UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA DOS ALIMENTOS

Pedro Ivo Pinheiro Fuchs

Determinacao de acido foélico em suplemento alimentar por microextragao liquido-

liquido dispersiva com solvente eutético profundo

Floriandpolis

2024



Pedro Ivo Pinheiro Fuchs

Determinacéo de acido folico em suplemento alimentar por microextragao liquido-

liquido dispersiva com solvente eutético profundo

Dissertacdo submetida ao Programa de Pods-
Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina como
requisito parcial para a obtengéao do titulo de Mestre
em Ciéncia dos Alimentos

Orientadora: Profa. Vivian Maria Burin Dra.

Floriandpolis
2024



Ficha de identificagcdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de

Geracao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

i

Vivian Maria.
Programa de
. Tituloe.

o L




Pedro Ivo Pinheiro Fuchs

Determinacéao de acido folico em suplemento alimentar por microextragao liquido-

liquido dispersiva com solvente eutético profundo

O presente trabalho em nivel de Mestrado foi avaliado e aprovado, em 16 de abril de 2024,

pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Profa. Ana Carolina de Oliveira Costa Dra.

Universidade Federal de Santa Catarina

Profa. Isabela Maia Toaldo Fedrigo Dra.

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Luciano Vitali, Dr.

Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta é a versao original e final do trabalho de conclusao que foi julgado

adequado para obtencéao do titulo de Mestre em Ciéncia dos Alimentos

Documento assinado digitalmente

PEDRO LUIZ MANIQUE BARRETO

Data: 02/07/2024 17:48:29-0300

CPF: ***.693.129-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Pedro Luiz Manique Barreto

Coordenacao do Programa de Pés-Graduagao

Documento assinado digitalmente

Vivian Maria Burin

Data: 05/07/2024 10:24:13-0300
CPF:***.528.930-""

Verifique as assinaturas em https://fv.ufsc.br

Profa. Vivian Maria Burin Dra.

Orientadora

Florianopolis, 2024.



Dedico este traballne ao wmen Parceiro Aloisio, sem o gual este
trabalno wio teria sido concluido e a wmim meswmo, por ter
tido a coragem de encarar esta jorvada e por todo o esforgo

aplicado em concluir o projeto.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus pais Marilu e Osni, por me colocarem no
caminho do estudo, pelos esforcos que fizeram para que eu pudesse ocupar este
espaco e por me inspirarem a seguir sempre em frente.

Ao meu parceiro de vida, Aloisio, que esteve comigo em todos os momentos
deste trabalho, me guiando pelo caminho, compartilhando conhecimento, me
desafiando a ultrapassar obstaculos e destruir barreiras além de manter a minha
xicara de café sempre cheia e simplesmente por acreditar em mim.

A Professora Dra. Vivian, a qual aceitou a tarefa de me orientar, me colocar
nos eixos quando eu precisei e por permitir que trilhasse esse caminho junto dela. Foi
um orgulho ter tido a sua orientacéo.

A Denise, colega de trabalho e Gerente de Meio Ambiente e Produtos do
Lacen/SC, por todo apoio durante a realizagao deste trabalho, por ouvir as minhas
frustacdes e alegrias durante o decorrer da pesquisa.

A Diretora do Lacen/SC, Marlei, por ter colaborado para que eu embarcasse
nessa jornada.

As colegas da UO SERAM Criciane, Inés, Ivanilda, Rita, Pamela, Francine,
Gisele e Neusa, que acompanharam de perto esta jornada e me incentivaram muito a
nunca desistir.

Aos colegas do Laboratério de Fisico-quimica de Medicamentos do Lacen/SC
Amistron, Andréia, Alessandra Schinaider, Alessandra Leite e Sandra, que
acompanharam de perto os dias a fio que passei na bancada, pelos momentos de
descontragao e pelas conversas que me ajudaram a compreender este trabalho (e por
arrumar a baguncga que eu deixava no laboratério também).

A amiga Kida, por todas as palavras de incentivo, pela orientacdo, pela forca
e por acreditar em mim.

A toda a equipe do Lacen/SC que de uma forma ou outra contribuiu para a
realizagcao deste trabalho, em especial a equipe de seguranga, que por noites e
madrugadas interminaveis acompanharam a realizagao deste trabalho.

Aos colegas do Laboratério de Bioquimica do CAL/UFSC, obrigado pelo
companheirismo.

Ao Luciano e estagiarios do Laboratério de Bromatologia do CAL/UFSC pelo

auxilio prestado.



Ao professor Dr. Eduardo Caraseck que doou o volume inicial do reagente
que utilizei nos testes iniciais de extragcdo com o DES.

Aos Professores e Mestres que durante a Pds-Graduagao compartilharam de
seus conhecimentos e tornaram esta etapa um desafio agradavel de se cumprir.

A Universidade Federal de Santa Catarina por mais uma vez me abrigar
durante mais estes ultimos anos. Foi um prazer retornar a casa.

A todos que mesmo ndo mencionados foram importantes para a realizagao

deste trabalho.



Sclence needs a solution for the temptation of positive results.

(Aaron E. Carroll, 2017, The New York Times)



RESUMO

O acido félico € uma vitamina hidrossoluvel que desempenha um papel biolégico
importante no metabolismo humano. Uma das estratégias de saude publica utilizadas
para garantir a ingestdo de micronutrientes € a ingestdo de acido félico na forma de
suplementos alimentares. No Brasil o método oficial para suplementos alimentares
contendo acido folico em comprimidos é o método cromatografico, que embora
apresente alta precisdo e sensibilidade, tem elevado custo a alta producdo de
residuos que impdem limitacdes socioecondmicas e ambientais. Neste trabalho foi
desenvolvido um método para quantificagdo de acido folico em suplemento alimentar,
norteado pelos parametros da quimica verde utilizando a técnica de microextragao
liquido-liquido dispersiva com auxilio de agitagcdo por vortex, solvente eutético
profundo a base de cloreto de trioctiimetilamonio e alcool isoamilico e detecgao por
espectrofotometria UV-Vis. O meio de extragdo com solvente eutético profundo exibiu
aumento da absortividade molar do acido folico a 370 nm e aumento da sensibilidade
analitica devido as propriedades de concentracdo do acido félico pelo solvente
eutético profundo. O método desenvolvido apresentou faixa de trabalho de 1,0 a 20,0
ug.mL-', coeficiente de correlagdo (r) de 0,9991, homocedasticidade avaliada pelo
teste de Cochran e distribuicdo normal dos residuos de acordo com o teste de Shapiro
Wilk. A analise das variancias entre as curvas com e sem matriz, pelo teste F,
demonstrou a seletividade do método, por ndo haver efeito de matriz. O limite de
deteccao foi de 0,26 ug.mL" e o de quantificacéo foi de 0,79 pyg.mL-'. Os valores de
exatidao variaram de 82 a 103 % e a precisdo variou de 0,3 a 1,2 %. O método
desenvolvido utilizando microextracao liquido-liquido dispersiva com solvente eutético
profundo apresentou recuperagao relativa de 96,87% em comparagdo com o método
de referéncia cromatografico para analise de acido folico em suplemento alimentar e
nao apresentou diferenga estatistica quando verificado pelos testes F e t (Student)
com 95% de confiabilidade. A ferramenta AGREE, permitiu classificar o método como
verde estando em acordo com os principios da quimica verde, sendo classificado
como um método sustentavel e de baixo risco para o meio ambiente e o analista.

Palavras-chave: acido fdlico; microextracdo liquido-liquido dispersiva; solvente
eutético profundo



ABSTRACT

Folic acid is a water-soluble vitamin that plays an important biological role in human
metabolism, especially during pregnancy, reducing the occurrence of congenital
malformations related to the closure of the neural tube . One of the public health
strategies used to ensure micronutrient intake is folic acid ingestion in the form of
dietary supplements. In Brazil, the official method for food supplements in tablets
containing folic acid is the chromatographic method which, although it has high
precision and sensitivity, has a high cost and produces a lot of waste which imposes
socio-economic and environmental limitations. In this work, a method was developed
for the quantification of folic acid in dietary supplements, guided by the parameters of
green chemistry using a vortex assisted dispersive liquid-liquid microextraction
technique and a deep eutectic solvent based on trioctylmethylammonium chloride and
isoamyl alcohol with detection by UV-Vis spectrophotometry. The extraction medium
with deep eutectic solvent showed an increase in the molar absorptivity of folic acid at
370 nm and increased analytical sensitivity due to the concentration properties of folic
acid by the deep eutectic solvent. The developed method showed a working range of
1.0 to 20.0 pg.mL™", a correlation coefficient (r) of 0.9991, homoscedasticity evaluated
by the Cochran test and normal distribution of the residues according to the Shapiro
Wilk test. The analysis of variance between the curves with and without the matrix,
using the F-test, demonstrated selectivity of the method, as there was no matrix effect.
The detection limit was 0.26 yg.mL™" and the quantification limit was 0.79 pg.mL".
Accuracy values ranged from 82 to 103 % and precision ranged from 0.3 to 1.2 %. The
method developed using dispersive liquid-liquid microextraction with deep eutectic
solvent showed a relative recovery of 96.87% compared to the chromatographic
reference method for analyzing folic acid in dietary supplements and showed no
statistical difference when verified by the F and t (Student) tests with 95% reliability.
The AGREE tool allowed the method to be classified as green, in accordance with the
principles of green chemistry, being classified as a sustainable method with low risk
for the environment and the analyst.

Keywords: folic acid; dispersive liquid-liquid microextraction; deep eutectic solvent,
UV.
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1 INTRODUGAO

O acido félico € uma vitamina hidrossoluvel utilizada na formulacdo de
suplementos alimentares na forma isolada ou em associacdo a outros compostos
bioativos (Thabet et al., 2024). Dentre os principais problemas causados pela
deficiéncia de acido félico estdo mas formagdes congénitas (Schettino; Ramos-Silva;
Sarti, 2024).

Segundo a Politica Nacional de Alimentacédo e Nutricdo (PNAN), a dieta do
brasileiro € caracterizada pela alta ingestao de alimentos ultra processados, que se
reflete no consumo diario de baixos teores de micronutrientes. A ingestao de
suplementos alimentares contendo acido félico, € uma das estratégias de saude que
podem ser adotadas a fim de complementar as necessidades diarias de ingestao
deste nutriente (Brasil, 2013). Nesse contexto, o Brasil por meio da Portaria n° 370,
de 13 de maio de 2005 passa a adotar como estratégia de politica publica de
promogao e prevengao de agravos em saude da populagdo, a suplementacdo de
acido folico para gestantes no periodo de gestacao visando prevenir as doengas do
tubo neural e a anemia (Ministério da Saude, 2013). No ano de 2018 a Resolugao —
RDC n° 243 de 26 de julho de 2018 estabelece os requisitos sanitarios para fabricagao
e comercializagao de suplementos alimentares, que devem ser produzidos em formas
farmacéuticas e determina requisitos de composicéo, qualidade e segurancga (Brasil,
2018a).

Segundo a Associacao Brasileira da Industria de Alimentos para Fins
Especiais (ABIAD), o consumo de suplementos alimentares aumentou em 10% do ano
de 2015 a 2020 e estao presentes em 59% dos lares brasileiros (Pesquisa [...], 2021).

As analises laboratoriais que visam verificar a qualidade de suplementos
alimentares, que estao sujeitos a fiscalizacdo sanitaria, constituem acao estratégica
para o controle sanitario e o gerenciamento de riscos a saude (Brasil, 2017a). Existem
poucos estudos publicados no Brasil com relagéo a eficacia e seguranga na utilizagao
de suplementos alimentares. A diretriz 8 da PNAN que busca fomentar a pesquisa,
inovacgao e conhecimento em alimentacao e nutricdo visando a geragao de evidéncias
para a sua implementacao, impulsiona o desenvolvimento de metodologias analiticas
mais precisas para identificacdo e quantificacdo em suplementos alimentares de
forma a contribuir para a melhoria das condicbes alimentares e nutricionais da

populacao brasileira (Santos et al., 2021).
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Com relagao a determinagao de acido folico em suplementos alimentares, a
Resolugdo — RDC n° 243, de 26 de julho de 2018 n&o estabelece um método oficial,
mas determina que os constituintes ativos devem atender aos padrdes de qualidade
em acordo com a Farmacopeia Brasileira ou padrées publicados por outros 6rgaos
oficiais. A Farmacopeia Brasileira utiliza cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com detecgéao na faixa do ultravioleta (UV) para comprimidos de acido félico.
Embora a técnica de HPLC apresente excelente precisdo e robustez, ela apresenta
complexidade de operacdo e um alto custo para as analises fiscais. Uma alternativa a
utilizacao de cromatografia € a espectrofotometria, a qual requer menor tempo de
analise, baixo consumo de solventes, baixa geragcdo de residuos contaminantes e,
portanto, esta alinhada aos principios da quimica verde (Dong; Lianas, 2013; Gaber
et al., 2011; Gama et al., 2019; Kannaiah et al., 2021).

Diversos estudos tém sido realizados a fim de desenvolver e avaliar a
utilizacao de métodos espectrofotométricos com UV-Vis em comparagédo aos métodos
por HPLC, no intuito de disponibilizar metodologias mais simples para quantificagao
de acido folico em formas farmacéuticas (Ahmed; Khayoon, 2022; Nagaraja;
Vasantha; Yathirajan, 2002; Ribeiro et al., 2016).

O desenvolvimento dos métodos analiticos tem incorporado uma
preocupacgao crescente com o desenvolvimento sustentavel, preservacdo do meio
ambiente, geragdo de menos residuos e redugcédo no consumo de energia. A quimica
verde engloba estes principios e diversas técnicas analiticas vem sendo
desenvolvidas na tentativa de reduzir os riscos ambientais e humanos associados aos
meétodos de analises. A miniaturizagdo de técnicas convencionais, como a
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) e o uso de solventes eutéticos
profundos (DES) como alternativa aos solventes organicos convencionais sao
exemplos que despontam no desenvolvimento moderno da quimica verde (Armenta
et al., 2019; Cunha; Fernandes, 2018; Tobiszewski; Mechlilnska; Namiesnik, 2010).

Com base no exposto, o presente trabalho visa desenvolver, otimizar e avaliar
parametros analiticos de mérito de um método analitico para determinacéo de acido
félico em suplementos alimentares utilizando microextracao liquido-liquido dispersiva,

solvente eutético profundo e quantificacdo por espectrofotometria no UV-Vis.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método para determinagao de

acido folico em suplemento alimentar por espectrofotometria com o uso da técnica de

microextracao liquido-liquido dispersiva por solvente eutético profundo.

1.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar a estabilidade da solugao de acido félico em diferentes tempos

de armazenamento.

Preparar e caracterizar um solvente eutético profundo a base de cloreto

de trioctilmetilamoénio e alcool isoamilico.

Verificar a influéncia de diferentes solventes, pH e volume de diluente na

eficiéncia de extracado do acido folico com solvente eutético profundo.

Otimizar um método de microextragao liquido-liquido dispersiva com

solvente eutético profundo utilizando planejamento fatorial.

Avaliar os parametros analiticos de mérito do meétodo desenvolvido,
como faixa de trabalho, linearidade, efeito de matriz, limite de deteccgao,

limite de quantificacéo, exatidao, precisao e incerteza de medicao.
Comparar o método desenvolvido com o método da Farmacopeia
Brasileira, por meio de avaliacdo de recuperagao e tendéncia utilizando

testes estatisticos t e F.

Avaliar o método desenvolvido utilizando os principios da quimica verde.
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2REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACIDO FOLICO

O acido fdlico (AF) (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol-L-glutamico),
também denominado de acido pteroilglutdmico ou vitamina Bg (Catharino, 2000),
pertence ao grupo dos folatos, um grupo de compostos encontrados naturalmente em
vegetais folhosos verde-escuros, figado e gema de ovo (Bailey et al., 2014; Karmin et
al., 2020; Nasser et al., 2005) e que apresentam atividade biolégica similar bem como
uma estrutura quimica complexa e semelhante, caracterizada pela presencga do acido
pteroilmonoglutédmico, o qual possui trés subunidades basicas: pteridina, acido p-
aminobenzéico e acido glutdmico (Figura 1) (Alaburda; Shundo, 2007). O termo acido
félico € normalmente empregado para a forma oxidada da molécula e corresponde a
espécie quimica sintética, utilizada comumente como suplemento alimentar (Marchetti
etal., 2014).

Figura 1 — Estrutura quimica do acido félico com identificacdo das subunidades

| 0 CH
| H |
| | ! OH
——CHa N 'NH
I 9 10 !
| | 0
1 - ! -
; R

-« Pteridna 5. Acido - Acido L
; p-aminobenzadico ;. L-glutdmico

- Acido pteréico .

Acido pteroilmonoglutamico (PteGlu)

Fonte: adaptado de Wyk, Dolley e Mshicileli, (2014).

Nos alimentos, o acido félico ocorre naturalmente na forma de folatos (Figura
2), podendo apresentar até oito residuos de acido glutdmico ligados ao anel benzénico
e entre si por ligagbes peptidicas, ligacao de diferentes radicais metil, metileno ou

formil nos nitrogénios N-5 e/ou N-10 e diferentes estados de redug¢ao do anel pirazina
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da subunidade pteridina (Alaburda; Shundo, 2007; Combs; McLung, 2017; Shane,
2010).

Figura 2 — Estrutura quimica dos folatos

H
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Tetrahidrofolilpoli-y-glutamato

Fonte: adaptado de Shane (2010).

O acido fdlico apresenta baixa solubilidade em agua, € insoluvel em etanol e
solventes organicos menos polares como acetona e éter (Combs; McLung, 2017), no
entanto apresenta alta solubilidade em solu¢gbes aquosas alcalinas ou acidas
(Alaburda; Shundo, 2007; Al-Shammary et al. (1990 apud Florey, 1990)). Wu et al.
(2010) conduziram estudos de solubilidade do acido félico em agua, empHde O a 7
e diferentes temperaturas e concluiram que no geral o incremento da temperatura
aumenta a solubilidade e que em condigcdes de pH basico e fortemente acido a
solubilidade do acido félico se intensifica. Bottari et al. (2021) demonstram que as
espécies quimicas acidas e basicas provenientes da desprotonag¢ao e/ou protonagao
dos grupos carboxilicos ou do nitrogénio do anel pteridinico em solu¢gdes aquosas
apresentam solubilidade maior que a forma neutra. De acordo com Ball (1998) o acido
félico € uma molécula anfétera e ionizavel. Os grupos ionizaveis de relevancia na faixa
de pH dos alimentos estao localizados nas posi¢coes N-5 do tetrahidrofolato (pKa = 4,8)
e nos grupamentos carboxilicos do glutamato (y pKa = 4,8; a pKa = 3,5). O acido fdlico
apresenta sensibilidade a luz ultravioleta, oxigénio, calor (Chandra-Hioe; Bucknall;
Arcot, 2017) e a pH extremos (Bailey et al., 2014). Em temperatura de 100 °C e pH
entre 5,0 e 12,0, o acido fdlico exibe maior estabilidade quando comparado a outros
derivados de folatos. O acido fdlico sintético exibe maior estabilidade sob altas
temperaturas e pH baixo que os folatos naturais, razado pela qual é utilizado em
suplementacao (Yaman et al., 2021). Estudo realizado por Gazzali et al. (2016)

demonstrou que o acido folico ndo sofre degradagao até temperatura de 180 °C,
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sendo que valores de pH mais elevados contribuem para maior estabilidade e que
tanto os raios UVA quanto UVB promovem a degradacgao do acido folico.

Devido a presencga de grupos fortemente croméforos o acido folico apresenta
um espectro de absor¢ao caracteristico, a subunidade de acido p-aminobenzdico
conjugada ao glutamato confere absorg¢ao nas faixas de 283 nm e 256 nm, enquanto
a subunidade pteridina por conter dois anéis conjugados nitrogenados confere
absorcdo maxima a 365 nm (Pérez, 2017). A Tabela 1 apresenta valores de

absorbancia para o acido fdlico.

Tabela 1 — Propriedades fisicas do acido fdlico

Massa M_?Iar A'«b_sorgéo Absortividade molar (g)
(g.mol) maxima (nm)
2562 49.171,52
282° 27.000°
4411 2842 49.744,82
350° 7.000°
3652 17.684,12

Fonte: adaptado de Al-Shammary et al. (1990 apud Florey, 1990) e Combs e McLung (2017).

Legenda: A'%1cm - absorbancia de uma solugdo de analito em concentragdo de 1% em caminho éptico
de 1cm, a - Al-Shammary et al. (1990 apud Florey, 1990) em solugédo 0,1 mol.L-* NaOH, nao
especifica a unidade para os valores publicados, b - Combs e McLung (2017) ndo especificam o
solvente utilizado para os valores publicados, nem unidades.

2.1.1 Acido félico e saude humana

O &cido félico atua no organismo humano, na forma de folatos como
mediadores da transferéncia de unidades de carbono nas vias metabdlicas, nas
reagoes de producao de purinas, na biossintese do nucleotideo timidilato (Altundag;
Celebi-Saltik, 2021; Bailey et al., 2014; House; Nichols; Rae, 2021; Karmin et al., 2020;
Lyon et al., 2020; Stover, 2010; Stover; Fox, 2008), no metabolismo de aminoacidos
como metionina, homocisteina, serina e glicina (Cai et al., 2021) e como antioxidante
(Asbaghi et al., 2021; Taira, 2021; Taira; Takayuki, 2020). A diversidade de reacgbes
bioldgicas nas quais o acido folico participa demonstra que a sua deficiéncia implica
em uma variedade de complicagdes, tais como, doenga nao alcodlica do figado,
doenca vascular, dificuldades cognitivas e deméncia (Cai et al., 2021).

Especialmente durante a embriogénese, a suplementacao de acido félico
desempenha papel critico diminuindo o risco da ocorréncia de defeitos no fechamento
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do tubo neural, que podem levar ao aparecimento de espinha bifida e anencefalia
(Korsmo; Jiang, 2021; Taira; Takayuki, 2020), logo a ingestdo adequada deste
nutriente antes e durante a gestagéo é crucial para o desenvolvimento saudavel do
feto (Bailey et al., 2014; Chitayat, et al., 2016; House; Nichols; Rae, 2021). Também,
ha um aumento no catabolismo do acido félico na mulher durante a gravidez, que pode
induzir complicagdes como anemia megaloblastica e aumento dos niveis sanguineos
circulantes de homocisteina (Castafio-Moreno et al., 2020). Nao obstante, a
suplementagao durante a gestacéo, com acido folico acimas dos niveis recomendados
também pode ocasionar problemas neuroldgicos e metabdlicos, como transtornos de
espectro autista, convulsao, problemas de memoria, risco aumentado de obesidade e
resisténcia a insulina (Shulpekova et al., 2021).

