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SENA, Cristiane da Silva. Estabilidade fisico-quimica de acido félico em farinha
de milho fortificada. 2006. 104f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2006.

RESUMO

O acido pteroilglutamico, também chamado acido félico, € uma vitamina que faz
parte do grupo das vitaminas do complexo B. Estudos demonstram que mulheres
que tomam suplemento de acido félico no periodo periconcepcional e durante o
primeiro trimestre, podem reduzir o risco de ter uma crianga com defeito no tubo
neural em cerca de até 75%. Em 2004, a ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria tornou obrigatéria a adicdo de acido folico e ferro em todas as farinhas de
milho e de trigo produzidas no Brasil, com o propésito de fornecer uma ingestao
adequada na dieta de mulheres em idade fértil. O objetivo deste trabalho foi estudar
a estabilidade fisico-quimica do acido félico em farinha de milho durante o periodo
de estocagem. O estudo das amostras foi realizado durante 4 meses nas seguintes
amostras: 1) farinha de milho enriquecida com acido fdlico e ferro reduzido, 2)
farinha de milho enriquecida com acido folico e fumarato ferroso, 3) farinha de milho
enriquecida com acido félico e sulfato ferroso e 4) farinha de milho enriquecida com
acido folico. As amostras foram divididas em duas camaras de estocagem com
temperatura controlada, uma a 25°C e outra a 35°C. O acido félico foi analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, usando coluna de fase reversa C-18, tamp&o
acetato (pH 2,8) e acetonitrila para fase mével, com tempo de corrida de 26 minutos
e fluxo de 0,8mL/minuto. Aplicando a analise de regressao linear, foi observado que
durante o periodo de armazenamento, a concentracao de acido félico ndo diminuiu
de maneira significativa (p<0,05), quando na presenca de ferro ou quando usado
isoladamente.

Palavras Chave: Acido folico. Vitamina M. Estabilidade fisico-quimica. Estabilidade
a longo prazo. Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Farinha de milho.



SENA, Cristiane da Silva. Physical and chemical stability of folic acid in fortified
maize flour. 2006. 104f. Dissertation (Master’s Degree in Food Science) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2006.

ABSTRACT

The pteroylglutamic acid, also called folic acid or folate, is one water-soluble B
vitamins. Studies have found that women who take folic acid supplements before
conception and during the first trimester, may reduce their risk of having children with
neural tube defects by 75%. In 2004, the ANVISA, the Brazilian Health Surveillance
Agency obligated the addition of iron and folic acid in all maize and wheat flour
produced in Brazil, aiming at an adequate nutrient supply in the diet of women in
fertile age. The objective of this work was to study the folic acid physical and
chemical stability in fortified maize flour during storage period. The following studied
samples were taken during 4 months: 1) maize flour fortified with folic acid and
reduced iron, 2) maize flour fortified with folic acid and ferrous fumarate, 3) maize
flour fortified with folic acid and ferrous sulphate and 4) maize flour fortified with folic
acid. The samples had been divided in 2 storage chambers with controlled
temperature, at 25°C and at 35°C. The folic acid was analyzed by high performance
liquid chromatographic, using a C-18 reversed phase column, acetate buffer (pH 2,8)
and acetonitrile for the mobile phase, running 26 minutes at flow rate 0,8 mL/min.
Applying the analysis of linear regression it was observed that during storage period
time, the concentration of folic acid did not decrease in a significant (p< 0, 05) way,
even in the presence of all iron formulas.

Keywords: Folic acid. Vitamin M. Physical and chemical stability. Stability during
storage period. High performance liquid chromatographic. Maize flour.
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| INTRODUCAO

A resolugéo n° 344 de 13 de dezembro de 2002 tornou obrigatéria a
fortificacdo de farinhas de milho e de trigo com acido félico e ferro, tendo como um
dos objetivos combater defeitos na formagdo do tubo neural, que é um tipo de
malformagao congénita.

A prevencao de malformagdes congénitas, salvo algumas excegoes,
dificilmente pode ser feita. Isto se deve em grande parte a falta de compreenséao
sobre a causa definitiva que leva a estes efeitos. Contudo, esforgos vém sendo
realizados para que as lacunas existentes a respeito de como ocorrem esses
processos sejam compreendidas.

Seguindo este propésito, tém sido realizadas pesquisas que tem
como ponto de partida a relagdo entre a alimentagdo materna e a prevencado da
ocorréncia de malformagdes congénitas. Pesquisas tém estudado o uso de folato
periconcepcional para evitar a ocorréncia, e recorréncia, de defeitos no tubo neural
(DTN).

Sao conhecidos como defeitos no tubo neural malformacdes
congénitas resultantes de falhas no fechamento do tubo neural embrionario. Sérias
consequéncias podem ocorrer devido a esse tipo de malformagdo como a
anencefalia (que é a auséncia de cérebro) e espinha bifida (protusdao de tecido
neural através da abertura em arcos vertebrais que n&o se fundiram) (PARFIT,
1999).

Estudos demonstraram que a suplementagdo com acido félico no
periodo periconcepcional apresentou eficacia na prevengdao da ocorréncia de
defeitos no tubo neural, e que também reduziu em até 75% o risco de recorréncia de
espinha bifida e anencefalia no caso de familias que ja tinham uma crianga afetada
por um destes defeitos (JORDE, 2004).

As fortes evidéncias da relagdo entre a ingestao de acido folico e a
reducdo de DTN, levaram a recomendacédo de que mulheres em idade fértil devem
ingerir 0,4mg/dia de acido félico (JORDE, 2004; AMAYA-FARFAN, DOMENE,
PADOVANI, 2001; NEUHOUSER, BERESFORD, 2001). Recomendagdes como

estas levaram a implantagcdao de programas de fortificacdo de alimentos com acido
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félico. Nos Estados Unidos, desde janeiro de 1998, o Food and Drug Administration
determinou que farinhas e produtos a base de cereais deveriam ser fortificados com
acido félico na quantidade de 140ug/100g de produto.

O Brasil também aderiu a esse procedimento com a publicagcdo da
resolugcdo  n° 344 que torna obrigatoria a fortificagdo de farinha de milho e de trigo
com acido félico e ferro. Estes produtos devem ser fortificados com 150ug de acido
félico e 4,2mg de ferro para cada 100g de produto final. Este procedimento se tornou
obrigatério desde junho de 2004 (BRASIL, 2002). Esta resolugdo também determina
que as empresas fabricantes destes produtos devem garantir a estabilidade do acido
folico nas farinhas durante o prazo de validade das mesmas (BRASIL, 2002). No
entanto chega-se a um impasse, pois: 1) existem dados confirmados pela
comunidade cientifica de que o acido félico tem agao preventiva na ocorréncia e
recorréncia de DTN; 2) o enriquecimento é realizado em produtos alimenticios a fim
de suprir a ingestdo adequada de acido folico para mulheres em idade reprodutiva;
3) porém sdo necessarias informagdes que comprovem que esta vitamina ndo é
degradada durante o periodo de armazenamento destes produtos.

Este estudo foi realizado tendo em vista a necessidade de dados
sobre a estabilidade do acido folico adicionado em farinha de milho, considerando-se
as condi¢cdes em que o produto € armazenado.

Por obrigatoriedade da resolugéo n°344, as farinhas de milho e de
trigo também devem ser fortificadas com ferro, e este mineral pode ser usado em
diferentes formas quimicas para realizar a fortificagdo (sulfato ferroso, fumarato
ferroso e ferro reduzido). Considerando que o ferro pode atuar como catalisador de
reagdes que levam a degradacao de folatos (FENNEMA, 1996), neste estudo foram
analisadas amostras de farinha de milho fortificadas com acido félico e ferro em trés
diferentes formas quimicas: sulfato ferroso, fumarato ferroso e ferro reduzido, para
verificar se o acido félico teria maior tendéncia a degradagdo quando combinado ao
ferro em alguma apresentagao especifica, e verificar se alguma destas formas
quimicas do mineral teria influéncia na estabilidade da vitamina, sendo responsavel
por degradacao significativa.

O objetivo deste trabalho foi estudar a estabilidade fisico-quimica do
acido folico em farinha de milho fortificada durante o periodo de armazenamento do

produto.
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Il REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 IMPORTANCIA DA ALIMENTACAO PARA NUTRICAO HUMANA

Para o ser humano, a alimentagao é a fonte da qual ele obtém cerca
de quarenta nutrientes necessarios a sua saude. No entanto, nem sempre a nutricao
adequada é obtida por meio da alimentagdo, o que pode ser devido a escolha de
uma alimentagao inadequada ou porque o individuo ndo tem acesso aos alimentos
necessarios a sua boa nutrigéo.

Dentre as caréncias nutricionais causadas por uma alimentacao
inadequada, a caréncia de micronutrientes (vitaminas e minerais) € a mais comum e
preocupante. Segundo relatério realizado pela UNICEF, cerca de um tergo da
populagdo mundial é afetada pela caréncia de vitaminas e minerais (UNICEF, 2006).
Isso leva a consequéncias como: defeitos congénitos, desenvolvimento intelectual
prejudicado em criangas, comprometimento do sistema imune, diminuigdo da
produtividade em adultos e prejuizos na capacidade fisica e mental em adultos.

Em relacdo aos minerais, a caréncia de ferro € a que apresenta
maior prevaléncia, e entre as vitaminas merecem destaque os prejuizos causados
pela deficiéncia de vitamina A e de acido fdlico.

Entre as medidas que podem ser adotadas para combater a

deficiéncia de vitaminas e minerais estdo (UNICEF, 2006):

¢ Educacédo: informar a populagdo sobre os alimentos que sao fontes
naturais dos nutrientes necessarios;

¢ Suplementagao: que pode ser feita através de comprimidos, capsulas e
xaropes;

¢ Controle de doencas: manter o controle sobre doengas que podem
prejudicar a absorcdo e manutengdo de vitaminas e minerais no
organismo;

¢ Fortificacdo alimentar: adicionar vitaminas e minerais em alimentos
amplamente consumidos pela populagdo (sal, agucar, farinha, 6leo de

cozinha ou margarina).
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1.1 IMPORTANCIA DAS VITAMINAS NA SAUDE HUMANA

As vitaminas sao consideradas substancias que sao essenciais para
o crescimento, desenvolvimento e manutengao da saude e que normalmente sao
obtidas pela ingestdo de alimentos que as contém, pois ndo sao sintetizadas pelo
organismo (BRASIL, 1998).

O termo vitaminas designa substancias orgénicas com amplas
variedades de estrutura e fungéo. Elas podem ser divididas em dois grupos basicos:
hidrossoluveis e lipossoluveis. Algumas vitaminas quando consumidas estdo em
uma forma néo ativa e precisam, apds serem ingeridas, passar por um processo de
ativacao in vivo, que Ihes confere atividade biologica (SILVA, 1998).

No organismo as vitaminas lipossoluveis podem ser armazenadas
em quantidades macicas e isso aumenta consideravelmente sua toxicidade, o que
nao acontece com vitaminas hidrossoluveis, pois s6 podem ser armazenadas em
quantidades bem menores e limitadas (GOODMAN & GILMAN, 2003).

A fim de orientar o consumo destas substancias sdo estabelecidas
quantidades de referéncia para o consumo diario, que tem como objetivo direcionar
a sua ingestdo de forma adequada. Estas quantidades estimadas servem para
avaliar e planejar dietas para pessoas sadias e seguem as seguintes defini¢gdes
segundo a Food and Nutrition Board da US National Academy of Sciences (AMAYA-
FARFAN, DOMENE, PADOVANI, 2001):

¢ RDA (Recommended Dietary Allowance, ou “Recomendacdes de Doses
ou Cotas Alimentares”): nivel de consumo alimentar de cada nutriente,
suficiente para satisfazer os requerimentos de quase todo individuo
saudavel (entre 97 e 98%), compreendido em um determinado grupo, por
género e estagio de vida (significa a recomendagdo mais apurada a qual
se possa chegar).

¢ Al (Adequate Intake ou “Ingestdo adequada”): valor de consumo
recomendavel , baseado em levantamentos, determinagdes ou
aproximacdes de dados experimentais, ou estimativa de ingestdo de
nutrientes para grupo(s) de pessoas sadias, e que se considera adequado.

E usado quando a RDA nao pode ser determinada.
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¢ UL (Tolerable Upper Intake Level ou “Limite de Ingestdo Maxima
Toleravel): o mais alto nivel de ingestdo de um nutriente que ndo causara
efeitos adversos a saude da maioria das pessoas. Acima do UL o risco de
efeitos adversos aumenta sensivelmente.

¢ EAR (Estimated Average Requirement ou “Estimativa do Requerimento
Médio”): valor (mediana) para garantir o requerimento de 50% dos

individuos sadios compreendidos em um determinado estagio de vida.

Os individuos que tém ingestdo inferior a RDA nao terdo
necessariamente manifestagdes devido a deficiéncia a curto prazo, porém a longo
prazo aumentam as possibilidades de desenvolvimento de doengas causadas por
uma ingestao insuficiente, a medida que essa dose nao seja suprida (GOODMAN &
GILMAN, 2003).

A deficiéncia de vitamina pode ser causada por:

e Ingestdo inadequada (devido a dietas excéntricas);

e Anorexia ou dietas para emagrecimento;

e Ma absorg¢ao devido a patologias no trato gastrointestinal;

e Erros inatos do metabolismo;

e Aumento das necessidades teciduais, o que ocorre em mulheres
gestantes e lactantes, em que a necessidade de ingestdo de acido fdlico,

por exemplo, chega a aumentar 50%;

Entre as estratégias que podem ser usadas para aumentar a
ingestdao de vitaminas, a fortificagcdo de alimentos amplamente consumidos pela
populacdo tem se mostrado promissora, pois além de alcancar grande parte da
populagao tem também a vantagem de n&o precisar modificar os habitos alimentares
(ZANCUL, 2004).
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2 FORTIFICACAO DE ALIMENTOS

O conceito de fortificar alimentos com micronutrientes para combater
a deficiéncia dos mesmos, foi desenvolvido no inicio do século XX.

No Brasil esse procedimento ja vem sendo realizado ha algumas
décadas, como € o caso do sal enriquecido com iodo, que teve sucesso no combate
ao bécio (MOINHOS VERA CRUZ, 2006).

Segundo a legislagdo brasileira € permitido o enriquecimento de
alimentos com os seguintes tipos de nutrientes: minerais, vitaminas e aminoacidos.
Cada grupo obedecendo a composicdo e requisitos minimos para uso em
fortificagao.

As vitaminas e os minerais sdo os micronutrientes mais usados para
o enriquecimento de alimentos (CARVALHO, 1994), e o nivel em que podem ser
adicionados tem como referéncia de valores as RDA.

Para que um alimento seja considerado rico em vitaminas ou
minerais, ele deve fornecer 15% da RDA no caso de alimento liquido e 30% da RDA
quando o alimento for sélido (BRASIL, 1998).

