AVALIACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS DE CLAE
NA DETERMINACAO DE ACIDO FOLICO EM LEITES ENRIQUECIDOS!

Rodrigo Ramos CATHARINO?*, Jesui Virgilio VISENTAINER®, Helena Teixeira GODOY?

RESUMO

A importancia que foi atribuida ao acido félico recentemente, em virtude de sua acao benéfica ao homem, tem aumentado o interesse dos
pesquisadores por esta vitamina. Consequientemente, aumentou a preocupacao dos analistas em desenvolver metodologias apropriadas
para a determinacao do acido folico (AF) em alimentos enriquecidos ou nao com esta vitamina e o controle do mesmo em alimentos
enriquecidos. Dentro desse panorama, o objetivo deste trabalho foi de avaliar algumas condigoes experimentais na determinacao e no
controle de acido folico, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em leites enriquecidos. Utilizando coluna de fase reversa (C,,),
foram testados 35 diferentes sistemas de eluigao isocratica e 11 por gradiente. Os perfis cromatograficos foram monitorados em quatro
diferentes comprimentos de onda. Foram realizados estudos sobre a estabilidade das solugoes-padrao de AF utilizadas na quantificacao.
Em relacao as etapas pré-cromatograficas, foram avaliadas 15 solugoes extratoras. Os procedimentos de extracao com solucoes alcali-
nas, pH acima de 7.0, forneceram os melhores resultados. As melhores condicoes de analise foram obtidas com eluicao por gradiente, a
vazao de 0,5mL/min, utilizando 10% de acetonitrila e 90% de fase aquosa tamponada (acido acético 0,166mol/L; hidroxido de potassio
0,01mol/L; pH 2,8) no inicio da corrida, fazendo um gradiente até oito minutos e meio (8,5min) chegando em 24% de acetonitrila e 76%
de fase aquosa tamponada, permanecendo esta concentracao até nove minutos (9min) de corrida. A deteccao do acido foélico foi feita na
regiao do ultra-violeta, a 290nm, em consequéncia da menor interferéncia dos constituintes da matriz. A quantificacao foi feita por
padronizacao externa, sendo que o padrao de acido félico, dissolvido em tampao fosfato (pH6,5) e mantido a 4°C, pode ser utilizado por
até 30 dias. Os limites de deteccao e quantificacao, determinados foram, respectivamente, 1,3ng/mL, 2,6ng/mL.

Palavras-chave: acido folico; cromatografia liquida de alta eficiéncia; metodologia.

SUMMARY

EVALUATION OF THE EXPERIMENTAL CONDITIONS OF HPLC IN THE DETERMINATION OF FOLIC ACID IN ENRICHED MILK. The
interest of researchers on this vitamin has increased because of the recent importance granted to folic acid, in view of its healthy action
towards man, and consequently the concern of analysts to develop appropriate methodologies for folic acid determination and control
in enriched or non-enriched foods. In this landscape, the objective of this research was to evaluate some experimental conditions in
the determination of folic acid (FA), by high performance liquid chromatography (HPLC), in enriched milks. Using a reverse—phase
column (C,,), 35 different sujstenis isocratic and 11gradient elution. Detection was at four different wavelengths. Studies were carried
out about the stability of the FA standard solutions employed in the quantification. In relations a pre-chromatographic step, were
available 15 solutions of extraction. The best results were obtained using an extraction procedure with alkaline solution, pH above of
7.0. The best conditions of analysis were obtained with gradient elution, flow rate of 0.5mL/min, using 10% acetronitrile plus 90%
buffer aqueous phase (acetic acid 0.166mol/L; potassium hydroxide 0.01mol/L; pH 2.8) in the beginning, changing to 24% acetonitrile
plus 76% buffer aqueous phase after 8.5minutes, remaining this conditions until nine minutes (9.0min) of run. Detection of folic acid
was obtained in the ultraviolet region, at 290nm, due to low presence of interfering substances from matrix. Quantification by means
of an external standard curve. The folic acid standard dissolved in phosphate buffer (pH 6.5), under refrigeration (4°C), can to be used
during 30 days. The limits of detection, quantification being respectively 1.3ng/mL; 2.6ng/mL.

Keywords: folic acid; high performance liquid chromatography; methodology.