Neste contexto, no Brasil, a partir do ano de 2002, seguindo as
recomendagdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e da Organizagao
Panamericana da Saude (OPAS) foi publicada a Resolugao-RDC n° 344, de 13 de
dezembro de 2002 que tornou obrigatodria a fortificacdo de farinhas de trigo e milho
com ferro e acido folico a fim de diminuir a ocorréncia de anemia ferropriva e
patologias do tubo neural e da mielomeningocele. Com esta Resolugao, ficou
estabelecido o enriquecimento de acido félico de grau alimenticio na concentracao de
150 ug/ 100 g de farinha (BRASIL, 2002). A partir da publicagdo da Resolugdo-RDC
n° 604, de 10 de fevereiro de 2022 ficaram estabelecidos os limites minimo e maximo
de acido félico em farinhas de trigo e milho, como sendo 140 pg/ 100 g e 220 pg/ 100
g, respectivamente, a ser adicionado na forma de acido N-pteroilglutamico, e que deve
ser mantido durante todo o prazo de validade (BRASIL, 2022a).

Estudo epidemioldgico realizado no Brasil revelou que entre os anos 2014 e
2018, cerca de 7 para cada 10.000 criangas nasceram com diagnéstico de espinha
bifida, o que ainda representa uma alta prevaléncia desta condi¢gao (Campos; Souto;
Machado, 2021). Outro estudo constatou que entre os anos 2000 e 2016 houve
aumento de 50% na incidéncia de ocorréncia de espinha bifida na regido nordeste do
Brasil (Ferreira et al., 2019). Estudo conduzido em 2008 com 750 individuos no
municipio de Sao Paulo revelou média de consumo de folatos igual a 375,8 ug/dia
abaixo da recomendacao diaria recomendada de 400 ug/ dia para adultos (Steluti,
2014).

Pesquisas recentes apontam ainda outras atribui¢cdes para suplementacao

com acido félico como aumento da fungéo cognitiva e redugdo da deméncia em idosos
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(Li et al., 2020; Soest et al., 2021), reducao do risco de doengas vasculares ( Zamani
et al., 2023) e tratamento da disfuncéao erétil (Zhang et al., 2021).

A utilizagcdo de suplementos alimentares, nos quais o acido folico esta na
forma sintética, € recomendada pois a biodisponibilidade do acido folico nesta forma
€ de 85% quando ingerido durante uma refeicdo e quando consumido isoladamente a
biodisponibilidade pode atingir 100% (Caudill, 2010; Folate [...], 2022).

2.1.2 Valor diario recomendado

O folato total em alimentos ¢é calculado através do valor em microgramas por
dia de Equivalente de Folato Dietético (DFE), conforme a Equacdo 1 (Institute of
Medicine, 2000). O folato total dos alimentos equivale ao folato na forma de

pteroilglutamatos somado ao acido folico como acido pteroilmonoglutamico

ug de DFE = ug de folato no alimento + (1,7 X pg de acido félico) (1)

onde:

DFE = Equivalente de Folato Dietético.

O Institute of Medicine (2000) e World Health Organization (WHO, 2001)
recomendam ingestdo de 400 ug/ dia em DFE para homens e mulheres adultos.
Durante a gravidez e lactagcdo esses valores sdo de 600 ug/ dia e 500 ug/ dia,
respectivamente. No Brasil, o Valor Diario Recomendado estabelecido pela Instrugao-
Normativa n° 75 de 2018, em acido folico € de 240 ug/ dia para adultos, 360 ug/ dia
para gestantes e 300 ug/ dia para lactantes (Brasil, 2020a).

Cabe ressaltar que a dificuldade em garantir uma dieta adequada, que
contenha as quantidades ideais de macro e micronutrientes esta ligada a situagao
socioecondmica de uma determinada populagao, limitando a capacidade de producao
e de aquisicao de alimentos bem como a questdes culturais peculiares que restringem
a oferta de alimentos (WHO, 2001). Uma das estratégias de saude publica utilizadas
para garantir a ingestdo de micronutrientes além da fortificagcdo de alimentos € a

ingestao de acido folico na forma de suplementos alimentares (Brasil, 2013).
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2.2 SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Em 2013, a Politica Nacional de Alimentacao e Nutricdo (PNAN), estabeleceu
como propoésito a melhoria das condigdes de alimentagdo, nutricdo e saude da
populagao brasileira. A promogao da alimentagdo adequada e saudavel é uma das
acdes que integram as diretrizes da PNAN, cabendo tanto aos servigos de Atengao
Basica quanto as Redes de Atencdo a Saude, incluindo os orgdos de vigilancia
sanitaria, implementar agcbes que visam atender as deficiéncias nutricionais da
populagdo, mediante a suplementacao de micronutrientes (Brasil, 2013).

A deficiéncia de micronutrientes ainda € mundialmente relacionada ao
aparecimento de diversas doencgas. No ano de 2015, mundialmente, foi observada a
ocorréncia de defeitos do tubo neural em cerca de 260.100 nascimentos, destes pelo
menos 75% resultaram no ébito de criangas menores de 5 anos. Com base nestes
dados, pesquisadores sugerem que muitos destes casos poderiam ter sido evitados
com a administragao de acido folico (Tong; Walker, 2021).

A partir de 2018, a Resolugdo-RDC n° 243, de 26 de julho de 2018, foi
introduzida como novo marco regulatério, criando a categoria de suplementos
alimentares (Brasil, 2022). A Resolugdo-RDC n° 243, determina os requisitos
sanitarios dos suplementos alimentares e os define como produto para ingestao oral,
apresentado em formas farmacéuticas e destinado a suplementar a alimentacao de
individuos saudaveis com nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou probidticos,
isolados ou combinados (Brasil, 2018a).

Complementando a Resolugdo-RDC n° 243, em 27 de julho de 2018 a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a Instrugdo Normativa-IN

o

n° 28 estabelecendo a lista de constituintes permitidos para os suplementos
alimentares, bem como limites de uso, alega¢des autorizadas e requisitos de
rotulagem (Brasil, 2018b). O uso de acido félico em suplementos alimentares foi
autorizado nas formas quimicas acido N-pteroil-L-glutdmico e L-metilfolato de calcio,
sendo que os limites minimos e maximos, diferem de acordo com o grupo populacional
e podem variar de 22,5 a 1.281,5 Equivalentes de Folato Dietético, correspondentes
respectivamente a 13,5 ug e 768,9 ug de acido foélico, com excegao do grupo
populacional de 0 a 11 meses, para o qual o uso de acido félico ndo é autorizado
(Brasil, 2020b). O Quadro 1 apresenta os valores de acido folico permitido em

suplementos alimentares de acordo com a legislag&o.
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Quadro 1 — Limites maximos e minimos de acido félico (ug) que devem ser
fornecidos pelos suplementos alimentares na recomendacéao diaria de consumo por

grupo populacional indicado pelo fabricante

Grupo 1a3anos | 4a8anos | 9a 18 anos =19 anos Gestantes | Lactantes
Valor minimo 22,5 30 60 60 666,6 75
Valor maximo 350 466,6 602,3 1.281,5 1.138,3 1.162,3

Fonte: Brasil (2020).

No ano de 2020, uma pesquisa de mercado realizada pela ABIAD evidenciou
aumento de 10% no consumo de suplementos alimentares pela populagéo brasileira,
em relagdo a pesquisa também realizada pela ABIAD no ano de 2015. A pesquisa
abrangeu as cinco regides do pais, sendo 1006 entrevistados, 50% homens e 50% de
mulheres, de 17 a 70 anos. O estudo ainda revelou que 59% dos domicilios brasileiros
possuem, a0 menos, uma pessoa consumindo suplementos, 49% do consumo nao é
indicado por profissional de saude e dentre aqueles que ja consumiam suplementos,
48% aumentaram o consumo durante o periodo de quarentena imposto pela
pandemia de COVID-19 (Pesquisa [...], 2021).

Araujo (2019), realizou estudo verificando a adequagao da rotulagem de
suplementos alimentares comercializados no municipio de Lavras (MG), dentre eles
19 suplementos vitaminicos e minerais. Para o suplemento com acido félico 26,32 %
apresentaram no rétulo valores acima do maximo permitido pela legislagédo e do total
de amostras 76,19% apresentaram algum tipo de inadequagdo com relagéo a
legislacao. Santos et al. (2020) analisaram 40 rétulos de suplementos comercializados
em Uberaba (MG) e encontraram irregularidades em 85% dos rétulos avaliados.

Outro estudo realizado em Campo Grande (MS), no qual foram analisados
130 rétulos de suplementos alimentares disponiveis em loja virtuais, evidenciou que
100% dos produtos avaliados apresentavam algum tipo de nao atendimento a
legislagao brasileira (Arevalo; Sanchez, 2022).

Quanto a adequacgao da concentragao real de vitaminas em suplementos
alimentares comparada a declaracdo do rotulo, pesquisadores observaram
divergéncias nas informacgdes de diferentes suplementos. Tuna et al. (2023) afirmaram
que de 17 suplementos de acido ascorbico, avaliados em Istambul, na Turquia, o
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conteudo estimado de vitamina variou de 80 % a 126 % em 16 unidades, apenas em
1 unidade o conteudo encontrado foi de 28 %. Em outro estudo realizado nos Estados
Unidos, Abourashed, Roberson e Elsharkawy (2014); avaliaram 24 amostras de
suplemento alimentar contendo cafeina, das quais 21 ndo continham declarado no
rétulo o valor de cafeina. Dentre as 3 amostras que declararam o valor de cafeina, 2
apresentaram valor dentro da margem de + 20%. No Brasil, Alencar et al. (2011)
analisaram o teor de [B-caroteno em capsulas a base de Spirulina adquiridas em
Fortaleza (CE). Das 7 marcas avaliadas, 1 ndo continha (-caroteno e os teores
maximo e minimo entre as marcas que continham [3-caroteno variaram na ordem de
dez vezes entre si.

Em consulta feita na pagina online da Diretoria de Vigilancia Sanitaria do
Estado de Santa Catarina (DIVS/SC), com respeito aos alertas sanitarios emitidos
tanto pela ANVISA, quanto pela DIVS/SC, é possivel verificar que no periodo de 01
de janeiro de 2023 a 20 de dezembro de 2023 houve 63 Comunicagdes de Risco
envolvendo suplementos alimentares, ocasionando desde a suspensio de fabricagao
e recolhimento de lotes, a proibicdo de comercializacdo dos suplementos. Destas, 22
comunicagoes revelaram que os suplementos continham substancias nao permitidas
pela legislacdo, como acido docosahexaendico obtido de éleo de alga Schizochytrium
sp, catalase, metilsulfoniimetano ou ingredientes nado permitidos para bebés e
criangas abaixo de 3 anos ou ainda matéria prima de origem de fertilizante (sulfato de
zinco). Foi constatada falsificagdo de produtos em 15 ocorréncias envolvendo, entre
outras substancias, metilfolato, 6mega-3 e creatina. Sete dos comunicados néao
atenderam ao padrao de qualidade e em 3 deles foi relatado valores de vitaminas
acima do permitido pela legislagéo (Alertas [...], 2023).

Em uma revisdo geral acerca da utilizagdo de suplementos alimentares,
Djaoudene et al. (2023) relataram que a expanséao do uso de suplementos alimentares
vem despontando como uma questao de saude publica. Os autores afirmam que os
paises devem desenvolver estratégias de gerenciamento no uso de suplementos,
considerando nos debates questdes como eficacia e seguranga, uso de metodologias
apropriadas para identificacdo e quantificacdo dos ativos, contaminantes e
adulterantes.

No Brasil ainda sdo poucos os estudos publicados com relagao a eficacia e
seguranca na utilizagado de suplementos alimentares. Portanto as agcbes de controle e

regulacdo de alimentos estabelecidas pela diretriz 7 da PNAN vém de encontro a
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atuacado dos o6rgaos publicos que atuam no sistema de vigilancia em saude, seja
através das agdes promovidas por 6rgaos reguladores, vigilancias sanitarias ou pelos
laboratérios de saude publica. O fomento a pesquisa, inovagao e conhecimento em
alimentacao e nutricdo conforme definido na diretriz 8 da PNAN visa contribuir para
gerar evidéncias para a implementagdo da PNAN. Desse modo, o desenvolvimento
de metodologias analiticas mais exatas e precisas para identificacdo e quantificagéo
em suplementos alimentares pode contribuir para a melhoria das condi¢cdes
alimentares e nutricionais da populacédo brasileira (Santos et al., 2021).

Visando atender as demandas dos programas de monitoramento e garantir o
cumprimento da legislagao, os métodos analiticos empregados para 0 monitoramento
da qualidade de suplementos alimentares devem ser reconhecidos
internacionalmente e validados (Brasil, 2003), e o monitoramento deve ser realizado
pelos Laboratérios Centrais de Saude Publica integrantes do Sistema Nacional de

Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2017a).

2.3 DETERMINAGCAO DE ACIDO FOLICO EM SUPLEMENTO ALIMENTAR

Os métodos analiticos utilizados na determinacdo de micronutrientes devem
ser sensiveis, precisos e confiaveis, a fim de avaliar os valores declarados nos rétulos,
seja para o atendimento a demandas legais ou aos requerimentos nutricionais (Fatima
etal., 2019).

Para suplementos alimentares a base de acido félico, a legislagdo nacional
especifica que os ingredientes que sao fontes de nutrientes devem atender aos
padroes de qualidade especificados pela Farmacopeia Brasileira ou publicacbes de
outros 6rgéos internacionais como o Codex Alimentarius, Comité Conjunto de
Especialistas da FAO/OMS sobre aditivos alimentares, a Autoridade Europeia para a
Seguranga dos Alimentos, entre outros (Brasil, 2018a). A Farmacopeia Brasileira
especifica os requisitos de qualidade para a forma farmacéutica comprimidos de acido
félico, sendo a metodologia utilizada para identificagdo e quantificagdo da vitamina,
extragéo solido liquido com hidroxido de sodio 0,1 mol.L™!, quantificagdo por HPLC e
deteccgao por ultravioleta em comprimento de onda de 283 nm (ANVISA, 2019). Cabe
ressaltar que, para formas farmacéuticas diferentes de comprimidos, utilizadas na
producao de suplementos alimentares de acido folico, &€ necessario que seja realizada

validagdo do método analitico (Brasil, 2017b). A garantia da confiabilidade analitica
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de meétodos desenvolvidos pelo préprio laboratério pode ser alcangada pelo
planejamento de uma validagao intralaboratorial conduzida por laboratério que atenda
aos sistemas internacionais de gestdo da qualidade e assegure competéncia técnica
(Boison, 2016).

A extracdo é uma parte do preparo da amostra que desempenha um papel
fundamental na analise, podendo abranger aspectos de pré-tratamento, limpeza,
concentragdo do analito e derivatizagdo (Tang; Zang; Lee, 2015). O processo de
extragao consiste basicamente na utilizagdo de técnicas de separagdo de um analito
de uma matriz e de seus interferentes, a fim de tornar o analito disponivel para a
analise (Raynie, 2006). Assim, para que ocorra a extragdo € necessario que haja
intumescimento da matriz e/ou dissociagao do complexo matriz-analito, possibilitando
que ocorra a particdo do analito para a fase extratora (Pawliszyn, 1995).

Em referéncia as técnicas de extracdo aplicadas para o acido folico contido
em formas farmacéuticas por espectrometria no UV-Vis (Quadro 2), Ribeiro et al.
(2016) utilizaram diferentes solventes em amostras de comprimidos e capsulas de
acido folico empregando a técnica de extragéo sélido liquido e obtiveram resultados
de recuperagdo quando utilizado hidréxido de sodio 0,1 mol.L", na ordem de 100 a
104 % utilizando a primeira derivada (393 + 10 nm), resultado melhor que o obtido
com a analise em ordem zero que foi 90 a 94 % de recuperagao. Os autores ainda
observaram maior seletividade do método quando utilizada a avaliagdo pela primeira
derivada. Kayan e Hemn (2022) utilizaram solu¢cdo de tampéao fosfato de sdodio e
potassio monobasico (pH = 7) para extracdo de acido folico e acido ascorbico em
comprimidos. O acido félico foi diferenciado do acido ascérbico a 256 nm utilizando a
primeira derivada, coeficiente de correlagéo (r) de 0,9998 e recuperacao de 99,4 %.
Elkhazein et al. (2022) aplicaram a técnica de extracédo sdlido liquido com hidroxido
de sodio 0,1 mol.L" para extragédo de comprimidos de acido félico e obtiveram valores
de recuperagdo de 100 % * 0,2 % e coeficiente de determinagao (r?) de 0,999.



Quadro 2 — Métodos de extracao e quantificagdo de acido folico por

espectrofotometria no UV-Vis
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Diosady (2020)

acido félico

Referéncias Matriz Preparo da amostra A
(nm)
Ribeiro et al. (2016) Comprimidos e Extrag&o solido liquido; NaOH 0,1 mol.L"", Na,COs 0,27 393
capsulas mol.L"", HCI 3,0 mol.L™"

Elkhazein et al. (2022) Comprimidos Extrag&o solido liquido; NaOH 0,1 mol.L" 255

Kayan e Hemn (2022) Comprimidos Extragéo sdlido liquido; tamp&o fosfato de sodio e potassio | 256
monobasico (pH = 7)

Matias et al. (2014) Comprimidos Extragéo sdlido liquido; tamp&o NaH,PO4/Na,HPO, 0,1 282,5
mol.L™" (pH = 9)

Nagaraja, Vasantha e Comprimidos Extrac&o solido liquido; NaOH 0,1 mol.L"!, redug&o com

Yathirajan (2002) zinco em meio acido 580
Reagéo colorimétrica com iminodibenzil e acido sulfanilico 460
Reacao colorimétrica com 3-aminofenol e acido sulfanilico 490
Reagéo colorimétrica com pirocatecol e molibdato de sédio

Nghia, Huy e Lee (2020) | Comprimidos Extragéo sélido liquido; tamp&o PBS 505
Reag&o colorimétrica com rodamina-B e ions Cu(ll)

Najm et al. (2022) Comprimidos Extrag&o solido liquido; NaOH 2,0 mol.L’
Reacao colorimétrica com fenantrolina e cloreto férrico a 505
25°C 575
Reacao colorimétrica com ninidrina e NaHCO; a 97 °C

Shishehbore, Sheibanie | Comprimidos Extrag&o solido liquido; NaOH 0,1 mol.L"" e sonicag&o, 601

Haghdost (2011) reacao colorimétrica com tionina e bromato de potassio

Glrkan e Altunay (2016) | Comprimidos Extrac&o assistida por ultrassom; NaOH 0,1 mol.L™"; 540
extragcdo em meio difasico composto por ions prata,
brometo de cetiltrimetilaménio e éter de monoalquil
polietilenoglicol

Ahmed e Khayoon Solugao de acido folico, | Microextragao liquido-liquido dispersiva e reagao 520

(2022) comprimidos, xarope e colorimétrica; 2-naftoquinona-4 sulfonato, etanol,

semente de linhaga cloroférmio e Triton x-14
Modupe, Maurras e Sal fortificado com Extragao solido liquido; NaOH 0,1 mol.L! 285

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: A - comprimento de onda.

Matias et al. (2014) utilizaram extragdo com tamp&o fosfato 0,10 mol.L-! (pH =

9) seguido de leitura em espectrofotdbmetro na faixa de absor¢gdo maxima de 282,5

nm. Os autores relataram excelente concordancia dos parametros avaliados na

validagao em relagdo ao método de referéncia baseado em HPLC. A recuperagao

variou de 100,6 % a 101,1 % e os coeficientes de variagdo (RSD %) entre 0,4 % e 1,5

%, quando aplicado a amostras reais de comprimidos.

Técnicas de preparo de amostra envolvendo reagdes de acoplamento foram

descritas para identificagdo de acido félico em comprimidos por Nagaraja, Vasantha e
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Yathirajan (2002). Os autores testaram 3 diferentes reagentes (iminodibenzil, 3-
aminofenol e pirocatecol) em meio acido para reagdo com acido félico e obtiveram
coeficientes de correlagdo (r) de 0,998, 0,996 e 0,999 respectivamente e recuperagéo
que oscilou de 99,4 % a 100,7 %. Nghia, Huy e Lee (2020) desenvolveram um método
colorimétrico para quantificagdo de acido félico por UV-vis. O método empregou
reagente derivativo a base de rodamina-B e ions Cu(ll) que na presenga de acido
félico produzem coloragdo rosea. O método foi testado em comprimidos de acido folico
e apresentou recuperacao de 99 % a 102 %, RSD < 2 % e limite de deteccao de 22
nmol.L-". Najm et al. (2022) extrairam acido félico a partir de comprimidos utilizando
solugdo de NaOH (2 mol.L™") e utilizaram dois métodos para reagdo colorimétrica,
mediante reagdo com fenantrolina/cloreto férrico e leitura a 505 nm e reagdo com a
ninidrina com leitura a 575 nm. Os autores obtiveram valores de coeficiente de
correlagao de 0,9988 e 0,9979 e recuperagao (%) de 98,3 a 101,5 e 100,5 a 102,2,
respectivamente, quando testadas amostras comerciais de comprimidos de acido
félico.

Shishehbore, Sheibani e Haghdost (2011) aplicaram técnica de
espectrofotometria cinética para determinagao de acido folico em comprimidos, urina
e soro. As amostras foram preparadas com o corante tionina e bromato de potassio
em meio acido. A diferenca entre a cinética de reacao do acido félico e da tionina com
o0 bromato, com leitura em comprimento de onda de 601 nm, foi utilizada para
quantificar o acido fdélico. O método desenvolvido apresentou duas faixas de
linearidade, e coeficientes de determinacao de 0,995 e 0,998. Quando aplicado a
amostras reais de comprimidos de 1,0 mg e 5,0 mg os coeficientes de variacdo (RSD
%) foram iguais 2,04 e 1,37, respectivamente.

Gurkan e Altunay (2016) empregaram extracéo assistida por ultrassom em
diversas matrizes, incluindo comprimidos de acido félico. A técnica aplicada consistia
em uma primeira extragdo solido liquido utilizando hidréxido de sodio 0,1 mol.L",
seguida de adicdo de um meio complexante composto por ions prata, brometo de
cetiltrimetilaménio e éter de monoalquil polietilenoglicol e agitagao por ultrasonicagao.
A fase sobrenadante foi recolhida e o resultado foi obtido por espectrofotometria a 540
nm. O método apresentou um coeficiente de correlagao (r) de 0,9953, fator de
enriquecimento de 85 e recuperagao de 93,2 % a 103,2 % para comprimidos de acido

folico.
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Extragdo sdlido liquido com solugdo de hidréxido de sddio 0,1 mol.L" para
extracao de acido folico também foi avaliada por Modupe, Maurras e Diosady (2020)
em amostras de sal fortificado com acido fdlico seguido de leitura em
espectrofotdmetro UV-Vis. Os autores encontraram valores maximos de absorgdo em
256 nm, 283 nm e 366 nm em solugdo 25 ug.mL-' de acido folico. A escolha do
comprimento de onda de 285 nm para a validacao foi justificada pela interferéncia dos
compostos pteridina, acido pterdico e vitamina B12, 0s quais podem ser interferentes
do método. A recuperagao encontrada foi de 100 % £ 1,8 %.