A biodisponibilidade dos nutrientes adicionados é um fator que
também deve ser considerado para alimentos fortificados. Trata-se do
aproveitamento do nutriente especifico contido no alimento, tomando como
referéncia o conteudo total. No caso da adicdo de minerais, € importante ressaltar
que os dados referentes a biodisponibilidade de um sal ndo podem ser extrapolados
para outro. Como exemplo temos o caso do ferro, que quando usado na forma de
sulfato ferroso tem um valor biolégico muito superior ao do ferro reduzido (RUSIG,
1994). Além disso € necessario atentar para outros requisitos das fontes de minerais
usados para fortificagdo como: pureza, reatividade especifica, cor, custo, teor do
mineral presente no composto, solubilidade em agua ou em algum outro meio de
interesse, sabor e odor. Essas caracteristicas podem orientar a tecnologia de
fortificacdo e ajudar a garantir um alimento com os niveis adequados do nutriente
adicionado (CARVALHO, 1994; RUSIG, 1994).

O mesmo também pode ser estendido para a fortificagdo com
vitaminas, que devem ter sua estabilidade garantida observando-se fatores como

sensibilidade a fatores fisicos (luz, temperatura, umidade), fatores quimicos
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(reatividade especifica, pH, estado de oxidagao), pureza e solubilidade (RUSIG,
1994).

Para facilitar o processo industrial de adigdo de micronutrientes em
alimentos, eles sdo misturados a uma substancia inerte. Esse veiculo inerte também
precisa atender a determinadas condigdes, como: nao alterar as caracteristicas
organolépticas do produto final (cor, sabor ou aroma), ser quimicamente estavel, ndo
ser higroscoépico, ser encontrado com facilidade no mercado e ser resistente a
contaminagao microbiana (CARVALHO, 1994).

Para que um determinado alimento seja escolhido para servir a

fortificacao, ele deve atender a algumas caracteristicas:

e Ser consumido regularmente pela populagao (incluindo idosos e criancas);

e A quantidade consumida ndao deve variar muito no dia-a-dia, nem de
pessoa para pessoa;

e O produto deve apresentar um processo de fabricagao regular;

e O nutriente adicionado deve ser compativel com o alimento ao qual é
adicionado, n&o alterando suas caracteristicas fisicas como sabor e
aroma;

e O processamento e estocagem do alimento ndo deve induzir a perdas

consideraveis do nutriente adicionado.

2.1 FORTIFICACAO DE CEREAIS

Desde tempos antigos os cereais sempre tiveram importante
participacdo na alimentagdo humana. Isto se deve a fatores como a facilidade de
conservagao (bastando para isso conserva-los da umidade), variedade e
produtividade. Além de serem alimentos de facil industrializacdo, o que faz com que
sejam, em geral, alimentos de baixo custo (SALINAS, 2002). Razées como estas
fazem com que os cereais sejam amplamente consumidos pela populagao e por isso
facilmente tornam-se opg¢do de escolha para serem usados em programas de

fortificagao.
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A comprovagao de que defeitos do tubo neural poderiam ser
prevenidos pela suplementagao da dieta materna com acido félico, levou a adogao
de medidas que visam a diminuicdo deste defeito congénito por meio da fortificagéo
de alimentos.

Desde 1998 foi adotada a fortificagao de produtos a base de cereais
nos EUA, no nivel de 140ug de acido folico para cada 100g de produto
(NEUHOUSER; BERESFORD, 2001).

No Brasil um procedimento semelhante também foi adotado a partir
da resolugdgo RDC n ° 344 de dezembro de 2002, que tornou obrigatoria a
fortificacado de farinha de milho e de trigo com &acido félico e ferro. A proposta inicial
tratava do enriquecimento de farinha com ferro, com o objetivo de combater a
anemia ferropriva que, segundo estimativa do Ministério da Saude atinge cerca de
45% das criangas até cinco anos de idade (aproximadamente 10 milhdes de
individuos) (UNICEF, 2006; BRASIL 2002). Durante o desenvolvimento desta
proposta a AACD (Associacao de Assisténcia a Crianga Defeituosa) enviou sugestao
a ANVISA para também incluir na legislagao a obrigatoriedade do enriquecimento da
farinha com acido félico, devido a sua acdo comprovada na diminuicdo da ocorréncia
de defeitos do tubo neural, que no Brasil afetam cerca de 3 em cada 1000
nascimentos (OTTO; OTTO; PESSOA 2004).

A fortificagdo de farinha de milho e trigo com &acido folico tem o
objetivo de alcangar o maior numero possivel de mulheres em idade fértil, e esta
proposta é importante a partir do momento em que se sabe que muitas gestacgdes
nao sao planejadas, e que a formagao do tubo neural no embrido ocorre cerca de
22-28 dias apos a concepgao, periodo em que grande parte das mulheres ainda nao
sabe que esta gravida (JORDE, 2004). A fortificagdo estaria assim, fornecendo um
aumento na ingestdo de acido félico no periodo critico para a formagédo do tubo

neural.
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3 ACIDO FOLICO

O nome acido félico foi sugerido por Mitchell e colaboradores em
1941 (félico = folium, do latim, que significa folha), apds isola-lo de vegetais folhosos
(GOODMAN & GILMAN, 2003; RANG, DALE & RITTER, 1997).

Trata-se de uma vitamina hidrossoluvel e o termo designa a
molécula formada por um anel de pteridina ligado ao acido p-aminobenzdico, que

esta unido a um ou mais residuos de acido glutdmico, de acordo com a figura I1.1.

1 8
HN N N
N ° © C
N / 9 10 ||
TN N —C— N CH
OH

H CH

C
o~ “OH*
Pteridina Acido - .
p-aminobenzdico Acido glutamico

* Representa residuos adicionais de glutamato que podem estar presentes num total de até 7
residuos — poliglutamatos.

Figura Il.1 — Estrutura quimica do acido folico (GOODMAN & GILMAN, 2003)

O acido fdlico, também conhecido por acido pteroilglutamico, € o
composto padrdao do grupo dos folatos e a forma usada nas preparagdes
farmacéuticas. Porém nao é a forma que ocorre nos alimentos, nestes a principal
forma de folato s&o os poliglutamatos (GOODMAN & GILMAN, 2003; RANG, DALE,
RITTER, 1997).
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O acido folico apresenta-se como p6 amarelo ou amarelo-alaranjado,
inodoro, insipido e ligeiramente hidrossoluvel (KOROLKOVAS,
BURCKHALTER,1998).

O 4&cido pteroilglutdmico pode sofrer reducdo e apresentar trés
estados de oxidagcao diferentes no anel de pteridina, conforme demonstrado pela

figura 11.2.

)=

NAD

Folato Diidrofolato
NADPH + H*

o \/

H

CH‘N‘

Tetraidrofolato

Figura 1.2 — Estados de oxidacao do acido folico (DONNELLY, 2001)

A partir do acido fdlico, considerado o composto padrao deste grupo,
sao formados o diidrofolato e o tetraidrofolato. Nesta ultima molécula sdo realizadas

substituicdes que originam os outros congéneres que compde o grupo dos folatos.
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O /OH
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Acido glutamico

Figura 1.3 — Estrutura e nomenclatura do acido folico e seus congéneres
(GOODMAN & GILMAN, 2003)

Posicao Radical Congénere Composto
N7, N8 H HoPteGlu Diidrofolato
N5, N6, N7, N8 H H4PteGlu Tetraidrofolato
N5 - CH3 | CH3H4PteGlu Metiltetraidrofolato
N5 - CHO |5-CHOH4PteGlu |Acido folinico
N10 - CHO |10-CHOH4PteGlu | 10-formiltetraidrofolato
N5-10 =CH - [5,10-CHH4PteGlu |5-10-meteniltetraidrofolato
N5-10 - CH2 |5,10-CH2H4PteGlu | 5-10- metilenotetraidrofolato
N5 - CHNH | CHNHH4PteGlu Formiminotetraidrofolato
N10 - CH20H | CH20HH4PteGlu | Hidroximetiltetraidrofolato
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3.1 ESTABILIDADE

O &acido fdlico é praticamente insoluvel em solventes como acetona,
cloroférmio e éter. Dissolve-se rapidamente em solugdes alcalinas de hidréxidos e
carbonatos (PARFITT, 1999). As solugbes aquosas de acido sédo estaveis ao ar e
podem ser esterilizadas por autoclavagem (KOROLKOVAS, BURCKHALTER, 1998).

O acido fdlico costuma ter boa retencdo durante o processo de
producdo e estocagem de alimentos fortificados e mixes, ocorrendo pouca
degradacéao desta vitamina quando estocada em baixa umidade (FENNEMA, 1996).

O principal fator de perda de folatos em alimentos € a forma de
preparo, principalmente pela extracdo da vitamina quando os alimentos séao
preparados em meio aquoso (LIMA, 2001; FENNEMA, 1996).

Além da extragao pelo meio aquoso, a forma de folato presente e a
natureza quimica do alimento (presengca de oxidantes, ions, catalisadores)
influenciam no processo de perda de folatos, fazendo deste, um processo dificil de
ser devidamente predito.

Ao se avaliar a estabilidade, s&o realizados estudos com condigdes
controladas (pH, concentragdo de oxigénio, temperatura) que tém como objetivo
comparar o comportamento dos folatos. No entanto, em meios complexos como é o
caso dos alimentos, sdo poucas as informacgoes.

A estabilidade dos folatos é regida pela natureza quimica do anel de
pteridina, sem ser influenciada pela cadeia de poliglutamatos. Por isso o acido félico
que representa a forma mais oxidada do anel de pteridina, € considerado o
congénere mais estavel, em contrapartida o tetraidrofolato, que € a forma mais
reduzida do anel de pteridina, é considerado a forma mais instavel do grupo dos
folatos. Quando o tetraidrofolato € substituido na posicdo N5, ele apresenta
estabilidade bem maior que as formas n&o substituidas, principalmente no que se
refere a oxidacao.

O acido folico é considerado a forma mais estavel de folato, sendo
resistente a oxidagdo, e em um estudo é sugerida atividade antioxidante para este
composto (JOSHI, 2001).

A taxa de oxidacao de folatos depende da concentragdo de oxigénio

presente no meio, por isso em condi¢gdes anaerobias ou na presenga de compostos



29

como o acido ascorbico, ions ferro Il, a estabilidade do acido félico € melhorada
(LIMA, 2001; FENNEMA, 1996; LUCOCK 1995).

Embora a literatura cite a luz como um fator que pode causar a
clivagem dos folatos, o mecanismo pelo qual esse processo ocorre nao esta
esclarecido (PARFITT, 1999; SILVA, 1998; FENNEMA, 1996).

O acido fdlico ndo tem ponto de fusdo estabelecido, mas as
alteragbes na molécula sdo observadas em temperatura acima de 140-148°C, que
culmina com a carbonizagdo do composto a 250-262°C (VORA et al, 2002; BOBBIO,
BOBBIO, 1992).

3.2 FONTES E DOSES RECOMENDADAS

Os folatos estdo presentes em alimentos como: vegetais verdes
frescos, feijdes, trigo integral, figado e levedura, onde sdo encontrados na forma de
poliglutamatos (PRODUTOS ROCHE, 2006; GOODMAN & GILMAN, 2003; SILVA,
1998; RANG, DALE, RITTER, 1997).

A dieta americana fornece de 50 a 500ug por dia de folatos,
enquanto a dieta da Europa Ocidental fornece cerca de 600ug por dia. Porém
individuos que tenham elevado consumo de vegetais verdes frescos e carne podem
ingerir até 2mg/dia (GOODMAN & GILMAN, 2003; RANG, DALE, RITTER, 1997).

A ingestédo diaria recomendada de folato para adultos € de 400ug,
conforme demonstrado na tabela I.1. No caso de gravidez a ingestdo deve ser maior
devido ao aumento da demanda provocado pelo feto, e durante a lactacdo ha
aumento da demanda devido a perda diaria de até 50ug/dia de folato no leite
materno (GOODMAN & GILMAN, 2003).
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Tabela Il.1 — DRI (Ingestao Alimentar de Referéncia) para individuos, segundo a
Food and Nutrition Board e o Institute of Medicine, da Academia
Nacional de Ciéncia dos EUA.

Falagio da Cilein Fasforo Magnésio Vitamina Id - Fluoreto Tiaming  Rikoflavion Miscina Vilamina By Folale  Vitamina Bz
vida {mg/dy {mg'd) (mg/dy {ueid ‘el {mg/d} {mg/d} {mg/d; (mg/di® g/} g/ {ng/dy
Bebes
O-6m 210% 100# Ao* 5% 0.z 0.3* 2* 0,1# G5* 0.4*
001=
T-12m  270% 275% 5% 5% 0,5 03= 0.4% 4= 0,3#* a0* 5%
Criangas
1-3 a 500* 460 80 5% 0,7 05 0.5 & 05 150 0.9
4.8 a BOO* 500 130 5% |* 06 0.6 B 0,6 200 1,2
Homens
9-13 a 1300% 1250 240 5% 2% 0.9 0.9 12 1.0 300 1.5
[4-18a 1300% 1250 410 5% ix 1.2 1.3 16 1.3 400 14
[9-30a 1000* 00 400 5% 4= 1.2 1.3 16 1.3 400 14
31-50a lo00* 00 420 5% 4= 1.2 1.3 16 1.3 400 14
51-Tha 1200% 700 420 |0 4= 1.2 1.3 16 1.7 400 14
= Tha 1200% 700 420 |5% 4= 1.2 1.3 16 1.7 400 14
Mulheres
9-13 a 1300% 1250 240 5% 2% 0.9 0.9 12 1.0 300 1.5
[4-18a 1300% 1250 3ol 5% i® 1.0 1.0 14 1.2 400" 14
[9-30a 1000* 700 310 5% A= 1.1 1.1 14 1.3 400" 14
31-50a lo0o= 00 320 5% = 1.1 1 14 1.3 400" 14
51-Tha 1200% 700 30 [0 A 1.1 1.1 14 1.5 400 14
= T0a 1200% 700 30 5% L 1.1 1.1 14 1.5 400 14
Grestantes
=18a 1300% 1250 400 5% A= 14 1.4 18 1.9 GO 16
19-30a 1000% 700 350 5® 33 14 14 18 1.9 600 1.6
31-50a 1000= TO0 3ol 5% 3* 14 1.4 18 1.9 GO0 16
Lactantes
< 18a 1300% 1250 I 5% a# 14 1.6 17 20 S04 15
19-30a 1000% 700 3o 5% A 14 1.6 17 10 500 ]
31-530a 1000* 700 320 5% A* 14 1.6 17 20 S04 1.5
Fonte: AMAYA — FARFAN, DOMENE, PADOVANI, 2001.

Valores das RDAs aparecem em negrito e os de Ingestdo Adequada (Als) em fonte normal, seguidas
de asterisco (*).

d: como equivalentes de folato alimentar (DFE). 1DFE = 1(1g de folato alimentar ou 0,6 (g de acido
félico de alimento fortificado ou suplemento em capsulas consumido com uma refeigéo, ou = 0,5(1g do
suplemento consumido com o estdbmago vazio.

h: devido ao risco de defeitos no tubo neural por deficiéncia de folato, recomenda-se que toda mulher
em condi¢des de engravidar consuma 4000g/d por alimentos fortificados ou suplementos, além do
folato dietético.

i: supde-se que a mulher continuara consumindo 40007g/d de folato através de alimentos fortificados
ou suplementos até a confirmacdo da gravidez e entrara em cuidados pré-natais posteriores ao
periodo periconcepcional, sendo essa a época critica para a formagao do tubo neural no embriao.