1 - INTRODUCAO

O enriquecimento de alimentos com acido folico (AF)
tem sido incentivado na ultima década devido, princi-
palmente, a trabalhos que demonstraram uma possivel
relacao da vitamina com as doencas que acometem o
tubo neural do feto, isto €, as malformacdes congénitas,
que podem ser ocasionadas pela caréncia de acido félico
na alimentacao de gestantes [3, 7, 8, 9, 11, 17, 24]. Os
produtos escolhidos para o enriquecimento com acido
folico nos EUA sao principalmente os cereais matinais,
as farinhas e o macarrao, entre outros [2, 25]. No Brasil,
o processo de enriquecimento de alimentos com AF vem
incluindo uma ampla variedade de produtos, em espe-
cial os lacteos.
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A importancia de métodos analiticos apropriados que
garantam os niveis de enriquecimento nos produtos é
uma preocupacao, que deve ser encarada como fator
essencial para oferecer a populacao as quantidades esti-
puladas nos rotulos dos produtos para beneficio comum
de todos. Entretanto, a determinacao de acido folico apre-
senta muitos desafios, mesmo com a utilizacao de técni-
cas sofisticadas, como € o caso da cromatografia liquida
de alta eficiéncia, os quais incluem o melhoramento nos
procedimentos de extracao, limpeza e condi¢cbes croma-
tograficas mais simples.

Ha poucos trabalhos sobre o desenvolvimento de
metodologias para analise de AF em produtos alimenti-
cios [20, 21], a maioria das pesquisas foram conduzidas
para a determinacao de folatos [4, 12, 18, 19, 26, 28].
Geralmente no processo de extracao é feita uma hidrolise
alcalina, em virtude do aumento da estabilidade e solu-
bilidade do acido félico, para romper os complexos
protéicos, seguida de hidrélise enzimatica para conver-
ter os folatos poliglutamicos a forma monoglutamica [4,
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20, 21, 28]. A extracao, além de constituir uma das eta-
pas mais importantes na determinacao de acido félico
em alimentos, € também a maior fonte de erro na deter-
minacao da vitamina [15]. Precipitacao com acido triclo-
roacético e técnicas de extracao em fase solida, tem sido
utilizadas como procedimentos de limpeza dos extratos
para a determinacao de folatos [22].

As colunas cromatograficas mais utilizadas para a se-
paracao analitica de folatos sao as de fase reversa, embora
colunas de PLRSP (poliacrilamida estireno divinilbenzeno)
e com grupamento fenil também foram empregadas por
FINGLAS et al. [13] e LUCOCK et al. [19], respectivamente.
As fases moveis empregadas na determinacao de folatos
nao possuem grandes variacoes, sendo compostas basica-
mente de um modificador organico, metanol ou acetonitri-
la, e uma solucao aquosa tamponada [4, 12, 18, 19, 26,
28]. A adicao de par idnico a fase movel foi utilizada apenas
por DONG et al. [10] e OSSEYI et al. [20].

A deteccao do acido félico é realizada por absorcao
na regiao do ultra-violeta [15, 20], enquanto que para os
folatos, a preferéncia € utilizar a fluorescéncia [12, 14,
27, 28]. Alguns autores utilizaram esses dois detectores
em série para a determinacao simultanea de AF e folatos
[13, 16, 26, 27]. CATHARINO & GODOY [6] observaram
que para concentracoes baixas de acido folico (#20ug/
100g) € possivel a detecgao utilizando o detector de
fluorescéncia, porém nenhum sinal foi registrado com
concentracoes maiores.

A identificacao dos folatos, na maioria dos trabalhos
publicados foi feita apenas por comparacao com o tempo
de retencao dos padroes e por co-cromatografia [4, 12,
18, 19, 20,26 ,28]. KONINGS [16] utilizou para a identi-
ficacao os espectros de absorcao fornecidos pelo detector
de arranjo de diodos. A quantificacao foi feita por padro-
nizacao externa [4, 12, 16, 18, 19, 20, 26, 28].

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar
algumas etapas analiticas para a determinacao de acido
folico, por CLAE, em leites enriquecidos, visando conhecer
melhor o efeito de alguns parametros nessa determinacao.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

A amostra de leite em po enriquecida com acido folico
foi adquirida em supermercado da cidade de Campinas, SP.

