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INTRODUGAO

As recomendagbes para uma vida saudavel incluem a adogdo de alimentacédo
equilibrada, com moderagdo no consumo de produtos de origem animal como carnes, ovos,
leite e seus derivados, ao passo que frutas e legumes podem ser consumidos em maiores
quantidades. Os cereais estdo, também, inclusos neste ultimo grupo, do qual faz parte o
arroz, possuidor de vitaminas lipossoluveis e hidrossollveis no pericarpo e embrido (PARK
et al., 2001; ROTH-MAIER et al., 2002).

Com destaque para as vitaminas do complexo B, atualmente, os folatos e o acido
félico participam em fungdes metabdlicas importantes, principalmente, na biossintese de
purinas e pirimidinas, atuando como co-fatores de enzimas que sintetizam o DNA (acido
desoxirribonucléico) e o RNA (acido ribonucléico), aspecto indispensavel ao
desenvolvimento fetal (SCOTT et al., 1994; MCDONALD et al., 2003; MEZZOMO et al.,
2007).

Diante da necessidade de controlar e avaliar a estabilidade dessa vitamina nos
produtos fortificados, para a separagao e a determinagao dos folatos, os métodos de analise
mais recomendados pelos laboratérios credenciados tém sido os cromatograficos e os
imunoldgicos, ja que a bioatividade é diferente entre as diferentes formas ativas dos folatos,
assim como suas atuagdes no organismo (KONINGS et al.,, 2001; JASTREBOVA et al.,
2003)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC), utilizando colunas de
fase reversa, com detecgdo por absorgdo nas regides do ultravioleta (UV: 254 a 290nm)
e/ou fluorescéncia (excitagdo: 280 a 310nm e emissdo: 352 a 372nm), tem sido a mais
empregada na analise de folatos e do acido félico, por apresentar rapidez e simplicidade na
etapa de extragdo, reprodutibilidade, alta sensibilidade e exatiddo, além de melhor
separacao das diferentes formas bioativas presentes nos alimentos (CATARINO; GODOY,
2004; CREPALDI; GODQY, 2005). Outra técnica que vem se destacando para a
determinacdo de folatos em alimentos, devido a sua alta especificidade analitica, é a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-MS) (PENNEY et al., 2005)
e espectrometria de massas em “Tandem” (LC-MS/MS) (SANTOS et al., 2005).

Tendo em vista a importancia do arroz como alimento base da populagdo mundial,
objetivou-se verificar a influéncia do beneficiamento industrial na prevaléncia de acido folico
contidos nos graos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de graos de arroz da classe longo fino, com alto teor de
amilose, pertencentes a colecdo de amostras do Laboratério de Pds-Colheita,
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Agroindustrial, na Faculdade de Agronomia da Universidade Federal de Pelotas.

Para cada amostra de 50kg de arroz em casca foram coletadas trés aliquotas de
100g, as quais foram submetidas ao beneficiamento industrial (BRASIL, 2009) em engenho
de provas, modelo Zaccaria®, regulado de forma que entre 93 e 97% dos graos
descascassem na primeira passagem, obtendo-se assim o arroz integral. Para a obtengéo
do arroz branco utilizado, no mesmo engenho de provas foi realizada a operagédo de
polimento, na forma convencional, utilizada pela maioria das industrias que beneficiam este
gréo (ELIAS, 2007), com regulagem do equipamento para remoc¢éo de farelo na faixa de 7 a
9% de massa do grao de arroz integral, em condigdo operacional determinada por testes
prévios.

A determinagdo de acido fdlico (AF), via cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS/MS), foi realizada mediante o preparo da solugéo padrao
a partir de uma solugéo estoque contendo 100 pg mL" AF . Exatamente 1,0mg do padréo
em po foi dissolvido com agua ultra pura, ajustando-se o pH entre 7,0 a 8,0. Apds a
dissolugdo completa, o padrdo foi transferido para um baldo volumétrico de 10mL e
estocado a 4°C, na auséncia de luz. A partir desta solugdo estoque, por diluigdo com
solugdo 5,0 mmol L" de acetato de aménio, foi preparada uma solugéo padrédo contendo 50
ng mL" de acido flico, da qual 20uL foram injetadas no sistema LC-MS/MS (MARTINS
JUNIOR et al., 2008). A partir desta solugdo foram preparadas solugdes padrdes nas
concentragdes de 0,01 a 2,5 ug g'1.