A maioria dos métodos apresentados (Quadro 2) empregam extragao sélido-
liquido com solventes alcalinos. Alguns utilizam analise de derivadas como método de
avaliacdo dos espectros e outros ainda empregam reacdes de acoplamento e
derivatizagéo a fim de obter um espectro de absorgéo livre de interferentes na regiao
do visivel. A literatura apresenta poucos dados com respeito a técnicas que empregam
microextracdo de acido fdlico em formas farmacéuticas com detecgcdo por
espectrofotometria UV-Vis.

Estudo realizado por Ahmed e Khayoon (2022) utilizou microextragao liquido-
liquido dispersiva (DLLME) para extragao de acido folico em comprimidos, xaropes e
amostras de linhaga com detecgdo em espectrofotdbmetro UV-Vis. As amostras foram
inicialmente diluidas em solugao alcalina de bicarbonato de sodio 0,1 mol.mL" e entéo
a DLLME foi conduzida adicionando-se 2-naftoquinona-4 sulfonato seguida por adigéo
de uma mistura de 1 mL de etanol e 400 pL de cloroférmio que foi rapidamente
misturado com a amostra. Logo apds foi adicionado 500 uL de Triton X-14 resultando
em uma dispersao de goticulas. Apds centrifugacao o sobrenadante foi recolhido e a
absorbancia medida a 520 nm. A formacao de coloragdo avermelhada na solugao é
resultante da reacao entre o acido folico e 2-naftoquinona-4 sulfonato. Os resultados
demonstraram linearidade satisfatoria, coeficiente de correlacdo de 0,9997 e
recuperacao de 96,16 % a 99,84 % para as amostras de formas farmacéuticas.

Técnicas de extragdo baseadas na quimica verde foram empregadas para
determinacao de acido félico por Faraji, Mahmoodi-Maymand e Dastmalchi (2020) e
Nojavan et al. (2015) que demonstraram que a DLMME utilizando pareamento idnico
e solvente eutético profundo, respectivamente, sdo técnicas verdes aplicaveis a
quantificacdo de acido folico com quantificagéo por HPLC.

A DLLME é uma modificagdo da extracao liquido-liquido que emprega um

sistema ternario como solvente e que pode ser aplicado para a extragao de diversos
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compostos. A técnica foi empregada para extracdo de vitaminas hidrossoluveis de
matrizes alimentares complexas, tal como tiamina utilizando acetonitrila como
solvente dispersivo e cloroetano como solvente extrator (Fatima et al., 2019). A
DLLME é fundamentada na extragdo de um ou mais analitos pela microemulséo de
um extrator. Normalmente a fase extratora € composta por um solvente mais denso
que a agua. Recentemente a utilizagado de solventes menos toxicos como liquidos
iGnicos ou solventes eutéticos profundos vem sendo difundida devido a emergéncia
dos principios da quimica verde. A extracao ainda pode ser assistida por ultrassom,
vortex ou ar a fim de aumentar a eficiéncia da extracao dos analitos (Dmitrienko et al.,
2020) ou em substituicao ao solvente dispersor (Carasek, Scur e Bernardi, 2023).

Nojavan et al. (2015) desenvolveram técnica baseada em pareamento idnico
com microextragao liquido-liquido dispersiva combinada a HPLC-UV para extragao de
acido folico e outros 4 folatos em farinha de trigo, gema de ovo e suco de laranja. O
surfactante cloreto de N-metil-N,N-dioctiloctano-1-amdnio foi utilizado como pareador
ibnico e 1-octanol como solvente. Foram avaliadas e otimizadas as variaveis que
afetam o rendimento da extragdo como volume do solvente extrator e do solvente
dispersante, concentragdao do surfactante, pH da amostra e efeito de sal. Os
resultados obtidos na validagdo analitica demonstraram que a recuperacdo dos
analitos variou de 98 % a 102 %, auséncia de efeito de matriz e baixo limite de
quantificagéo, sendo aplicavel para determinagdo da concentragdo de 50 ng.g™' de
folato.

Faraji, Mahmoodi-Maymand e Dastmalchi (2020) utilizaram solvente eutético
profundo hidrofébico com microextracao liquido-liquido em fase dispersiva assistida
por vortex combinada a HPLC-UV para determinagao de acido félico em amostras de
farinha de trigo fortificada. O solvente eutético utilizado foi uma combinacao de cloreto
de trioctilmetilaménio e alcool isoamilico na razao molar de 1:4 (v/v). Os autores
propuseram que as interagoes eletrostaticas entre o cloreto de trioctiimetilamédnio, o
solvente eutético profundo e o acido folico foram responsaveis pelo mecanismo de
extragdo. A porcentagem de recuperagao obtidas pelo método variaram na faixa de
91,6 % a 99,7 %, que também apresentou precisdao satisfatéria e capacidade de
detectar o &cido folico a niveis baixos. Além disto, o método foi classificado como
rapido, simples, sensivel e de baixo custo, e por utilizar pouco solvente, ndo empregar
procedimentos de limpeza, utilizar vortex e outras caracteristicas, foi considerado

como um método verde.
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Diversos estudos tém empregado os solventes eutéticos profundos para
extracdo de vitaminas e outros compostos organicos acoplados a detecgao por
espectrofotometria no UV-Vis (Dalmaz; Ozak, 2022; Kizil et al., 2024a; Kizil et al.,
2024b; Koraqi et al., 2023, Yuvali et al., 2021), no entanto até o momento ndo ha
relatos de utilizagado de solventes eutéticos profundos para extragao de acido félico

em suplementos alimentares.

2.3.1 Extragcao com solvente eutético profundo

Os solventes eutéticos profundos (DES) sdo uma mistura eutética composta
por uma substancia doadora de hidrogénio (HBD — hydrogen bond donator) e outra
receptora de hidrogénio (HBA - hydrogen bond acceptor) (Santana et al., 2021). A
Figura 3 demonstra essa interagao entre os constituintes do DES. A interacao entre o
HBA e o HBD ocorre tanto devido a formacéao de ligagdes de hidrogénio quanto pelas
forcas de Van der Wallls, as quais determinam as propriedades fisico-quimicas do DES
(Santos et al., 2022).

Figura 3 — Representacdo de um exemplo da interacao intermolecular na formagao

de um DES
HBA HBA HBA
| | |
HO’\/'?’\ HO’\/'?'\ HO’\/'?'\
3 e H — 3
C1- Cl- Cl-
OH OH O-+H

@ @ @

Fonte: adaptado de Santos et al. (2022).

Legenda: HBA - substancia aceptora de hidrogénio; HBD - substancia doadora de hidrogénio.

Essa mistura binaria confere ao solvente eutético profundo a caracteristica de
apresentar um ponto de fusdo menor que seus componentes individuais. Muitos dos
solventes eutéticos profundos se apresentam na forma liquida a temperaturas

menores que 70 °C a 80 °C, sendo que a maioria permanece estavel em fase liquida
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a temperatura ambiente. Estes solventes apresentam vantagens sobre outros
solventes, pois sdo nao inflamaveis, biodegradaveis, biocompativeis e quimicamente
estaveis (Zainal-Abidin; Hayyan; Wong, 2021). O sistema binario formado pela HBA e
HBD pode ser representado por um diagrama de fase solido-liquido, que expressa a
temperatura de fusdo em fungao da temperatura (Figura 4). O ponto no qual as curvas
de temperatura de fusao dos dois compostos se encontram indica a composigao do

sistema e a temperatura de fusdo minima (Achkar, 2023).

Figura 4 — Diagrama de fase sodlido-liquido geral de uma mistura binaria
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Fonte: adaptado de Achkar (2020).

Os DES sao geralmente compostos por um sal quaternario de aménio que
atua como HBA e um HBD que tem habilidade de formar ligagdes de hidrogénio com
o HBA. Os DES s&o em sua maioria classificados de acordo com a natureza do HBD,
que podem incluir cloretos metalicos, haletos metalicos hidratados e compostos
organicos (ljardar; Singh; Gardas, 2022). A Figura 5 ilustra alguns tipos de HBA e
HBD. Atualmente, a literatura vem introduzindo outra classe de DES, os solventes
eutéticos naturais (NADES), que tém apresentado grande potencial, uma vez que séo

obtidos de fontes naturais incluindo acucares, polidis, acidos carboxilicos, aminas e
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aminoacidos (Cunha; Fernandes, 2018). Outra vantagem no uso do DES ¢ a facilidade
de seu preparo no laboratério. As etapas normalmente incluem a mistura dos
componentes sob agitagcado e aquecimento, normalmente na faixa de 50°C a 100 °C.
Outros métodos de preparo incluem o método de evaporacgéo, freeze-drying e

pulverizacao (Tang; An; Lee, 2021).

Figura 5 — HBA e HBD comumente utilizados no preparo de DES

HBA HBD
[ 0
HO\_ -
A\ OH
Cl
Cloreto de colina OH

Acido Salicilico

[ C_I )\/\
N\ OH
/\/\/\/ Alcool isoamilico

Cloreto de trioctiimetilaménio

Fonte: adaptado de ljardar, Singh e Gardas (2022).

Ainda, conforme a composicdo, o DES pode apresentar uma natureza mais
hidrofilica ou hidrofébica. Embora os DES hidrofilicos sejam amplamente aplicados
em catalise de reacdes quimicas, em processos de separacao e eletroquimica, eles
possuem a desvantagem de serem instaveis em meio aquoso (Qu et al., 2019). Em
contrapartida, os solventes eutéticos profundos hidrofébicos (HDES — hydrophobic
deep eutectic solvents) apresentam pouca miscibilidade em agua, devido a presenca
de longas cadeias alifaticas ciclicas ou aliciclicas, que reduzem a influéncia de
dominios carregados caracteristicos da carga iénica (HDES id6nicos) ou da presenca

de grupos hidrofilicos como hidroxilas e grupos carboxilados (HDES neutros ou néo
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idnicos) (Makos; Stupek; Gebicki, 2020; Tang; An; Lee, 2021). A hidrofobicidade dos
HDES os torna ideais para aplicagao em extragdo e remogao de componentes a partir
de meios aquosos, além disso, a baixa pressdo de vapor, elevada estabilidade
térmica, ampla faixa de liquidez e incombustibilidade estdo em acordo com os
principios da quimica verde (Cao; Su, 2021). Os HDES tém sido aplicados na extragao
de compostos organicos bioativos e por apresentarem baixa ou nenhuma toxicidade,
alta biodegradabilidade e baixo custo, tém emergido como alternativa a outros
solventes, como os liquidos ibnicos (Ruggeri et al., 2019; Socas-Rodrigues, et al.,
2021; Zainal-Abidin; Hayyan; Wong, 2021). As caracteristicas fisico-quimicas dos
solventes eutéticos profundos hidrofébicos apresentadas no Quadro 3, dependem da

sua composigao e influenciam a sua aplicagao.

Quadro 3 — Propriedades fisico-quimicas de solventes eutéticos profundos

hidrofébicos

Propriedade | Caracteristicas Fonte

Densidade (p) Apresentam faixa de 0,85 a 1,5 g.mL™", sendo a maioria entre 0,88 e 0,97 g.mL" Cao e Su, 2021
Tendem a formar emulsédo quando a densidade for préxima a da agua

p HBA e HBD > p H,O = p HDES > p H,0

p HBA e HBD < p H,0 = p HDES < p H,O

A p aumenta com o aumento do nimero de grupos funcionais -OH do HBD
HDES com mesmo HBD, a p reduz com aumento da cadeia do HBA

p HDES ¢ linearmente negativa correlacionada com a temperatura

Viscosidade (v) Baixa viscosidade, na faixa de 2,31 a 1807 mPA s
v de HDES neutros < HDES i6nicos
v de HDES que contém Br > v de HDES contém CI

HDES com mesmo HBA, a v reduz com a redugéo da cadeia do HBD

Cao e Su, 2021

Maior v pode facilitar a separagéo do solvente

A elevacao da temperatura diminui a v.

Polaridade Indica a capacidade de solubilizagdo de um solvente. Cao e Su, 2021
Menor polaridade = DES hidrofilicos a base de monoacidos < HDES iénicos <
HDES neutros < DES hidrofilicos a base de diacidos < agua =» Maior polaridade
pH Diminui discretamente com incremento da temperatura (25 — 85 ° C) Skulkova et al.,
Varia significativamente com alteragéo do HBD 2018
Condutividade Quanto maior o volume do ion, menor a condutividade e maior a viscosidade. Kityk et al., 2017
indice de Varia de acordo com o HBD, pode haver relagdo com o volume da molécula Hansen et al.,
refracéo A refratividade molar pode ser utilizada para evidenciar a formagao de ligagdes de | 2021

hidrogénio

A utilizacdo de solventes eutéticos profundos hidrofébicos vém sendo

empregada para extragdo de compostos organicos a partir de suplementos

Fonte: elaborado pelo autor.
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alimentares. Yakupova et al. (2023) utilizaram DES hidrofébico a base de mentol e
acido heptandico para extracdo de melatonina utilizando microextracdo por gota
organica flutuante solidificada e detec¢cdo por HPLC-UV. Li-yuan et al. 2020
quantificaram curcumindides extraidos de suplemento alimentar utilizando HDES a
base de cloreto de tetrabutilaménio e acido decandico. Outro estudo demonstrou
eficacia na extragdo de vitamina C de comprimidos efervescentes utilizando HDES
preparado a partir de mentol e acido decandico com quantificagdo por
espectrofotometria UV-Vis (Dalmaz; Ozak, 2022).

Referente a aplicagcdo de HDES para a extragao de acido félico, apenas um
estudo foi encontrado na literatura utilizando quantificagdo por HPLC-UV (Faraiji;
Mahmoodi-Maymand; Dastmalchi, 2020). Até o momento ndo ha relatos na literatura
da utilizacdo de HDES para extracido de acido folico a partir de suplementos

alimentares utilizando espectrofotometria UV-Vis.

2.4  AVALIACAO DE METODOS ANALITICOS

A validagdo de métodos analiticos consiste no processo de definir os
parametros analiticos de mérito que confirmam que o método proposto possui a
capacidade e consisténcia para a sua aplicagdo (Magnusson; Ornemark, 2014).
Allegrini e Olivieri (2014) definem parametros analiticos de mérito como sendo
indicadores estatisticos que fornecem indicadores quantitativos acerca da qualidade
ou performance de um dado método analitico. De acordo com o Documento
Orientativo numero 8 da Coordenacao Geral de Acreditagdo do Instituto Nacional de
Metrologia, DOC-CGCRE-008, a validacao é a confirmagao por exame e fornecimento
de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sao atendidos. Esta especificacdo esta em consonancia com o conceito
apresentado pela norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 e pelo Vocabulario
Internacional de Medidas (VIM) (ABNT, 2017; INMETRO, 2012; INMETRO, 2020).
Fundamentalmente o objetivo € garantir que os resultados de uma medicdo sejam o
mais proximo possivel do valor verdadeiro para um determinado analito em uma
amostra especifica (Gonzalez; Herrador, 2007).

Diversos guias e protocolos de validagdo estao publicados na literatura, os
quais sao emitidos por o6rgaos reguladores ou associagdes internacionais como o

Instituto Nacional de Metrologia e Qualidade (INMETRO) e a Association of Official
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Analytical Collaboration (AOAC). Os parametros analiticos de mérito como
seletividade, faixa de trabalho, linearidade, limite de detecgao, limite de quantificagao,
exatidao, repetibilidade e incerteza de medicdo sdo comumente utilizados na
avaliagdo de meétodos analiticos (INMETRO, 2020; AOAC International, 2016). A
AOAC possui guia especifico para suplementos alimentares, o qual apresenta
requisitos comuns a outros guias publicados (AOAC International, 2023).

No Brasil ndo existe um guia especifico para validagdo de métodos aplicado a
suplementos alimentares. Entretanto a legislagdo nacional classifica os suplementos
alimentares como formas farmacéuticas para as quais os métodos analiticos
publicados na Farmacopeia Brasileira podem ser aplicados. A Resolugédo-RDC n° 166,
de 24 de julho de 2017, que estabelece critérios para a validagdo de métodos
analiticos em formas farmacéuticas (medicamentos), insumos farmacéuticos e
produtos biolégicos pode ser aplicada a suplementos alimentares. Esta resolugao
determina que os parametros de validacao e seus respectivos critérios sejam definidos
a partir das caracteristicas do analito e da natureza do método sejam eles métodos

qualitativos ou quantitativos (Brasil, 2018a, Brasil, 2017b).
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3MATERIAL E METODOS

3.1 PADRAO ANALITICO E REAGENTES

Para a producdo da solugdo padrao utilizou-se acido félico material de
referéncia certificado (Merck Millipore, CAS n° 59-30-3). As demais solugdes foram
preparadas com fosfato de potassio dibasico (Biotec, pureza = 98%, CAS n° 7758-11-
4), fosfato de sédio bibasico grau ACS (Dinémica, pureza = 99%, CAS n° 7558-79-4),
hidroxido de sédio grau reagente (Exddo, pureza = 97%, CAS n° 1310-73-2), metanol
grau HPLC (Merck-Supelco, pureza = 99,9%, CAS n° 67-56-1) e acetonitrila (Reatec,
pureza = 99,97%, CAS n° 75-05-8).

Agua ultra purificada foi obtida pelo sistema de purificagdo ELIX 10 (Millipore,
EUA). Antes da utilizagao a agua foi fervida por 1 hora, em seguida resfriada e utilizada
em até 24 h.

Para o preparo do solvente eutético profundo foram utilizados cloreto de
trioctilmetilaménio (TOMAC) (Merck, pureza = 97%, CAS 5137-55-3) e alcool
isoamilico (Biotec, pureza = 98,5%, CAS n° 123-51-3).

Os certificados de analise do acido folico, cloreto de trioctiimetilamoénio e

alcool isoamilico constam nos ANEXOS A, B e C.

3.2 VIDRARIAS

Todas as vidrarias volumeétricas utilizadas durante as analises foram de classe

A, certificadas por laboratério acreditado na Rede Brasileira de Calibracao.

3.3 INSTRUMENTAGCAO E METODOS UTILIZADOS

As pesagens dos reagentes foram realizadas em balanga analitica (BEL,
modelo HPGB 2285Di, Brasil). As transferéncias de volume foram feitas com auxilio
de micropipetas automaticas (HTL, LabmatePro, Polbnia). A verificagcdo do pH foi
realizada em medidor de pH (Digimed, DM-21, Brasil). Para a extragao do acido folico
foi utilizado agitador de tubos (Marconi, MA 162, Brasil) e para separagéo de fases
centrifuga refrigerada (ALC, modelo PK131R, EUA). O preparo do DES foi realizado
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em chapa aquecedora com agitacdo (Quimis, Q261-22, Brasil) e termdmetro
analodgico de vidro.

A analise espectrofotométrica foi executada em espectrofotdbmetro (Varian,
Cary 50, EUA), a aquisigao de dados foi realizada pelo software CaryWinUV versao
3.00 (399) em modo “SCAN” na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm.

A analise cromatografica foi realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia
(Agilent, Infinity 1260 Il LC System, EUA) equipado com amostrador automatico (260
HiP ALS) com 40 uL de loop, bomba quaternaria (1260 Infinity II), termostato (1290
Infinity 1), forno de coluna (1260 Infinity Il) e detector de arranjo de diodos (1200
Infinity). Sistema de cromatografia controlado pelo software OpenLab EZChrom .

Todas as analises foram realizadas no Laboratério Central de Saude Publica

de Santa Catarina, Florianépolis, SC.

3.4 PREPARO DAS SOLUCOES

3.4.1 Solugio tampao fosfato de sédio 0,25 mol. L' e potassio 0,3 mol.L""
Foram pesados 25,0 g de K2HPO4 e 18,0 g de Na2HPO4 e transferidos para

baldo volumétrico de 500 mL. Foi adicionada agua e mantido em banho de ultrassom

até completa solubilizagao, (pH = 8,76 + 0,01).

3.4.2 Solugio hidréxido de s6dio 0,1 mol.L"

Foi pesado 40,0 g de hidroxido de sodio, transferido para balédo volumétrico de

1 L e completado o volume com agua ultra purificada, (pH = 12,67 £ 0,02).

3.4.3 Metanol basificado

Um volume de 10 pL de hidréxido de amoénio foi transferido para baldo

volumétrico de 100 mL e completado o volume com metanol.

3.5 ACIDO FOLICO
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3.5.1 Preparo do padrio de acido félico 100 ug.L"

Para o preparo da solugéo estoque foi pesado 10 mg de acido félico, transferido
para balao volumétrico de 100 mL, adicionado 5 mL de solugao de hidroxido de sédio

0,1 mol.L"' e completado o volume com solugao tampao fosfato de sddio e potassio.

3.5.2 Caracterizagcao das propriedades fisico-quimicas do acido félico através

de simulagao numérica

Utilizando simulagdo numeérica gerada por meio do programa CHEMICALIZE
(CHEMAXON, 2023, Budapeste) e Marvin Sketch (CHEMAXON, versao 23.16.0,
Budapeste) foi possivel obter as seguintes propriedades fisicas do acido félico: pKas,
a partir dos quais foi gerado o diagrama de distribuicdo de espécies; constante de
solubilidade (log S) usada para a estimativa da curva de solubilidade (mg.mL") e a
constante de particdo (log D) para a estimativa da curva de lipofilicidade (mg.mL"").
Os dados obtidos foram plotados no programa Microsoft® Excel® (Microsoft 365
MSOQO®, versédo 2311, EUA).

3.5.3 Caracterizagao do espectro de absorgao molecular do acido félico

Inicialmente foi realizado um estudo para caracterizar os espectros de
absorcao do acido félico em solugao tampéao fosfato de sédio e potassio e solugéo de
hidroxido de sédio 0,1 mol.L-! na faixa de varredura de comprimento de onda de 200
a 800 nm. Foram preparadas solug¢des de acido folico nas concentracdes de 0,5; 1,0;
5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 ug.mL"!' em tampao fosfato de sodio e potassio e em solugdo de
NaOH 0,1 mol.L-! e realizadas leituras em espectrofotdémetro utilizando microcubetas
de quartzo de 10 mm com capacidade para 100 pyL. Foram feitos brancos da agua, da
solucdo tampéo fosfato de sdédio e potassio e da solugdo de NaOH 0,1 mol.L.