O padrao de acido folico foi cedido pela M. CASSAB
Comeércio e Industria LTDA., Santo Amaro, SP, Brasil.
(SIGMA cod. F-7876, lote 40H321). Acetonitrila e metanol,
ambos grau cromatografico. Acido tricloroacético, fosfato
de potassio monobasico, acido acético glacial, acido
fosforico, grau de pureza analitico, foram adquiridos da
Merck, Brasil. Da Synty foram utilizados o acetato de sodio
e sodio fosfato dibasico anidro, grau de pureza analitico,
e da SIGMA Chemicals Co (USA) o fosfato de potassio
dibasico. A agua utilizada no preparo das fases méveis foi
purificada no sistema Milli-Q (MILLIPORE). As fases mo-
veis foram filtradas em filtros fluoropore (FHLP 04700
MILLIPORE), com poros de 0,45um de diametro. Foi utili-

zada uma coluna Microsorb ODS-2, Sum, 150X4,6mm
d.i.(Rainin Instrument Company), protegida por coluna
de guarda Bondesil, Sum, 10X4,6mm d.i. (Varian).

O equipamento utilizado foi um cromatografo a li-
quido HP (HEWELETT-PACKARD) modelo 1100, com
desgaseificador, bomba quaternaria, sistema de injecao
automatica (O a 100uL), detectores de UV-Visivel com
arranjo de diodos e de fluorescéncia. Todo o sistema é
controlado pelo programa HP-Chemstation, que também
gerencia o sistema de aquisicdo e tratamento de dados.

2.2 - Métodos

2.2.1 - Avaliacao da composicao da fase mével e
sistema de eluicao

A composicao da fase movel foi avaliada verificando-se
a influéncia da presenca de cada reagente, ou de varia-
coes nas concentracoes dos mesmos, em sistemas de
eluicao isocratica e por gradiente, sobre solucoes padrao
de AF e amostra de leite em po6 enriquecido. Os
modificadores organicos, metanol e acetonitrila, foram
testados em diferentes concentracdes, mantendo-se cons-
tantes os outros componentes da fase movel. A influén-
cia dos tampodes fosfato e acetato, como componentes da
fase movel, também foi avaliada, assim como a influén-
cia do pH. Neste caso, os valores foram ajustados com a
adicao de HCI (1mol/L) e KOH (1mol/L). A Tabela 1 re-
sume todas as fases moéveis e sistemas de eluicao utili-
zadas neste trabalho.

2.2.2 - Avaliacao dos processos de limpeza do ex-
trato e de extracao

Para a avaliacao dos procedimentos de clarificacao
do extrato, este foi preparado com 1,0g de leite em po
enriquecido e o AF extraido com 3mL de KOH (0,1mol/L)
em banho ultra-sénico por 10 minutos e, imediatamen-
te apos, foi submetido aos procedimentos de clarifica-
cao, apresentados a seguir. Os mesmos procedimentos
foram repetidos paralelamente com solucoes padrao de
acido folico.

(a) extrato + H,PO, (0,1mol/L) gsp 10mL
(b) extrato + etanol gsp 10mL

(c) extrato + acetonitrila gsp 10mL

(

d) extrato+ 3mL de H,PO, (O,1mol/L) + tampao fosfato
Na,HPO, (0,25mol/L)/KH,PO, (0,37mol/L) gsp 10mL

(e) extrato + 3mL de H,PO, (O,1mol/L) + 350uL de ac.
tricloroacético + tampéo fosfato Na,HPO, (0,25mol/
L)/KH,PO, (0,37mol/L) gsp 10mL

Apos os tratamentos, os extratos foram filtrados em
membrana durapore (HVLP, 01300, MILLIPORE), com
poros de 0,45um, e injetados no cromatografo, utilizan-
do as melhores condi¢oes obtidas no item 2.2.1.

A extracao foi realizada em duplicata, com 1,0g de
leite em po6 enriquecido. Todos os procedimentos foram
conduzidos a temperatura ambiente (27°-30°C). Em to-
das as situacoes foram utilizados 3mL de solucao extra-
tora, que permaneceram em contato com a amostra sem-
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pre por 10 minutos, com ou sem a utilizacao de banho
ultra-sonico.

TABELA 1. Composicao das fases moveis nos sistemas de eluicao
utilizados para a determinacao da acido félico em leite.