3.3 METABOLISMO

Os seres humanos nao sao capazes de sintetizar folato, nem de
estocar quantidades apreciaveis da vitamina, por isso precisam adquiri-la da dieta

(DONNELLY, 2001). Quando ha pouca ingestao de folatos pode surgir um estado de
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deficiéncia dentro de uma a quatro semanas, dependendo dos habitos alimentares e
das reservas que o individuo tem (GOODMAN & GILMAN, 2003).

A absorgao de folato ocorre na porgéo proximal do intestino delgado
e ela pode ser afetada por fatores como disturbios gastrointestinais ou
medicamentos como sulfas, que inibem a absor¢cdo (DONNELLY, 2001,
KOROLKOVAS, DE FRANCA, 2001).

Os folatos encontrados nos alimentos apresentam-se, na grande
maioria, na forma de poliglutamatos, que sado convertidos em monoglutamatos antes
da absorgéo (RANG, DALE, RITTER, 1997).

A biodisponibilidade de folatos na forma de poliglutamatos & de cerca
de 70% em relagdo as formas monoglutdmicas, sendo que a desconjugacéo
intestinal é a etapa limitante da biodisponibilidade de folatos. A biodisponibilidade de
acido félico adicionado em alimento a base de cereais é de cerca de 30 a 60%.
Fatores responsaveis pela biodisponibilidade incompleta s&do a matriz alimenticia,
possivel degradagdo das formas tetraidrofolato no meio gastrico e conversao
enzimatica incompleta da forma poliglutamato para monoglutamato (FENNEMA,
1996).

Depois de absorvido, o folato sofre redugcado por agcdo da enzima
diidrofolato redutase intestinal, sendo convertido em metiltetraidrofolato; nesta forma
ele é transportado pela circulagao sanguinea, ligado a proteinas plasmaticas (RANG,
DALE, RITTER, 1997). O figado reduz e metila ativamente o &acido fdlico (e
diidrofolato ou tetraidrofolato) e a seguir transporta o metiltetraidrofolato até a bile
para reabsorcao pelo intestino e subsequente suprimento para os tecidos. Os
alimentos e o ciclo enteroepatico da vitamina mantém um suprimento constante de
metiltetraidrofolato (GOODMAN & GILMAN, 2003). O figado é o principal local de
armazenamento de folatos, onde sdo encontrados na forma de poliglutamatos
(PARFITT, 1999). Os metabdlitos dos folatos sao eliminados pela urina e quando ha
excesso de folato no organismo, este é eliminado inalterado pela urina (GOODMAN
& GILMAN, 2003).
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Cada um dos congéneres do acido félico desempenha um papel

especifico no metabolismo intracelular, os quais sao resumidos na figura 11.4.:

FPasma

CH H PteGlu, —4-» CH3H PteGlu,—p

Célula

DNA
dmMpP dUMP
(timidilato)  gesoxiuridilato)

l- CH.H PeGlu, 4_| l- H PteGlu ——

H, PteGlu

W= 5,10-CH,H,PteGlu

‘ “ Seina "¢ Glcina m

Tl Homocisteina $
C} Mefionina — 5-CHOH,PteGlu

B] 2 Sintese de purina $
lT — 10-CHOH,PteGlu
Desoxiadenosil B, , T 3 e 5-CHINHH PGl

FIGLU Acido
Glutémico

FIGLU = Acido formiminoglutamico.

Figura 1.4 — Inter- relagbes e fungdes metabdlicas do acido folico e seus derivados

(GOODMAN & GILMAN, 2003).
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1. Conversdo da homocisteina em metionina: essa reagao requer
metiltetraidrofolato como doador de um grupo metil e utiliza vitamina B, como

cofator.
CHaH PteGIu,

CHzB, o

Homocisteina
C Metionina

B12

2. Conversao da serina em glicina: essa reagao requer tetraidrofolato como
aceptor de um grupo metileno da serina e utiliza o fosfato de piridoxal como
cofator. Resulta na formacao de 5,10-metilenotetraidrofolato, uma coenzima

essencial para a sintese de timidilato.

H PeGlu = 5,10-CH,H,PteClu

8
Seina © Glcha

3. Sintese de timidilato: o 5,10-metilenotetraidrofolato doa um grupo metileno e
equivalentes redutores ao desoxiuridilato para a sintese de timidilato. Esta

etapa limita a velocidade da sintese de DNA.

DNA

4P
(imidiato)  (desoxiurdiato)

5,10-CHH PtoGl) s H PeGlU
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4. Metabolismo da histidina: o tetraidrofolato também atua como aceptor de um

grupo formimino na conversdao de um acido formiminoglutdmico em acido

glutédmico.
H PteGlu s 5-CHNHH PteGlu
T 3
FIGLU Acido
Glutmico

5. Sintese de purinas: duas etapas na sintese de nucleotidios de purina exigem
a participagao de derivados do acido folico. O ribonucleotidio glicinamida é
formilado pelo meteniltetraidrofolato; o ribonucleotidio 5-aminoimidazol-4-
carboxamida €& formilado pelo 10-formiltetraidrofolato. Através dessas
reacbes, atomos de carbono s&o incorporados ao anel de purina em

formacao.

3.5 RELACAO ENTRE AcCIDO FOLICO E VITAMINA B1,

O metiltetraidrofolato € o principal congénere de folato que é
fornecido as células, e é essencial que o grupo metil, que a ele pertence, seja
transferido para a cobalamina (vitamina B42) para que se forme o tetraidrofolato, que
€ a forma ativa dos folatos e o substrato de varias etapas metabdlicas intracelulares.
O tetraidrofolato participa da conversao de serina em glicina com formagéao de 5,10-
metilenotetraidrofolato, que participa da sintese de timidilato (GOODMAN &
GILMAN, 2003; DONNELLY, 2001). Na sintese de timidilato o 5,10-
metilenotetraidrofolato € convertido em diidrofolato, que ¢é entdo reduzido a
tetraidrofolato, completando um dos ciclos do metabolismo intracelular dos folatos.
Este ciclo é essencial para a sintese de DNA.

Quando ha deficiéncia de vitamina Bi2 o metiltetraidrofolato nao
pode passar para a forma de tetraidrofolato devido a auséncia de vitamina B
suficiente para captar o grupo metil. Desta forma as etapas seguintes no

metabolismo do folato, que exigem tetraidrofolato, ficam prejudicadas.
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Este processo € a base comum para o desenvolvimento de anemia

megaloblastica quando ha deficiéncia de vitamina B+, ou acido folico (GOODMAN &
GILMAN, 2003; RANG, DALE, RITTER, 1997). E importante determinar se uma

anemia megaloblastica é resultado da deficiéncia de folato ou vitamina B1,, porque

no caso de ser uma deficiéncia de vitamina B42, € a anemia for tratada com acido

félico, pode haver uma melhora no quadro hematoldgico, porém com agravamento

de lesbes neuroldgicas, que sado tipicas quando ha deficiéncia de vitamina Bi;
(GOODMAN & GILMAN, 2003; RANG, DALE, RITTER, 1997).

3.6 DEFICIENCIA DE FOLATO

A deficiéncia de folato pode ser causada por alguns fatores como:

¢

Ingestdo insuficiente causada por alimentagdo inadequada (PARFITT,
1999; GOODMAN & GILMAN, 2003);

Problemas na absorgcdo, uma situacdo comum no caso de doengas do
intestino delgado e que leva ndo somente a deficiéncia na absorgdo do
folato alimentar, como também interfere na recirculacédo do folato pelo ciclo
enteroepatico (GOODMAN & GILMAN, 2003);

Aumento no requerimento diario, como no caso de gravidez e lactagao
(PARFITT, 1999);

Administracdo de antagonistas de folato ou outras drogas que interferem
no metabolismo normal do folato — farmacos como o metotrexato e
trimetoprima que atuam como antagonistas de folato inibindo a diidrofolato
redutase, enzima que reduz o acido félico da dieta em tetraidrofolato e
também reduz o diidrofolato para a forma tetraidrofolato (GOODMAN &
GILMAN, 2003; PARFITT, 1999; RANG, DALE, RITTER, 1997).
Anticonvulsivantes e anticoncepcionais orais podem interferir na absorgao
e armazenamento de folato nos tecidos. Sulfas, incluindo a sulfassalazina,
inibem a absorgcédo de acido folico (KOROLKOVAS, DE FRANCA, 2001;
FUCHS, WANNAMACHER, 1998).

Aumento nas perdas de folato no organismo, € o caso de pessoas que
fazem hemodialise (PRODUTOS ROCHE, 2006; PARFITT, 1999).
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Devido a sua participacdo na sintese de DNA, os efeitos da
deficiéncia de folato sdo percebidos principalmente em tecidos onde ha altas taxas
de replicagao celular, como as células do trato gastrointestinal e células do sistema
hematopoiético (GOODMAN & GILMAN, 2003; PARFITT, 1999; RANG, DALE,
RITTER, 1997).

A anemia megaloblastica, doenga na qual a medula 6ssea produz
glébulos vermelhos gigantes e imaturos, pode surgir pela deficiéncia de folato dentro
de 10 a 12 semanas. No entanto, ela ndo pode ser diferenciada da anemia causada
pela deficiéncia de vitamina By, devido a via comum das duas vitaminas no
metabolismo intracelular. Porém quando a anemia é causada pela deficiéncia de
folato, ndo se encontra associagdo com anormalidades neurolégicas (PRODUTOS
ROCHE, 2006; GOODMAN & GILMAN, 2003).

A deficiéncia de folato pode resultar em niveis plasmaticos elevados
de homocisteina, que é um fator de risco independente para doengas do coragao.
Isso se deve ao papel do folato na conversdo de homocisteina em metionina, fato
que tem sido alvo de maior atengdo (GOODMAN & GILMAN, 2003; PARFITT, 1999).

A deficiéncia de folato também esta envolvida na ocorréncia de
defeitos do tubo neural, que incluem a espinha bifida e a anencefalia (FINGLAS,
2005). A espinha bifida ocorre quando ha um defeito no fechamento do tubo neural,
este processo comega na extremidade cefdlica e segue na dire¢do caudal,
completando-se no final do primeiro més de gestacdo. Falhas que ocorrem no
fechamento na regiao cefalica resultam em anencefalia, que é a auséncia, parcial ou
total, de cérebro. Nestes casos cerca de dois tercos dos bebés sdo prematuros, e
sobrevivem apenas alguns dias. Quando acontece uma falha no fechamento na
regido meédia ou na extremidade caudal ha a ocorréncia de espinha bifida, que é o
defeito mais frequente e consiste na projecao do tecido espinhal através da coluna
vertebral (geralmente inclui meninges, coluna espinhal e raizes de nervos). Em
pacientes com espinha bifida também sido observados frequentemente fraqueza
muscular, paralisia nos membros inferiores e retardo mental (JORDE, 2004,
BARBER et al, 1999; PARFIT, 1999).

Estudos revelam que mulheres que tiveram sua dieta suplementada
com acido félico no periodo periconcepcional, demonstraram a diminuicdo em até
60% da ocorréncia de defeitos do tubo neural (NEUHOUSER, BERESFORD, 2001;
BARBER et al, 1999; PARFIT, 1999; WERLER, SHAPIRO, MITCHELL, 1993). Nos
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casos de prevencgao da recorréncia, pode haver uma diminuigdo de até 70% destes
defeitos (JORDE, 2004; CZEIZEL, DUDAS, 1992).

3.7 RECOMENDACOES SOBRE 0 Uso DE AcIDo FOLICO

O mecanismo pelo qual o acido félico exerce agao protetora contra
defeitos no tubo neural ainda nao esta claro, mas estima-se que aproximadamente
50 a 70% dos defeitos no tubo neural possam ser evitados pela suplementagao
dietética com acido folico (JORDE, 2004; PARFITT, 1999). Diante destes resultados
o Center for Disease Control publicou duas recomendacdes a respeito do uso de
folato: 1) todas as mulheres que tiveram uma crianga afetada por defeito no tubo
neural devem ingerir 4mg/dia de acido félico, caso estejam planejando uma nova
gravidez; 2) todas as mulheres em idade reprodutiva devem ingerir 0,4mg/dia de
acido foélico ao longo de sua vida reprodutiva (JORDE, 2004; MRC, 1991).

E importante lembrar que a suplementagdo pré-natal tradicional ndo
tem efeito sobre a prevengdo de DTN porque sua administracdo, geralmente,
comeca depois do periodo em que ocorre o fechamento do tubo neural. Por isso, o
servigo de saude publica dos EUA implantou o programa de fortificacdo de cereais
com acido foélico, com a intengédo de aumentar a ingestao desta vitamina. No Brasil
também foi realizado um programa semelhante, que estabeleceu a fortificacédo
obrigatéria de farinha de milho e de trigo com acido félico (150ug/100g) e ferro
(4,2mg/100q). Esta resolucao esta em vigor desde junho de 2004 (BRASIL, 2002).

3.8 UTILIZACAO TERAPEUTICA

O acido félico encontra-se disponivel em preparacdes para uso oral
(comprimidos e gotas), sozinho ou em combinagdo com outras vitaminas (acido
ascorbico) ou minerais (ferro) (KOROLKOVAS, DE FRANCA, 2001; PRODUTOS
ROCHE, 2006).
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O acido félico oral ndo demonstrou ser toxico nem mesmo em altas
doses como 15mg/dia. Porém quando administrado em altas doses no tratamento de
anemia megaloblastica, pode ter o efeito de aparente melhora da doenga mas
encobrindo a deficiéncia de vitamina B4,. Por isso é importante que o individuo seja
devidamente avaliado para se determinar a verdadeira causa da anemia.

O uso terapéutico do acido félico deve ser limitado a prevencao e
tratamento de estados de deficiéncia da vitamina. Em situagbes em que ha grande
risco de deficiéncia, é recomendada a suplementagdo com 400 a 500ug/dia. Este € o
caso de mulheres que planejam uma gravidez, ou ja estdo gravidas, ou em periodo
de lactacdo. A suplementacdo também é indicada para individuos submetidos a
nutricdo parenteral, visto que as reservas desta vitamina no figado sao limitadas
(GOODMAN & GILMAN, 2003).

Além do acido félico também é usado um derivado chamado acido
folinico (conhecido como leucovorina) que corresponde ao 5-formiltetraidrofolato. Ele
€ usado principalmente como antidoto para antagonistas do acido fdélico, como
metotrexato (droga que bloqueia a conversédo de acido félico em tetraidrofolato por
meio da inibicdo da enzima diidrofolato redutase) (PRODUTOS ROCHE, 2006;
PARFITT, 1999).
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4 MILHO
4.1 IMPORTANCIA NA DIETA

O milho é um dos cereais mais cultivados e consumidos no mundo,
pois ele é facil de ser plantado e colhido. Existem aproximadamente 150 espécies
de milho com variag&o no formato dos gréos e na cor (ABIMILHO, 2004).