Para avaliacdo do Amax dos espectros foi utilizada a derivacao espectral de

primeira ordem conforme as Equacdes 2 e 3:

Zero ordem: A = f(4) (2)

Primeira ordem: dA/dA =f'(d) 3)
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Onde:
A = absorbancia;

A = comprimento de onda (nm).

3.5.4 Construgcao das curvas de calibragao, avaliagao de linearidade e limites

de deteccao e quantificagao

Apos a determinacdo dos comprimentos de onda maximos para acido félico em
solucdo tampéo fosfato de sddio e potassio e em solugdo de NaOH 0,1 mol.L-', os
valores de absorbancia das solu¢des de acido folico nas concentracdes de 0,5; 1,0;
5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 ug.mL"" foram utilizados para construgdo das curvas analiticas
de absorbancia versus concentragdo. Os parametros de regressao linear utilizados
para avaliagdo da linearidade foram calculados no programa Microsoft® Excel®
(Microsoft 365 MSO®, versdo 2311, EUA). Os limites de detecgdo e quantificagdo

foram calculados conforme as Equacgdes 4 e 5.

LoD =33 %5/, ()

onde:
LOD = limite de deteccédo
s = desvio padrao da resposta do branco

b = coeficiente angular da curva analitica

LoQ =10xs/, (5)

onde:
LOQ = limite de deteccéo
s = desvio padrao da resposta do branco

b = coeficiente angular da curva analitica
3.5.5 Determinagao experimental do coeficiente de absortividade molar

O coeficiente de absortividade molar foi calculado a partir do coeficiente
angular obtido no ajuste linear dos graficos de absorbancia versus concentracao de

acordo com a Equacédo 6, conforme a Lei de Lambert-Beer para as solugdes de
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solugédo tampéo fosfato de sddio e potassio e solugdo de NaOH 0,1 mol.L-! nos

comprimentos de onda maximos do acido félico.

Abs = ¢.b.c. (6)

onde:

Abs = valor da absor¢édo em um dado comprimento de onda;
& = absortividade molar (L.mol-'.cm);

b = caminho 6ptico (cm);

¢ = concentragdo do analito (mol.L-").

3.5.6 Avaliagao da estabilidade do acido félico

Foram preparadas solugdes de acido félico em solugdo tampao fosfato de
sodio e potassio e solugdo de NaOH 0,1 mol.L-' na concentragdo de 20,0 uyg.mL" e
mantidas em frasco ambar sob temperatura de 5 °C + 3 °C. A estabilidade do sinal e
a recuperacgao (%) do acido folico foram avaliadas por espectrofotometria na faixa de
comprimento de onda de 200 a 800 nm no tempo zero (imediatamente apds o preparo

da solugao), 5 dias e 40 dias de armazenamento.

3.6 SOLVENTE EUTETICO PROFUNDO (DES) A BASE DE CLORETO DE
TRIOCTILMETILAMONIO E ALCOOL ISOAMILICO

3.6.1 Preparo do solvente eutético profundo

A escolha dos reagentes para o preparo do DES (cloreto de trioctiimetilambnio
(TOMAC) e alcool isoamilico, a proporgao molar 1:4 de TOMAC:alcool isoamilico e 0
preparo do DES, foram realizados de acordo com Faraji (2019) e Faraji, Mahmoodi-
Maymand e Dastmalchi (2020). Para o preparo do DES os reagentes foram pesados
diretamente em tubo de ensaio, apds o tubo foi mantido sobre uma chapa aquecedora
com agitacdo constante, com temperatura de 50 °C até que fosse perceptivel
visualmente que os dois reagentes estivessem completamente solubilizados e a

mistura apresentasse aspecto transparente e homogéneo (Figura 6).
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Figura 6 — Preparo do solvente eutético profundo
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: TOMAC - cloreto de trioctiimetilamdnio; A) mistura no tempo zero; B) mistura apés 10 min

de agitagédo a 50 °C.

3.6.2 Caracterizagao das propriedades fisico-quimicas do DES

O DES foi caracterizado com base nas seguintes propriedades fisico-
quimicas: densidade e indice de refracdo, de acordo com a Farmacopeia Brasileira
(ANVISA, 2019).

3.6.3 Caracterizacao do comportamento espectrofotométrico do DES

Foi realizado um estudo para caracterizar os espectros de absor¢cao do DES,
cloreto de trioctilmetilamonio, alcool isoamilico, metanol e acetonitrila na faixa de
comprimento de onda de 200 a 800 nm utilizando espectrofotdbmetro UV-Vis, em
cubetas de quartzo de 10 mm, com 10 replicatas, a fim de verificar o comportamento
espectral dos reagentes propostos na etapa de extragdo e diluigdo. Também foi
realizado teste com 300 uL de DES em 5 mL de agua ultra purificada a fim de verificar

se houve transferéncia de fase orgéanica para a fase aquosa.

3.7 MICROEXTRACAO DISPERSIVA LiQUIDO-LIQUIDO DE ACIDO FOLICO
ASSISTIDA POR AGITACAO EM VORTEX COM SOLVENTE EUTETICO
PROFUNDO

Foram preparadas duas curvas analiticas em solugcédo tampéao fosfato de sédio

e potassio e em solucdo de NaOH 0,1 mol.L" nas concentragdes de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0;
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15,0 e 20,0 yg.mL" de acido fdlico. Foram utilizados 5 mL de cada diluigdo e
transferidos para tubos de ensaio com rosca (10 x 100 mm). A cada tubo foi adicionado
300 pL de DES, seguidos de agitacdo em vortex por 2 minutos. Os tubos foram
centrifugados por 5 minutos a 7.500 RPM para separacgéo de fases. Foram retiradas
2 aliquotas de 100 uL cada da fase orgéanica (DES) com auxilio de microseringa de
250 L e feita a leitura em espectrofotdmetro com varredura no comprimento de onda
entre 200 a 800 nm em microcubeta de 100 pL (10 mm).

Na fase organica que continha o DES (fase superior) (Figura 7) foi realizada
leitura no espectrofotdmetro (200 a 800 nm) e apds esta fase foi diluida
separadamente em metanol basificado e acetonitrila nas proporg¢des de 1:2, 1:4, 1:8
e 1:12 e realizadas leituras no espectrofotdbmetro (200 a 800 nm). Na fase aquosa
(inferior) também foi realizada leitura no espectrofotdmetro (200 a 800 nm). Todas as

analises foram realizadas em quintuplicata.

Figura 7 — Instrumentagao utilizada no procedimento de microextragao do acido

félico com DES

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: aparato montado com microseringa para estabilizar a retirada da aliquota de DES.
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3.8 PLANEJAMENTO FATORIAL 23

Para o desenvolvimento do método e definigdo dos fatores que podem
interferir na extracdo do acido félico foi realizado um estudo para otimizagcdo das
variaveis por meio de um planejamento fatorial 23. As variaveis pesquisadas e os
respectivos niveis estdo descritos na Tabela 2. Foram verificados o efeito sobre a
eficiéncia de extracdo em dois niveis de pH; dois tipos de solvente utilizados para a
diluicdo do DES (um aprético — acetonitrila e outro protico — metanol basificado com
0,01% de hidréxido de aménio) em dois niveis de diluigdo desses solventes (1:4 (v/v)

e 1:8 (v/v)) em dois niveis de diluigao.

Tabela 2 — Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 23 para otimizagao do

experimento

Niveis
Fatores Cédigo de interagdo baixo (-) alto (+)
pH a 8,76 12,67
Solvente de diluicao b Metanol basificado Acetonitrila
Fator de diluigdo do solvente c 1:4 1:8

Fonte: elaborado pelo autor.

Para analise dos 3 fatores planejados, foi utilizada uma matriz de contraste
com 8 testes, em ordem aleatoria, cada linha apresenta as variaveis por teste
executado (Tabela 3). Como resposta foi utilizado o coeficiente de determinagao (r?).
Para cada um dos testes foi construida uma curva de calibracédo analitica em solugéo
tampao fosfato de sddio e potassio e em solugdgo de NaOH 0,1 mol.L-' nas

concentragdes de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 ug.mL-" de acido folico.
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Tabela 3 — Matriz octogonal do planejamento fatorial 23 para k = 3 fatores e n = 8

experimentos
. = Variaveis
Combinagao
Teste Ordem do Fator de Resposta
Solvente Lo
tratamento pH S diluicdo do
de diluicao
solvente
1 5° @) 8,76 (-1) Metanol (-1) 1:4 (-1)
2 1° a 12,67 (+1) Metanol (-1) 1:4 (-1)
3 7° a 8,76(-1)  ACN (+1) 1:4(-1)
4 3° ab 12,67 (+1)  ACN (+1) 1:4 (-1) coeficiente de
determinagéao
5 6° c 8,76 (-1) Metanol (-1) 1:8 (+1) (r?).
6 2° ac 12,67(+1) Metanol (-1) 1:8 (+1)
7 8° bc 8,76 (-1)  ACN (+1) 1:8 (+1)
8 4° abc 12,67 (+1)  ACN( +1) 1:8 (+1)

Fonte: elaborado pelo autor.

O calculo dos efeitos, estimativa de erros e avaliacdo do modelo estatistico
foram gerados pelo modelo de regressédo e por analise de varidncia (ANOVA) com

valor de significancia (p < 0,05).
3.9 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE MERITO ANALITICO

Os parametros de seletividade, faixa de trabalho, linearidade, limite de
deteccédo, limite de deteccado, exatidao, repetibilidade, fator de enriquecimento e
incerteza de medicao foram avaliados neste estudo. A matriz utilizada nos testes foi
suplemento alimentar contendo acido félico, uma vez que nao foi possivel encontrar
matriz isenta do analito.

O fator de enriquecimento foi determinado pela Equacéo 7 (Faraji, Mahmoodi-
Maymand e Dastmalchi, (2020).

C
EF= 71 C, 7)

onde:

EF = fator de enriquecimento;

Cf = concentracgao de 4cido folico na fase organica (DES);

C;= concentragdo de acido fdlico na fase aquosa inicial.
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3.9.1 Faixa de trabalho e linearidade

Para determinar a faixa de trabalho e a linearidade, foi construida uma curva
de calibracdo com 5 pontos em quintuplicata nas concentragdes de 1,0; 5,0; 10,0; 15,0
e 20,0 yg.mL™" utilizando padr&o de acido félico em solugao de NaOH 0,1 mol.L-". A
curva foi avaliada visualmente e pelo método dos minimos quadrados para obtengao
da regressao linear e dos coeficientes angular, linear, coeficientes de correlagéo e de
determinacao. A verificagdo de homocedasticidade foi avaliada pelo teste de Cochran.
Os valores discrepantes foram verificados pelo teste de Grubs e os residuos pelo teste
de Shapiro-Wilk assumindo como hipotese nula a normalidade dos residuos
(INMETRO, 2020).

3.9.2 Seletividade

O estudo para verificacdo de possiveis interferentes foi realizado por efeito de
matriz. A curva padrdo sem matriz obtida no teste de linearidade foi comparada a
curva com matriz, ambas adicionadas de 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 yg.mL-" de padrao
de acido félico.

A avaliagdo estatistica foi realizada pelo teste-F e verificagdo de
homogeneidade das variancias, por nivel de concentragdo, para avaliar o efeito da
matriz na precisdo, e pelo teste t para comparacdo das médias por nivel de
concentracao, para avaliar se a matriz ndo interfere o sinal do analito nos niveis de
concentracao especificados (INMETRO, 2020).

3.9.3 Limite de deteccao e limite de quantificagao
Foram executadas 10 repeticdes do branco sem padrao de acido félico para

determinacao do LOD e LOQ, calculados a partir das Equagdes 4 e 5 (INMETRO,
2020).
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3.9.4 Exatidao

Foram realizadas 5 replicatas em 5 niveis de concentragao (1,0; 5,0; 10,0;
15,0 e 20,0 yg.mL") na curva sem matriz. A recuperagdo relativa foi calculada
utilizando a Equacgao 8 (INMETRO, 2020).

X

R(%) = x 100 (8)

Xreferéncia
onde:
R = Recuperagao relativa em porcentagem;
x = valor médio do analito na matriz nao fortificada;

Xreferencia = Valor de referéncia da concentragdo adicionada na matriz.

O valor de R (%) foi avaliado como satisfatério quando atingiu a faixa de
recuperacédo entre 80 e 110% de acordo com o DOC-CGCRE-8 (INMETRO, 2020).

3.9.5 Precisao

Foram realizadas 5 replicatas em 5 niveis de concentragao (1,0; 5,0; 10,0;
15,0 e 20,0 yg.mL") na curva sem matriz (INMETRO, 2020). Para a avaliagédo da
repetibilidade os testes foram realizados pelo mesmo analista, no mesmo
equipamento, no mesmo dia. O desvio padrdo relativo (DPR) para avaliagédo da

repetibilidade foi calculado conforme a Equacgéao 9.

DPR (%) = S;wao 9)

onde:
DPR = desvio padréao relativo em porcentagem;
s, = desvio padrao da repetibilidade.

x = valor médio da concentragao nas 5 replicatas.

O valor de DPR (%) foi avaliado pelo valor de Horwitz derivado da Equagéo
10 de acordo com o DOC-CGCRE-8 (INMETRO, 2020).

DPRR — 2(1—0,510gC) (10)
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onde:

DPRy= desvio padréo relativo em porcentagem;

C = concentragéo de analito (g.g™").

3.9.6 Comparagao com método referéncia

A comparacao do método desenvolvido para determinacéo de acido félico, foi
realizada em amostra de suplemento alimentar de acido félico. Os resultados do
método desenvolvido foram comparados ao método cromatografico para comprimidos
de acido félico da Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019).

Para execucdo do método desenvolvido, a massa equivalente a 10 ug de
acido fdlico, foi pesada a partir da homogeneizagado de 20 capsulas do suplemento
alimentar, transferida para balao volumétrico ambar de 250 mL e completado o volume
com solugédo de NaOH 0,1 mol.L". O balao foi agitado manualmente por 50 vezes,
uma aliquota de 10 mL foi transferida para tubo plastico e centrifugado por 5 min a
7500 rpm. Um volume de 5 mL do sobrenadante foi transferido para tubo de ensaio
de vidro com tampa e entdo adicionados 300 yL de DES. A solugdo foi agitada em
vortex por 2 min e centrifugada por 5 min a 7500 RPM. Um volume de 100 yL da fase
organica, foi retirado com auxilio de microseringa de 250 uL, transferido para frasco
de vidro de 1,5 mL, seguindo-se a diluicdo com metanol basificado na proporgao de
1:8 (v/v). Uma aliquota de 100 pL da diluicdo foi transferida para microcubeta e a
leitura realizada em espectrofotdmetro na faixa de 200 a 800 nm.

Foi realizada a comparagdo entre o resultado obtido para o meétodo
desenvolvido no presente trabalho com o método referéncia preconizado na
Farmacopeia Brasileira, para a determinacao de acido félico em suplemento alimentar
por HPLC-UV. A tendéncia relativa do método e a recuperacéo relativa apresentadas
foram determinadas pelas Equagdes 11 e 12, respectivamente. As médias dos
resultados foram avaliadas pelo teste F para avaliar se as variancias foram
estatisticamente iguais e pelo teste t (Student) para verificagcdo de igualdade das
médias dos resultados (INMETRO, 2020).

b (%) _ (x - xrefe‘ré‘n.c‘ia.)/)z x 100 (11)

referéncia

R x 100 (12)

r_ )Z/
xreferéncia
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onde:

b = tendéncia do método, em porcentagem;

R' = recuperacéo relativa, em porcentagem;

X = concentragdo média de AF no método desenvolvido, em ug/ capsula;

Xreferencia = CONcentragéo média de AF no método referéncia, em ug/ capsula.
3.9.7 Incerteza de medigao

Para estimativa da incerteza de medigao foi especificado o mensurando, e
entdo as fontes de incerteza padrao foram identificadas a partir de multiplas fontes,
utilizando o Diagrama de Ishikawa. As fontes de incerteza foram entao classificadas
como fonte do tipo A ou tipo B, a fim de verificar o tipo de distribui¢cao utilizada para
normalizacdo dos dados de entrada e transformacao em incerteza padréao para cada
componente. As incertezas padrao obtidas foram equacionadas, considerando os
respectivos coeficientes de sensibilidade, resultando em uma incerteza combinada. O
valor calculado de graus de liberdade efetivos (Veff) foi utilizado para determinagéo
do fator de abrangéncia (k) a um nivel de 95,45% de confianga utilizado para
determinacao do valor da incerteza expandida (Uexp) (Ellison; Williams, 2012).

O valor encontrado para incerteza de medicao foi avaliado de acordo com o
estabelecido pelo Guia de validacao e controle de qualidade analitica (Brasil, 2011),

conforme Equacgéo 13.

uc(Canat)

Canal

< 8/9 xcvtabelado (1 3)

onde:
u.(Canq) = incerteza combinada para a faixa de concentragéo avaliada, em pug.mL-;
C.na1 = CcOncentragdo analitica para a faixa avaliada, ug.mL";

CViabelaao = CO€ficiente de variacdo tabelado para a faixa avaliada.

3.10 AMOSTRA DE ACIDO FOLICO UTILIZADA NO ESTUDO

A amostra utilizada no estudo foi adquirida em farmacia da regido
metropolitana de Floriandpolis e foi selecionada seguindo os seguintes critérios:
apresentacdo na forma suplemento alimentar em capsulas, contendo acido folico na

forma de acido n-pteroilmonoglutamico, sem associagdo com outros ativos.
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3.11 VERIFICACAO DO METODO FRENTE AOS PARAMETROS DA QUIMICA
VERDE

O método desenvolvido para determinacdo de acido folico e o método
cromatografico para comprimidos de acido félico da Farmacopeia Brasileira foram
verificados e comparados frente aos 12 parametros da quimica verde, utilizando a
ferramenta Analytical Greenes Calculator (AGREE) (Pena-Pereira; Wojnowski,
Tobiszewski, 2020).

3.12 PRE PROCESSAMENTO DE DADOS

Todos os espectros foram processados para corregcao do deslocamento da
linha de base (offset) empregando a Equacéo 14, conforme especificado por Beebe,
Pell e Seasholtz (1998).

Vi =yita (14)
Onde:
y;" = valor do vetor-amostra ao longo do espectro UV-Vis;
y; = valor do sinal de interesse corrigido;

a = valor estimado (offset-baseline).

A suavizagao dos dados espectrais foi realizada por meio da aplicacdo do
método Savitzky-Golay (Savitzky e Golay, 1964) utilizando-se um polinémio mével de
segunda ordem com janela de 7 pontos para minimizagdo de ruidos e sem perda
significativa de informagéo (Equacéo 15). A suavizagao foi aplicada nos espectros de

ordem zero e primeira derivada.

yy = (T2Vi-3 + 3YVi2 + 6¥11 + 7Yi + 6Y11 + 3Virz — 2¥i4s) [ (15)
Onde:

y; = sinal suavizado;

y; = valor do sinal de interesse corrigido (referente ao sinal da Equagéo 15), com t sendo o

passo entre cada leitura.
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Todos os dados foram tratados utilizando o programa Microsoft® Excel®
(Microsoft 365 MSO®, versao 2311, EUA).

3.13 POS PROCESSAMENTO DE DADOS

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
Microsoft® Excel® (Microsoft 365 MSO®, versdo 2311, EUA) e o programa Minitab®
Statistical Softtware (LLC, verséo 21.4.2 2023, EUA).
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4RESULTADOS E DISCUSSAO

41 ACIDO FOLICO

4.1.1 Caracterizagao das propriedades fisico-quimicas do acido félico por

simulagao numérica

A Figura 8 apresenta o diagrama de espécies para o acido folico gerado a
partir dos dados da plataforma CHEMICALIZE e do programa Marvin Sketch. Os
dados brutos da simulagao gerada pelo programa CHEMICALIZE estao apresentadas
no APENDICE A. A simulagdo gerada pelo programa Marvin Sketch apresenta 6 sitios
principais de ionizagao responsaveis pela dissociagdo do acido folico, sendo eles 5
pKas com valor positivo e 1 pKa com valor abaixo de 0. Dentre as estruturas
apresentadas, as Figuras 8 C e 8 D sdo as de interesse, pois apresentam maior
percentual de espécies nos valores de pH de 8,76 e 12,67 referente a solugdo tampéao
fosfato de sddio e potassio e solugdo de NaOH 0,1 mol.L-, respectivamente, utilizadas
neste trabalho. No grafico de distribuicdo de espécies & possivel verificar que nessa
faixa de pH as duas espécies (Figura 8 C e 8 D) sdo maijoritarias, sendo que a espécie
demonstrada na Figura 8 C possui os dois grupamentos carboxilicos da porgéao
glutamil desprotonados (pKa 4,08 e 4,98) e a espécie na Figura 8 D apresenta
desprotonagédo do nitrogénio no anel pteridinico (pKa 9,99) além dos dois
grupamentos carboxilicos desprotonados.

Szakacs e Noszal (2006) determinaram 3 pKas acidicos para o acido fdlico
em 2,38, 3,46 e 4,98 que contribuem para a desprotonagéo dos grupamentos glutamil-
carboxilicos e do nitrogénio do anel pteridinico, respectivamente, e um pKa para o

acido félico em 8,08 atribuido ao nitrogénio da porgao lactamica.
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Figura 8 — Diagrama de distribuicdo de microespécies de acido folico e constantes

de dissociacao
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Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AF - acido félico; A - AF com respectivos pKas; B, C e D - protonagéo e desprotonagéo dos

grupamentos aminicos e carboxilicos do AF; E - diagrama de distribuicdo de espécies do AF.
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Na curva de solubilidade do acido félico (Figura 9) obtida pela simulacao,
observou-se que o acido félico apresenta elevacédo da curva de solubilidade a partir
de pH 5,0 atingindo maximo em torno de pH 6,0. Em pH 8,0 a 13,0 continua
apresentado maxima solubilidade, sendo que nessa regido de pH, ha prevaléncia das
espécies desprotonadas conforme demonstrado nas Figuras 8 C e 8 D. Estes dados
sdo condizentes com os determinados experimentalmente por Bottari et al. (2021) que
realizaram estudo sobre a solubilidade do acido félico e observaram que a solubilidade
do acido félico é dependente do pH, devido a presencga de duas a trés cargas na forma

anidnica, correspondentes a desprotonacédo dos grupos carboxilicos e do nitrogénio

no anel pteridinico.

Figura 9 — Graficos de solubilidade (A) e lipofilicidade (B) em fungéo do pH para
acido félico

500
A)

450 ———————————————————— 0

400 — — - Solubilidade (mg/mL)

350 oS

300

P
Log S

250

Solubilidade (mg.mL"}

200 |
\
150 |
\

100 -

B)

2 ——Log D

Log D
[4;]

-10

Fonte: elaborado pelo autor.