Sistema de Elui¢io Isocratico

Fase movel (viv) tr (min) te (min)
Agua - 30
Metanol - 30
Acetonitrila - 30
Agua/ Metanol 10:90 - 30
Agua/ Metanol 15:85 - 30
Agua/ Metanol 30:70 - 30
Agua/ Acetonitrila 10:90 - 30
Agua/ Acetonitrila 12:88 - 30
Agua/ Acetonitrila 20:80 - 30
Tampao fosfato - 30
Tampao acetato - 30
Tampao fosfato/ Metanol 90:10 20 30
Tampao fosfato/ Metanol 85:15 15 20
Tampao fosfato/ Metanol 75:25 8 15
Tampao fosfato/ Metanol 70:30 6 10
Tampao fosfato/ Metanol 65:35 5 10
Tampao fosfato/ Acetonitrila 95:5 15 20
Tampao fosfato/ Acetonitrila 90:10 8,5 15
Tampio fosfato/ Acetonitrila 88:12 75 15
Tampao fosfato/ Acetonitrila 85:15 74 15
Tampio fosfato/ Acetonitrila 80:20 35 10
Tampio fosfato/ Acetonitrila 78:22 34 10
Tampao fosfato/ Acetonitrila 76:24 2,5 10
Tampao acetato/ Metanol 90:10 204 30
Tampao acetato / Metanol 85:15 149 20
Tampao acetato / Metanol 75:25 8,1 15
Tampao acetato / Metanol 70:30 6,2 10
Tampao acetato / Metanol 65:35 4.8 10
Tampao acetato / Acetonitrila 95:5 15 20
Tampao acetato / Acetonitrila 90:10 84 15
Tampao acetato / Acetonitrila 88:12 7,7 15
Tampdo acetato / Acetonitrila 85:15 73 15
Tampdo acetato / Acetonitrila 80:20 32 5
Tampao acetato/ Acetonitrila 78:22 3,1 5
Tampao acetato / Acetonitrila 76:24 2,2 5

Sistema de Eluicdo por Gradiente

Tampio acetato / Acetonitrila (v/v) 1r (min) te (min)
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 4,5 55 6
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 5.5 5.8 6,5
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 7,5 73 8
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 8,5 83 9
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 9,0 84 9
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 10,5 8,7 11
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 115 8.9 12
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 12,0 9 12,5
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 150 9,1 15,5
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 16,0 93 16,5
Inicio 90:10 chegandoa 76:24 em 170 9,3 17,5

tr- tempo de retencao do acido félico; tc- tempo de corrida; — AF nao eluiu durante a
corrida.

Foram testados alguns solventes e varias solucoes,
desde agua até solucoes acidas e tampdes. A composi-
cao das solucoes é descrita em anexo aos resultados
apresentados (Tabela 2).

2.2.3 - Deteccao e identificacao

Os picos foram detectados, através de detector de ar-
ranjo de diodos (DAD), em quatro diferentes comprimen-
tos de onda, 280, 285, 290 e 295nm, bem como no detector
de fluorescéncia (excitacao a 280nm e 360nm de emis-
sao), ligado em série. A identificacao foi feita por compa-
racao dos tempos de retencao obtidos com padroes anali-
sados nas mesmas condicdes, por co-cromatografia e pe-
los espectros de absorcao obtidos nos dois detectores. O
grau de pureza do pico referente ao acido folico foi avalia-
do pelos espectros de pureza e pelo sistema de plotter,
fornecidos pelo programa HP-Chemistation.

2.2.4 - Avaliacao da estabilidade do padrao

A curva analitica de padronizacao externa foi cons-
truida com 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7mL e uma solucao padrao
contendo 100ug/100mL de acido folico. As aliquotas fo-
ram diluidas para 10mL com tampao fosfato Na,HPO,
(0,25mol/L)/KH,PO, (0,37mol/L). As solucdes foram fil-
tradas em membrana durapore (HVLP 01300 MILLIPORE)
e injetadas no cromatografo, utilizando as melhores con-
dicoes obtidas no item 2.2.1.

A estabilidade do padrao de AF foi avaliada varian-
do-se algumas condicdes tais como:

e substancia escolhida para dissolucao do padrao:
agua e tampao fosfato.

e exposicao a luz fria do laboratorio por 20, 30 e 60
minutos.

e exposicao a diferentes temperaturas de 25° a 70°C.