O milho possui aproximadamente 360Kcal em cada 100 gramas,
sendo aproximadamente 70% de glicidios, 10% de proteinas e 4% de lipidios
(ABIMILHO, 2004; SALINAS, 2002; POTTER, HOTCHKISS, 1999). A composigao
nutricional de farinha de milho € demonstrada na tabela 11.2.

Tabela I.2 — Informacéao nutricional da farinha de milho

Informacgao nutricional

Quantidade por porcéo (509) %VD
Valor cal6rico 180Kcal 7%
Carbohidratos 409 1%
Proteinas 5g 10%
Gorduras totais 19 1%
Gorduras saturadas 0,09 0%
Colesterol 0,09 0%
Fibra alimentar 0,09 0%
Célcio 10mg 1%
Sédio 15mg 1%

%VD = valores diarios de referéncia com base em uma dieta de 2.500calorias.
Fonte: ABIMILHO, 2004

O grao de milho, quando cortado na vertical, revela seus
componentes basicos, conforme ilustrado na figura II.5.

e Endosperma - corresponde a maior parte do grdo de milho e é
composto basicamente de amido (quase 61%), além de outros 7% de
gluten que envolve os granulos de amido e de pequena porcentagem

de gordura e demais componentes.
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e Pelicula - é a parte que recobre o grdo. Devidamente processada, ela
€ empregada como ingrediente em ragdes animais.

e Gérmen - é a parte vegetativa do grdao e fonte de 6leo do milho. O
gérmen é um componente importante para alimentos e aplicagdes
industriais (ABIMILHO, 2004).

{Endosperma)

{mido) {Amido o
Gilditen)

N .
l P o

Figura 1.5 — Esquema do grdo de milho
4.2 PROCESSOS

A industrializacao de milho é feita através de dois processos: a seco
e a umido (ABIMILHO, 2004; POTTER, HOTCHKISS, 1999).

4.2.1 Processo a Umido

No processo a umido, como demonstra a figura II.6., os graos de
milho apos serem limpos e secos, s&0 macerados em grandes tanques com agua
quente que contém, geralmente, como conservantes acidos fracos e didéxido de
enxofre. Os grdos passam por um moinho triturador que os rompe formando uma

massa pastosa que € bombeada para tanques de sedimentagdo cheios de agua.
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Nestes tanques o gérmen, de menor densidade, flutua e é separado. A partir dele é
extraido o 6leo. A massa restante contém o farelo e as fragdes de proteinas e amido
do endosperma. Estes s&o centrifugados em alta velocidade para que ocorra a
separacao do amido, que € mais pesado, da fragcdo protéica que € mais leve. A
fracdo de amido é seca para se produzir o amido de milho, que é usado em alguns

alimentos manufaturados ou é convertido em xarope de milho por agao de acido ou

enzimas.
PROCESSO0 A OMIDOD
Tanques De  _,, Separagdo — Mo —_ Extragdo
Milho Maceragio 3 Do Germa Oinhoe Da Fibras
Limpa _..--""f-#
Liquor [ Refino
Farala Do Oleo
Dis Germa v
do
Secagem o OleoDeMiho ___ Fibras nuhp.ﬁ;:ufm E
. Do Amido
l Giaten ¥  Amido Umido
Fermentaglo Conversbo £ Secagem
Ingrediertss  E Destilagdo Refing De Xarope Do Amide

. i ’/‘i\ nmmn:/_i_\ Amidos

Alcoal Alimenticios Industriak
| usiriaks
Qu Para E Frutosa
Bebidas DeGlicose  Doatrosa
D Milhe

Figura 1.6 — Esquema do processamento de milho a umido.

4.2.2 Processo a seco

No processo a seco, conforme demonstra a figura I1.7., os graos de
milho sdo primeiro armazenados em uma umidade de aproximadamente 21%.
Depois passam por um par de rolos que separam o farelo, o gérmen e o
endosperma. Estes sdo secos até uma umidade de aproximadamente 15% para
facilitar a moagem seguinte e a passagem por peneiras. O farelo é eliminado por
corrente de ar e o endosperma e 0 gérmen passam por um par de rolos, que

esmagam o gérmen e trituram o endosperma que € mais quebradi¢o. O processo de
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peneiramento separa o gérmen esmagado das particulas de endosperma que

seguem para moagem.

PROCESSD A SECD

PRE

LIMPEZA

SECAGEM
ARMAZENAGEM

LIMPEZA
DEGERMINAGAD DERME

EXTRAGAD GLED BRUTO
MOAGEM PRE-COZIMENTO DE OLED
TORTA
EXTRUSAD CLASSIFICAGAD FLOCAGEM PELETIZAGAD REFING
FARINHAS GRITZ, SEMOLAS, FLOCDS DE MILHD FARELO GLEO
PRE-COZIDAS FARINHAS, PRE-COZIDOS PELETIZADO REFINADO
FUBAS, CREME CcANJICA

Figura 1.7 - Esquema do processamento de milho a seco.

O processo de moagem leva a uma redugéo gradual das particulas,
que sao trituradas em etapas sucessivas por meio de um sistema de cilindros. Cada
etapa da trituracdo rende um produto composto por particulas grossas, medianas e
finas. Essas particulas de diferentes tamanhos sdo selecionadas por peneiras, pois
cada etapa de trituragdo é seguida por uma etapa de peneiramento. Assim, as
particulas grossas de uma etapa anterior sdo separadas por peneiras e seguem
para nova trituragdo. Esse processo leva a produtos com diferentes granulometrias
como gritz (que & maior), semolina, fuba e creme de milho (com granulometrias
menores) (NUTRIMILHO, 2006; SENAI, 2006; SALINAS, 2002).
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5 FORTIFICACAO DE FARINHA DE MILHO

O processo de adi¢cao de acido félico e ferro a farinha de milho deve
ser feito com muito cuidado, pois consiste na adicado de uma pequena quantidade de

nutrientes em grandes quantidades de farinha.

5.1 MISTURA DE NUTRIENTES

A fortificagédo é realizada adicionando-se uma mistura de nutrientes
na farinha. A mistura é constituida do nutriente desejado (neste caso, acido félico e
ferro) e de um material inerte que € chamado de veiculo (pode ser amido de milho
ou de mandioca). Os nutrientes sao adicionados a este veiculo para que seu uso na
fortificacao seja facilitado (GERMANI, 2001; CARVALHO, 1994).

As empresas podem optar por adquirir uma mistura de nutrientes ja
pronta ou preparar a sua propria.

Para a elaboragdo desta mistura € preciso observar alguns fatores
(GERMANI, 2001):

¢ a quantidade de nutrientes a ser adicionada deve ser ajustada de acordo
com sua concentragao na fonte. Exemplo:
O sulfato ferroso contém 32% de ferro em sua composicéo. Para obter

4,2mg deste mineral, a partir do sulfato ferroso, € preciso pesar 13,12mg

do sal:

100g ----- 329
X ----- 4,2mg

x =13,12mg

¢ agentes antiumectantes devem ser usados para evitar a formagao de
grumos que impedem o fluxo adequado da mistura no dosador. O fosfato
tricalcico e o dioxido de silica sdo exemplos de agentes antiumectantes

usados.
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¢ Devem ser usados veiculos como o amido de milho ou mandioca, que sao
0os mais indicados para esse tipo de preparacdo. O fuba n&o é indicado
para ser usado no preparo da mistura por apresentar dificuldade de
escoamento; isto interfere no fluxo do dosador e prejudica o processo de

enriquecimento.

5.2 FONTES DE NUTRIENTES USADOS EM FORTIFICACAO DE FARINHA DE MILHO

5.2.1 Ferro

As principais fontes de ferro usadas para enriquecimento de
alimentos sédo: sulfato ferroso, fumarato ferroso, ferro elementar (ferro reduzido)
(GERMANI, 2001; RUSIG, 1994).

Estas diferentes fontes de ferro apresentam caracteristicas que

influenciam no seu uso, as quais sdo resumidas na tabela I.3.

Tabela 11.3 — Caracteristicas das fontes de ferro usadas para fortificagao de

alimentos.

Biodisponibili | Custo do

dade relativa | produto em
Fonte de Teor de ferro | ao sulfato | relagdo  ao Cor Gosto Magnético
ferro (%) ferroso (100) |teor de ferro

(US$/Kg Fe)

Sulfato
ferroso 32 100 12,50 Bege Ruim Nao
(seco)
Fumarato de Vermelho
ferro 32 95 15,60 escuro Leve Nao
Ferro
elementar 98 36 6,12 Preto Nao Sim
(reduzido)

Fonte: GERMANI, 2001; RUSIG, 1994.
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Ao escolher a fonte de ferro € importante considerar alguns aspectos:

¢ Biodisponibilidade: é a propor¢ao do ingrediente ingerido disponivel para o
processo metabdlico, e varia para cada tipo de ferro. O sulfato e o
fumarato ferroso tém uma boa biodisponibilidade, enquanto o ferro
elementar tem biodisponibilidade mais baixa. Este fator também varia de
pessoa para pessoa, pois 0 alimento, a maneira como é processado e
também a dieta do individuo, afetam a absorg¢ao dos diferentes tipos de
ferro.

¢ Estabilidade: o sulfato e o fumarato ferroso sdo considerados pro-
oxidantes que podem acelerar o processo de rancificacao de gorduras, e
como o fuba possui pequenas quantidades de gordura, a adigdo destes
sais pode diminuir a validade deste produto. O ferro elementar nao
apresenta este problema, sendo recomendado o seu uso para fortificagao
neste derivado de milho.

¢ Cor: o sulfato ferroso nédo provoca alteragdo na cor do fuba mas pode
causar alteragdes na cor dos produtos que sédo elaborados com ele. O
ferro elementar ndo provoca alteragdes de cor em fuba.

¢ Granulometria: as fontes de ferro devem ter um tamanho de particula fina
para nao ocasionar nenhum problema na aparéncia do produto final. O
sulfato ferroso na forma heptaidratado deve ser evitado pois seus cristais
grandes prejudicam a homogeneizagdo no fuba. O fumarato ferroso tem
uma granulometria adequada, e para o ferro elementar € recomendavel
que tenha tamanho de 325 mesh (42 microns).

¢ Disponibilidade e custo: o ferro elementar é a fonte mais barata, seguida

pelo sulfato ferroso.

5.2.2 Acido folico

O acido félico é o principal representante do grupo dos folatos e

também é o composto escolhido para ser usado na fortificagao, pois € considerado o
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congénere mais estavel em temperatura ambiente e elevada (LIMA, CATHARINO,
GODOY, 2004 (a); FENNEMA, 1996; BALL, 1994). Os derivados na forma de
tetraidrofolato sdo extremamente susceptiveis a clivagem oxidativa, e ions como
ferro Il e cobre Il catalisam a oxidagdo do tetraidrofolato (FENNEMA, 1996; BALL,
1994). A fragil estabilidade do tetraidrofolato frente a oxidagao faz com que deixe de
ser a melhor opgdo para uso em fortificacdo alimentar, apesar de ser a forma
biologicamente ativa no organismo.

O acido félico fornecido por alimento fortificado é facilmente
convertido em tetraidrofolato no organismo, assim, mesmo que o acido félico néo
seja a forma bioativa de folato, pode fornecer tetraidrofolato que é o congénere que
participa de importantes reacgdes intracelulares (GOODMAN & GILMAN, 2003;
RANG, DALE, RITTER, 1997). Isto faz do acido félico o composto de escolha para

uso na fortificagdo de alimentos, sendo aprovado pela legislagédo para este fim.

5.3 PROCESSO DE FORTIFICACAO

A fortificagao de farinha de milho pode ser feita por sistema continuo,
em que um equipamento denominado dosador ou alimentador é instalado na linha
de producao. Neste equipamento é colocado a mistura que é despejada diretamente
no fluxo da farinha, que é carregada por transporte mecanico. Esta segue para a
etapa de embalagem do produto final. No processo de enriquecimento € importante
cuidar da homogeneizagédo, que é um ponto critico neste processo, e ajustar a
quantidade de mistura adicionada com o fluxo da farinha, para garantir os niveis
adequados dos nutrientes no produto final. E comum executar a fortificacdo com
uma sobredosagem para compensar perdas durante o0 processamento ou
estocagem (CARVALHO, 1994).

A fortificacdo também pode ser feita por sistema nao continuo. Neste
sistema é utilizado um misturador homogeneizador, onde a mistura de nutrientes e a
farinha sdo colocadas nas devidas propor¢cdes e misturadas durante um tempo
determinado (GERMANI, 2001).
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5.4 CONTROLE DE QUALIDADE

Para o controle de qualidade da fortificacdo recomenda-se a
execucgao de analises dos nutrientes adicionados (GERMANI, 2001).

Para a determinacao de ferro em farinha de milho recomenda-se o
teste de mancha, no qual se faz uso de uma farinha padrdo com diversos teores
conhecidos de ferro que é comparada com a amostra a ser analisada. Este teste
fornece uma analise semiquantitativa. Para analise quantitativa deve-se utilizar o
método de espectrofotometria ou método de absorgcao atdmica (GERMANI, 2001).

Embora a legislagdo obrigue a fortificagdo e exija qualidade neste
processo, ndo chega a recomendar um método que possa ser usado para a analise
de acido folico em farinha de milho. Neste caso pode-se recorrer a métodos oficiais
como o descrito na AOAC método 992.05 (CUNNIFF, 1997) que trata da
determinacéao de folatos.
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6 METODOS DE ANALISE DE ACIDO FOLICO

6.1 METODO MICROBIOLOGICO

O primeiro método usado para a analise de acido félico foi um
método microbioldgico. Ele é considerado um método tradicional para esta analise e
é usado ainda hoje. E recomendado pela AOAC como método para determinacéo de
folatos. A técnica baseia-se no fato de que os folatos estimulam o desenvolvimento
de bactérias dos géneros Lactobacillus casei, Streptococcus faecium e Pediococcus
cerevisiae (LEENHEER, LAMBERT, NELIS, 1991). A principal vantagem € a
sensibilidade de detecgéo. As diferengcas no desenvolvimento do microrganismo séo
determinadas por medidas da turbidez. E preciso ter cuidado na execucdo da
técnica pois ela pode sofrer a interferéncia de antibidticos ou substancias que afetem
o metabolismo dos folatos. Além disso o método tem como desvantagens o tempo
requerido para a execugdo da analise e o fato de se tratar de um procedimento
trabalhoso. Também deve ser considerado que 0s microrganismos nao respondem
da mesma maneira a todas as formas de folato, Streptococcus faecium e
Pediococcus cerevisiae ndo sdo capazes de utilizar todas as formas de vitamina,
mas o Lactobacillus casei é capaz de responder a todas as formas de folato
(FENNEMA, 1996; LEENHEER, LAMBERT, NELIS, 1991). Porém estes
microrganismos utilizam para seu metabolismo apenas as formas monoglutamicas,
ou seja, folatos com mais de um residuo de acido glutdmico ndo podem ser
detectados, por isso € necessario que folatos poliglutamatos sejam convertidos em
monoglutamatos antes de ser iniciada a analise (LEENHEER, LAMBERT, NELIS,
1991, LIM, 1986). Esta técnica permite a quantificacdo de folato total presente na
amostra, mas nao permite a diferenciacdo entre as diversas formas de folato; por
isso é necessario o uso de outro método para a detecgdo individual de cada

congénere do grupo dos folatos.
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6.2 METODO DE CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Um método que tem se destacado na analise de vitaminas tem sido
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O estudo e desenvolvimento de
técnicas de CLAE tém permitido a analise de acido folico e seus congéneres em
alimentos. A CLAE permite a execucdo de uma analise mais rapida que a analise
tradicional (microbioldgica), e pode distinguir entre os diferentes folatos
(CATHARINO, GODOQY, LIMA, 2004; CATHARINO, GODOQY, LIMA, 2002; FINGLAS,
1999; LIM, 1996; LUCOCK, 1995). Isto tem feito dela uma técnica promissora que
tem despertado o interesse de pesquisadores para o desenvolvimento de métodos
para a deteccao de folatos.