O 4acido fdlico foi extraido de 1,0g de arroz moido, pela imersdo em mistura de
3,0mL de hidréxido de potassio (0,1 mol L'1) e 3,0mL de acetonitrila (Synth®), por 10
minutos em banho ultra-sénico. Ao extrato foram adicionados 500uL de acido tricloroacético
25 g L (CREPALDI; GODOY, 2005) e o volume completado a 10mL com solugdo de
acetato de aménio 75 mmol L (pH 7,0). Foi injetado no sistema LC-MS/MS 20pL do filtrado
(MARTINS JUNIOR et al., 2008). Para detectar a presenga do &cido félico (AF) foi utilizado
o sistema de cromatografia liquida (Schimadzu-Bruker®). Foi utilizada coluna de separagéo
analitica de fase reversa, Shimadzu® (2,0cmx150mmx4,6um), tendo como fase estacionaria
C18 (grupamentos octadecil). O acido félico foi separado em sistema de eluigéo isocratico,
com vazdo de 0,7 mL min™', durante 5 minutos de corrida, utilizando-se uma mistura de 25%
de fase moével A (5 mmol L" de acetato de aménio em agua) e de 75% de fase moével B (5
mmol L™ de acetato de aménio em metanol absoluto).

O acido folico foi ionizado na fonte de ionizagéo por eletronebulizagéo (Electrospray
lonization - ESI), no modo positivo, num analisador de massas ion trap (Bruker®), operado
em modo de aquisi¢cdo por Monitoramento Multiplo de Reagdo (MRM), com o propdsito de
detectar duas transigbes de razdo carga/massa (m/z): 442,2>176,1 e 442,2>295,1. O
método estatistico utilizado foi a analise de variancia, seguida do teste de Tukey, de
comparagao de médias a 5% (p<0,05) de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta o espectro MS; da solugdo padréo de acido folico. Os
fragmentos selecionados para a determinacdo em modo Multiple Reaction Monitoring
(MRM), para o ion precursor [M + H]", de m/z 442, foram os produtos de m/z 313, 295 (mais
intenso) e 269. O ion m/z 313 ao perder uma molécula de H,O (massa atémica 18), produz
o fragmento m/z 295 (Figura 1).

Resultados semelhantes foram encontrados por Stokes e Webb (1999), Nelson et
al. (2006) e Martins Junior et al. (2008), utilizando a técnica LC-MS/MS, no modo positivo e
negativo e modo de aquisicdo MRM. Martins Junior et al. (2008) encontraram duas
transicdes mais intensas para o ion precursor [M + H]" m/z 442,2, para a deteccdo do &cido
félico em amostras de farinha de trigo. Estas foram escolhidas para confirma-lo e quantifica-
lo: m/z 176,1 e m/z 295,1 (mais intenso).

A similaridade dos cromatogramas e da intensidade dos espectros da solugéo
padrdo com amostras de arroz (Figuras 2 e 3), confirmam a presenga de acido félico nos
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graos até a faixa de 9% de remocéao de farelo.
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FIGURA 1 — Espectro de massas (MS3) da solugéo padréo de acido folico, destacando o ion precursor [M

+ H]" e seus fragmentos.
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FIGURA 2 — Cromatograma do LC-MS/MS das solugdes padrdes de acido folico.
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FIGURA 3 — Cromatograma do LC-MS/MS das amostras de arroz beneficiadas pelo processo integral e
branco polido na faixa de 7 a 9% de intensidade de remocéo de farelo

A partir da curva analitica calculada por meio da Figura 2, foi possivel determinar
que as amostras de arroz integral apresentaram 0,92 ug g'1 de acido folico e a de arroz
branco, 0,14 ug g'1. Tal fato indica uma perda média de 85% desta vitamina quando a
operacéao de polimento o intensifica até 9% de remogéo de farelo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Monks (2010), em amostras de
arroz, utilizando método de quantificagao de acido folico desenvolvido por Crepaldi e Godoy
(2005), em cromatografia de alta eficiéncia (HPLC-UV).
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CONCLUSAO

Os resultados indicam que polimentos até uma faixa de 9% de remocéo de farelo
reduzem os teores de acido folico, em média, até 85% em relagéo aos gréos integrais.
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