Apos os tratamentos as solucgdes foram imediatamen-
te injetadas no cromatografo, nas mesmas condicoes
utilizadas anteriormente.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - AValiacao dos parametros cromatograficos

3.1.1 - Fase movel e sistema de eluicdo

Fases moveis compostas apenas por agua, tampao
acetato (0,166mol/L) ou tampao fosfato (0,33mol/L) nao
foram suficientes para eluir o padrao de acido folico,
surgindo a necessidade da adicdo de um modificador
organico. A adigcao de acetonitrila (ACN) ou metanol
(MEOH) em agua pura nao apresentou nenhum efeito.
Ja a adicao desses modificadores, mesmo em concen-
tracoes baixas, nos dois tampodes estudados resultaram
na eluicao do AF. Porém, para uma eluicao mais rapida
necessitou-se de concentracoes maiores desses solven-
tes organicos (Figura 1), sendo que a acetonitrila provo-
cou maior influéncia na retencao da vitamina, por uni-
dade de concentracao na fase moével, do que o metanol.
A utilizacao de metanol, na fase movel, aumentou signi-
ficativamente o ruido da linha de base, portanto, foi dada
preferéncia a utilizacao de ACN.

0 10 20 30 o 10 20 30 a0
ACN% MEOHY%

FIGURA 1. Efeito da concentragao dos modificadores organicos
na retenc¢ao do acido félico. Coluna Microsorb, ODS-2, Spum
150X4,6mm. (1)Fase movel: acetonitrila, solucao tampao
acetato ou fosfato, pH 2,8, vazao de 0,5mL/min. (2)Fase
movel: metanol, solucao tampao acetato ou fosfato, pH 2,8,
vazao de 0,5SmL/min.
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Em consequiéncia da obtencao de resultados seme-
lhantes com a utilizacao de acetato ou fosfato, deu-se
preferéncia ao acetato em virtude da possibilidade de
cristalizacao do fosfato e, a degeneracao de coluna cau-
sada por este tampao.

Os mesmos testes foram feitos com amostras de lei-
te em po enriquecidas, e as melhores condicoes foram
obtidas com 10% de ACN em tampao acetato, que per-
mitiu a eluicdo do AF em aproximadamente 8,0 minu-
tos, a uma vazao de 0,5mL/min, entretanto sempre ha-
via a presenca de um co-eluente, que s6 pode ser visto
com o auxilo do sistema plotter da Chemistation-HP.

Foi observado o efeito do pH na retencao do acido
folico (Figura 2), nas melhores condicoes cromatografi-
cas até entdo estabelecidas. Maior retencao foi obtida
numa faixa de pH muito proxima ao valor do pK1 (3,1)
do acido félico.

Tempo de retengao

ON MO OXO®ON BN
1

FIGURA 2. Efeito da concentracao hidrogenionica na retencao
do acido f6lico. Coluna Microsorb, ODS-2, Spm, 150X4,6mm.
Fase movel: acetonitrila 10%, em solucao tampao acetato,
com vazao de 0,5mL/min.

O sistema de eluicao isocratico, mesmo com todas as
otimizacoes feitas em relacao a fase movel, nas amostras
de leites enriquecidos com AF nao se mostrou satisfatorio,
levando a estudos com sistemas de eluicoes por gradiente.

De todos os gradientes utilizados (Tabela 1), o me-
lhor sistema foi formado com 10% de acetonitrila e 90%
de fase aquosa tamponada (acido acético 0,166mol/L;
hidroxido de potassio 0,01mol/L; pH 2,8) no inicio da
corrida, chegando a oito minutos e meio (8,5min) com
24% de acetonitrila e 76% de fase aquosa tamponada,
permanecendo estas condi¢cdes até nove minutos (9min)
de corrida, quando as condicoes cromatograficas iniciais
eram retomadas. A baixa concentracao do modificador
organico no inicio da corrida, programado para um
aumento linear na concentracao de solventes, favoreceu
a boa resolucao da vitamina em relacdo a compostos
interferentes da matriz alimenticia, além de possibilitar
uma corrida mais rapida do que as existentes na litera-
tura. Apos varios ensaios, foi estabelecido o tempo de
S minutos para o re-equilibrio da coluna.

3.2 - Avaliacao dos procedimentos de limpeza do ex-
trato e de extracao

Em decorréncia das caracteristicas da matriz, os pro-
cedimentos de clarificacao do extrato foram conduzidos
com a finalidade da eliminacéo, principalmente, de pro-
teinas.

O emprego de acido fosforico 0,1mol/L resultou num
extrato demasiadamente sujo, ocasionando elevacao da
pressao e rapido entupimento da coluna. O mesmo ocor-
reu quando combinado o acido fosforico com uma solu-
gao concentrada de sais (0,25mol/L Na,HPO, + 0,37mol/
L KH,PO,). Etanol e acetonitrila, para a limpeza do ex-
trato, também nao foram satisfatorios.