64

A curva correspondente ao coeficiente de particao (Log D) para o acido félico
(Figura 9) indica o comportamento lipofilico do acido félico. O log D permite avaliar a
distribuicdo das espécies carregadas e ndo carregadas em equilibrio em funcdo do
pH (Csizmadia et al., 1997). A partir do pH em torno de 5,0 a curva é decrescente e o
valor de log D diminui, indicando maior concentragao de espécies ionizadas de acido
félico em fase aquosa. Conforme observado na Figura 8, o acido folico apresenta
diversos grupos desprotonados em pH alcalino e melhor solubilidade, corroborando o

apresentado na curva de lipofilicidade.

4.1.2 Caracterizagao espectrofotométrica

A Figura 10 apresenta os espectros de absor¢do molecular da agua, da
solugao tampao fosfato de sédio e potassio pH 8,76 + 0,01 e solugdo de NaOH 0,1
mol.L-" pH 12,67 + 0,02, na regido de comprimento de onda entre 200 e 800 nm,
utilizados para correcdo dos espectros do acido fdlico. Observou-se que para
comprimentos de onda inferiores a 250 nm ha aumento da absorbancia,
principalmente para o solugao tampéao fosfato de sddio e potassio e para a solugao de
NaOH 0,1 mol.L". A solugdo de NaOH 0,1 mol.L-! apresentou maxima absorgéo
proxima a 207 nm, similar ao valor de 210 nm encontrado por Tong et al. (2020). O
espectro da agua reagente apresentou comportamento compativel ao reportado por
Shalatonin e Pollack (2022), sem presenga de bandas de absorgdo ao longo do
espectro. Para todas as solugbes testadas nao foi verificado sinal indicativo de

interferentes na regido de interesse para este trabalho (255 a 365 nm).
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Figura 10 — Espectro de absorg¢ao no UV-Vis da agua, solugao tampéao fosfato de

sodio e potassio e solugdo de NaOH 0,1 mol.L"
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: TFSP - tampéao fosfato de sédio e potassio.

Diferentes concentracbes de acido folico foram caracterizadas por
espectrofotometria UV-Vis na regido de comprimento de onda entre 200 e 800 nm. Os
espectros com correcao de linha de base e suavizagao estdo apresentados na Figura
11 para a solugao tampao fosfato de sédio e potassio e na Figura 12 para a solugao

de NaOH 0,1 mol.L".
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Figura 11 — Espectro de absor¢ao no UV-Vis de diferentes concentragdes de acido
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Legenda: AF - acido félico; TFSP - tampéo fosfato de sédio e potassio.
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Figura 12 — Espectro de absor¢ao no UV-Vis de diferentes concentragdes de acido
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A observacéao visual dos espectros permite verificar a ocorréncia de 3 bandas
distintas de absorgdo maximas do acido fdlico, tanto na solugao tampao fosfato de
sodio e potassio quanto em solugdo de NaOH 0,1 mol.L™'. Essas bandas de absorgao
maxima s&o caracteristicas do acido folico, conforme relatado por Pérez (2017), no
qual a absorbancia nos comprimentos de onda de 283 nm e 256 nm é devida a
presenca de grupos croméforos da subunidade acido p-aminobenzdico conjugada ao
aminoacido glutamato e a absorgdo em 356 nm se deve a presenga da subunidade
pteridina.

De acordo com Owen (2000) a espectrofotometria derivativa permite confirmar
a identidade de um analito. No espectro do acido félico em solugao tampao fosfato de
sédio e potassio (Figura 13), foi possivel visualizar 3 pontos de intersec¢ao da primeira

derivada que indicam trés Amax para o acido félico em 258 nm, 283 nm e 365 nm.
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Figura 13 — Espectros de ordem zero e primeira derivada de acido félico 20,0 ug.mL-

' em solugao tampéo fosfato de sddio e potassio
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Fonte: elaborado pelo autor.

Para o acido folico em solugdo de NaOH 0,1 mol.L-' o comportamento
espectral observado na Figura 14 foi similar ao encontrado para o solugao tampéo

fosfato de sddio e potassio, porém com Amax em 257 nm, 284 nm e 366 nm.
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Figura 14 — Espectros de ordem zero e primeira derivada de acido félico 20,0 ug.mL-

" em solugdo de NaOH 0,1 mol.L™!
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Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com aqueles
observados por Modupe, Maurras e Diosady (2020), que avaliaram o comportamento
de solugéo de acido folico (25 ug.mL-') em carbonato de sédio (0,1 mol.L-'), em pH
11,1 e encontraram maxima absorgdo em 256 nm, 283 nm e 366 nm. Ribeiro et al.
(2016) verificaram o comportamento espectral de solugéo de acido folico 10 pg.mL-’
em carbonato de sddio 0,1 mol.L-" e solugdo de NaOH 0,1 mol.L™", e observaram que
a maxima absorg¢ao foi nos comprimentos de 255,5 nm, 283,0 nm e 365,5 nm. Matias
et al. (2014) relataram 4 comprimentos de onda de maxima absor¢ao em 217 nm, 257

nm, 282,5 nm e 361,5 nm, para acido folico (17,5 ug.mL') em solugdo tampao
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NaH2PO4/Na2HPO4 (0,1 mol.L"; pH 9,0), muito proximos aos comprimentos de onda

de 258 nm, 283 nm e 366 nm encontrados no presente trabalho.

4.1.3 Avaliacao da linearidade

Apos a determinagédo dos Amax do acido félico as curvas de calibragdo foram
construidas na faixa de concentragdo de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 yg.mL"" em
solugdo tampao fosfato de sdédio e potassio e solugdo de NaOH 0,1 mol.L",
considerando os dados com corre¢cao de linha de base, correcdo de branco e
aplicagao de suavizacao obtidos no item 4.1.2 para a avaliagao por regressao linear.
Foram utilizados dois intervalos de valores, £ 2 nm e £ 5nm, em torno dos Amax para
aquisi¢ao dos dados de cada ponto da curva.

Os coeficientes de determinacgado (r2) e correlagdo (r) para o acido félico tanto
em solucao tampao fosfato de sédio e potassio quanto em solugédo de NaOH 0,1 mol.L-
1, (Tabelas 4 e 5), foram superiores a 0,999 demonstrando relagéo linear do método
testado. Observou-se que em ambas as solugdes o coeficiente angular € similar para
todos 0s Amax, € que na regiao de 365 nm e 366 nm o coeficiente angular diminui
consideravelmente em relagdo aos demais Amax conferindo menor sensibilidade para
quantificacao de acido félico nesta regido. Esses valores estdo em consonancia com
os valores encontrados na literatura para acido félico, quando utilizado hidroxido de
sodio ou tampdes a base de fosfatos, nos quais os valores de coeficientes foram
superiores a 0,999 (Elkhazein et al., 2022; Kayan; Hemn, 2022; Modupe; Maurras;
Diosady, 2020; Ribeiro et al., 2016).

Tabela 4 — Parametros de regressao linear para acido félico em solugao tampao

fosfato de sodio e potassio

Parametros de Comprimento de onda (nm)
regressao 2585 258 2 283 %5 2832 365%5 365%2

0,0524+ 0,0528+ 00,0597+ 0,0601+ 00191+ 0,0192 £
0,0008 0,0009 0,0006 0,0007 0,0002 0,0002

0,0174 + 0,0213 0,0116+ 00,0116+ 00,0029+  0,0017
0,0092 0,0108 0,0075 0,0074 0,0027 0,0023

0,9990 0,9987 0,9995 0,9995 0,9993 0,9995

Coeficiente angular (b)

Coeficiente linear (a)
Coeficiente de
determinagéo (r?)

Coeficiente de

< 0,9995 0,9993 0,9997 0,9998 0,9997 0,9998
correlagéo (r)

Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 5 — Parametros de regressao linear para acido félico em solugdo de NaOH

0,1 mol.L""
Parametros de Comprimento de onda (nm)
regressao 2575 25712 284 =5 284 2 366 £5 366 +2
Coeficiente angular (b) 0,0590 + 0,0599 + 0,0589 + 0,0592 + 0,0206 + 0,0207 +
g 0,0005 0,0006 0,0004 0,0004 0,0001 0,0001

-0,0108+ -0,0101+ -0,0101+ -0,0101+ -0,0031+ -0,0032 +
0,0062 0,0071 0,0049 0,0051 0,0016 0,0016

0,9996 0,9996 0,9998 0,9998 0,9996 0,9998

Coeficiente linear (a)

Coeficiente de
determinacéo (r?)

Coeficiente de

< 0,9998 0,9998 0,9999 0,9999 0,9998 0,9999
correlagéo (r)

Fonte: elaborado pelo autor.

Para determinar se houve diferenga significativa com relagdo ao intervalo de
dados utilizados para determinacdo dos valores em torno do Amax, foi realizada a
comparagao dos coeficientes angulares (b) para os grupos de dados obtidos nos
intervalos de A £ 2 nm e A £ 5 nm para solugao tampéo fosfato de sédio e potassio e
solucdo de NaOH 0,1 mol.L™". O teste utilizado foi o teste t para dados pareados com

nivel de significancia de 5% (Tabela 6).

Tabela 6 — Valores encontrados para teste t pareado para os conjuntos bjt2nm €

bassnm, com nivel de significancia de 5% e 2 graus de liberdade

Sd t calculado p-valor
TFSP 0,00694 0,68 0,386
NaOH 0,00085 0,90 0,235

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: Sy - desvio padréo das diferencas das observagdes pareadas; TSFP - solugdo tampao

fosfato de sddio e potassio.

Os resultados apontaram que nao houve diferenca significativa entre os
conjuntos bitonm € bassnm . Ambos os p-valores calculados (Tabela 6) foram maiores
que 0,05 e os valores t menores que o valor feritico (feritico 4,30), com 95% de confianga.
Dessa forma conclui-se que a hipotese nula é verdadeira, portanto, ndo ha diferenca
significativa entre os coeficientes angulares dos dois grupos. Optou-se a partir desta
etapa do trabalho utilizar os dados obtidos a partir dos espectros para 0s Amax+ 2 nm.
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A Figura 15 apresenta as curvas de calibragdo obtidas para o acido fdlico,
conforme apresentado nas Tabelas 4 e 5, e foi possivel observar que os modelos
apresentam linearidade e os valores dos coeficientes de determinagdo (r?) e
correlagao (r) atendem ao critério de aceitagao (r) superior a 0,990 estabelecido pela
RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 (Brasil, 2017b). E possivel observar na Figura 15

B que as curvas para 257 nm e 284 nm se sobrepdem.

Figura 15 — Curvas de calibragdo do acido félico em Amax £ 2 nm em solugéo tampéao
fosfato de sddio e potassio (A) e solugdo de NaOH 0,1 mol.L-! (B) em diferentes
comprimentos de onda
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Os limites de detecgao e quantificagao da Tabela 7 foram calculados a partir de
10 replicatas dos desvios padrao dos brancos e dos coeficientes angulares das curvas

conforme as Equacgdes 4 e 5.

Tabela 7 — Limites de deteccao (LOD) e de quantificacdo (LOQ) para acido félico em

solugéo tamp3ao fosfato de sodio e potassio e solugdo de NaOH 0,1 mol.L™’

Comprimento de onda (nm) LOD (pug.mL™) LOQ (ug.mL™")

TFSP
258 0,04 0,12
283 0,03 0,09
365 0,05 0,17
NaOH
257 0,08 0,25
284 0,06 0,18
366 0,06 0,18

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: TSFP - tampéo fosfato de sddio e potassio.

Os limites encontrados nesta etapa do trabalho estdo abaixo da menor
concentragdo da curva (0,5 ug.mL-"), indicando que o intervalo proposto para a faixa
de trabalho e construcao das curvas de linearidade foi adequado.

Elkhazein et al. (2022) obtiveram valores de 2,73 ug.mL" e 8,27 uyg.mL-' de
LOD e LOQ de acido fdlico, respectivamente, utilizando solugdo de NaOH 0,1 mol.L-"
em 255 nm. Esses valores sdo cerca de 50 vezes superiores ao encontrado neste
trabalho. Ribeiro et al. (2016) obtiveram valores de LOD e LOQ em torno de 10 vezes
acima dos encontrados neste trabalho, utilizando a mesma concentragao de solucéo

de NaOH do presente estudo.
4.1.4 Determinacao dos coeficientes de absortividade molar
Na Tabela 8 constam os valores calculados para a absortividade molar do acido

félico nos comprimentos de onda maximos observados nas solugcbes de tampao

fosfato de sodio e potassio e solugdo de NaOH 0,1 mol.L™".
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Tabela 8 — Valores experimentais de absortividade molar para acido félico

Amax (nm) & (L.mot'.cm™)
TFSP
258 23334 + 427
283 26510 + 295
365 8513 £ 92
NaOH
257 26466 + 278
284 26113 £ 200
366 9174 + 63

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: TFSP - tampéo fosfato de sddio e potassio; Amsx - comprimento de onda maximo (nm).

Os valores obtidos para a absortividade molar do acido félico em solugao
tampao fosfato de sodio e potassio e solugdo de NaOH 0,1 mol.L-" sdo similares,
entretanto nos comprimentos de onda de 257-258 nm e 365-366 nm, os valores de
absortividade séo superiores para a solugao de NaOH que possui pH de 12,67, maior
que a solugédo tampéo fosfato de sodio e potassio que possui pH igual a 8,76. O
aumento da absortividade molar em solucdo de NaOH pode estar relacionada a
desprotonacdo do nitrogénio pteridinico, que ocorre em pKa 9,99, conforme
apresentado no item 4.1.1. De acordo com Thangavel et al. (2022) compostos
organicos que possuem varios sitios ionizaveis podem apresentar alteragdes no
espectro UV, contanto que os grupos ionizaveis possuam variagao significativa na
absortividade molar.

Off et al. (2005) encontraram valores de absortividade molar de acido félico em
tampao fosfato salina pH 7, iguais a 25220 e 6675 L.mol'.cm™' a 280 e 350 nm,
respectivamente, préximos aos encontrados neste trabalho. Gomes (2021) reportou
absortividade molar de 3,2 x 103 L.mol*.cm' a 280 nm para o acido folico em solugédo
de DMSO, valor inferior ao obtido neste estudo.

4.1.5 Avaliagao da estabilidade do acido félico
De acordo com o Codex Alimentarius a estabilidade de um analito deve ser

avaliada durante o desenvolvimento e validacdo de um método a fim de acessar as

condi¢bes de armazenamento e tempo nas quais ha garantia de que a manutengéao
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das caracteristicas do analito permanecem minimamente alteradas e dentro de um
limite de aceitagao determinado (FAO, 2014).

A estabilidade do acido félico foi avaliada sob condigdes de refrigeragéo a 5
°C = 3 °C por 40 dias de armazenamento (Figura 16).

Pode-se observar visualmente nos graficos da Figura 16 que ao longo dos 40
dias de armazenamento o acido félico manteve um comportamento estavel, sem

alteracdes visuais discrepantes na absorbancia.

Figura 16 — Grafico de estabilidade do acido félico (20,0 ug.mL-') em solugéo
tampéo fosfato de sddio e potassio (A) e solugdo de NaOH 0,1 mol.L-" (B) em

temperatura de 5 °C + 3 °C e diferentes comprimentos de onda
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Em relagcdo a recuperacao (%) do acido félico apés o armazenamento, foi
observado (Tabela 9) que n&o houve variagdo de concentragéo superior a 2 % nos
primeiros dias de armazenamento (5 dias), entretanto apos 40 dias, a maior variagao
observada foi de 2,8% para o acido folico em solugdo de NaOH 0,1 mol.L". De acordo
com o preconizado pelo Manual de Garantia da Qualidade Analitica (Brasil, 2011a)
um padrao analitico estavel ndo deve ultrapassar 2 % de degradagdo maxima.
Portanto, como seguranga, as solug¢des padrdo de acido folico foram mantidas em

frasco ambar, a 5 °C + 3 °C por até 5 dias de armazenamento.

Tabela 9 — Recuperagao (%) do acido félico em solugéo tampao fosfato de sédio e

potassio e solugdo de NaOH 0,1 mol.L-' em temperatura de 5 °C + 3 °C

Recuperagdo (%)
Comprimento de onda (nm)
5 dias 40 dias

TFSP
258 99,5 97,6
283 99,3 99,0
365 98,4 97,6

NaOH
257 98,3 97,5
284 98,2 97,2
366 98,8 97,7

Fonte: elaborado pelo autor.

4.2 PREPARO, CARACTERIZACAO FiISICO-QUIMICA E
ESPECTROFOTOMETRICA DO SOLVENTE EUTETICO PROFUNDO

4.2.1 Preparo e caracterizagao fisico-quimica

O DES preparado a partir de cloreto de trioctiimetilamonio e alcool isoamilico,
na proporgao molar de 1:4 (p/p), respectivamente, apresentou aspecto homogéneo,
transparente, liquido, de cor amarelada (Figura 17) e com forte odor pungente
caracteristico. Também apresentou aspecto viscoso, sendo menos denso que a agua.
Ao ser colocado em fase aquosa se apresenta como duas fases distintas, devido a
sua caracteristica hidrofébica. Ao ser mantido em banho de gelo n&o solidifica. O

tempo total para o preparo do DES foi de cerca de 15 min.
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Figura 17 — Aspecto do solvente eutético profundo preparado

Fonte: elaborado pelo autor.

No presente estudo, o DES preparado a base de cloreto de trioctiimetilamonio
e alcool isoamilico apresentou valor de densidade a 20 °C igual a 0,8552 g.mL™",
abaixo do valor da densidade da agua a 20°C (0,9982 g.mL"") e esta dentro da faixa
de 0,85 a 1,5 g.mL-' conforme relatado por Cao e SU (2021) para solventes eutéticos
profundos hidrofébicos. Faraji (2019) obteve densidade 0,93 g.mL-' para a mesma
composicao de DES, essa diferenca em relacdo ao presente estudo pode estar
relacionada a qualidade dos reagentes utilizados bem como a técnica utilizada para
medicao. A hidrofobicidade e a baixa densidade foram observadas visualmente pela
formacdo de uma fase organica na parte superior da fase aquosa conforme
demonstrado na Figura 7.

Quanto ao indice de refracao, o valor encontrado foi de 1,4417 a 25 °C. Ha
pouca informacgao disponivel na literatura e nenhuma sobre o DES preparado neste
trabalho. O indice de refracdo pode ser utilizado para determinar pureza, quantificagao
e identificagdo (Chen et al., 2022) bem como auxiliar estudos para determinar as
propriedades elétricas e a ocorréncia de ligagcdes de hidrogénio entre as substancias
que formam o DES (Hansen et al., 2020).

Cabe ressaltar que sédo escassos os dados da literatura sobre as propriedades
fisico-quimicas dos DES, o que também foi observado por outros autores (Hansen et
al., 2020).
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4.2.2 Caracterizagdao do comportamento espectrofotométrico do DES e seus

componentes

Os espectros de absorbancia obtidos a partir dos dados brutos do DES,
cloreto de trioctiimetilaménio e alcool isoamilico estao apresentados na Figura 18. No
espectro do DES, a partir da regiao inferior a 350 nm, houve um aumento expressivo
da banda de absorbancia. No detalhe da Figura 18 é possivel observar os espectros
do alcool isoamilico e do cloreto de trioctiimetilaménio e o efeito aditivo que ambos os
compostos causam na formacéao do espectro do DES. Foram entdo conduzidos testes
diluindo o DES com metanol basificado e acetonitrila nas proporgdes 1:2, 1:4, 1:8 e
1:12 (v/v) a fim de verificar o comportamento dos espectros das solugdes diluidas de
DES (Figura 19).

Figura 18 — Espectro de absor¢ao no UV-Vis do DES mostrando no detalhe os

espectros do cloreto de trioctilmetilamoénio (TOMAC) e alcool isoamilico
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 19 — Espectro de absor¢ao no UV-Vis do metanol (A), acetonitrila (B) e de
diferentes dilui¢cdes 1:2, 1:4, 1:8 e 1:12 (v/v) do DES em metanol (C) e em

acetonitrila (D)
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: DES = solvente eutético profundo.

Nas Figura 19 A e B, observou-se que os espectros do metanol e da
acetonitrila ndo apresentaram sinal de absorcdo. O metanol apresenta elevagao do
sinal a partir da regiao inferior a 250 nm, porém este comportamento esta em acordo
com o reportado por SHIMADZU (2020).

Os espectros das diluigdes do DES em metanol basificado e acetonitrila,
apresentados nas Figura 19 C e D demonstram o efeito da diluicdo dos solventes
empregados. A partir da diluigdo 1:8 (v/v), tanto para diluicdo com metanol quanto
para acetonitrila, ha o aparecimento de uma banda de absorgéo na regido de 275 a
280 nm, préxima a regido de 257 a 283 nm nas quais foram identificados dois picos
de absorcao caracteristicos para o acido félico em solugao tampao fosfato de sddio e
potassio e solugdo de NaOH 0,1 mol.L-'. A presenca de absor¢cido do DES nessa
regido pode dificultar a utilizagdo da faixa de comprimento de onda de 257 a 283 nm,

para quantificacdo do acido folico utilizando o DES como sistema extrator.
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A Figura 20 apresenta o resultado obtido para o teste de verificagcdo de
transferéncia de compostos do DES para a fase aquosa. No grafico observa-se que o
pico na regido de 275-280 nm que apareceu no espectro do DES (fase orgénica)
também pode ser observado na fase aquosa, nesta mesma regido de comprimento
de onda. Foi realizado um teste para verificar se este pico poderia ser devido a
transferéncia de massa dos componentes do DES (cloreto de trioctilmetilaménio e
alcool isoamilico). Para tanto diluiu-se o cloreto de trioctiimetilaménio na proporgéo de
1:8 (v/v) em metanol e em seguida realizada a leitura no espectrofotbmetro em
comprimento de onda entre 200 nm a 800 nm. Também foi preparada uma solugao
com 5 mL de agua ultra purificada e 0,1 mL de alcool isoamilico, a qual foi agitada e
apods a separacgao de fases, uma aliquota foi retirada da fase aquosa e realizada leitura

no espectrofotbmetro nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.

Figura 20 — Espectro de absor¢cao UV mostrando a transferéncia de massa de alcool

isoamilico da fase organica DES para a fase aquosa
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Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: fase orgéanica 1:8 - diluicdo 1:8 (v/v) do DES em metanol que esteve em contato
com a agua ultra purificada; fase aquosa DES - 4gua ultra purificada que esteve em contato com o
DES; fase aquosa alcool - agua ultra purificada que entrou em contato com o alcool isoamilico;

TOMAC 1:8 - diluigao 1:8 do cloreto de trioctiimetilaménio em metanol.