Apesar das vantagens que tem sobre o método microbiolégico para
a determinacgao de folatos, a CLAE também apresenta desafios a serem superados.
Estes desafios comegam a partir da natureza da amostra que sera analisada.
Diversos alimentos, como derivados lacteos, carnes e cereais, tém sido analisados
por meio da CLAE (CATHARINO, GODOQY, LIMA,2004; LIMA, CATHARINO,
GODOY, 2004a; LIMA, CATHARINO, GODQY, 2004b; CATHARINO, GODOQY, 2003;
CATHARINO, GODQY, LIMA, 2002; OSSEYI, WEHLING, ALBRECHT, 1998), por
isso existe uma grande variedade de métodos, pois cada pesquisador procura
adequar a técnica a sua necessidade.

Na analise de folatos, é importante lembrar que, €& preciso
estabelecer qual a forma da vitamina que se deseja determinar (acido folico,
diidrofolato, tetraidrofolato). Quando se trata da determinacdo de folatos
naturalmente presentes em alimentos, a forma predominante € de folatos reduzidos
(tetraidrofolatos), sendo que aproximadamente 80% destes, se apresentam como
poliglutamatos (FINGLAS, 1999; FENNEMA, 1996). Nestes casos € comum o uso de
enzimas que convertem os poliglutamatos em monoglutamatos, a fim de otimizar o
processo de extragdo da vitamina (FINGLAS, 1999). No caso da analise de acido
félico esta etapa ndo € necessaria pois ele encontra-se na forma de monoglutamato,
mas alguns autores recomendam o uso de [l-amilase para hidrolisar o amido
quando as amostras sao cereais ou produtos derivados, pois 0 uso dessa enzima
tem ajudado na extracdo do acido folico (FINGLAS, 1999; OSSEYI, WEHLING,
ALBRECHT, 1998).
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6.2.1 Extracao

O processo de extragdo de acido folico geralmente é feito com
solugbes alcalinas (SILVA, 2005b; LIMA, CATHARINO, GODOY, 2004,
CATHARINO, GODOQY, 2003; CATHARINO, VISENTAINER, GODOQY, 2003;
CATHARINO, GODOY, 2001; OSSEYI, WEHLING, ALBRECHT, 1998), mas para
folatos também pode ser feita a extragdo em meio acido (FINGLAS, 1999).

E comum haver o uso de tampao e estes, podem ser tampao fosfato
ou acetato (SILVA, 2005b; LIMA, CATHARINO, GODOY, 2004 (a) e (b);
CATHARINO, GODOQY, 2003; CATHARINO, VISENTAINER, GODOQY, 2003;
CATHARINO, GODOY, 2001; FINGLAS, 1999). Uma etapa que também pode ser
incluida no processo de extragcdo € o uso de banho de ultra-som que, segundo
dados de Catharino, Visentainer e Godoy (2003), melhora o processo.

A solucdo de extracdo também pode ser adicionada de metanol ou
acetonitrila, com o objetivo de otimizar esta etapa (SILVA, 2005b; CATHARINO,
VISENTAINER, GODQY, 2003).

6.2.2 Processo de limpeza

A limpeza do extrato tem como objetivo facilitar a identificacdo da
substancia de interesse e proporcionar uma maior vida util para o equipamento,
principalmente a coluna cromatografica. O processo de limpeza pode ser feito por
meio de extracdo em fase sdlida, adicao de acido tricloroacético ou por filtragado em
membrana (CATHARINO, GODOY, 2003; CATHARINO, VISENTAINER, GODOQY,
2003; FINGLAS, 1999; OSSEYI, WEHLING, ALBRECHT, 1998).

Na extragdo em fase solida a amostra passa através de um cartucho
que possui uma fase estacionaria na qual a vitamina é adsorvida e outros
componentes, que sao interferentes, passam sem serem retidos. Esta € uma forma
de separar a vitamina dos outros compostos da amostra e também promover sua
concentragao para analise. Apds ser carregado com a amostra o cartucho passa por

uma etapa de lavagem e por fim, por uma etapa de eluicdo que promove a remogao
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e concentracdo do analito que esta no adsorvente (CATHARINO, GODOQY, 2003;
CATHARINO, 2000; CIOLA, 1998; OSSEYI, WEHLING, ALBRECHT, 1998).

O processo de clarificagdo tem sido usado para limpeza do extrato,
utilizando acidos com o objetivo de precipitar outros componentes e deixando o
composto de interesse no sobrenadante que é entao filtrado (CATHARINO, GODOY,
2003; CATHARINO, VISENTAINER, GODOQY, 2003; LIMA, CATHARINO, GODOY,
2004).

6.2.3 Fase movel

O sistema de eluigdo empregado para analise de acido folico pode
ser isocratico (quando a composi¢cao da fase moével se mantém durante toda a
analise cromatografica) ou por gradiente (quando a composi¢cdo da fase moével é
alterada durante a analise) (CIOLA, 1998; LEENHEER, LAMBERT, NELIS, 1991;
COLLINS, BRAGA, BONATO, 1990; GREGORY, DAY, RISTOW, 1982).

A fase movel usada para andlise de acido félico geralmente é
composta por tampao acetato ou fosfato, acompanhado de acetonitrila ou metanol
(SILVA, 2005b; LIMA, CATHARINO, GODQY, 2004a; LIMA, CATHARINO, GODOQY,
2004b; CATHARINO, GODOY, 2003; LIMA, 2001; CATHARINO, 2000; FINGLAS,
1999; OSSEYI, WEHLING, ALBRECHT, 1998).

6.2.4 Fase estacionaria

Parece haver uma concordancia entre diversos autores a respeito da
fase estacionaria usada para analise de acido fdlico, sendo que a grande maioria
dos trabalhos utiliza colunas de fase reversa Cqs — octadecilsilica, que corresponde a
silica ligada a grupos constituidos por cadeias de 18 atomos de carbono (LIMA,
2001; CATHARINO, GODOQY, LIMA, 2004; FINGLAS, 1999; OSSEYI, WEHLING,
ALBRECHT, 1998; AKHTAR, KHAN, AHMAD, 1997; VATHERISTO et al, 1996).
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Poucos trabalhos fazem uso de uma fase mével que nao seja Cig, mas podem ser
encontrados métodos que usam Cg (LEENHEER, 1991).

6.2.5 Deteccéo

Para deteccao de acido félico em CLAE, costuma-se usar o sistema
de detecgao por UV (ultravioleta), em que o comprimento de onda usado pode variar
de 254nm a 290nm, sendo que a deteccdo a 280nm é a mais utilizada (SILVA,
2005b; LIMA, CATHARINO, GODQY, 2004a; LIMA, CATHARINO, GODQY, 2004b;
CATHARINO, GODOQY, 2003; CATHARINO, VISENTAINER, GODOY, 2003;
OSSEYI, WEHLING, ALBRECHT, 1998; AKHTAR, KHAN, AHMAD, 1997; LIM,
1986).

6.2.6 ldentificacéo

A identificacdo da vitamina nas amostras analisadas tem sido
realizada por meio de comparagao dos tempos de retengcédo obtidos com o padréo e
com a amostra, ambos analisados sob as mesmas condigcbes (CATHARINO,
GODOY, LIMA 2004; CATHARINO, GODOQY, 2003). A técnica de adigdo de padréo
na amostra para confirmacédo do pico correspondente a vitamina, e a analise dos
espectros de absorgdo obtidos em detector de arranjo de diodos, também tém sido
usadas para identificacdo do acido félico (CATHARINO, GODOQY, LIMA, 2004; LIMA,
CATHARINO, GODOQY, 2004a; LIMA, CATHARINO, GODOQY, 2004b; CATHARINO,
GODOY, 2003; CATHARINO, VISENTAINER, GODOY, 2003; VINAS, 2003;
FINGLAS, 1999; LUCOCK, 1995).

6.2.7 Quantificacao

A quantificacdo é feita por padronizacdo externa. Neste processo

sdo injetadas diferentes concentracbes do analito e a partir destes dados é
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construido um grafico que relaciona a area, ou altura do pico, com a concentragao
de vitamina injetada (CATHARINO, GODOY, LIMA, 2004; LIMA, CATHARINO,
GODOQY, 2004a; LIMA, CATHARINO, GODOQY, 2004b; CATHARINO, GODOQY, 2003;
CATHARINO, VISENTAINER, GODOQY, 2003; VINAS, 2003; OSSEYI, WEHLING,
ALBRECHT, 1998; AKHTAR, KHAN, AHMAD, 1997).
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7 VALIDACAO

A validacdo € um processo que estabelece, por estudos de
laboratério, as caracteristicas do desempenho de um método analitico que se
pretende utilizar (USP 29, 2006). As caracteristicas tipicas que devem ser
consideradas para validacdo de um método sao: linearidade, precisao, seletividade,

limite de detecc¢ao, limite de quantificacao e exatidao.

7.1 LINEARIDADE

A linearidade de um método analitico se refere a capacidade de
relacionar diretamente, ou por método matematico bem definido, a proporcdo da
concentragdo do analito em uma amostra com o sinal obtido. Inicialmente pode ser
estabelecida por exame visual grafico que relaciona o sinal do equipamento em
funcdo da concentracdo do composto e, se for observada relagdo linear, os
resultados podem ser submetidos a tratamento estatistico apropriado (calculo de
regressao linear) (USP 29, 2006).

7.2 EXATIDAO

Refere-se a proximidade que os resultados obtidos pelo método
testado tém do valor real. Pode ser calculada pela porcentagem de recuperagéo de
uma quantidade conhecida de um analito adicionado a amostra, ou como a diferenga

entre a média e o valor verdadeiro, com intervalos de confianga (USP 29, 2006).
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7.3 PRECISAO

A precisdo de um método analitico € o grau de concordancia entre
os resultados individuais quando o método é aplicado a uma amostra repetidamente.
A precisao geralmente é expressa como desvio padrao ou coeficiente de variacao de
uma série de medidas (USP 29, 2006).

7.4 SELETIVIDADE

Trata-se da capacidade de determinar, sem erros, a presenca do
analito entre os componentes que podem estar presentes, como impurezas ou
componentes da matriz. No caso de método cromatografico, a seletividade pode ser
verificada pela realizagdo de co-cromatografia (adicdo de padrdo na amostra) e
também pela pureza do pico (usando detector de arranjo de diodos ou
espectrometria de massa) (USP 29, 2006).

7.5 LIMITE DE DETECCAO

O limite de detecgdo se refere a menor quantidade de analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, mas ndo necessariamente
quantificado sob as condicbes experimentais. O limite de deteccdo & expresso
geralmente como concentragao do analito na amostra, e pode ser determinado pela
analise de uma amostra com valor conhecido de concentragdo do componente que
se deseja determinar. Pode ser aceito como sendo 3 vezes a variagéo do ruido do
equipamento. Para o calculo do limite de detecgdao também pode ser feita uma
aproximacao utilizando a inclinagdo da curva de calibragdo e a resposta do desvio
padrao (USP 29, 2006).



56

7.6 LIMITE DE QUANTIFICACAO

O limite de quantificacdo € o menor nivel do componente que pode
ser analisado na matriz da amostra. E definido como a menor quantidade de analito
na amostra que pode ser determinado com precisao e exatidao aceitaveis, sob as
condicbes experimentais. E expresso como concentragdo do analito na amostra.
Geralmente € aceito como sendo 10 vezes o sinal de ruido do equipamento, ou pode
ser feita uma aproximacao que depende da determinacio da inclinacdo da curva de
calibracdo e da resposta do desvio padrdao. Podem ser utilizadas amostras

preparadas com concentragao proxima ao limite de quantificagao (USP 29, 2006).
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I OBJETIVOS

1 OBJETIVO GERAL

1.1 Avaliar a estabilidade fisico-quimica do acido folico em farinha de milho

fortificada, por um periodo de 4 meses.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Validar método de cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificar acido

félico em farinha de milho.

2.2 Avaliar a estabilidade do acido félico por meio da quantificagao realizada pelo

método de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.3 Avaliar a estabilidade do acido folico presente em amostras enriquecidas com
acido folico e também enriquecidas com mistura de acido félico e ferro (componente
obrigatério para enriquecimento de farinha de milho, segundo legislagdo) em
temperatura de 25°C e 35°C.
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IV MATERIAL E METODOS

1 MATERIAL

1.1 AMOSTRA

1.1.1 Preparo da mistura de nutrientes

Foram preparadas 4 misturas de nutrientes no laboratério de analise
de micronutrientes do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), sendo que trés
continham acido fdlico, ferro e excipientes e uma continha acido félico e excipientes.
Na primeira mistura a fonte de ferro foi o ferro reduzido, na segunda foi fumarato
ferroso e na terceira foi o sulfato ferroso. Como excipientes foram usados o amido de
milho e o fosfato tricalcico. Os componentes para preparagao das misturas foram
doados pela industria M. Cassab.

Cada mistura de nutrientes foi preparada pesando-se os
componentes em balanga analitica, dentro de um mesmo recipiente. Apds serem
pesados foram homogeneizados manualmente com bastao de vidro por 20 minutos.
Ao término da homogeneizagdo cada mistura foi analisada para quantificacdo do
teor de acido fdlico. Cada analise foi realizada em ftriplicata, com repeticoes
absolutas.

Na tabela IV.1 é descrita a composicdo base da mistura de

nutrientes.
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Tabela IV.1 — Composigao base da mistura de nutrientes - acido félico e ferro

Valor determinado pela Composigao
legislagao Valor adicionado final esperada
Componente (mg/100g de farinha) Sobredosagem (mg/100g de farinha) (g/100g)
Acido félico 0,15 35% 0,2 0,1
Ferro 4,2 10% 4,6 2,3

Proporcao de uso da mistura de nutrientes: 2g/Kg de farinha.