A adicao de acido tricloroacético concentrado a mis-
tura de acido fosforico e solucdo salina apresentou-se
como uma medida pratica e eficiente de clarificacao do
extrato.

Em virtude de se trabalhar com produtos enriqueci-
dos, a hidrélise enzimatica, empregada na grande maio-
ria dos trabalhos da literatura, se mostrou desnecessa-
ria, ja que nos produtos analisados neste trabalho a vi-
tamina se encontra na forma monoglutamica livre. Mui-
tas vezes, como resultado da hidrolise da matriz alimen-
ticia, ha a liberacao de mais interferentes que dificultam
tanto a analise qualitativa como quantitativa [1].

Avaliou-se a influéncia do banho ultra-sénico na
extracao do acido folico em leite em p6 enriquecido em
comparacgao a simples agitagdao mecanica (Tabela 2). As
taxas de recuperacao foram signitivamente maiores com
a utilizacao do banho ultra-sénico por 10 minutos, com
todas as solucdes extratoras. O prolongamento do tem-
po de extracao, com o uso do ultra-som, promoveu a
reducao nos teores de acido folico.

TABELA 2. Comparacao das taxas de recuperacao do acido folico
obtidas com diferentes solucoes extratoras, sem e como o
uso de ultra-som, em leite em p6 enriquecido (250ug/ 100g).

recuperacio (%)**
sem ultra-som com ultra-som

Solucdes extratoras®

Agua 26x1a 552 b
Metanol 21+2a 52+1b
Acetonitrila 23+2a 52+1b
Tampao fosfato (0,03 mol/L) pH2,5 15+2a 45+2 b
Tampio fosfato (0,03 mol/L) pHS 35+1la 60x1 b
Tampao fosfato (0,03mol/L) pH6,5 43+l a 85,1+0,8 b
Tampio fosfato (0,03mol/L) pH7 Slxla 87,5+0,7b
K,HPO, (0,03mol/L) pHS8 88,8+0,8 a 98,5+0,1 b
KOH (0, Imol/L) 88,307 a 99+0,5 b
Tampao acetato (0,1mol/L) pH2,5 20+l a 50+1 b
Tampao acetato (0,Imol/L) pHS 25+l a 65+1 b
Tampao acetato (0,1mol/L) pH6,5 47+1 a 87,6+0,7 b
Tampao acetato (0,1mol/L) pH7 52+2a 90,6+0,6 b
KOH (0,1 mol/L)+ Acetonitrila (3:1) 85,3+0,7 a 98,5+0,6 b
KOH (0,1mol/L)+ Metanol (3:1) 852+0.8a 98,4+0,6b

*Todas solugdes ficaram em contato com a amostra por 10minutos, sem e com banho
ultra-sonico; **média e estimativa de desvio padrao de determinacgoes em duplicata;
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa ao nivel de 95%

As menores taxas de recuperacao com o uso do ultra-
som (45 a 65%) foram obtidas em meio acido ou com a
utilizacao de solventes puros. Tais condicoes promove-
ram a degradacao do AF e/ou a extragao parcial do mes-
mo. Em solucdes com pH acima de 6,5, a porcentagem
de recuperacao chegou a 98,5% e 98,7% com as solu-
¢oes de K,PO, (0,03mol/L) e KOH (0,1mol/L), respecti-
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vamente. A adicdo de acetonitrila ou metanol, na pro-
porcao 1:3, na solucao de KOH (0,1 mol/L) também pos-
sibilitou as mesmas altas taxas de recuperagao (98,5%).

3.3 - Avaliacao dos procedimentos de deteccao e iden-
tificacao

Embora na literatura exista um consenso em utili-
zar 280nm (A max) para a detecgao do acido félico [5, 20,
23, 29] foram avaliados neste trabalho, quatro diferen-
tes comprimentos de onda, 280, 285, 290 e 295nm.
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FIGURA 3. Perfis cromatograficos de extrato de leite em p6 en-
riquecido com acido félico (AF), monitorados a diferentes
comprimentos de onda: (A) 280nm: (B) 285nm; (C) 290nm;
(D) 295nm. Coluna Microsorb, ODS-2, Sum, 150X4,6mm.
Fase movel: 10% de acetonitrila e 90% de tampao acetato
(0166mol/L)no inicio da corrida, chegando em 8,5 minutos
a 76% de tampao acetato (0166mol/L) e 24% de acetonitrila
(v/v), mantendo-se nessas condigoes até 9,0 minutos. Va-
zao de 0,5mL/minuto.