Observou-se na Figura 20 que o cloreto de trioctiimetilamonio ndo apresentou
pico de absorbancia similar ao pico do DES em 275 nm, porém a fase aquosa do teste

com alcool isoamilico apresentou um pico precisamente na regiao de 275 nm na qual
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aparece pico de absorbancia no DES, indicando que ha transferéncia de alguma
por¢cao de massa do alcool isoamilico da fase organica para a fase aquosa. O alcool
isoamilico possui solubilidade em agua a 20 °C igual a 2,830 % em peso (Shchelokova
etal., 2012).

Além disso, o espectro permite observar que na regiao acima de 350 nm o
sinal de fundo do DES € muito baixo, e considerando que no item 4.1.2 foi determinado
pico de absorg&o para o acido félico em comprimento de onda de 364-365 nm, tanto
para a solucio de tampéao fosfato de sddio e potassio quanto para a solugido de NaOH
0,1 mol.L', essa regido de absorgdo ultravioleta pode ser explorada para a
determinacao do analito de interesse.

Os testes realizados até o momento permitem concluir que o solvente eutético
profundo apresenta sinal de interferéncia na regido de 257 a 283 nm, faixa na qual o
acido félico apresenta dois picos caracteristicos e de maior intensidade de sinal de
absorbancia por espectrofotometria UV-Vis (item 3.1.2), impossibilitando a utilizacéao
desta faixa para quantificagao de acido félico. Entretanto, na faixa de comprimento de
onda de 365-366 nm, na qual o acido folico apresenta pico com menor intensidade
(item 4.1.2), o sinal de fundo do DES é menor. A faixa de 365-366 nm foi explorada

nas etapas seguintes para quantificagcao de acido fdlico.

4.3 MICROEXTRACAO DISPERSIVA LiQUIDO-LIQUIDO DE ACIDO FOLICO
ASSISTIDA POR AGITACAO EM VORTEX COM SOLVENTE EUTETICO
PROFUNDO

A Figura 21 apresenta os espectros obtidos no teste de extragdo do acido
folico 20,0 ug.mL-" utilizando o DES para extragao a partir da solugdo tampao fosfato
de sodio e potassio e solugdo de NaOH 0,1 mol.L-', com as diluicdes 1:2, 1:4, 1:8 e
1:12 (v/v) de metanol e acetonitrila. A partir desta etapa do trabalho optou-se por
apresentar os espectros na faixa de 310 a 510 nm, devido a presenga de banda
espectral do alcool isoamilico na regido de 275 a 280 nm, que pode interferir na

absorcao molecular do acido félico.
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Figura 21 — Espectros de absorgéo no UV-Vis para extragao de acido félico (20,0
ug.mL-") por microextragdo liquido-liquido em fase dispersiva, agitagdo por vortex e
solvente eutético profundo para os sistemas tampéao fosfato de sddio e potassio/
metanol (A), tampéo fosfato de sodio e potassio/ acetonitrila (B), solugdo de NaOH

0,1 mol.L"'/ metanol (C) e solugéo de NaOH 0,1 mol.L-"/ acetonitrila (D)
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Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AF - acido félico; DES - solvente eutético profundo; TFSP - solu¢do tampéo fosfato de sddio
e potassio; ACN - acetonitrila. As linhas sélidas representam o acido folico extraido pelo DES; as

linhas tracejadas representam a extracao de &cido folico sem DES.

Na Figura 21 observa-se que nas dilui¢des 1:2 (v/v) ha presenga de muito
ruido, quando comparado aos demais espectros (1:4, 1:8 e 1:12) prejudicando o sinal
do acido fdlico quando extraido pelo DES. Skoog, Holler e Nieman (2008), relatam
que em concentragdes mais altas de analito pode haver interagdes entre as cargas
das moléculas absorventes devido a diminuigdo da distancia entre as moléculas e por
conseguinte alteragdes no espectro de absorgéo. Butreddy et al. (2021) estudaram as
propriedades de auto-organizagdo do acido félico em um sistema agua/metanol e
relataram que a partir de 2,72 yM o acido félico atinge a concentragao critica de

agregacao sendo capaz de se auto-organizar em estruturas supramoleculares.
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Herbaut e Baranoff (2015) demonstraram que o coeficiente de absortividade pode ser
alterado pela presencga de estruturas supramoleculares formadas por trifenilenos em
solugdes aquosas, provocando alteragdes nos espectros de absorgio.

Nas quatro condi¢des avaliadas houve um aumento na leitura de absorbéancia
em relacao a extracao de acido félico sem o DES, conforme observa-se na Figura 21.
Entretanto, a diluicdo 1:12 (v/v) apresenta espectro bastante préoximo ao do acido
félico extraido sem o DES. Nojavan et al. (2015) apontam que o cloreto de
trioctilmetilamonio, por ser um surfactante catiénico, tem a habilidade de formar um
par ibnico com o acido félico, com a subsequente extracao para a fase organica. Faraji
(2019) utilizou a combinacgao cloreto de trioctiimetilamdnio e alcool isoamilico como
DES para extragdo de auxinas em agua e sucos de frutas e concluiu que a presenga
de grupos carboxil desprotonados nas auxinas em pH acima dos valores de pKa das
auxinas podem melhorar as condi¢gdes para o pareamento idénico. Faraji, Mahmoodi-
Maymand e Dastmalchi, (2020) concluiram que a extragao de acido félico a partir de
amostras da farinha de trigo por DES produzido a partir de cloreto de
trioctiimetilamoénio e alcool isoamilico, ocorre principalmente devido a interacdes
eletrostaticas por pareamento ibnico entre o DES e o acido félico.

Quanto ao comportamento dos extratos aquosos obtidos apds a extragédo com
o DES, a Figura 22 revela que nao ha picos caracteristicos do acido félico em todas
as concentragdes avaliadas, tanto em solucdo tampao fosfato de sédio e potassio

quanto em solucdo de NaOH 0,1 mol.L".
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Figura 22 — Espectros de absorgédo no UV-Vis das fases aquosas obtidas a partir da
microextracao liquido-liquido em fase dispersiva, agitacdo por vortex e solvente
eutético profundo para o tampéo fosfato de sodio e potassio (A), solugdo de NaOH

0,1 mol.L-* (B) e espectro do alcool isoamilico em agua
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Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AF - acido félico; DES - solvente eutético profundo; TFSP - solugdo tampéao fosfato de sodio
e potassio. As linhas solidas representam as fases aquosas apos extragao pelo DES, as linhas

tracejadas representam a fase aquosa da extragdo com alcool isoamilico.

O espectro apresentado na Figura 21 demonstra que o acido félico apresentou
absorcao na regiao de 330 a 410 nm, enquanto na Figura 22 pode-se observar que
nao ha interferéncia dos componentes do DES, nesta mesma regido de absorgéo.
Pourmohammad, Faraji e Jafarinejad (2019) demonstraram a utilizagdo de DES a
base de fenol e cloreto de benziltrietil aménio para extragao de Cr (VI) em amostras
de agua sem interferéncia do DES na regiao de absorcao de interesse do analito.

Os espectros da primeira derivada obtidos a partir da extracédo de acido félico
(Figura 23) em ambos os sistemas tampé&o fosfato de sédio/DES e solugdo de
NaOH/DES, evidenciam que o comprimento de absor¢gao maxima € de 370 nm (Figura
23 A, C e D) com excegéo do sistema TSFP/DES com diluicado em acetonitrila (Figura
23 B) que exibiu comprimento de onda maximo em 369 nm. Em comparagao aos
testes realizados para extracdo de acido félico sem o DES, ha um deslocamento da
banda de absorcdao de cerca de 4 a 5 nm em direcao a frequéncia mais baixa,
indicando solvatocromismo positivo ou efeito batocrémico (Paczkowski; Campo,
2023). Dwamena e Raynie (2020) demonstraram o efeito batocrémico de DES a base
de acidos carboxilicos utilizados como substancia doadora de hidrogénio. Kumar,

Kumar e Pandey (2023) observaram que o aumento na concentragéo de cloreto de
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litio em um meio reacional causou efeito hipsocrémico no espectro de absorgéao de

DES a base de cloreto de colina e glicerol.

Figura 23 — Espectros de zero ordem e primeira derivada do acido félico (20,0
ug.mL-") extraido por microextracéo liquido-liquido em fase dispersiva, agitagéo por
vortex e solvente eutético profundo para os sistemas tampao fosfato de sédio e
potassio/ metanol (A), tampé&o fosfato de sddio e potassio/ acetonitrila (B), solugao
de NaOH 0,1 mol.L-'/ metanol (C) e solugdo de NaOH 0,1 mol.L""/ acetonitrila (D)

2,50 ; 0,05 2,50 : 0,05
A) ——ORDEM ZERO B) —— ORDEM ZERQO
PRIMEIRA DERIVADA PRIMEIRA DERIVADA
2,00 —— PRIMEIRA DERIVADA SUAVIZADA 0,03 2,00 —— PRIMEIRA DERIVADA SUAVIZADA 0,03

el

&
ke
3

/\ 0,01
\/ 01
-
o

/\ 0,01

0,01
e

Absorbancia
Absorbancia

=3
=1

3
8
Amplitude do pico

Amplitude do pico

0,50 370 nm -0,03 0,50 @ -0,03
0,00 0,05 0,00 0,05
320 340 360 380 400 420 320 a0 360 380 400 420
Cemptimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

2,50 : 0,05 2,50 r 0,05

(9] —— ORDEM ZERO D) —— ORDEM ZEROQ
PRIMEIRA DERIVADA PRIMEIRA DERIVADA
200 —— PRIMEIRA DERIVADA SUAVIZADA _ g3 200 —— PRIMEIRA DERIVADA SUAVIZADA | g5

w
=]

/_/\ 0.01 150 \_/_/J_\ 0.01

Absorbancia
Amplitude do pico
Absorbancia
Amplitude do pico

1,00 -0.01 1,00 -0.01
/,/ﬂ /',«'¢4,
050 = 0,03 0,50 S 0,03
370 nm 370 nm
0,00 0,05 0,00 0,05
320 340 360 380 400 420 320 340 360 380 400 420
Comprimento de onda (nm} Comprimento de onda (nmy)

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: espectros das diluicbes 1:4 (v/v) de metanol e acetonitrila.

Considerando os resultados encontrados até o momento, as diluigdes 1:2 (v/v)
e 1:12 (v/v), nos sistemas tampao fosfato de sddio e potassio/ metanol, tampao fosfato
de sodio e potassio/ acetonitrila, solucdo de NaOH 0,1 mol.L-'/ metanol e solucdo de
NaOH 0,1 mol.L-'/ acetonitrila ndo foram utilizadas devido a presenca de interferentes
no espectro e esta ultima por apresentar sinal proximo a extragdo de acido folico sem

a presenca do DES. Também as demais etapas do trabalho foram realizadas
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considerando os comprimentos de onda maximo obtidos (370 nm £ 2 nm e 369 nm %
2 nm).

Quanto aos parametros de regressao linear apresentados nas Tabela 10 e
Tabela 11, observou-se que o DES aumentou a sensibilidade do método, visto que
tanto para extracdo de acido folico pelo DES em solugdo tampao fosfato de sédio e
potassio quanto para solugdo de NaOH 0,1 mol.L-' houve aumento do coeficiente
angular em comparagao aos obtidos para a extragao de acido folico sem DES (Tabela
4 e 5). A maior sensibilidade foi encontrada para a extragcdo em TFSP/DES seguida
de diluicdo em acetonitrila na proporg¢ao de 1:4 (v/v). Os coeficientes de determinacao
para extragao a partir do TFSP/DES variaram de 0,7896 a 0,8302, logo foram menores
que a extragao com o sistema NaOH/DES. A maior concentragao de sais na solugao
tampao de fosfato de sddio e potassio com relacdo a solugdo de hidroxido de sodio
pode interferir na extracao do acido folico (Nojavan et al., 2015). De acordo com Faraiji,
Mahmoodi-Maymand e Dastmalchi (2020) a adicdo de NaCl em concentragdes de até
10 % (p/v) no meio extrator apresenta efeito negativo sobre a extracdo de acido folico
pela combinagéo de cloreto de trioctiimetilamdnio-alcool isoamilico como DES. Ge et
al. (2019) também relataram diminuigdo da extragcao de parabenos em amostras de
agua quando a concentragdo de NaCl foi maior que 3 % (p/v), atribuindo a diminuigao

de transferéncia de massa com consequente aumento da viscosidade do solvente.

Tabela 10 — Parametros de regressao linear para microextragao liquido-liquido
dispersiva, agitacao por vortex e solvente eutético profundo, de acido félico em

solucao tampao fosfato de sédio e potassio

Parametros de Metanol 1:4 Metanol 1:8 Acetonitrila 1:4 Acetonitrila 1:8
regressao (viv) (viv) (viv) (viv)

Coeficiente angular (b)  0,0667 £ 0,0167 0,0327 + 0,0084 0,0752 + 00,0208 0,0391 £ 0,0102

Coeficiente linear (a) ~ 0,0256 + 0,1872 0,0288 + 0,0945 0,0556 + 0,2518 0,0203 + 0,1233
Coeficiente de 0,7991 0,7896 0,8120 0,8302
determinacéo (r?)
Coeficiente de
correlacéo (r)

0,8939 0,8886 0,9011 0,9111

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: os valores para metanol foram obtidos a partir de 370 nm £ 2 nm e para acetonitrila a partir

de 369 nm £ 2 nm.
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Tabela 11 — Parametros de regressao linear para microextracao liquido-liquido
dispersiva, agitacado por vortex e solvente eutético profundo de acido félico em

solugdo de NaOH 0,1 mol.L-"

Parametros de Metanol 1:4 Metanol 1:8 Acetonitrila 1:4 Acetonitrila 1:8
regressao (viv) (viv) (viv) (viv)
Coeficiente angular (b)  0,0668 + 0,0032 0,0367 £ 0,0012 0,0585 + 00,0025 0,0283 + 0,0012

Coeficiente linear (a)  0,0048 + 0,0360 -0,0128 + 0,0137 0,3101 £ 0,0284 0,1620 + 0,0142
Coeficiente de 0,9908 0,9955 0,9925 0,9920
determinagéo (r?)
Coeficiente de
correlagéo (r)

0,9954 0,9978 0,9962 0,9960

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: todos os valores foram obtidos a partir de 370 nm £ 2 nm.

Nos espectros da fase aquosa obtidos a partir da extracdo com DES,
apresentados na Figura 22, ndo foi possivel observar a presenga de acido fdlico,
indicando que pode haver alguma interacdo na fase organica que afeta a linearidade,
interferindo na medida da absorbancia a partir do sistema TSFP/DES. Observou-se
também que os coeficientes lineares das curvas do sistema TFSP/DES apresentaram
desvios padrao altos, reforcando a n&o aplicabilidade desta combinacéo de solventes
para a extragéo do acido félico em TFSP/DES. Quando se aplica a regressao linear
no sistema TFSP/DES considerando-se apenas os pontos 0,5 a 10,0 uyg.mL™"' e
excluindo os pontos 15,0 e 20,0 ug.mL-", o coeficiente de determinacéo (r2) passa para
0,8687 quando preparado em metanol 1:4 (v/v) e 0,9921 para acetonitrila 1:4 (v/v),
porém com diminuigdo dos coeficientes angulares para 0,0407 e 0,0502,
respectivamente. Estes resultados demonstram aumento da relagao linear da faixa de
concentragéo de 0,5 a 10,0 yg.mL-" para sistema TFSP/DES, porém com reducéo de
sensibilidade e resultando em uma faixa de trabalho muito estreita.

Considerando as limitacdes encontradas para o sistema TSFP/DES, foram
calculados apenas os coeficientes de absortividade molar para o acido félico extraido
a partir do sistema NaOH/DES, diluido em metanol e acetonitrila nas proporgées 1:4
e 1:8 (v/v) (Tabela 12).
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Tabela 12 — Valores experimentais de absortividade molar (¢ em L.mol".cm™")

para o acido folico extraido no sistema NaOH/DES a 370 nm £ 2 nm

Diluicdo
Metanol Acetonitrila
(viv)
1:4 29480 + 1419 25823 + 1122
1:8 16204 + 542 12502 + 561

Fonte: elaborado pelo autor.

Todos os valores obtidos foram superiores ao valor obtido para extragao de
acido félico em solugdo de NaOH 0,1 mol.L"' sem o DES em 365 nm (e3s5 = 9174
L.mol’.cm™). Os maiores valores foram obtidos nas diluigdes 1:4 (v/v) de metanol e
acetonitrila, como esperado, considerando-se que a concentracédo de acido folico é
maior que na diluicdo 1:8 (v/v). De acordo com Pavia et al. (2015), os valores obtidos
para a absortividade molar do acido félico no DES sao considerados de alta

intensidade de absorgdo (> 10%).

4.3.1 Planejamento fatorial (23)

O planejamento foi realizado considerando como resposta os resultados
obtidos a partir do coeficiente de determinacdo das curvas analiticas obtidas nos
sistemas TFSP/DES e NaOH/DES. As variaveis (pH, solvente de diluicao e fator de
diluicdo do solvente), os niveis de resposta e as respostas geradas estédo
apresentadas na Tabela 13. As variaveis que influenciaram significativamente a
determinacao do acido folico pelo DES estdo apresentadas no grafico de Pareto
(Figura 24)



89

Tabela 13 — Niveis reais e codificados das variaveis e respostas do planejamento

fatorial 23
Fator de
Teste pH Solyeptg de diluigao do Resposta
diluigdo ()

solvente
1 8,76 (-1) Metanol (-1) 1:4 (-1) 0,7991
2 12,67 (+1) Metanol (-1) 1:4 (-1) 0,9908
3 8,76 (-1) Acetonitrila (+1) 1:4 (-1) 0,8120
4 12,67 (+1) Acetonitrila (+1) 1:4 (-1) 0,9925
5 8,76 (-1) Metanol (-1) 1:8 (+1) 0,7896
6 12,67 (+1) Metanol (-1) 1:8 (+1) 0,9925
7 8,76 (-1) Acetonitrila (+1) 1:8 (+1) 0,8302
8 12,67 (+1) Acetonitrila (+1) 1:8 (+1) 0,9920

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 24 — Grafico de Pareto para a resposta do planejamento fatorial

Grafico de Pareto dos Efeitos

(a resposta € Coeficiente de determinacdo; a = 0,05)
Termo 00391
T
Fator MNome
A 0,134075 A pH
B Saolvente
! C Diluigio
AB A 0.012025!
1
1
B 1 -,001125
1
1
aBc | ooozaes |
1
1
1
BC N 0005625
1
1
c | -nooz2zs |
1
1
ac 4 -omzss |
1
1
0.00 0,05 010 015 020
Efeito

Fonte: elaborado pelo autor.

Conforme observou-se na Figura 24, apenas o pH apresentou efeito
significativo (p < 0,05) sobre a extracdo do acido félico pelo DES. O efeito positivo
indica que em pH 12,67 a eficiéncia de extracdo € maior que em pH 8,76. As demais
variaveis ou suas interacdes nao apresentaram efeito significativo.

A Figura 25 apresenta as curvas de calibragcao para a extragao de acido folico
em pH 12,67 realizada no sistema NaOH/DES com as dilui¢des 1:4 e 1:8 (v/v) em

metanol e acetonitrila.
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Figura 25 — Curvas de calibragao para acido folico extraido por microextragao
liquido-liquido em fase dispersiva, agitagao por vortex e solvente eutético profundo
em NaOH 0,1 mol.L" diluido 1:4 e 1:8 (v/v) em metanol (A) e acetonitrila (B) em

comprimento de onda 370 nm £ 2 nm
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Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: AF/NaOH - extragédo de acido félico em solugao de NaOH 0,1 mol.L-1; DES - solvente
eutético profundo.

Foi possivel observar que a diluigdo em metanol apresentou melhores
resultados que em acetonitrila, principalmente com relacdo ao coeficiente linear que
apresentou deslocamento em relacdo ao eixo x para acetonitrila. Assim,
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considerando-se que o metanol apresenta menor custo e toxicidade que a acetonitrila
(Cassini; Antunes; Keller, 2013; Joshi; Adhikari, 2019), optou-se pelo uso do metanol
nas demais etapas.

A Tabela 14 apresenta os valores dos limites de deteccéo e quantificagao para
o sistema NaOH/DES/metanol.

Tabela 14 — Limites de detecgao (LOD) e quantificagao (LOQ) para extragao de
acido félico por microextragao liquido-liquido em fase dispersiva, agitagéo por vortex
e solvente eutético profundo em solugdo de NaOH 0,1 mol.L-" e DES diluido em

metanol basificado

Diluig3o (v/v) LOD (pg.mL?) LOQ (pg.mL?)
1:4 0,12 0,37
1:8 0,27 0,82

Fonte: elaborado pelo autor.

Quanto a definicao da melhor diluicdo, a proporgao de 1:4 de metanol, quando
comparada a diluigdo 1:8 apresentou maior coeficiente angular, maior sensibilidade,
maior valor de absortividade molar e menores LOD e LOQ, porém optou-se por

realizar as demais etapas ainda avaliando estes dois fatores de diluigao.

4.4  AVALIACAO DOS PARAMETROS DE MERITO ANALITICO

A Figura 26 apresenta o espectro de absorgao da extragao do acido félico de
suplemento alimentar, com adigao de padrao de acido félico, com e sem DES, e das
respectivas fases aquosas das extracbes com DES com correcao de linha de base e
suavizagao de dados, utilizando a técnica de microextracao liquido-liquido em fase

dispersiva assistida por agitagdo em vortex.



92

Figura 26 — Espectros de absor¢géo no UV-Vis para microextragao de acido félico de
suplemento alimentar com e sem DES e com adi¢ao de padrao de acido fdlico 1,0;
5,0; e 10,0 yg.mL"’
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: A - espectros de extragdo de acido félico a partir de solugdo de NaOH 0,1 mol.L-" e solvente
eutético profundo na diluicdo 1:4 (v/v) de metanol; B - espectros de extracéo de 4cido félico a partir de
solugdo de NaOH 0,1 mol.L! e solvente eutético profundo na diluigdo 1:8 (v/v) de metanol; C -
espectros das fases aquosas da extragédo de acido félico a partir de solugdo de NaOH 0,1 mol.L*; D -

espectros das extragdes a partir de solugdo de NaOH 0,1 mol.L™", sem solvente eutético profundo.

A Figura 26 A e B demonstram que houve extragdo de acido félico no
suplemento alimentar na faixa de comprimento de onda de 370 nm nas diluicdes 1:4
(v/v) e 1:8 (v/v) de metanol. Na Figura 26 C observou-se que nao houve pico
caracteristico do acido félico na fase aquosa na regido de comprimento de onda de
370 nm, indicando que a microextragao foi eficiente.