Calculo de adicao da mistura de nutrientes em farinha:
e Para &cido folico
100g mistura 0,1g acido félico

2g mistura 0,002g ou 2mg de acido folico

2mg de acido folico 1000g farinha
0,2mg ou 200ug de acido félico 100g de farinha

e Para ferro

100g mistura 2,3g de ferro

2g mistura 0,046g ou 46mg de ferro
46mg de ferro 1000g de farinha
4,6 mg de ferro 100g de farinha

Nas tabelas IV.2, IV.3, IV.4 e IV.5 séo descritas, em detalhes, as composi¢des

de cada mistura de nutrientes:
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Tabela IV.2 — Composi¢ao da mistura 1 (acido folico e ferro reduzido)

Componente % Principio Valor desejado  Valor pesado  Composigao
ativo (g/100g (9) final (g/1009)
mistura)
Acido félico 98,8 0,100 0,101 0,101
Ferro reduzido 96 2,3 2,39 2,39
Fosfato tricalcico _ _ _ 10
Amissol _ _ _ 87,51
Total 100,001

Tabela IV.3 — Composi¢ao da mistura 2 (acido folico e fumarato ferroso)

Componente % Principio ativo Valor desejado Valor pesado (g) Composigcao

(g/100g mistura) final (9/100g)
Acido félico 98,8 0,100 0,101 0,101
Fumarato ferroso 33 2,3 6,96 6,96
Fosfato tricalcico _ _ _ 10
Amissol _ _ _ 82,94
Total 100,001

Tabela IV.4 — Composigao da mistura 3 (acido folico e sulfato ferroso)

Componente % Principio ativo Valor desejado Valor pesado (g) Composigéao

(g/100g mistura) final (g/100g)
Acido félico 98,8 0,100 0,101 0,101
Sulfato ferroso 32 2,3 7,18 7,18
Fosfato tricalcico _ _ _ 10
Amissol 82,72

Total 100,001
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Tabela IV.5 — Composi¢ao da mistura 4 (acido folico)

Componente % Principio ativo Valor desejado Valor pesado (g) Composigcao

(g/100g mistura) final (9/100g)
Acido félico 98,8 0,100 0,101 0,101
Fosfato tricalcico _ _ _ 10
Amissol _ _ _ 89,9
Total 100,001

1.1.2 Preparo das amostras de farinha de milho fortificadas

A partir de uma farinha de milho nao fortificada (que sera chamada
farinha de milho), foram preparadas as amostras de farinha fortificada. Cada amostra
foi composta de 1 kg de farinha adicionada de um tipo de mistura de nutrientes,

seguindo as especificagdes abaixo:

e Amostra 1: 1Kg de farinha de milho + 2g da mistura de acido fdlico e ferro
reduzido;

e Amostra 2: 1Kg de farinha de milho + 2g da mistura de acido folico e
fumarato ferroso;

e Amostra 3: 1Kg de farinha de milho + 2g da mistura de acido folico e
sulfato ferroso;

e Amostra 4: 1Kg de farinha de milho + 2g da mistura de acido fdlico.

Cada amostra de farinha de milho foi homogeneizada em misturador
mecanico (semelhante a batedeira, marca KitchenAid) durante 20 minutos.
Terminada a homogeneizagéo foi retirada uma por¢cdo da amostra para que fosse
feita a analise do teor de acido félico presente. Esta analise foi considerada como
tempo 0. Em seguida cada uma das quatro amostras foi subdividida em 8 parcelas
que foram acondicionadas em embalagens plasticas, devidamente identificadas,

com fecho para impedir a entrada de ar. Destas 8 parcelas, 4 foram armazenadas
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em camara a 25°C e 60% de umidade e as outras 4 a 35°C e 60% de umidade.

Cada parcela correspondia aos tempos de 30, 60, 90 e 120dias.
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2 METODO

2.1 DETERMINACAO DE ACIDO FOLICO NA MISTURA DE NUTRIENTES

2.1.1 Preparo das amostras de mistura de nutrientes para analise

cromatografica

Tomou-se 1g da respectiva mistura a ser analisada, que foi
dissolvida em solugéo de bicarbonato de sédio 0,024mol/L em baldo de 100ml. Esta
solugéo foi colocada em banho de ultra-som por 10 minutos e depois filtrada em
papel filtro, 1mL deste filtrado foi diluido em solugdo de bicarbonato de sdédio
0,024mol/L em baldo de 50mL. Esta solugao foi filtrada em membrana 0,45um e
recolhida em tubo de ensaio. Logo em seguida a solugdo foi injetada em
cromatégrafo e monitorada a 280nm. Cada analise foi realizada em triplicata, com

repeticdes absolutas.

2.2 DETERMINACAO DE ACIDO FOLICO NA FARINHA DE MILHO

2.2.1 Preparo das amostras de farinha de milho para analise cromatografica

Foram tomados 5g de amostra e colocados em erlenmeyer ao qual
foram adicionados 20mL de solugdo de bicarbonato de sédio 0,024mol/L. A solugao
foi deixada em agitador magnético por 5 minutos, e foram adicionados 10mL da
solucdo de bicarbonato de sdédio 0,024mol/L. O recipiente com a amostra foi
colocado em banho com ultra-som por 10 minutos a temperatura de 50°C (+2°C).
Em seguida foram adicionados 20mL de solugdo de agua e acetonitrila (87:13, v/v).
A amostra foi deixada sob refrigeragcdo por 5 minutos a temperatura de 10°C (+2°C),

e em seguida foi filtrada em papel filtro. A solugcdo resultante foi filtrada em
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membrana 0,45um e recolhida em tubo de ensaio, sendo entdo injetada em

cromatégrafo. Cada analise foi realizada em triplicata, com repeticbes absolutas.

2.3 METODO APLICADO PARA DETERMINACAO DE ACIDO FOLICO

A determinagao de acido fdlico, feita por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, foi realizada nas misturas de nutrientes e nas amostras de farinha de

milho fortificadas de acordo com os parametros estabelecidos por SILVA (2005b).

2.3.1 Reagentes

A agua utilizada para extragéo, preparo de fase movel e padrao foi
obtida por destilagdo, deionizagédo e filtragdo a vacuo em membrana de 0,45um
(Millipore).

Solventes usados: acido acético p.a. (SYNTH), acetonitrila HPLC
(TEDIA), hidroxido de sédio p.a. (ISOFAR) e bicarbonato de sédio p.a. (ISOFAR). O
padrao foi adquirido da MERCK (Alemanha), cédigo 1.03984.0005.

As fases moveis utilizadas foram filtradas a vacuo em membrana de

0,45um (Millipore) e desgaseificadas antes do uso.

2.3.2. Equipamento

Foi utilizado um cromatografo marca Shimadzu, modelo CLASS-
LC10A com sistema de bombeamento binario modelo M10A, com sistema de inje¢cao
Rheodyne com alga de amostragem de 250ul, acoplado a um detector de arranjo de
diodos modelo SPD-M10A. A fase estacionaria foi uma coluna de fase reversa

LiChrospher® RP-18, 250 x 4mm i.d., 5um (Merck, Alemanha), acompanhada de
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coluna guarda LiChrospher® 100 RP18, 4x4mm i.d., 5um (Merck, Alemanha). O

sistema foi conectado a um microcomputador para analise dos dados.

2.3.3 Condi¢cdes cromatograficas

O acido folico foi eluido em sistema por gradiente iniciando com 99%
de tampéo acetato pH 2,8 e 1% de acetonitrila, chegando em 15 minutos a 76% de
tampéao acetato e 24% de acetonitrila, em 16 minutos foram retomadas as condi¢oes
iniciais que permaneceram até 26 minutos quando terminou a corrida. O pump foi
ajustado em 1% de acetonitrila e 99% de tampéao acetato. A vazao foi de 0,8mL/min.

A identificacdo foi realizada por comparagdo entre o tempo de
retencdo obtido com o padrdo analisado sob as mesmas condi¢gdes que as
amostras, pelos espectros de absorgao obtidos com o detector de arranjo de diodos,
e também por co-cromatografia.

A quantificagao do acido félico foi feita por padronizacao externa com
injecdo, de no minimo trés vezes durante o dia, do ponto central da curva de
calibragdo. A linearidade do sistema foi avaliada pela construgdo de curva de
calibragdo com seis pontos, considerando a origem, nas seguintes concentragdes:
0,21; 0,32; 0,42; 0,53 € 0,74pg/mL.

2.3.4 Preparo do padréao

Foram dissolvidos cerca de 100mg de acido folico em solugcéo de
bicarbonato de sédio 0,024mol/L em baldao de 100mL, obtendo-se uma solucéo de
concentracdao 1mg/mL. Esta solugao foi conservada sob refrigeragcéo. A partir desta,
foram realizadas diluicdes com agua até ser obtida a concentragédo de 0,4ug/mL, que
foi utilizada na realizagao das analises. As diluicbes, a partir da solugcado de estoque,

foram preparadas diariamente.
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2.4 VALIDACAO

Para validacdo do método foram estudados os parametros de
linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limites de deteccdo e quantificacédo
(USP 29).

e Seletividade: para estabelecer este parametro foi analisado um “branco”
de reagentes (realizacdo do método sem a adigdo de amostra), e uma
amostra de farinha de milho sem acido fdlico.

¢ Linearidade: foi obtida por meio da constru¢ao de uma curva de calibracéo
para acido folico com seis pontos, considerando a origem, nas seguintes
concentragdes: 0,21; 0,32; 0,42; 0,53 e 0,74ug/mL. A partir dos dados
obtidos foi calculada a equacéo da reta e o coeficiente de determinacéo.
As concentragdes estudadas de acido félico foram obtidas a partir de uma
solucao padrao de acido félico de concentragcao 105,41mg/100mL, a partir
da qual foram feitas as seguintes dilui¢des: 1mL em 25mL de agua, do
qual foi retirado 1mL e diluido em 10mL, com agua. Desta ultima diluigdo
foram retiradas as seguintes aliquotas: 0,5; 0,75; 1,00; 1,25 e 1,75mL que
foram diluidas em 10mL de agua cada uma.

e Exatiddo (recuperacdo): para esta determinacdo foram realizadas 3
extragdes para uma amostra de farinha de milho adicionada de acido félico
em concentragao conhecida.

e Precisdo: para este calculo foram feitas 5 repeti¢gdes de injecdo do ponto
central da curva de calibracao.

e Limites de deteccdo e quantificagdo: foram calculados por aproximagao
segundo as equagdes abaixo, utilizando 3 pontos com concentragdes
inferiores ao menor ponto da curva de calibragao, injetados em ftriplicata.
Limite de deteccdo = Ybl + 3Sbl x 1

B \n

Limite de quantificagdo = = Ybl + 10Sbl x 1
B n



Onde:

Ybl = estimativa da resposta do branco

Sbl = estimativa do desvio padrao do branco
B = inclinagao da curva

N = numero de medidas

67
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V DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As amostras foram armazenadas em duas camaras com temperatura
e umidade controladas, uma a 25° C e a outra a 35° C, ambas com umidade de
60%. Cada determinagao da concentragao de acido félico foi realizada em triplicata.

As analises foram realizadas ao longo de 4 meses com intervalos de
30 dias (tempo 0, 30, 60, 90 e 120 dias) até o término do experimento. Para analise
estatistica seguiu-se o delineamento inteiramente casualisado, tendo a temperatura
como tratamento principal e os tempos de avaliagdo da concentragao de acido folico
como tratamento secundario. Os resultados foram submetidos a analise de variancia
para verificar se houve diferenca entre as amostras. Foi realizada analise de
regressao linear para verificar se existiu influéncia do tempo de estocagem sobre a
concentracdo de vitamina. Os resultados foram analisados pelo programa
STATISTICA for Windows versao 6.0.
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VI RESULTADOS E DISCUSSAO

1 VALIDACAO

1.1 LINEARIDADE

Na tabela VI.1 estdo as concentragdes de acido folico utilizadas para a

construcao da curva de calibragao e as respectivas areas correspondentes.

Tabela VI.1 - Valores de concentragao e area obtidos na curva de calibragao.

Aliquota  Concentragdo (ug/10mL)  Concentragéo Area
(ug/mL)
0 0 0 0
0,50 2,1083 0,21083 165664
0,75 3,1625 0,31625 268835
1,00 4,2167 0,42167 357629
1,25 5,2708 0,52708 461795
1,75 7,3791 0,73791 634153
) 800000 y = 870845,4587x - 6624,9043
Area 500000 R? = 0,9989
400000 -
200000 -
O T T T T T T T
) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
-200000

Concentragao (ng/ml)

Figura V1.1 — Gréfico da curva de calibragéo para acido félico (area versus
concentracao)
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A equacao da reta obtida foi y = -6624,90 + 870845,46x, com r? =

0,9989, indicando alta correlagéo entra a concentragao e a area respectiva.

1.2 EXATIDAO

Para estudar este parametro foi analisada uma amostra de farinha
de milho adicionada de acido félico na concentracédo de 236ug/100g. A tabela VI.2

mostra os resultados da analise feita em triplicata.

Tabela VI.2 — Valores obtidos para estabelecimento de exatidao

Repeticao Resultado
(ng/100g) Média(ug/100g) DP CVobtido (%) CVmax (%)
1 223,27
2 267,55 236,47 27,02 11 14
3 218,59

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao.

O coeficiente de variagdo maximo (CV max) para repeticdes analiticas foi
obtido segundo a formula estabelecida por Horwitz, (1982):
CV max (%) = 2~(1-0,5 log C)
Onde C = concentracao estudada expressa como poténcia de 10.
Exemplo:
236ug9/100g = 0,000236g/100g = 2,36 x 10" -6
Logo: CV max (%) = 2°[1-0,5 log (2,36 x10” -6)] = 14.
O CV obtido foi de 11, portanto CVobt < CVmax. Logo o CV obtido esta dentro
do limite aceitavel para as repeticoes analiticas.
A recuperacao de 100,2% indica boa exatiddo para o método
empregado.
Outros autores também conseguiram obter boa exatiddo na

validacdo de métodos cromatograficos para analise de acido folico em outras
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matrizes alimenticias. Lima (2001) relatou recuperagcéo de 95%+ 1 em farinha de
trigo enriquecida com acido félico na concentragdo de 1,7ug/g e recuperagao de
97%= para farinha de trigo enriquecida com acido félico na concentracao de 2,5ug/g.
Osseyi, Wehling e Albrecht (1998) relataram recuperagao de 93%+ 5,2 para farinha
de trigo adicionada de acido foélico na concentragao de 3,08ug/g, e recuperacao de

96%= 3 quando a farinha foi adicionada de 20ug/g.