Utilizando o comprimento de onda de 280nm, obser-
vou-se que o pico referente ao acido folico, nas amostras
de leite em po, se posiciona exatamente na cauda de um

interferente (Figura 3A). Porém, em comprimentos de
onda acima de 280nm ha uma menor absorc¢ao dos com-
postos do extrato, com o desaparacimento da cauda desse
interferente, sem contudo prejudicar a quantificacao do
AF (Figuras 3B, 3Ce 3D). Obteve-se cromatogramas mais
limpos, e como nao houve diferenca significativa nas
areas do pico do AF a 285, 290 e 295nm, foi estabelecida
a detecgao a 290nm, ja que a 295nm a area do pico foi
menor.

RUGGERI et al. [22] e VATHERISTO et al. [27] tam-
bém estabeleceram o comprimento de onda para leitura
de folatos a 290nm para amostras de cereais, salame,
grao-de-bico e feijao, provavelmente pela forte interfe-
réncia de matriz alimenticia.

Nos trabalhos encontrados na literatura os autores
s6 apresentam a deteccao por fluorescéncia para folatos,
no entanto, quando se preparou uma solucado de AF
(100ug/mL) obteve-se através de um fluorimetro o es-
pectro de fluorescéncia, e portanto foi utilizada também
essa propriedade para confirmacao da identidade do AF,
além do tempo de retencao e do espectro obtido no DAD.
Foram estabelecidos os comprimentos de excitacao e
emissao a 280nm e 360nm, respectivamente, no detector
de fluorescéncia (FLD). Entretanto, quando no extrato
da amostra a concentracao de AF era superior a 20ug/
mL, perdia-se o sinal do FLD.

3.4 - Avaliacao da estabilidade do padrao

Depois de estabelecida a faixa de linearidade entre a
area do pico e a concentracao, através de padronizacao
externa, o calculo da concentracao do AF presente nas
amostras foi feito injetando-se todos os dias um dos pon-
tos da curva. Portanto, para esse procedimento tornou-
se indispensavel a avaliacdo da estabilidade da solucao
padrao de AF. Foram realizados testes de estabilidade
frente as condicdes de temperatura, luz e solvente ao
qual o padrao foi dissolvido.

As duas variaveis, temperatura e luz, nao tiveram ne-
nhum efeito negativo sobre a concentracao do acido
folico.O fator que mais influenciou na estabilidade do
padrao foi o solvente. Mantidas a temperatura de geladei-
ra (4°C), solucgoes padrao de AF em tampao fosfato (pH
6,5) apresentaram uma estabilidade de 30 dias, enquan-
to que em agua (pH 7,0) foi de apenas 1 dia (Figura 4).
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Linha —e—e: Padrao de AF em agua; Linha —s—s: Padrao de AF em tampao fosfato.

FIGURA 4. Estabilidade do padrao de AF em diferentes solugoes.
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4 - CONCLUSOES

e A extracao com solugao alcalina (KOH 0,1mol/L),
com vibracao ultra-sonica por 10 minutos, apre-
sentou-se como uma alternativa adequada na de-
terminacao de acido félico em leite em po6 enrique-
cido, assim como o acido tricloroacético se mos-
trou eficiente na etapa de limpeza do extrato.

¢ A eluicao por sistema gradiente foi necessaria para
separar o acido folico de um co-eluente presente
no leite em po, e assim tornou mais rapida a ana-
lise.

¢ O sistema de deteccao recomendado é através do
detector de ultra-violeta a 290nm, para leites enri-
quecidos, devido a diminuicao da interferéncia de
outros constituintes da amostra.

¢ O padrao de acido folico se manteve estavel por
30 dias em solucao de tampao fosfato (pH 6,5) a
temperatura de refrigeracao (4°C). No entanto su-
gere-se um estudo multivariado mais abrangente
sobre a estabilidade do padrao de acido félico.

¢ Alteracoes no pH e nas concentracdes de acetoni-
trila ou metanol constituem as variacdes de pri-
meira escolha na composicao da fase movel, para

determinacéao do AF em outros produtos.
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