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RESUMO 

 

O ácido fólico é uma vitamina hidrossolúvel que desempenha um papel biológico 
importante no metabolismo humano. Uma das estratégias de saúde pública utilizadas 
para garantir a ingestão de micronutrientes é a ingestão de ácido fólico na forma de 
suplementos alimentares. No Brasil o método oficial para suplementos alimentares 
contendo ácido fólico em comprimidos é o método cromatográfico, que embora 
apresente alta precisão e sensibilidade, tem elevado custo a alta produção de 
resíduos que impõem limitações socioeconômicas e ambientais. Neste trabalho foi 
desenvolvido um método para quantificação de ácido fólico em suplemento alimentar, 
norteado pelos parâmetros da química verde utilizando a técnica de microextração 
líquido-líquido dispersiva com auxílio de agitação por vórtex, solvente eutético 
profundo a base de cloreto de trioctilmetilamônio e álcool isoamílico e detecção por 
espectrofotometria UV-Vis. O meio de extração com solvente eutético profundo exibiu 
aumento da absortividade molar do ácido fólico a 370 nm e aumento da sensibilidade 
analítica devido as propriedades de concentração do ácido fólico pelo solvente 
eutético profundo. O método desenvolvido apresentou faixa de trabalho de 1,0 a 20,0 
μg.mL-1, coeficiente de correlação (r) de 0,9991, homocedasticidade avaliada pelo 
teste de Cochran e distribuição normal dos resíduos de acordo com o teste de Shapiro 
Wilk. A análise das variâncias entre as curvas com e sem matriz, pelo teste F, 
demonstrou a seletividade do método, por não haver efeito de matriz. O limite de 
detecção foi de 0,26 μg.mL-1 e o de quantificação foi de  0,79 μg.mL-1. Os valores de 
exatidão variaram de 82 a 103 % e a precisão variou de 0,3 a 1,2 %. O método 
desenvolvido utilizando microextração líquido-líquido dispersiva com solvente eutético 
profundo apresentou recuperação relativa de 96,87% em comparação com o método 
de referência cromatográfico para análise de ácido fólico em suplemento alimentar e 
não apresentou diferença estatística 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 princípios da química verde, sendo classificado 
como um método sustentável e de baixo risco para o meio ambiente e o analista. 
 
Palavras-chave: ácido fólico; microextração líquido-líquido 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 μg.mL-1, 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 μg.mL-1 and the quantification limit was 0.79 μg.mL-1. 
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  INTRODUÇÃO 

 

O ácido fólico é uma vitamina hidrossolúvel utilizada na formulação de 

suplementos alimentares na forma isolada ou em associação a outros compostos 

bioativos (Thabet et al., 2024). Dentre os principais problemas causados pela 

deficiência de ácido fólico estão más formações congênitas (Schettino; Ramos-Silva; 

Sarti, 2024).  

Segundo a Política Nacional de Alimentação e Nutrição (PNAN), a dieta do 

brasileiro é caracterizada pela alta ingestão de alimentos ultra processados, que se 

reflete no consumo diário de baixos teores de micronutrientes. A ingestão de 

suplementos alimentares contendo ácido fólico, é uma das estratégias de saúde que 

podem ser adotadas a fim de complementar as necessidades diárias de ingestão 

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 política pública de 

promoção e prevenção de agravos em saúde da população, a suplementação de 

ácido fólico para gestantes no período de gestação visando prevenir as doenças do 

tubo neural e a anemia (Ministério da Saúde, 2013). No ano de 2018 a Resolução – 

RDC n° 243 de 26 de julho de 2018 estabelece os requisitos sanitários para fabricação 

e comercialização de suplementos alimentares, que devem ser produzidos em formas 

farmacêuticas e determina requisitos de composição, qualidade e segurança (Brasil, 

2018a). 

