
isocraticamente por 5 min. Apds esse tempo, a concentragdo de Fase movel B foi
aumentada linearmente durante 6 min para 50% e mantida isocraticamente por 9 min.
Posteriormente, a propor¢do de Fase movel B voltou para 8% dentro de 5 min. O fluxo
foi mantido em 0,7 mL.min! e o volume de injecdo foi de 20uL. O 4cido folico foi

monitorado no comprimento de onda de 280 nm.
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4.2.5 Quantificacdo

A quantificacao foi realizada utilizando uma curva analitica de acido folico
nas concentra¢des de 0.125 a 3.00 ug.mL"!. Para construir a curva analitca, os volumes
adequados de solucdo estoque foram diluidos na solu¢do tampao de fosfato de sodio
bibésico (0,05 mol.L'!, pH 9,0) para proporcionar as concentra¢des da curva. Para essa
determinagdo quantitativa foi realizada uma analise de regressao linear, sendo os valores
de x as concentragdes de acido folico e os valores de y as respectivas areas dos picos

cromatograficos.

4.2.6 Validacéo do Método

A validagdo do método foi realizada avaliando os seguintes parametros

analiticos: linearidade, limites de deteccdo e quantificagdo, recuperacao e repetibilidade.

A linearidade foi estimada pelo valor do R? obtido da analise de regressdo e o
critério de aceitagdo, segundo o Inmetro e a Anvisa estd descrito abaixo?*. Os valos de
limites de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados a partir da curva

analitica, de acordo com as equagdes abaixo:
Critério de aceitacdo Inmetro: R? =2 0,90

Critério de aceitacao Anvisa: R =2 0,99

S
LD = 33 X g Equagéo 1

S
LQ=10x g Equagdo 2

onde:
s = erro padrdo da curva analitica

S = coeficiente angular da curva analitica
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimentos iniciais

O desenvolvimento do método e sua validacdo apresentada nesse trabalho foi
baseada em um método existente!?, com algumas modifica¢des. A primeira modificagio
foi em relagdo ao acido utilizado para acidificar as fases mdveis, onde foi substituido o
acido acético pelo acido formico. As fases moveis foram inicialmente acidificadas com
1% de 4cido foérmico, porém, o pH da fase moével ficou muito baixo (pH 2,1). Um pH
nessa faixa pode acarretar a hidrolise da fase estacionaria da coluna cromatografica.
Assim, modificou-se 0 método para uma concentracdo de 0,1% de &cido formico, no

qual a fase movel apresentou um pH de 2,6.

Na sequéncia foram iniciados os experimentos para a constru¢do da curva
analitica seguindo exatamente o método descrito por Alaburda et al. (2008), onde a
curva analitica foi preparada em tampao fosfato pH 7,0. As curvas analiticas preparadas
com esse tampao fosfato pH 7,0 apresentaram grande variabilidade entre os dias.
Assim, surgiu a hipotese de que o acido folico estava sofrendo degradagdo ao longo do

experimento nessa condi¢ao de pH.

Para avaliar a hipdtese conduzimos um experimento para avaliar a estabilidade
do acido folico. A estabilidade foi avaliada em trés diferentes condigdes: (1) acido folico
dissolvido nas fases moveis (composi¢do inicial do gradiente), (2) tampao fosfato pH
7,0 e (3) tampdo fosfato de sodio bibasico (0,1 mol.L™!, pH 9,0). O experimento foi
conduzido através do monitoramento da absorbancia do 4cido f6lico a 280 nm durante 4
horas a temperatura ambiente (20+2 °C). No experimento foi avaliada a estabilidade de
trés concentracdes de acido folico (0,5 - 1,0 - 3,0 pg.mL™). Os resultados (Figuras 3, 4,
5 e Tabela 3) indicaram que o 4cido folico degrada significativamente em tampao
fosfato (pH 7,0), o que explica a grande variacdo entre os dias dos coeficientes
angulares das curvas analiticas obtidas inicialmente. Em contrapartida, os resultados
indicaram que o acido folico ¢ mais estavel em tampao fosfato pH 9.0. Assim, a partir
desse experimento as concentragdes da curva analitica e as amostras foram preparadas

utilizando também tampao fosfato pH 9.0.
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Figura 3: Estabilidade do 4cido folico (0,5 ng.mL™!) dissolvido em diferentes solugdes
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Figura 4: Estabilidade do 4cido félico (1,0 ng.mL™") dissolvido em diferentes solugdes
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Figura 5: Estabilidade do 4cido félico (3,0 pg.mL™) dissolvido em diferentes solugdes
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Tabela 3: Porcentagem de degradacdo em tampao fosfato pH 7.0, tampao
fosfato pH 9.0 e na fase mével de trés concentragdes da curva analitica
% de degradacio pH 7.0 pH 9.0 Fase movel
0,5ugmL! 58 2 17
1,0pgmL! 20 5 6
3,0ugmL! 10 6 4