Visualmente, observou-se que ha aumento da intensidade do sinal do acido
félico na faixa de comprimento de onda de 370 nm para extragao de acido félico com
DES nas diluicdes 1:4 (v/v) e 1:8 (v/v) de metanol, comparado a mesma faixa de
comprimento de onda na Figura 26 D, na qual o acido félico foi extraido sem DES. O

fator de enriquecimento obtido foi igual a 16,4.
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Os resultados demonstram que o DES propiciou a extragdo do acido folico a
partir do suplemento alimentar adicionado de padrdo de acido félico, bem como

aumentou a sensibilidade quando comparado a extracdo sem DES.

4.4.1 Faixa de trabalho e linearidade

As curvas de calibragao para microextracao liquido-liquido em fase dispersiva
utilizando solugédo de NaOH 0,1 mol.L" e solvente eutético profundo com diluigdes 1:4
e 1:8 (v/v) em metanol, com e sem matriz suplemento alimentar, foram preparadas a
partir de 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20 yg.mL-' de padrao de acido fdlico. O teste estatistico
de Grubs demonstrou auséncia de valores discrepantes. A homocedasticidade
(homogeneidade das variancias) foi avaliada pelo teste de Cochran para um nivel de
significancia de 5% (a = 0,05), assumindo como hipétese nula a igualdade das
variancias. Para avaliacdo da distribuicdo normal dos residuos foi utilizado teste de
Shapiro-Wilk ao nivel de significancia de 5% (a = 0,05), assumindo como hipotese
nula a normalidade dos residuos.

Na Tabela 15 € possivel observar os dados da regressao linear realizada a
partir do ajuste linear pelo Método dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) e dos
testes estatisticos de Cochran e Shapiro-Wilk para a microextracdo sem matriz. Os
valores encontrados para o teste de Cochran foram menores que o valor Ceritico de
0,544, indicando homocedasticidade dos dados. Os coeficientes de determinacao, r?
superiores a 0,99 demonstraram uma boa linearidade. O ajuste do modelo linear foi
verificado por analise de variancia (ANOVA) e os valores do teste Fcaiculado maior que

Ftaveiado, indicaram que os modelos lineares tém significancia estatistica (p < 0,05).
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Tabela 15 — Parametros das curvas de calibragao externa de solugao padrao de

acido foélico no sistema NaOH/DES; diluicées 1:4 e 1:8 (v/v) de metanol

Parametros Diluigao 1:4 Diluigao 1:8
Faixa de linearidade (ug.mL-") 1-20 1-20
Coeficiente angular (b) 0,0690 0,0380
Coeficiente linear (a) -0,0276 -0,0311
Coeficiente de determinagéo (r?) 0,9912 0,9982
Coeficiente de correlagéao (r) 0,9956 0,9991
Valor Cochran (C)’ 0,416 0,460
Valor Shapiro-Wilk (W)? 0,862 0,953
Valor F? 2.798 12.412

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: 1 - valor Ceritco cOm 5% de significancia = 0,544; 2 - valor Ws;0,05 tabelado com 5% de

significancia = 0,918; 3 - valor Fapelado com 0,05% de significancia = 4,3.

Os resultados das avaliagdes realizadas na matriz suplemento alimentar de
acido folico, estdo apresentados na Tabela 16. Os resultados indicam
homocedasticidade para diluicdo 1:4 (v/v), sendo o valor C de 0,624 menor que o valor
Cecritico, @ regresséo linear pelo MMQO resultou em um coeficiente de determinagéo
maior que 0,9 e bom ajuste linear demonstrado pelo valor de F igual a 383 maior que
Ftabelado. Para a diluigcéo 1:8 (v/v) na presenga de matriz o valor de C de 0,922 maior
que o valor Cerico indica heterocedasticidade, o que significa que nado ha
homogeneidade das variancias ao longo dos pontos da curva. Sendo assim foi
necessario utilizar o Método dos Minimos Quadrados Ponderados para regressao
linear. A Equacao 16 foi utilizada para calcular o fator de ponderagao ou peso (Filho,
2022) e entao foram obtidos os coeficientes da reta, sendo r? maior que 0,99. O valor

Fcaicuiado maior que o Frabelado indica significancia estatistica do modelo de ajuste linear.

. _Dbp™?
Fator de ponderagdo = /(Zn DP_Z/n) (16)

onde:
DP = desvio padrao do sinal;
x = concentragao;

n = numero de pontos da curva.
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Tabela 16 — Parametros das curvas de calibragao de solugédo padrao de acido folico

no sistema NaOH/DES com matriz suplemento alimentar e dilui¢des 1:4 e 1:8 (v/v)

de metanol
Parametros Diluicdo 1:4  Diluicao 1:8
Coeficiente angular (b) 0,0609 0,0293
Coeficiente linear (a) 0,1151 0,0662
Coeficiente de determinagéo (r?) 0,9290 0,99998
Coeficiente de correlagéao (r) 0,9638 0,99995
Valor Cochran (C)’ 0,6240 0,922
Valor Shapiro-Wilk (W)? 0,979 0,873
Valor F 3833 117.9554

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: 1 - valor Ceritco cOm 5% de significancia = 0,746; 2 - valor Ws;0,05 tabelado com 5% de
significancia = 0,866; 3 - valor Fipeiado com 0,05% de significancia = 4,7; 4 - valor Fiapelado cOm 0,05%

de significancia = 3,9.

A partir dos valores obtidos no teste de Shapiro-Wilk conclui-se que trés dos
modelos apresentaram distribuicdo normal dos residuos uma vez que os valores
Wealcuiado foram maiores que os valores Whabeiado cOm significancia de 5%, com excegéao
da extracdo sem matriz e diluicdo 1:4 (v/v) em metanol, para a qual o valor W foi menor
que o tabelado indicando que os residuos ndo seguem uma distribuicdo normal. A

Figura 27 apresenta os graficos de distribuicdo de residuos.
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Figura 27 — Graficos de residuos para extragao de acido félico sem matriz e diluicao
1:4 (v/v) metanol (A), sem matriz e diluicdo 1:8 (v/v) metanol (B), com matriz e
diluicdo 1:4 (v/v) metanol (C), com matriz e dilui¢do 1:8 (v/v) metanol (D)
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: A - residuos ndo normalizados; B, C e D - residuos normalizados.

A curva de calibragdo por padronizagéo externa sem matriz, na diluicado 1:4
(v/v) de metanol ndo apresentou uma distribuicdo normal dos residuos. Sendo assim

para as demais etapas foram consideradas apenas as dilui¢des 1:8 (v/v).

4.4.2 Seletividade

As curvas obtidas a partir da diluigado 1:8 (v/v), atenderam aos parametros de
linearidade, portanto a seletividade do método foi avaliada por efeito de matriz
utilizando o teste F para avaliar as variéncias das curvas e o teste t para duas amostras
presumindo variancias equivalentes, comparando a curva sem matriz e curva com

matriz. A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos para os testes F e t.



97

Tabela 17 — Resultados para teste F e teste t das curvas de acido félico com e sem

matriz
Parametros Resultados

Equacéo da reta sem matriz y =0,0380x - 0,0311
Equacéo da reta com matriz y = 0,0293x + 0,0662
Teste - Fcalcu/ado1 4,89
Teste t 2

tca/cu/ado 0 y 95

Pvalor 0,395

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: 1 - valor de Fiapeiado = 6,39 (4 graus de liberdade (n-1), 95% de significancia); 2 - valor
Leritico, bicaudal = 2,78 (a = 0,05).

O valor de Fcaiculado menor que 0 Frabelado indicou que ndo existe diferenca
significativa a um nivel de 95% entre as variabilidades das duas curvas, com e sem
matriz, logo ndo houve efeito de matriz, indicando seletividade do método. Esse
resultado é corroborado pelo valor encontrado no teste t que foi menor que o valor
ttabelado (2,78) € 0 valor pcaicuiado fOi Maior que o pvaor de significancia (a = 0,05), pode-se
concluir que a matriz ndo causou efeito sobre a precisao e o resultado, por nivel de

concentracéo, podendo ser observado visualmente na Figura 28.

Figura 28 — Graficos das curvas sem e com matriz suplemento alimentar para

extracdo de acido félico pelo sistema DES/NaOH, diluicdo 1:8 (v/v) em metanol
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Os demais parametros analiticos de mérito foram calculados a partir da curva

sem matriz, por ter sido comprovada a auséncia de efeito de matriz.

4.4.3 Limites de detecgao e quantificagao

Os limites de deteccéo e quantificagao foram calculados de acordo com as
Equacdes 6 e 7, a partir de 10 repeticdes do branco correspondente a diluicdo 1:8
sem matriz e sem analito, por ndo haver disponibilidade de matriz sem analito. O valor

encontrado para o LOD foi de 0,26 ug.mL-' e para o LOQ = 0,79 pyg.mL"".

4.4.4 Exatidao e precisao

Os estudos de exatiddo do método foram realizados na faixa de 1,0 a 20,0
pg.mL" para o calculo da recuperacgéo relativa (%), conforme a Tabela 18. Os valores
variaram de 81,8 a 103,5 % estando de acordo com os critérios da AOAC (INMETRO,
2020).

Os resultados para precisao foram calculados em funcéo da repetibilidade e
constam na Tabela 18. Os valores do desvio padrao relativo (DPR) foram
considerados satisfatérios quando menores que o valor calculado pela equagao de
Horwitz. A repetibilidade na condicdo mesmo analista, mesmo dia, mesmo
equipamento apresentou valores de 0,3 a 1,2 %, menores que os valores de Horwitz
(Tabela 18).

Tabela 18 — Resultados dos ensaios de exatidao e precisio

C’o_ncentragéc?1 C’on_centragég E)esvio ) Recuperagéo DPR(%) Valo_r
tedrica (ug.mL™") média (ug.mL"")  padrao(pg.mL™') relativa (%) Horwitz
1 0,8 0,003 81,8 0,3 16
5 5,1 0,053 102,4 1,0 12,5
10 10,4 0,100 103,5 1,0 11,3
15 14,6 0,172 97,1 1,2 10,6
20 20,1 0,190 100,4 0,9 10,2

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.4.5 Comparacgao entre o método desenvolvido e o método de referéncia

O método desenvolvido foi aplicado a uma amostra de suplemento alimentar
de acido folico, obtida a partir do conteudo homogeneizado de 20 capsulas do
suplemento com a concentragao de 1000 ug de acido félico por capsula, conforme
declarado no rétulo do produto. Foi realizada a pesagem do conteudo de 20 capsulas,
que foi homogeneizado e entdo pesado 10 pg (valor intermediario da curva de
calibragdo). Apos os procedimentos descritos no item 3.9.6 foi realizada leitura em
espectrofotdmetro na faixa de 200 a 800 nm. A Figura 29 apresenta a microextracao

liquido-liquido dispersiva com o DES.

Figura 29 — Etapas da extragdo de suplemento alimentar de acido félico por

microextracao liquido-liquido assistida por vortex e solvente eutético profundo

E} .
e
)

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: a - amostra em NaOH com DES antes da agitacdo mostrando sistema bifasico; b - Amostra
logo ap6s agitacdo, mostrando efeito de turbidez caracteristico da DLLME; ¢ - amostra apés
centrifugacdo mostrando aumento da intensidade de cor amarela caracteristica do acido félico; d -
retirada da aliquota com microseringa; €) detalhe da ponta da agulha da microseringa mergulhada no
DES para retirada da aliquota da amostra concentrada.
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O teor de acido folico encontrado para o método desenvolvido foi de 1425,02
Mg por capsula, valor 42,5% maior que o declarado no rétulo do produto e 11,2% acima
do valor maximo estabelecido pela Instru¢do Normativa n°® 102, de 15 de outubro de
2021 (Brasil, 2021). Para o método referéncia o teor de acido folico encontrado no
suplemento alimentar foi de 1471,02 ug por capsula. A recuperacéo relativa foi igual
a 96,87 % e valor de tendéncia de 0,56 % (Tabela 19), indicando que os valores
encontrados para o teor de acido folico entre o método desenvolvido e o método

referéncia foram proximos.

Tabela 19 — Resultados dos testes estatisticos aplicados a comparagao dos métodos

desenvolvido e referéncia para quantificacdo de acido folico em suplemento

alimentar
Recuperagdo Teste t' Teste F?
b (%) 0,56 tcalculado 0,14 Fcalculado 215,12
Rl (%) 96,87 teritico 2,77 Ftabelado 215,71
Pvalor 0,89 Pvalor 0,05007

Fonte: elaborado pelo autor.
Legenda: b - tendéncia; R’ - recuperacéo relativa; 1 - valor {eitico, bicaudal, (@ = 0,05); 2 -valor de Fabelado,

bicaudal, (4 graus de liberdade (n-1), 95% de confiabilidade).

As variancias entre os dois métodos foram avaliadas pelo teste F, assumindo
como hipdtese nula a igualdade de variancias considerando um nivel de confianga de
95%. O valor encontrado no teste F foi menor que 0 Ftabelado de 215,71 € pvaior Mmaior
que o pvaior de significancia (a = 0,05). A analise das médias de concentragdes
encontradas pelo método desenvolvido e pelo método referéncia foram avaliadas pelo
teste t para dados emparelhados, com nivel de confianga de 95%), assumindo como
hipétese nula que estatisticamente as médias entre os métodos séo iguais. O valor
encontrado no teste t foi menor que 0 feitico de 2,77 € Pvaior Maior que O Praior de
significancia (a = 0,05) (Tabela 19). Portanto, aceitam-se as hipoteses nulas, para
ambos os testes e conclui-se que o método desenvolvido é estatisticamente igual ao

método cromatografico de referéncia.
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4.4.6 Incerteza de medicao

O mensurando determinado pela Equacdo 17 relaciona as grandezas

medidas utilizadas para a quantificagao da concentracdo de acido félico.

Camostra X volumegjyicao X Mcapsula xC

precisiao (1 7)

CAF -

Mamostra

onde:

C,r = concentragdo de acido félico, em ug/capsula ;

Camostra = valor médio da concentragdo em, ug.mL (obtido a partir da equagéo da reta);
volumegiics, = Volume de amostra usado para diluigdo, em mL;

Mespsuia = PESO Medio por capsula, em mg;

Mamostre = Massa de amostra, em mg;

Cprecisio = componente da incerteza oriundo da repetibilidade.

As fontes estabelecidas pela equagdo do mensurando, incluindo outras fontes
relacionadas as grandezas apresentadas do mensurando estao ilustradas na Figura
30.

Figura 30 — Diagrama de Ishikawa para identificacdo das fontes de incerteza para a

determinacao de acido folico

Curva de calibragdo Peso médio cdpsula Precisdo
\ \
A A
\ \ i \
Coeficiente \ \\ Z SEHesaeem \-\
linear N \ L8 N\
\ o \
Y A
Coeficiente \\ Calibragao \\
angular \ da balanga "
\ N ¢
\ \\
\ \ \
b ',
\ Repetibilidade ———» \.
\ ! \
b
2 : » Cap =Mensurando
7 A 7
/. il /
/, <«+—— Reprodutibilidade // Semparstura y
4 i /
o / / ¥ 7
Calibraggo — / / «——— Micropipeta /
/ Temperatura / LY /
/ 5 / \ P Pesagem
i B . \‘< // Calibragia o >\
/ Baldo volumétrtico ——» / \
/ / /' Ccalibragso da balanga
Exatiddo —b/ e S J ;
/ Calibragio // /
/ / y
Espectrofotémetro Diluicdo da amostra Massa amostra

(sinal)

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: Car - concentracao de acido folico (ug por capsula).
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As fontes de entrada identificadas para estimativa da concentragao de acido
félico foram: massa da amostra, volume de diluicdo da amostra, peso médio da
capsula, sinal (absorbancia), precisdo (repetibilidade) e curva de calibragao
(coeficiente linear e coeficiente angular). Para cada uma das fontes foram

identificadas fontes secundarias, apresentadas na Tabela 20.

Tabela 20 — Identificacdo de cada fonte de entrada e tipo de distribuicdo utilizada no

calculo de incerteza de medicao

Tflgztie Fontes Identificacao da fonte de entrada Valor de entrada dis-l;lrlztt))udiZéo
B Calibracao balanca (tara) Valor certificado de calibracao Normal
B Erro balanca (tara) Valor certificado de calibracao Retangular
B Resolucdo balanca (tara) Valor certificado de calibracao Retangular
B Massa da amostra Calibracao balanca Valor certificado de calibracao Normal
B Erro balanca Valor certificado de calibracao Retangular
B Resolucdo balanca Valor certificado de calibracao Retangular
B Calibragao balanca (tara) Valor certificado de calibragao Normal
B Erro balanca (tara) Valor certificado de calibragao Retangular
B Peso médio da Resolucdo balanca (tara) Valor certificado de calibragdo Retangular
B capsula Calibragao balanga Valor certificado de calibracéo Normal
B Erro balanca Valor certificado de calibragao Retangular
B Resolugao balanga Valor certificado de calibragao Retangular
B Calibragao balao volumétrico 250 mL Valor certificado de calibracao Normal
B Erro balao volumétrico 250 mL Valor certificado de calibracao Retangular
B Calibragéo baldo volumétrico 10 mL Valor certificado de calibracao Normal
B Erro balao volumétrico 10 mL Valor certificado de calibracao Retangular
B Micropipeta 10 mL Valor certificado de calibracao Normal
B Erro micropipeta 10 mL Valor certificado de calibracao Retangular
B Diluicao amostra Micropipeta 1 mL Valor certificado de calibragao Normal
B Erro micropipeta 1 mL Valor certificado de calibracao Retangular
B Micropipeta 100 pL Valor certificado de calibragao Normal
B Erro micropipeta 100 pL Valor certificado de calibracao Retangular
A Variagao de temperatura (vidraria) Coeficiente de variagao Retangular
A Varia(ifnc?gri;?rr;:t):)ratura Coeficiente de variagao Retangular
B ) Calibragao espectrofotdmetro Valor certificado de calibracao Retangular
B (absilrrl;glncia) Exatidao fotométrica Valor manual fabricante Retangular
B Reprodutibilidade fotométrica Valor manual do fabricante Retangular
A Curva de Coeficiente angular Desvio padrao Normal
A calibragéo Coeficiente linear Desvio padrao Normal
A Repetibilidade Repetibilidade do método Desvio padréo Normal

Fonte: elaborado pelo autor.
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Os coeficientes de sensibilidade para cada componente foram calculados e
os resultados encontrados para incerteza combinada e expandida estao apresentados
na Tabela 21. As equacgdes utilizadas para os calculos dos coeficientes de

sensibilidade e dos graus de liberdade efetivos constam no APENDICE B.

Tabela 21 — Valores de incerteza combinada, incerteza expandida, graus de

liberdade efetivos e fator de abrangéncia

Incerteza Incerteza Qraus de Fator de
. . liberdade a
combinada expandida . abrangéncia
(& pe) * (& Usxp) * efetivos (K, 95,45%)
- McC -_— exp (Veff) 399, 0
40,14 80,27 836 (=) 2

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: * incertezas em ug.capsula.

O valor encontrado para incerteza de medicao foi avaliado de acordo com o
estabelecido pelo Guia de validacao e controle de qualidade analitica do ministério da
Agricultura (Brasil, 2011). De acordo com a Equacéo 13, o valor calculado para a razdo
entre a incerteza combinada e a concentragao analitica foi de 2,8, que € menor que 6
(valor obtido a partir da multiplicagao do coeficiente de variagao pela razao 8/9) na
faixa de 10 ug.mL™", logo o valor estimado para a incerteza de medigdo pode ser

considerado adequado.

A contribuicdo de cada fonte de incerteza para a estimativa da incerteza de
medi¢cdo pode ser observada na Figura 31. A contribuicdo do sinal gerado pelo
espectrofotdmetro responde por mais de 50 % do valor da incerteza, seguido pela
contribuicdo da precisado (repetibilidade) e da curva analitica (coeficientes angular e
linear). De acordo com estudo de revisao realizado por Soovali et al. (2006) a incerteza
originaria de medi¢des por espectrofotometria é principalmente atribuida a alteragdes
quimicas no meio de extracdo modificando a absorbancia, interferéncias espectrais
ou da matriz, a deriva instrumental, desvio da linha de base e falta de linearidade da

escala de absorbancia do espectrofotdmetro.
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Figura 31 — Contribui¢cdes das fontes de incerteza para a estimativa da incerteza de

medi¢cao do método de microextragao liquido-liquido em fase dispersiva, agitacédo

por vortex e solvente eutético profundo para quantificacdo de acido folico em

suplemento alimentar
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Fonte: elaborado pelo autor.

45 VERIFICACAO DO METODO DESENVOLVIDO FRENTE
PARAMETROS DA QUIMICA VERDE

AOS

Os graficos gerados pela calculadora AGREE, para avaliagdo dos métodos

desenvolvido e referéncia de acordo com os 12 principios da quimica analitica verde

estdo apresentados na Figura 32. O peso para cada parametro foi mantido como o

padrao da ferramenta.
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Figura 32 — Resultados da analise pelo sistema métrico AGREE
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: a - método desenvolvido; b - método referéncia.

O método desenvolvido no presente trabalho (Figura 32 A) apresentou valor
maior que 0,6 e pode ser dito como um método verde (Kayan; Hemn, 2022). As
maiores pontuag¢des para o método desenvolvido, devem-se a: poucas etapas de
analise, miniaturizagdo pela DLLME, uso de baixas quantidades de reagentes, nao
utilizagcdo de derivatizacdo e baixo consumo de energia. Apenas para o item 3, a
pontuacgao foi zerada, devido a analise ser realizada no laboratério e nao “in situ” ou
“in line”. Outros pardmetros que influenciaram na menor pontuagdao foram
relacionados a analise ter um pré-tratamento de amostra, apresentar ainda valor
relativo de residuos quimicos e seguranca para o operador.

Em relagcdo ao método farmacopeico de referéncia, o valor obtido pela analise

foi de 0,34 (Figura 32 B), aproximadamente metade do valor obtido para o método
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desenvolvido, o qual ndo pode ser considerado um meétodo verde. Tanto a nao
utilizagao de técnicas miniaturizadas, além do alto consumo de energia e geragao de
residuos, caracteristicos do método HPLC, e ainda a utilizagcdo de acetonitrila na fase
movel foram os principais parametros que influenciaram na baixa pontuagdo deste
meétodo.

Com base nestes resultados, é possivel afirmar que além das caracteristicas
intrinsecas ao método desenvolvido, como aumento da sensibilidade para analise de
acido fdlico na faixa de 370 nm, o método ainda exibe comportamento adequado aos
principios da quimica analitica verde, contribuindo para diminuir o impacto das

atividades de laboratério ao meio ambiente e ao analista.
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5CONCLUSAO

Durante a execucao deste trabalho foi possivel desenvolver e otimizar um
método miniaturizado para extragdo de acido folico utilizando solvente eutético
profundo hidrofébico e detecgéo por espectrofotometria UV-Vis.