1.3 PRECISAO

A precisao foi calculada com base nos valores de concentragao
obtidos das inje¢cbes do ponto central da curva de calibragdo. Foram feitas 5 injegdes

que forneceram os resultados que s&o expressos na tabela VI.3:

Tabela V1.3 — Valores obtidos para o calculo de precisao

Repeticdo | Resultado
(ng/mL Média(ug/mL) DP CVobtido | CVmax(%)
(%)

1 0,42167
2 0,39641
3 0,41917 0,414886 0,01059 2,5 14
4 0,42144
5 0,41574

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagdo; CVmax. = coeficiente de variagdo maximo

Como o CVobt < CVmax, isto indica boa precisdo do meétodo,
estando dentro do valor aceitavel. O CV de 2,5 esta préximo ao valor obtido por Lima
(2001), que relatou um CV de 1,0 para o método utilizado para avaliagdo de acido

félico adicionado a farinha de trigo.
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1.4 SELETIVIDADE

Para a analise da especificidade foram analisados um branco de
reagentes (que consiste em realizar todo o método sem a adicdo de amostra) e uma
farinha de milho n&o enriquecida. Ambas as analises foram realizadas sob as
mesmas condigdes e ndo foi observada a existéncia de interferentes na detecgéo da

vitamina, conforme demonstrado nas figuras VI.2., VI.3., VI.4., VI.5.

=d¥k Chromatogram

: ) i
o min

Figura VI.2 — Branco de reagentes
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Figura VI.3 — Padrao de acido félico (tempo de retengéo 14 min.)

whe Chromatogham ~**

min

rabs
60 chi ZACom ‘I I‘ ||
111 b

0

10

Figura VI.4 — Farinha de milho
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Figura VL5 - Farinha de milho adicionada de acido félico

1.5 LIMITES DE DETECGCAO E QUANTIFICACAO

Para determinacdo dos limites de detecgdo e quantificacdo foram
utilizados 3 pontos de concentragao inferior ao menor ponto da curva de calibragao.
As concentracdes foram obtidas a partir de uma solugdao padrdo de concentragao
105,41mg/100mL, a partir da qual foram feitas as seguintes diluigdes: 1TmL em 25mL
de agua, do qual foi retirado 1mL e diluido em 10mL, com agua. A seguir foram
retiradas as seguintes aliquotas: 0,2; 0,3; 0,4mL, que foram diluidas em 10mL de

agua e injetadas em triplicata. Os resultados sao demonstrados na tabela VI.4:

Tabela V1.4 — Valores de concentragdo, area e desvio padrao utilizados para o
calculo dos limites de detecg¢ao e quantificagao.

Aliqguota  Concentragdo Concentragao Area Média S
(ng/10mL) (ng/mL)
0,20 0,843 0,0843 61876 61983 64063 62641 1233
0,30 1,265 0,1265 92728 97607 96956 95764 2649
0,40 1,687 0,1687 137544 128056 133308 132969 4753

s = estimativa de desvio padrao.
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A partir destes resultados foram obtidas as seguintes curvas que
definem a correlagao entre os parametros:

Equacgéao da curva (concentracéo/area): y = - 8367,61 + 833930,17x

(r=0,9989)

Equacgdo da curva (concentragao/s): y = -2401,79 + 4170,22x (r =
0,9989)

Yu = 8367,61 Sy =2401,79

Para uso nas equacdes, a inclinagao considerada foi a da curva de
calibracao:

Equacao da curva de calibracéo: y = - 6624,90 + 870845,46x (r =
0,9989)

b = 870845,46

Limite de deteccdo = 8367,61 + 3 x 2401,79 x 1_
870845,46 V3

O resultado obtido para o limite de deteccao foi de 0,0103pug/mL.

Limite de quantificagdo = 8367,61 + 10 x 2401,79 x 1_
870845,46 V3

O resultado obtido para o limite de quantificagao foi de 0,0214ug/mL.
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2 RESULTADOS DAS ANALISES DE ACIDO FOLICO EM MISTURAS DE
NUTRIENTES

Os resultados da analise de acido félico em cada mistura sao

demonstrados na tabela VI.5:

Tabela V1.5 — Concentracéo de acido folico em mistura de nutrientes

Mistura mg /100g DP(ug) CV(%) CV max. (%)
1 95 +8 9 6
2 104 +3 3 6
3 75 +4 5 6
4 91 +3 3 6

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagdo; CV max.= coeficiente de variagdo maximo.

Mix 1 — Acido félico + ferro reduzido + excipientes
Mix 2 — Acido félico + fumarato ferroso + excipientes
Mix 3 — Acido félico + sulfato ferroso + excipientes

Mix 4 — Acido félico + excipientes

Cada mistura foi preparada de forma que sua concentracao final
fosse de aproximadamente 100mg de acido folico para cada 100g de mistura. Os
valores encontrados estiveram préximos ao valor esperado, variando de 104 — 75
ug/100g. Isso demonstra que o acido félico manteve concentragdo e distribuigao
adequada durante o preparo da mistura e também no produto final. Essas misturas

foram usadas para o enriquecimento das amostras de farinha de milho.
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3 RESULTADOS DAS ANALISES DE ACIDO FOLICO EM FARINHA DE MILHO

3.1 ANALISE TEMPO 0 DIAS

Logo apos serem preparadas, as amostras foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinagdo do teor de acido fdlico
presente. Essa primeira analise correspondeu ao tempo 0 dias. As amostras foram
preparadas com uma sobredosagem de 35% do valor determinado por lei
(150ug/100g), prevendo possiveis perdas de vitamina durante o preparo do produto.
Os valores da concentragdo de acido félico encontrados apds a primeira analise

encontram-se na tabela VI.6:

Tabela V1.6 — Concentragao encontrada de acido félico em farinha de milho
na analise do tempo 0 dias
Amostra Concentragao Desvio Padrao (ug)

encontrada (ng/100g)

1 95 +8
2 86 +11
3 56 +9
4 97 +4

Apds o processo de adicao de mistura e homogeneizagdo de cada
amostra, a concentragédo média de vitamina encontrada variou entre 56-97ug/100g ,
em meédia 41% do valor de 200ug/100g, que era o valor que se esperava encontrar
nas amostras.

A respeito do processo de homogeneizagcdo de acido folico em
farinha, sabe-se que nas industrias esta € uma etapa critica e embora sejam poucos
os trabalhos que tratam da homogeneizagdo de acido folico em matriz alimenticia,
podem ser encontradas evidéncias de que este processo ainda nao esta

completamente otimizado.
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Em um trabalho realizado por Lima (2001), foi feita a adicao de acido
félico em leite cru, e os resultados sobre a concentragdo de vitamina encontrada
apos a homogeneizagao, ficou em torno de 46% do valor esperado.

Embora as matrizes alimenticias sejam diferentes neste trabalho e
no que foi realizado por Lima, farinha de milho e leite respectivamente, percebe-se
que apos a etapa de adigdo e homogeneizagao os valores de concentracédo de acido
félico encontrados estiveram abaixo do esperado. Desta maneira, € possivel verificar
que a etapa de adigdo e homogeneizacao de acido félico em matriz alimenticia é
uma etapa critica, que pode levar a produtos com concentragdo de vitamina nao
adequada.

Ainda em outro trabalho realizado por Lima-Pallone e Godoy (2005)
foi estudada a eficiéncia do processo de adicdo de acido félico em farinha de milho,
em escala industrial. Verificou-se que o processo de enriquecimento, que tem como
ponto critico a homogeneizacado, nao esta sendo eficiente pois foram constatadas
grandes variagbes na concentragdo da vitamina em diferentes porgbes de um
mesmo lote, o que indica que o processo industrial de enriquecimento ndo esta
adequado. A constatacdo de dificuldades que ocorrem no processo de
homogeneizagao também encontra respaldo em dados de um estudo retrospectivo
realizado pelo laboratério de analise de vitaminas do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (Campinas). Observando os resultados sobre a concentragdo de acido
félico em farinha de milho, em amostras que foram encaminhadas para analise
naquele laboratério no periodo de julho de 2004 a abril de 2005, pode-se verificar
que existem grandes diferencas entre amostras provenientes de diferentes
industrias, e que algumas encontram-se com valores muito acima do esperado e
outras com concentragdes de acido félico abaixo de 30ug/100g (SILVA, 2005a). Isso
reforca a hipétese de que as baixas concentragdes de vitamina encontradas nas
amostras sao consequéncia de uma dificuldade em se conseguir uma boa

distribuicao de acido félico em farinha de milho.
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3.2 Resultados das analises das amostras a 25°C

Nas amostras estocadas a 25°C né&o foi possivel realizar a analise
no tempo 60 dias devido a problemas no equipamento.

Tomando-se os valores das concentragdes de acido folico desde o
inicio até o tempo de 120 dias, foi realizada a analise de variancia para verificar se
houve diferenca significativa na concentracéo de acido folico entre as 4 amostras,

com nivel de significancia de 5%.

Tabela VI.7 —Analise de variancia para amostras estocadas a 25°C

Efeito SS Degr MS F
Tempo 1010,25 3 336,75 0,9351
Amostra 904,25 3 301,42 0,8369
Erro 3241,25 9 360,14

SS= soma dos quadrados; Degr= grau de liberdade; MS= quadrado médio

O valor de F para amostras foi de 0,8369, com um F tabelado de
3,86. Como F calculado < F tabelado, pode-se afirmar que nao houve diferenca
significativa na concentracdo de acido folico entre as amostras, sob as condi¢des
estudadas.

Para verificar se com o avango do tempo de estocagem a
concentragao de acido folico sofreria alguma alteragao, foi realizada uma analise de
regressao linear, para estabelecer a existéncia, ou auséncia, de relagcdo entre tempo
de estocagem e concentracdo de acido folico. O coeficiente de correlagdo linear, que
demonstra o grau de associagdo entre as duas variaveis, é indicado para cada

amostra na tabela VI.8:
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Tabela V1.8 — Coeficiente de correlagao encontrado para amostras
estocadas a 25°C

Amostra R (coeficiente de correlagao)
1 0,24
2 0,10
3 0,97
4 -0,92

Para as amostras 1 e 2 o coeficiente de correlagao foi baixo, e por
isso ndo é possivel afirmar que houve relagdo entre o tempo de estocagem e a
variagdo na concentragao de vitamina.

Para a amostra 3 o coeficiente de correlagao foi alto, porém positivo,
0 que seria equivalente a dizer que com o avango do tempo de estocagem a
vitamina tem um acréscimo na sua concentragdo. Como isso nao € possivel,
considera-se que a concentragdo de vitamina permaneceu constante durante o
periodo de estudo. Também pode ser considerado que este comportamento seja
resultado da distribuicdo ndao uniforme da vitamina na amostra, devido a dificuldade
de homogeneizagao neste tipo de amostra, como ja foi constatado por Lima-Pallone
e Godoy (2005).

Para a amostra 4 o coeficiente de correlacdo também foi alto, e
neste caso negativo, indicando provavel correlagcéo entre o tempo de estocagem e a
diminuicdo na concentragao de vitamina. Para verificar se com o aumento do tempo
de armazenamento houve diminuigdo significativa na concentragdo de acido folico,
foi estudado o coeficiente angular da reta, que € o valor de B na equagao y=A+Bx, e
qgue neste caso tem o valor de —0,1567. Este coeficiente angular indica que com o
aumento do tempo de estocagem a concentragao de vitamina sofre um decréscimo.

Foi realizada analise de regressao para testar as hipoteses Ho: B=0

e H1: B0, e o resultado de F é demonstrado na tabela VI.9:
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Tabela V1.9 — Analise de regressao para amostra de farinha de milho
adicionada de acido folico

Efeito Sums of df Mean F
Regress. 220,9000 1 220,9000 11,90836
Residual 37,1000 2 18,5500

Total 258,0000

Sums of = soma dos quadrados; df =grau de liberdade; mean = quadrado médio

O valor de F calculado foi de 11,9, e o F tabelado (a=5%) é igual a
18,51. Como F calculado < F tabelado, aceita-se Ho, ou seja, o parametro B pode
ser considerado nulo. Assim a reta que demonstra a concentragao de acido félico
pode ser considerada paralela ao eixo X, 0 que equivale a dizer que nao ha
diminuicao significativa na concentragao de vitamina durante o periodo estudado.

Para as amostras 1,2 e 3 também foi feito o quadro de analise de
regressdo e em todos os casos o valor de B foi considerado igual a O, e
consequentemente a reta que demonstra a concentragcado de acido félico também foi
considerada paralela ao eixo x.

Para as amostras estudadas a 25°C, apesar de serem observadas
algumas tendéncias de diminuicdo na concentragao de acido félico, estas nao foram
significativas quando submetidas a analise estatistica e, portanto pode-se considerar
que durante o periodo estudado, e sob as condi¢cbes de estocagem estabelecidas, a
concentragao de acido folico permaneceu estavel no produto.

Os graficos e tabelas a seguir demonstram a concentragcédo do acido

félico durante o periodo de estudo, a 25°C:

Tabela VI.10 — Concentracao de acido félico na amostra de farinha de milho
adicionada de acido fdlico e ferro reduzido, estocada a 25°C
no periodo de 120 dias.

Tempo (dias) Concentragao
P (ug/100g) DP (ug) CV% CVmax%
0 95 +8 9 16
30 44 5 12 18
90 89 +16 18 16
120 88 +14 16 16

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagcdo; CV max.= coeficiente de variagdo maximo.
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Tempo vs. Concentragéo

Concentragéo = 72,800 + ,10333 * Tempo
Correlation: r = ,24046
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Figura VI.6 — Grafico da concentracéo de vitamina em fungao do tempo de
estocagem, da amostra de farinha de milho adicionada de acido
félico e ferro reduzido, armazenada a 25°C.

Tabela VI.11 — Concentracdo de acido folico na amostra de farinha de milho
adicionada de acido félico e fumarato ferroso, estocada a
25°C no periodo de 120 dias.

Tempo (dias) Concentragao
P (ug/100g)  DP (ug) CV% CVmax%
0 86 +11 13 16
30 73 +3 4 17
90 46 7 17 18
120 107 +10 9 16

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagcdo; CV max.= coeficiente de variagdo maximo.
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Tempo vs. Concentragédo

Concentragéo = 75,000 + ,05000 * Tempo
Correlation: r = ,10731
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Figura VI.7 — Grafico da concentracido de vitamina em funcédo do tempo de
estocagem, da amostra de farinha de milho adicionada de
acido folico e fumarato ferroso, armazenada a 25°C.

Tabela VI.12 — Concentracdo de acido folico na amostra de farinha de milho

adicionada de acido félico e sulfato ferroso, estocada a 25°C, no periodo de
120 dias.

Tempo (dias) Concentragao
P (ug/100g)  DP (ug) CV% CVmax%
0 56 +9 17 17
30 62 +7 12 17
90 70 +14 14 17
120 83 +13 13 16

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao; CV max.= coeficiente de variagdo maximo.
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Tempo vs. Cocentragéo

Cocentragao = 55,350 +,20667 * Tempo
Correlation: r = ,96976
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Figura VI.8 — Grafico da concentracdo de vitamina em fungdo do tempo de

estocagem, da amostra de farinha de milho adicionada de acido
folico e sulfato ferroso, armazenada a 25°C.

Tabela VI.13 — Concentracio de acido folico na amostra de farinha de milho
adicionada de acido fdlico, estocada a 25°C no periodo de

120 dias.
Tempo (dias) Concentragao
P (ug/100g) DP (ug) CV% CVmax%
0 97 +4 4 16
30 94 +4 5 16
90 89 0 0 16
120 76 +14 18 17

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variacdo; CV max.= coeficiente de

variagao
maximo.
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Tempo vs. Concentragéo
Concentracéo = 98,400 - ,1567 * Tempo
Correlation: r = -,9253
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Figura V1.9 — Gréfico da concentragdo de vitamina em funcdo do tempo de

estocagem, da amostra de farinha de milho adicionada de acido
folico , armazenada a 25°C.