5.2 Validagdo do método

5.2.1 Linearidade

A determinagdo da linearidade foi obtida a partir da constru¢do de trés curvas
analiticas independentes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de regressdo, da

qual foram obtidas a equagio da reta (y = ax + b), valor do R? e o valor do erro padrio.
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Figura 6: Curva analitica de &cido folico.
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O valor de R? obtido (Figura 6) confirma que o método possui boa linearidade

na faixa de concentracio de 0,125 a 3,00 pg.mL!. Os valores dos limites de detecgio e

quantificacdo foram de 0,04 e 0,11 pg.mL’!, respectivamente. Na Figura 7 ¢

apresentado um cromatograma caracteristico do padrao de acido folico.

Figura 7: Cromatograma obtido por HPLC-DAD do padrao de acido f6lico (3,0 pg.mL-
1).As condi¢des cromatograficas estdo descritas no texto
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5.2.2 Recuperacdo e repetibilidade

Com o objetivo de avaliar a exatiddo foram realizadas testes de recuperagdo na
amostra branco. Os resultados de recuperacdo foram utilizados para estimar a
repetibilidade do método. A primeira ndo foi bem sucedida. O limitante nessa etapa foi a
pequena massa de acido folico que tinhamos que medir para adicionar a farinha. Como
tinhamos 1 kg de amostra branco, era necessario adicionar 1,5 mg de padrao. Contudo,
essa medida em balanga analitica apresentou um grande erro analitico, sendo obtidos

valores de recuperacdo muito superiores a 100%.

Portanto, optou-se por uma adi¢dao de padrao em solugao (solugdo de 20 pg.mL"
1) diretamente na via de analise, em 3 replicatas de amostra branco. A recuperacio foi
realizada para a concentragio de 150 pg.100g™. Os resultados obtidos estdo descritos

abaixo na Tabela 4.

Tabela 4: Recuperacao e repetibilidade do método

Replicata Concentracéo de acido félico (ug.100g?)  Recuperacdo %
1 170 113
2 146 97
3 144 96
Média 153 102

Desvio-padrao

relativo (DPR) % ;

O parametro para uma boa recuperagdo, de acordo com o INMETRO para
concentragdes de ug.mL™, é valores na faixa de 80-120%, entdo é possivel afirmar que
se obteve bons resultados. A repetibilidade intra-dia do método foi estimada pela
avaliacdo dos resultados das trés replicatas de amostras branco que foram fortificadas.
Os resultados (Tabela 4) indicam que o método possui uma boa repetibilidade, com um

DPR menor do que 10%.

5.3 Aplicacao do método
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5.3.1 Farinhas de trigo

O método foi aplicado em 5 amostras de farinha de trigo. Na Figura 8 ¢

mostrada a separagdo do acido folico e na Tabela 5 os resultados encontrados.

Figura 8: Cromatograma obtido por HPLC-DAD do acido félico de uma amostra de

farinha de trigo. As condi¢des cromatograficas estdo descritas no texto.
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Tabela 5: Teor de 4cido folico em amostras comerciais de farinha de trigo

Média + desvio-padrao

Marca (ng-100g™)
1 189 £17
2 269 + 165
3 95+ 17
4 81 +£22
5 160 £ 29

27



Os resultados dos teores de acido folico nas amostras de farinha de trigo
analisadas mostraram que 40% das farinhas de trigo estdo com a concentra¢do abaixo
do minimo estabelecido pela legislacdo brasileira (150 pg.100g™). Essa menor
concentragdo de acido folico pode ter ocorrido devido a adi¢do proposital de menores
quantidades ou pode estar relacionado a falta de controle de qualidade na etapa de

fortificagdo da farinha de trigo na industria.

Em estudo com farinhas de trigo consumidas no Brasil foi encontrada uma
porcentagem similar (51%) de amostras de farinha de trigo com teores de acido folico

abaixo do minimo estabelecido pela legislacdo brasileira’.