O método desenvolvido e otimizado demonstrou que o tratamento da amostra
com solugéo de hidréxido de sodio 0,1 mol.L-" apresentou resultados melhores do que
a extracdo utilizando tampéo fosfato de sdédio e potassio devido a solubilizagdo do
acido félico no meio. A técnica de microextracao liquido-liquido em fase dispersiva
assistida por agitacdo em vortex e solvente eutético profundo foi capaz de extrair e
concentrar o acido folico na fase organica. Ainda, mesmo sendo necessario uma
diluicdo da fase organica, a qual foi obtida por uso de metanol, o método apresentou
sensibilidade maior que o método sem utilizacdo de solvente eutético profundo.

A metodologia proposta para a determinagao de acido félico de suplemento
alimentar apresentou seletividade, linearidade, precisao e exatiddo. A incerteza de
medicado expandida indicou dispersao de valores aceitaveis em torno do valor médio.
Quando comparado ao método farmacopeico de referéncia (HPLC), o método
desenvolvido por espectrofotdmetro em UV-Vis apresentou resultado estatisticamente
igual ao método cromatografico.

A ferramenta AGREE possibilitou demonstrar que o método desenvolvido é
um método verde, uma vez que esta de acordo com os principios da quimica analitica
verde, sendo um método com potencial de sustentabilidade e risco reduzido ao meio
ambiente e ao analista quando comparado ao método cromatografico de referéncia.

O aumento da sensibilidade, capacidade de extracido e concentracéo de acido
félico proporcionados pelo uso do DES a base de cloreto de trioctiimetilamonio, aliado
a detecgdo em comprimento de onda de 370 nm, tornam promissoras a aplicagao

deste método para outras matrizes alimentares.
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APENDICE A - RESULTADOS DE CALCULOS DAS PROPRIEDADES FiSICO-
QUIMICAS DO ACIDO FOLICO OBITIDAS PELOS PROGRAMA CHEMICALIZE

Results

e !
T, -J'L W
H

f -'-LH"-FH'I'I".
S

S

PO
-l,-,"l"L"hLu'\]

Imput folle acld

¥ NC1=NE2=NC=C(CNGI=CC=C(C=C3)C=0)N[C@@H]

Use major tautomer (CCC(0)=0)C(0)=0)N=C2C(=0) N1

Molar mass 4471.404 g/mal

Exact mass 441.13968736 Da

Formula CygHygM40g

Composition C{51.70%), H (4.34%), N (22.21%), 0 (21.75%)

Lipinzski's rule of five X
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Structural properties

Atom count

Heavy atom count
Asymmetric atom count
Rotatable bond count

Ring count

Aromatic ring count

Hetero ring count

FEP3

Hydrogen bond donor count
Hydrogen bond acceptor count
Formal eharge

Topological polar surface area
Polarizability

Molar refractivity

51

32

021

208.99 A2

40.27 A

111.44 e’ fmal
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Names and identifiers

IUPAC namea
Traditional name

Commeon names

SMILES

InChl

InChiKay

CAS Registry Numbers®

{28)-2 (4] (2-amino-4-oxo-3 4-d hydropteridin-6-
ylirmethyllaminajphenyl) famrmamide]pentanediole ackd

PteGlu

PteGlu; folsaeure
MC1=NC2=NC=C{CNC3=CC=C{C=C3)C{=0)N[Ca@H]
{CCC{0)=0)C{0)=0)N=C2C(=0)N1

InChi=18/C19H19NT06/c20-19-25-15-14(17(30) 26
19)23-11(8-22-15)7-21-10-3-1-9(2-4-10) 1 6(29)24-
12(18(31)32)5-6-13(27)28/h1-4,8,12,21 H,5-TH2,{H,24,29)
(H27 28)(H31,32)(H3,20,22 25 26,30),/t12-/ml/s 1

OVEPIULPVIDEACQ-LBPRGKRES A-N

Click here, to check CAS Registry HNumbers®
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pKa

Strongest acidic pka: 4.02

Strongest basic pKa: 2 82
1000
a0

an

Macrospecies distribution (%)

P
=t
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Isoelectric point

Falgn|:

Isoelectric point: 3.36 )
pH Charge
1.7 0.93
4.6 -1.21
6.5 -1.98
7.4 -2.00

8.0 2.0
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Lipophilicity
n
a
:]
o e —
i | B 10 14
FH
LogP: -1.252
HLB: 16.943
pH logD
1.7 -2.14
4.6 -1.80
6.5 -5.03
7.4 -6.61

8.0 -7.36
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Solubility

i ! & B
pH
Intrinsic solubility: -3.208 rmg/mil
Solubllity category: High
pH Solubility [ma/mi]
1.7 3.88
4.6 1.67
6.5 447.40
7.4 447.40

8.0 447.40
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Geometry

Van der Waals volume

Van der Waals surface area
Solvent accessible surface area
Topological polar surface area
Minimum projection area
Maximum projection anea
Minimum projection radius

Maximum projection radius

363.38 AY

55@.31 A%

653.91 A2

208,99 A2

520842

112.55 4%

5.34 &

10,67 A
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H-NMR

Atoms
33

34
a5
36
37
20
38
1,1
12,786
10
13,15
19

29

Shift

1.960 pprm
2,098 ppm
2.114 ppm
2.505 ppm
4.316 ppm
4.405 ppm
4.712 pprm
5.080 ppm
6.668 ppm
6.980 pprm
7.678 ppm
8.170 pprm
8.675 ppm

11.179 pprm

Intensity

1

1

Multiplet
&N

&

Quality
aLa e
Y
g
goo
goo
o
o
raugh
Y
raugh
i
rough
goo

raugh
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Shift (ppm
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APENDICE B - EQUAGOES DOS COEFICIENTES DE SENSIBILIDADE E GRAUS
DE LIBERDADE EFETIVOS PARA ESTIMATIVA DA INCERTEZA DE MEDIGAO

9Car _ Vdiluicio X Mcapsula

(Equacgéao B1)

CAF,ABS =

04Bs b x Mamostra
ac V dituicio X Mcs 1 -
Cap g = AF _ _ “diluigdo = eapsula (Equacéao B2)
a a b
a X Mamostra

c __0Car _ (ABS-a) x Vdiluigao X mcépsula] % (_ L) (Equagéo Bs)
AF.,b dp Mamostra b?
_0Cap _ (ABS-a) X Mcapsula a
CAF.Vdizuigao Ty, bXMgmost (Fquagao B4)
diluicao amostra
dCaF (ABS—a) x V giluicao =
c ’ _ _ [ ] Equagéo B5
AF,mcapsula amcépsula b X Mamostra ( q g )
ac (ABS—a) x V gjluicio X Meapsul 1 3
o = [t () e
Mamostra amamostra b Mamostra’
0CaF (ABS—a) x V gjluicio X Mcapsula a
C = = Equagéo B7
AF,Precisao dprecisio b x Mamostra ( e )
4
HCC
_ AF a
Vs = . - . (Equagéo B8)
(CaraBs*icp)  (Caxma)* (Coxup)*, (C"diluigio * MV dituigio ) .
n-1 -1 n-1 L N

4

Cm,.; x 5 ) . . 4
) ( Mceapsula * FMespsula ) | (Smamostra * “mamostra )  (Cprecisio * Mprecisio)
t t f

[oe] [oe] (oo}
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ANEXO A - CERTIFICADO DE ANALISE DO ACIDO FOLICO — MATERIAL DE

REFERENCIA CERTIFICADO

www. sigmaaldrich.com

Certificate of Analysis - Certified Reference Material

Product no.:

Lot mo.:

Description of CRM:
Expiry date:
Storage:
Certificate version:

Chemical formula:
Molecular mass:
CAS No.:

FOLIC ACID
HH,; b H
PHR1035-1G TJ :[VH
LRACTETS I " O\(: i
Yellow Powder | I\)\ﬂ“
31 October 2024 @ o
2 °C to 30 °C

LRACTETS.03 (Note: Cartificates may be updated due
to Fharmacopelal Lob Changes or the avalabilty of new
data. Check owr weabsite af: www sigma-aldrich com for
the most corrent version. )

Ci1aHiaMN70¢
441.4
59-30-3

Certified Purity 1 assodated uncertainty U, U=k - u (k=) (Mass Balance/

Folic Acid

[—

99.0 % Ucrm = 1 0.3 %%, k = 2.0 (anhydrous basis)

94,3 % Ucrm = £ 0.3 %, k = 2.0 (as is basis)

Metrological traceability:

Measurement method:

Intended use:
Minimum sample size:

Instructions for handling
and correct use:

Health and safety
information:

Accreditation:

Certificate issue date:

IS0 17034
AR-1470

Traceable to the SI and higher order standards from NIST through an unbroken
chain of comparisons. Additional traceability to Primary Standards is established
through comparative assay determinations. See "Detzils on  metrological
traceability™ on page 2.

Where applicable, the certified value is based on a purity determination by mass
balance. See "Certification procass details” on page 3.

Intended for R&D and Analytical Use only. Not for drug, housshold or other uses
8 mg

For USP applications, determine water content prior to use, and use on the
anhydrous basis. For EP and BP applications, use on the as is. The intermnal
pressure of the container may be slightly different from the atmospheric pressure
at the user’ s lecation. Open slowly and carefully to aveid dispersion of the
material. Attachment of 2 20 mm aluminum crimp seal recommended for unused
portions.

All chemical reference materials should be considered potentially hazardous and
should be used only by qualified laboratory personnel. Please refer to the Safaty
Drata Sheet for detziled information abouwt the nature of any hazard and appropriate
precautions to be taken.

Sigma-Aldrich RTC is accredited by the US acoreditation authority ANAE as a
registered reference material producar AR-1470 in accordance with IS0 17034,

22 Jume 2023

b G

[Andy Ommen; Quality Control]

. ATt

Shawn Stetler- Q& Manager

Sigma-Aldrich RTC, 2531 Soldler Springs Rd. Lararmie, Wy 82070, USA;
Tel. 1 307-742-5452; Fax 1 307-855-B31-9211; www.sigmaaldrich.com
Sigma-Aldrich RTC Is a subsidiary of Merck KGaa, Darmstadt, Germany.

Certificate Page 1 of 6 Certificate version 03
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Packaging: 1g in amber vial
Details on metrological This standard has baen gravimetrically prapared using balances that have besn
traceability: fully qualified and calibrated to IS0 17025 reqguirements.  All calibrations utilize

MNIST traceable weights which are calibrated extemally by a qualified IS0 17025
accredited calibration laboratory to NIST standards, GQualification of each balance
includes the assignment of a minimum weighing by a qualifisd and IS0 17025
accredited calibration vendor taking into consideration the balance and installed
environmental conditions to ensure compliance with USP tolerances of NMT
0.10% relative error. Fill volume to predetermined specifications is
gravimetrically verified throughout the dispensing process using qualified and
calibrated balances. Further traceability to a cormesponding Primary Standard
may be achieved through a direct comparison assay, Where a Primary Standard
iz available, the assay value will be includad in the specified section of the CDA,

Associated uncertainty: Uncertainty values in this document are expressed as Expanded Uncertainty
{Urm) corresponding to the 95% confidence interval. Uswm is derived from the
combined standard uncertainty multiplied by the coverage factor k. which is
obtzined from a fdistribution and degrees of freedom. The compeonents of
combined standard uncertainty include the uncertainties due to characterization,
homogeneity, long term stability, and short term stability (transport). The
componants due to stability are generally considered to be negligible unless
otherwise indicated by stability studies.

Traceability Assay:
Comparative assay demonstrates direct traceability to Pharmacopsial Standards
ASSAY vs. USP REFERENCE STANDARD (anhydrous)

ASSAY VALUE vs. USP LOT
08.0 M ROSGHO

Labeled Content = 0.98%9 mg/mg

ASSAY ws. EP CRS (as is basis)

ASSAY VALUE vs. EP BATCH
01.8 M 0.0
Labeled Content = 50.7 %

ASSAY vs. BP CRS (as is basis)

ASSAY VALUE
92.5 b 3282
Labeled Content = 91.2 %

Method: HPLC (ref.: Folic Acid, Current Compendial Monographs)

Column: Ascentis Express C18, 25 om x 4.6mm, Spm particle size

Mobile Phase: 2.0 g/L Potassium Phosphate Moncbasic in 70.8% Water, 0.7% 3N Phosphoric Add, 1.5% 0.5M
Tetrabutylammenium Hydroxide in Methanol, 27% Methancl, pH: 5.0

Maobile Phase Ratio: 100

Flow Rate: 1.2 mL/min

Column Temperaturs: 25 °C

Injedtion Volume: 10 plL

Detector: Wavelength: 280 nm

Represantative Chromatogram from Lot: LRACT279 Analysis

Iﬂ:’-'li Foli; Arid
ra

14 58T - ETD - Rt i3 arsi Dy

Certificate Page 2 of 6 Certificate version 03
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Certification process details:

The certified purity is determined by mass balance and calculated as

100 —-TCI
%% Purity = (100 — ROI — LOD — Hz0 — RS) = ET]

TCI = Total Chromatographic Impurities

LOD = Loss on Drying

H:O = Water content dekermined by Kar Fischer analysis

ROI = Residus on Ignition

RS = Residual Solvents

Methods for impurity detarmination may be added or deleted as required. The following techniques are applied:

CHROMATOGRAPHIC IMPURITY AMALYSIS

METHOD: HPLC (ref.: Folic Acid, Current Compendial Monographs)

Column: Ascentis Express C18, 250 mm x 4.6mm, Sum partide size

Maobile Phase: 2.0g Potassium phosphate monobasic, 15 mL 0.5M TBA-OH (in MeOH), 7.0 mL of 3N phosphoric
acid in 630 mL water + 270 mlL Methanol. [Adjust to pH = 5.0 with 3N phosphoric acid or 6N ammonium
hydraxide)

Flow Rate: 1.2 mL/min

Column Temperature: 30 °C

Injedtion Volume: 5 pL

Detector: DAD, Wavelength: 280 nm

Impurities Detected:

Impurity 1: 0.202 % Impurity 2: 0,010 %
Impurity 3: 0.025 % Impurity 4: 0.436 %
Impurity 5: 0.073 % Impurity &: 0,191 %
Total Impurities: 0.956 0

Representative Chromatogram from Lot: LRACTE7S Impurities Analysis

+

e 1 il o ity
i

RESIDUAL SOLVENTS

Method: GC-MS Headspace (ref.: Adapted from Residual Solvents USP <467 =)
Column: SPB-624, 30 m x 0.25 mm x 1.4 pm

Carrier gas: He

Flow: 1.2 mLfmin

Split Ratio: 1:5

Injection/Temperature: 1 mL/220 *C

Temperature Program: 40 °C for 5 min, 8 *C/min to 200 °C, hold 5 min

Solvents Detected: Mone

Certificate Page 2 of 6 Certificate version 03
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WATER DETERMINATION
Mathod: Kar Fischer (ref.: Current Compendial Monographs)
Mean of three measurements, Water Content = 4.78 %0

RESIDUE AMALYSIS

Mathod: Sulfated Ash (ref.: Current Compendial Monographs)
Sample Size: ~ 90 mg

Maan of thres measurements, Residus = 0,048 %%
CERTIFIED PURITY BY MASS BALANCE

Q9.0 % Ucrm = £ 0.2 %, k = 2.0 (anhydrous basis)

Homogeneity assessment:

Stability assessment:

Identification Test:

94.3 % Uorm = £ 0.3 %, k = 2.0 (as is basis)

Homogensity was assessed in accordance with IS0 Guide 35. Completed units
were sampled using a random stratified sampling protocel. The results of
chemical analysis were then compared by Single Factor Analysis of Variance
(ANOVA), The uncertainty due to homogensity was darived from the ANOVA,
Heterogensity was not detected under the conditions of the ANOVA,

Analytical mathod: HPLC
Sample size: & mg

Significance of the stability assessment will be demonstrated if the analytical
result of the study and the range of values represented by the Expanded
Uncertainty do not overdap the result of the original assay and the range of its
values represented by the Expanded Uncertainty. The method employed will
usually ba the same method usad to characterize the assay value in the initial
evaluation.

Long Term Stability Evaluation - An assessment, or re-test, versus a Compendial
Reference Standard may be scheduled, within the 2 year anniversary date of a
release of a Secondary Standard. The re-test intarval will ba determined on a
case-by-case basis. Short Term Stability Study - It is useful to assess stability
under reasonably anticipated, short term transport conditions by simulating
exposure of the product to humidity and temperature stress. This type of study
is conducted under controlled conditions of elevated temperature and humidity.

INFRARED SPECTROPHOTOMETRY (Comparative identification analysis demonstrates direct traceability to

Pharmacopeial standards)

Millipora e

S \
I Sigma | i .
£ P RN W Ll (R T
i | I-J1§ ff |||..= I "...fu' ¥ l:'l"lr, II\,.-' !l’- 'S
!_Ir l ]
| EP H\;W ~ o —
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=5 | WA LT
#1 Y.
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] | .I- \ ’ LN J
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S i
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Wavenumbers (cin-1)
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MilliporeSigma Lot: LRACTE7TS vs. EP 9.0 / USP ROSEHO / BP 3282
Indicative Values:

MASS SPECTRUM

Method: HR-QTOF; 4.0 kV ESI-; temperature: 325 °C

wig & |Follec Aced; 441 1387: - Bean (1 2170 min) PHR1035_Fobe Acld_LRACTE?9.d
3 I
25 1 o =
i
2 c
m
154 & a .
= | - E . -
1 = - N oo =
= o+ [= - ] -
0 ) " .
0.5 4 @ o wm o 3 o
! - = -
o

100 200 300 400 S00 B0 00 200 a00 1000 1400 41200 1300 1400 1500 1800
Caurils vs. Mass-lo-Chenge (miz)
Theoretical value: 440.1319 m/z

The signal of the MS spectrum is consistent with the theoretical value and its interpretation is consistent with the
structural formula.

iH NMR (Data provided by an external l[aboratory: not in scope of accreditation)

LRACT279 Folic Acid in D20 + DCl

aawn

]

166298
ET28Z
BS561

1a13e o]

166511

Consistent with sbructure

Certificate Page 5 of 6 Certificate version 03
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OPTICAL ROTATION
Specification: +18 to +22 = (EP)
Perkin Elmer Polarimeter 343

Wavelength: 589 nm

Concentration: ~10 mg/mL in NaCQH

Cell Path: 100 mm

Mezan of three Measurements = 18.715 ©

Certificate of analysis revision history:

Certificate version Date Reason for version
LRAC7E2759.01 02 February 2021 Criginal Release

LRACTE73.02 13 April 2022 Addad NMR

LRACT7E279.03 22 June 2023 Update Mass Balance and Impurity

values after investigation by new
meathod

Disclaimer:

The purchaser is required to determine the suitability of this product for any particular
application. Sigma-Aldrich RTC makes no wamanty of any kind, express or implied, other than
its products meet all quality control standards set by Sigma-Aldrich RTC, We do not guarantee

that the product can be used for any particular application.

The vibrant M, Supelco, TraceCERT and Sigma-Aldrich are tracemaris of Merck KGah, Darmstadt, Gemany or s afiliates.
All other trademarics are the property of their respective owners.

Detailed Information on trademarks Is available via publicly accessible resocurces.
1 2018 Merck EGaA, Darmstadt, Germany and/or ks affiliates. Al Rights Resereed.

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany

aperates as MilliporeSigma in the US and Canada.

Certificate Page & of 6
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ANEXO B - CERTIFICADO DE ANALISE DO CLORETO DE
TRIOCTILMETILAMONIO
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SIGMA-ALORICH

3050 Gprace STeet, Sant Lous, MO E3102 UZA

Emal U2A: bechaervfisial.com Outside U3A: surtechserafisial.oom

Certificate of Analysis

Product Hame:

Product Humber:
Batch Number:
Brand:

CAS Humber:
Formula:

Formula Weight:
Quality Release Date:

TEST

APPEARANCE [COLOR)
APPEARANCE [FORM)
ARGENTOMETR. TITRATION
WATER

PROTON NMR SPECTRUM

Methyltrioctylammonium chioride
==97.0 % AT

69485

BCCD0534

Aldrich

5137-55-3

[CH, (CH,),.CH,L,N(CI)CH,
40416

29 APR 2020

SPECIFICATION

WHITE TO LIGHT YELLOW

POWDER OR CRYSTALS OR CHUMK(S)
g7.0-102.0 %

£1.0%

CONFORMS TO STRUCTURE

:pb (R Lﬂﬁ\q T‘=——..J(-—-—-..

Cr. Reinhold Schwenninger
Cluslity Assurance
Buchs, Switrerland

RESULT

WHITE
POWDER
100.1 %
0.2%
CONFORMS

Sigmar-Alkdrich wamants Fat at the Sme of the guailty release or subsequent retest date Sis product conformed 1o the information confained in Sils publication. The cument

specificaion shest may be avaliabie af Sigmia-Aldrich.com. For further Inquiries, please contact Technical Service. Furthaser must defermine e sulabiky of the product

for s particular use. See reverse side of Invoice or packing slip for addBonal kerms and conditions of salke.

Slgma-Aldrich

Cenificate of Analysls - Product 59485 Lol BCCDDS34

Page 1ol 1
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ANEXO C - CERTIFICADO DE ANALISE DO ALCOOL ISOAMILICO

L -29

BIOTECC

COM DE FROD P LARDRATORID EIREL
CRFL 33 B51 432/000]1-36
Fasa johm Lennon, Gff

e
B I OT E C Certificado de Analise Técnica

REAGENTES ANALITICOS do Produto

B3050-380 - Fargue da Fonte
TaliFaw [41] 30EL- 2650
SR JOEEE D PIMHALS - PARLNA,

Produto Alcool 1so-Amllico P.A. ACS CAS 123-51-3
Formula C5H12O
Pezo Molecular  BB,A5
Determinacio Espetillcagio Resultada
Bparineia Liquidia Hmpeda Conforme
Teor Min, 99,05 99, 21%
Cor [Agha) Mix, 10 10
Pante de sbulicie 131°C Conforme
Espectra inlravermelbha {IR) Conforme Conforme
Residuo apds evaporagio M, 0,003% < 0,003%
Acidos e Esteres (Aoetato de Amila) Plds, 0L00% < 0,03%
Acider [CHICOOH]) Mdx, 0,005% < [, 005%
Carbenilas HCHO| Mdx, 0,1% <{,1%
Agua [K.F) M, 0,5% <0,5%
Espectra infravermelho (1K) Conforme Confarme

Observagies Gerais
Emitido elotrenicaments, valico sem assinatura.

* Este & o laudo do produto adguirido, para os itens consideradaos criticos, o comprador deverd efetuar a reanalise,

Aprovado | ¥

Classificagdo

Nao Aprovado |

Karla Efigénio da Cruz § CRO.05403516

Responshvel Técnica

Aprovado com restrighes
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