3.3 Resultados das analises das amostras a 35°C

Para verificar se houve alguma diferengca na concentragdo de acido
félico entre as 4 amostras que ficaram estocadas a 35°C, foi realizada analise de
variancia (ao nivel de 5% de significancia).

Tabela VI.14 — Analise de variancia para amostras estocadas a 35°C

Efeito SS Degr. of MS F
Amostra 1623,65 3 541,22  2,8795
Tempo 207,73 3 69,24 0,3684
Error  1315,69 7 187,96

SS= soma dos quadrados; Degr= grau de liberdade; MS= quadrado médio
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O F calculado para amostras foi de 2,8795 e o F tabelado para este
caso foi de 4,5. Como o F calculado < F tabelado, pode-se afirmar que ndao houve
diferenga significativa na concentragdo de vitamina entre as amostras no periodo
estudado.

Para averiguar a existéncia, ou auséncia, de relagao entre o tempo
de estocagem e a concentracao de acido folico, foi realizada analise de regressao
para as amostras estocadas a 35°C. Os valores encontrados para os coeficientes de

correlacdo sao apresentados na tabela VI.5:

Tabela VI.15 — Coeficiente de correlagao encontrado para amostras
estocadas a 35°C

Amostra R (coeficiente de correlacao)
1 0,13
2 0,24
3 0,57
4 0,62

Os valores encontrados para os coeficientes de correlacdo foram
baixos (no maximo 62% para a amostra 4), o que n&o é suficiente para dizer que o
avanco do tempo de armazenamento causou alguma alteragdo na concentragéo de
vitamina.

Quando foi realizada a analise de regresséo linear, para verificar as
hipéteses Ho: B=0 e H1: B#0, pdde ser verificado que para todas as amostras a
hipétese Ho foi aceita, indicando que o valor de B pode ser considerado nulo. Assim,
a reta que estima o valor das concentragcbdes de acido félico pode ser considerada
paralela ao eixo x, € a concentragcdo da vitamina pode ser considerada estavel
durante o periodo estudado.

Os graficos e tabelas a seguir demonstram a concentragcédo do acido

félico durante o periodo de estudo, a 35°C:
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Tabela VI.16 — Concentracao de acido félico na amostra de farinha de milho
adicionada de acido fdlico e ferro reduzido, estocada a 35°C,
no periodo de 120 dias.

Tempo (dias) Concentragao
P (ug/100g) DP (ug) CV% CVmax%
0 95 +8 9 16
30 78 +2 4 17
60 83 7 7 16
90 80 +4 6 17
120 98 +15 16 16

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagdo; CV max.= coeficiente de variagdo maximo.

Tempo vs. Concentragéo

Concentragéo = 85,200 + ,02667 * Tempo
Correlation: r =,13909
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Figura VI.10 — Grafico da concentragao de vitamina em funcdo do tempo de
estocagem, da amostra de farinha de milho adicionada de
acido folico e ferro reduzido, armazenada a 35°C.
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Tabela VI.17 — Concentracao de acido félico na amostra de farinha de milho
adicionada de acido folico e fumarato ferroso, estocada a
35°C no periodo de 120 dias.

Tempo (dias) Concentragao
P (ug/100g)  DP (ug) CV% CVmax%
0 86 +11 3 16
30 88 +11 14 16
60 82 +10 13 16
90 67 13 S 17
120 108 18 7 16

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagcdo; CV max.= coeficiente de variagdo maximo.

Tempo vs. Concentragéo

Concentragédo = 81,600 + ,07667 * Tempo
Correlation: r = ,24733
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Figura VI.11 — Grafico da concentracéo de vitamina em funcdo do tempo de
estocagem, da amostra de farinha de milho adicionada de acido
félico e fumarato ferroso, armazenada a 35°C.
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Tabela VI.18 — Concentragao de acido félico na amostra de farinha de milho

adicionada de acido folico e sulfato ferroso, estocada a 35°C,
no periodo de 120 dias.

Tempo (dias) Concentragao
P (ug/100g) DP (ug) CV% CVmax%
0 56 +9 17 17
30 62 +10 17 17
60 107 +8 8 16
90 65 *3 6 17
120 96 +4 5 16

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagdo; CV max.= coeficiente de variagdo maximo.
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Figura VI.12 — Grafico da concentragao de vitamina em funcdo do tempo de

estocagem, da amostra de farinha de milho adicionada de
acido foélico e sulfato ferroso, armazenada a 35°C.
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Tabela VI.19 — Concentracao de acido félico na amostra de farinha de milho
adicionada de acido fdlico, estocada a 35°C, no periodo de

120 dias.
Tempo (dias) Concentragao
P (ug/100g) DP (ug) CV% CVmax%
0 97 +4 4 16
30 104 +10 10 16
60 95 +31 33 16
90 103 +11 11 16
120 108 +13 13 16

DP = desvio padrao; CV = coeficiente de variagdo; CV max.= coeficiente de variagdo maximo.

Tempo vs. Concentragéo

Concentragao = 97,200 + ,07000 * Tempo
Correlation: r = ,62416

0140}

0120} =]

o]
0100 /—/e/
o

P e

080}

Concentracgao

060

040}

020

(0] 0y . L . .
0 30 60 20 120
Tempo | “o_95% confidence

Figura VI.13 — Grafico da concentracao de vitamina em fungao do tempo de
estocagem, da amostra de farinha de milho adicionada de acido
folico, armazenada a 35°C.

Os resultados da concentragado de acido félico obtidos nas amostras

estocadas a 25 e 35°C, ndo demonstraram diminui¢do significativa com o aumento
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do periodo de estocagem. Esse comportamento foi verificado na fortificagdo, tanto
com a vitamina combinada com sais de ferro (ferro reduzido, sulfato e fumarato),
guanto com a vitamina utilizada isoladamente (sem adigdo de ferro). Foi observado
que o resultado de algumas amostras apresentaram valores de concentragdo de
acido folico abaixo dos valores médios, e isso pode ser atribuido a dificuldades no
processo de homogeneizacao e também a diferencas de granulometria entre a
matriz alimenticia e a mistura de nutrientes usada para fortificagdo. A matriz (farinha
de milho) apresenta uma irregularidade no tamanho de particulas que chegam até
590 micras, o que é comum ao produto, (CARAMURU ALIMENTOS, 2006);
enquanto a mistura de nutrientes tem uma granulometria menor. O recomendavel é
que a matéria-prima usada para producdo da mistura de nutrientes tenha
granulometria de 45 micras, podendo chegar a 75 micras (GERMANI, 2001). Essas
diferengcas entre a matriz alimenticia e a mistura de nutrientes usada para
fortificagcao, geram dificuldades na homogeneizacgao.

Pode-se considerar que durante o periodo de armazenamento a
vitamina manteve sua estabilidade e que os baixos valores encontrados sejam
devidos a uma amostra nao uniforme. Esta afirmacao pode ser feita pois, segundo
dados da literatura, o acido félico € o congénere mais estavel do grupo dos folatos e
os estudos realizados sobre a estabilidade de acido folico adicionado em produtos a
base de cereais, constataram que essa vitamina manteve sua estabilidade no
produto em que foi adicionada durante 6 meses, em temperatura de 23°C
(FENNEMA, 1996).

Neste estudo foi observado que em relagao a estabilidade do acido
félico em farinha de milho fortificada, a variavel que se refere 8 homogeneizacéo se
sobrepbe aquela que se refere ao tempo de estocagem e aos fatores que séo
comumente relacionados ao periodo de armazenamento, como temperatura e
estabilidade a oxidagéo, que poderiam influenciar negativamente na estabilidade da
vitamina. Neste caso o tempo de armazenamento € menos critico para o produto do

que as limitagdes no processo de distribuicao da vitamina.
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VIl CONCLUSOES

O método de analise cromatografica foi validado através dos
parametros de linearidade, exatidao, precisdo, seletividade, limites de detecgao e
quantificacdo para amostras de farinha de milho fortificada com acido félico.

Quando o acido fdlico foi utilizado isoladamente e em combinagao
com sais de ferro (ferro reduzido, fumarato ferroso e sulfato ferroso) para o
enriquecimento de farinha de milho, nao foi verificada diferenga significativa entre es
amostras com relagado a concentragéo de vitamina durante o armazenamento.

N&o houve influéncia significativa sobre a estabilidade da vitamina,
na estocagem sob as temperaturas de 25°C ou 35°C.

Considerando as concentragdes observadas desde o tempo de 0
dias até o tempo de 120 dias, ndo foi constada alteracdo significativa na

concentragdo de acido folico sob as condi¢des estudadas.
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CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES

A fortificagdo de alimentos vem sendo utilizada como estratégia para
combater a deficiéncia de vitaminas, porém para que o resultado esperado seja
realmente alcangcado € preciso garantir, a0 menos, que o nutriente adicionado seja
encontrado na concentracdo adequada proposta por lei.

Todo processo que inclui mudangas em procedimentos ja
estabelecidos precisa ser cuidadosamente realizado, e isto inclui a adicao de acido
félico no processo de producao de farinha de milho. Por forga da lei, a adicdo desta
vitamina em farinha de milho tornou-se obrigatéria e as industrias tiveram um prazo
para adequar seu processo de producdo. Porém este ainda nido esta totalmente
otimizado, o que pode comprometer seriamente os objetivos da fortificagdo. Dentre
os fatores que podem estar relacionados com este problema, a homogeneizacao
tem uma grande influéncia.

A etapa de homogeneizagdo tem se mostrado critica no processo de
adicao de acido folico em farinha de milho e, como este produto alimenticio ja tem
um processo de producdo estabelecido, seria muito dificil altera-lo na intencao de
melhorar a distribuicdo da vitamina. Por este motivo uma alternativa seria uma
modificacdo na mistura de nutrientes que € usada para realizar a fortificacdo. Uma
sugestdo, nesse sentido, pode ser a complexacdo da vitamina com algum
componente que possa melhorar a sua distribuicdo, tornando suas particulas mais
compativeis com a farinha de milho.

Se a tecnologia de produgéo puder ser melhorada, é possivel que o
problema detectado a respeito da concentracdo da vitamina no produto seja
solucionado, pois em relagéo a outros fatores o acido folico mostrou-se estavel, seja
em relagao a temperatura ou a combinagdo com o mineral ferro.

As amostras 1 (farinha de milho fortificada com acido félico e ferro
reduzido) e 2 (farinha de milho fortificada com acido félico e fumarato ferroso)
estocadas a 25°C, e a amostra 3 (farinha de milho fortificada com acido fdlico e
sulfato ferroso) estocada a 35°C, apresentaram dados com maior dispersdo em
relagdo a concentragcdo da vitamina. Os valores que discordaram do conjunto de
dados nas amostras sdo considerados consequéncia da dificuldade em se obter um

produto final homogéneo.
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Pode-se observar que embora fatores fisicos e quimicos nao estejam
afetando a estabilidade da vitamina de forma significativa, a tecnologia do processo
de fortificagédo precisa ser otimizada. Desta forma sera possivel garantir um produto
com distribuicdo homogénea do acido félico e que corresponda as exigéncia legais,
atingindo os objetivos a que se propde.

E importante considerar essas informacdes para que o programa de
fortificacdo ndo seja utilizado apenas como uma forma de atrair o consumidor, mas

como uma maneira de satisfazer as necessidades relacionadas a sua saude.
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ANEXOS



Espectro de absor¢ao do padrao de acido félico

spectrum Window

531.5

R
s L B
e, [
-_I
- =240 ZED ZB0 E00 azn

Espectro de absorgao de acido folico em farinha de milho

Spectoum Window

13.8] ,

rem—=24q 0 AE0 SAO Inc 320

103



	Cristiane da Silva Sena
	ESTABILIDADE FÍSICO-QUÍMICA DE ÁCIDO FÓLICO EM
	FARINHA DE MILHO FORTIFICADA
	Cristiane da Silva Sena
	ESTABILIDADE FÍSICO-QUÍMICA DE ÁCIDO FÓLICO EM
	FARINHA DE MILHO FORTIFICADA
	Cristiane da Silva Sena
	ESTABILIDADE FÍSICO-QUÍMICA DE ÁCIDO FÓLICO EM
	FARINHA DE MILHO FORTIFICADA
	Dedicatória
	RESUMO
	ABSTRACT
	The pteroylglutamic acid, also called folic acid or folate, is one water-soluble B vitamins. Studies have found that women who take folic acid supplements before conception and dur
	LISTA DE FIGURAS
	Figura II.1 – Estrutura química do ácido fólico (GOODMAN & G
	Figura II.5 – Esquema do grão de milho 40


	LISTA DE TABELAS
	I INTRODUÇÃO 17
	II REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 19
	1 IMPORTÂNCIA DA ALIMENTAÇÃO PARA NUTRIÇÃO HUMANA 19
	3 ÁCIDO FÓLICO 25
	3.1 Estabilidade 28
	3.2 Fontes de Doses Recomendadas 29
	3.3 Metabolismo 30
	4.1 Importância na dieta 39

	4.2 Processos 40
	5.1 Mistura de Nutrientes 43
	5.2 Fontes de Nutrientes usados em Fortificação de Farinha d
	5.2.1 Ferro 44
	5.2.2 Ácido fólico 45
	5.3 Processo de Fortificação 46







	6 MÉTODOS DE ANÁLISE DE ÁCIDO FÓLICO 48

	III OBJETIVOS 57
	IV.MATERIAL E MÉTODOS 58
	V DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 68
	VI RESULTADOS E DISCUSSÃO 69
	VII CONCLUSÕES 92
	CONSIDERAÇÕES FINAIS E SUGESTÕES 93
	I INTRODUÇÃO
	II REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	1 IMPORTÂNCIA DA ALIMENTAÇÃO PARA NUTRIÇÃO HUMANA
	3 ÁCIDO FÓLICO
	O ácido fólico apresenta-se como pó amarelo ou amarelo-alara
	A partir do ácido fólico, considerado o composto padrão dest
	O ácido fólico é praticamente insolúvel em solventes como ac
	3.2 Fontes e Doses Recomendadas

	A dieta americana fornece de 50 a 500g por dia de folatos, 
	A ingestão diária recomendada de folato para adultos é de 40
	3.3 Metabolismo
	4.1 IMPORTÂNCIA NA DIETA


	Figura II.5 – Esquema do grão de milho
	4.2 Processos
	5.1 MISTURA DE NUTRIENTES
	5.2 Fontes de Nutrientes Usados em Fortificação de Farinha d
	5.2.1 Ferro
	5.2.2 Ácido fólico
	5.3 Processo de Fortificação





	O primeiro método usado para a análise de ácido fólico foi u



	IV MATERIAL E MÉTODOS
	V DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
	VI RESULTADOS E DISCUSSÃO
	Efeito
	REFERÊNCIAS