Essa menor concentracdo de acido foélico encontrada em uma porcentagem
significativa de amostras de farinha de trigo tem como principal consequéncia a
disponibilizagdo de um produto com um menor valor nutricional em relagdo a essa
vitamina, comprometendo seriamente o objetivo da fortificagdo. Um estudo sobre a
importancia da correta fortificacdo foi realizado nos Estados Unidos, onde se verificou
que aproximadamente 20% da populagdo americana consome menos do que a metade
da ingestdo didria recomendada'?. J4 no Brasil, 15,2% da populacio brasileira apresenta
deficiéncia em 4cido folico??. Um maior estudo foi realizado sobre o aumento dessa
vitamina no organismo apdés um més de ingestdo de farinhas de trigo e milho
fortificadas e houve um aumento consideravel tanto para criangas, quanto para adultos,
de respectivamente 57% e 174%%2. O enriquecimento dos alimentos, inclusive das
farinhas, tem sido uma estratégia para aumentar os niveis de folatos, tendo a vantagem
de alcancar uma ampla parte da populacdo, sem a necessidade de mudancas nos habitos
alimentares®®, sendo uma forma mais eficaz devido ao baixo custo quando comparado

com mudancas nas dietas ou administracio de suplementos.

Depois do inicio da fortificagdo obrigatoria das farinhas, os niveis médios de
folato no soro sanguineo em mulheres ndo gravidas, mas em idade reprodutivel mais do
que dobraram. A fortificacdo tem sido responsavel pela redugdo de 16-78% de defeitos

do tubo neural'®.

5.3.2 Farinhas de milho
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Nao foi possivel aplicar o método validado as amostras de de farinha de milho.
Apenas uma amostra de farinha de milho foi testada, e a analise do cromatograma

obtido indicou uma co-elui¢cdo (Figura 9).

Figura 9: Cromatograma obtido por HPLC-DAD do acido f6lico de uma amostra de
farinha de milho. As condi¢des cromatograficas estdo descritas no texto.
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Uma possivel solucdo futura para a determinagdo de 4cido folico em farinha de
milho serd a utilizagcdo da técnica de extracdo em fase solida (SPE). A técnica SPE
apresenta diversas vantagens com relagdo ao método classico utilizado nesse trabalho,
tais como praticidade, melhor separacdo, maior sensibilidade, porém, tem algumas
limitacdes como a etapa de dessor¢do do analito aprisionado no cartucho de SPE que
requer, geralmente, o uso de solventes toxicos'’. Nao foi utilizada nesse trabalho devido
a falta da mesma no ICTA e a sua compra levaria mais tempo do que o disponivel para a

finalizagao desse projeto tecnoldgico.

5.4 Avaliacao de custos

Os custos foram avaliados considerando o desenvolvimento de uma curva
analitica com 8 pontos e a analise de uma amostra em triplicata. As cotacdes de precos

foram realizadas na distribuidora VWR, que dispde de vérias marcas como Merck e J. T.
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Baker, e também na Sigma-Aldrich. Os valores utilizados para a constru¢ao do prego

final sdo baseados no menor valor encontrado, conforme consta na Tabela 6.

Tabela 6: Avaliagdo de custos para o desenvolvimento do projeto tecnologico

Tamanho da Quantidade
Reagente embalagem Preco (R$) utilizada Custo (R$)
Acetonitrila (grau HPLC) 4L 815,4° 1,5L 305,8
Metanol (grau HPLC) 4L 138,02 2L 69,0
acido Férmico (98-100%) 1L 327,3° 3mL 0,98
Hidroxido de Sodio
1k 43,022 2
(pellets) g 3.0 g 0,086
Fosfato Dissodico Anidro 1kg 53,022 149 0,74
Padrao
acido Félico (>98%) 100g 1878,92 50mg 0,94
Materiais
Membrana Acetato de  Caixa cpm 100 120,0° sunid. 240
Celulose 0,22um unid.
M fil A i
embrana filtrante Acetato Caixa (:f)m 100 251 00¢ 12unid 3012
de Celulose 0,20um unid.
Memb Teflon (PTFE i
embrana Teflon ( ) Caixa cpm 100 490,0° Sunid. 9.80
0,22um unid.
Total (R$) 420,0
a. Sigma b. Distribuidora VWR c. Sartorius d. Unifil

Para calcular o valor final para a execucdo dessa andlise deve-se levar em conta
gastos como energia (HPLC-DAD, centrifuga, computador e vortex), assim como o
custo relativo de mao de obra e o prego das lampadas do detector que sdo caras e tém

limite de uso, conforme consta na Tabela 7. Em todos os valores sdo considerados os
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gastos por kWh dos equipamentos utilizados no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da UFRGS e considerando o valor em reais por kWh da AES SUL (1kWh =
R$ 1,00). Os valores de depreciagdo do aparelho ndo foram colocados nesse trabalho,

pois dependem de cada aparelho.

Tabela 7: Avalia¢ao de custos fixos

) Consumo Preco por hora Tempo Custo
Equipamento

(kwh) (R$) utilizado (R$)

HPLC-DAD 1,55 1,55 9h 14,0
Centrifuga 2 2,00 1h 2,0
Vortex 0,13 0,13 15min 0,03
Computador 0,25 0,25 9h 2,25
Lampada D2 (Deutério) 2,03 2,03 9h 18,3
Lampada W (Tungsténio) 0,11 0,11 9h 1,03
Mao-de-obra 26,19* 10h 261,9

Total (R$) 299,4

* Valor considerando a mao-de-obra de um funcionario técnico da Fundagao de Ciéncia
e Tecnologia (CIENTEC)

Entdo, o valor final para essa andlise, considerando a execu¢do da curva de

calibra¢do e uma amostra com trés replicatas, ¢ de R$ 719,40.

Na empresa prestadora de servico de analise o provavel célculo de custo para
essa analise originard um valor final bem inferior ao valor final apresentado. Na
empresa ¢ feito um célculo de gastos por amostra e mais um adicional pela curva, visto
que uma curva tem estabilidade maior do que um dia (testes sobre estabilidade da curva
ndo foram efetuados por falta de tempo) e podem ser realizadas mais de uma amostra
por dia. O valor adicional pela curva depende de cada local, conforme seus gastos e
quantidade de servigo, mas os outros valores podem ser estimados conforme consta

abaixo na Tabela 8.
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Tabela 8: Avaliacdo de custos para a analise de uma amostra em triplicata

Tamanho da Preco Quantidade  Custo
Reagente N
embalagem (R$) utilizada (R$)
Acetonitrila (grau HPLC) 4L 815,4° 25,3mL 5,16
Metanol (grau HPLC) 4L 138,02 40mL 1,38
Acido Formico (98-100%) 1L 327,3° 0,025mL 0,01
Hidroxido de Sodio (pellets) 1kg 43,022 29 0,09
Fosfato Dissodico Anidro 1kg 53,02% 0,429 0,02
Materiais
Membrana Acetato de Celulose Caixa com 100
) 120,0° lunid. 1,2
0,22um unid.
Membrana filtrante Acetato de Caixa com 100
_ 251,00¢ 3unid. 7,53
Celulose 0,20um unid.
Membrana Teflon (PTFE) Caixa com 100
] 490,0¢ lunid. 4,9
0,22um unid.
) Consumo Preco por Tempo Custo
Equipamento .
(kwh) hora (R$) utilizado (R$)
HPLC-DAD
1,55 1,55 2,25h 3,5
Centrifuga 2 2,00 15min 0,5
Vortex 0,13 0,13 15min 0,03
Computador 0,25 0,25 2,25h 2,25
Lampada D2 (Deutério) 2,03 2,03 2,25h 18,3
Lampada W (Tungsténio) 0,11 0,11 2,25h 1,03
Mao-de-obra 26,19* 3h 78,6
Total (R$) 124,4
a. Sigma b. Distribuidora VWR c. Sartorius d. Unifil

* Valor considerando a mao-de-obra de um funcionario técnico da Fundagao de Ciéncia
e Tecnologia (CIENTEC)
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Entdo, o valor da andlise se torna acessivel e barato, admitindo-se que o valor
final para uma amostra seja R$ 124,4, mais o percentual em cima da curva analitica,
enquanto apenas a curva o valor ¢ de R$ 595,00. Algumas empresas rotineiramente
calculam 10-20% sobre um custo “fixo” que ¢ distribuido entre diversas amostras,
visando ter um menor prego para o cliente e mesmo assim obter um lucro consideravel.
Para fins de um resultado mais sélido, considerando 10% sobre o custo da curva

analitica, a analise tem um valor de mercado de R$ 185,00.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido, com sucesso, um método analitico, por HPLC-
DAD, simples, barato e confidvel para a determinacao de acido félico em farinha de
trigo. Um total de 5 amostras de farinha de trigo comerciais foram analisadas, sendo que
uma porcentagem significativa apresentou teores de acido folica abaixo do estabelecido

pelo legislagao brasileira.

Nossos resultados sugerem que os oOrgdos de fiscalizacdo devem atuar de
maneira mais efetiva no monitoramento dos niveis de acido folico adicionados na
farinha de trigo, bem como as industrias devem adotar um controle de qualidade maior

na fortificagdo destes produtos.
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