Segundo a Associação Brasileira da Indústria de Alimentos para Fins 

Especiais (ABIAD), o consumo de suplementos alimentares aumentou em 10% do ano 

de 2015 a 2020 e estão presentes em 59% dos lares brasileiros (Pesquisa [...], 2021). 

As análises laboratoriais que visam verificar a qualidade de suplementos 

alimentares, que estão sujeitos à fiscalização sanitária, constituem ação estratégica 

para o controle sanitário e o gerenciamento de riscos à saúde (Brasil, 2017a). Existem 

poucos estudos publicados no Brasil com relação a eficácia e segurança na utilização 

de suplementos alimentares. A diretriz 8 da PNAN que busca fomentar a pesquisa, 

inovação e conhecimento em alimentação e nutrição visando a geração de evidências 

para a sua implementação, impulsiona o desenvolvimento de metodologias analíticas 

mais precisas para identificação e quantificação em suplementos alimentares de 

forma a contribuir para a melhoria das condições alimentares e nutricionais da 

população brasileira (Santos et al., 2021).  



24 

Com relação à determinação de ácido fólico em suplementos alimentares, a 

Resolução – RDC n° 243, de 26 de julho de 2018 não estabelece um método oficial, 

mas determina que os constituintes ativos devem atender aos padrões de qualidade 

em acordo com a Farmacopeia Brasileira ou padrões publicados por outros órgãos 

oficiais. A Farmacopeia Brasileira utiliza cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC) com detecção na faixa do ultravioleta (UV) para comprimidos de ácido fólico. 

Embora a técnica de HPLC apresente excelente precisão e robustez, ela apresenta 

complexidade de operação e um alto custo para as análises fiscais. Uma alternativa a 

utilização de cromatografia é a espectrofotometria, a qual requer menor tempo de 

análise, baixo consumo de solventes, baixa geração de resíduos contaminantes e, 

portanto, está alinhada aos princípios da química verde (Dong; Lianas, 2013; Gaber 

et al., 2011; Gama et al., 2019; Kannaiah et al., 2021). 

Diversos estudos têm sido realizados a fim de desenvolver e avaliar a 

utilização de métodos espectrofotométricos com UV-Vis em comparação aos métodos 

por HPLC, no intuito de disponibilizar metodologias mais simples para quantificação 

de ácido fólico em formas farmacêuticas (Ahmed; Khayoon, 2022; Nagaraja; 

Vasantha; Yathirajan, 2002; Ribeiro et al., 2016). 

O desenvolvimento dos métodos analíticos tem incorporado uma 

preocupação crescente com o desenvolvimento sustentável, preservação do meio 

ambiente, geração de menos resíduos e redução no consumo de energia. A química 

verde engloba estes princípios e diversas técnicas analíticas vem sendo 

desenvolvidas na tentativa de reduzir os riscos ambientais e humanos associados aos 

métodos de análises. A miniaturização de técnicas convencionais, como a 

microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME) e o uso de solventes eutéticos 

profundos (DES) como alternativa aos solventes orgânicos convencionais são 

exemplos que despontam no desenvolvimento moderno da química verde (Armenta 

et al., 2019; Cunha; Fernandes, 2018; Tobiszewski; Mechlilńska; Namieśnik, 2010). 

Com base no exposto, o presente trabalho visa desenvolver, otimizar e avaliar 

parâmetros analíticos de mérito de um método analítico para determinação de ácido 

fólico em suplementos alimentares utilizando microextração líquido-líquido dispersiva, 

solvente eutético profundo e quantificação 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 determinação de 

ácido fólico em suplemento alimentar por espectrofotometria com o uso da técnica de 

microextração líquido-líquido dispersiva por solvente eutético profundo. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar a estabilidade da solução de ácido fólico em diferentes tempos 

de armazenamento. 

 

• Preparar e caracterizar um solvente eutético profundo à base de cloreto 

de trioctilmetilamônio e álcool isoamílico. 

 

• Verificar a influência de diferentes solventes, pH e volume de diluente na 

eficiência de extração do ácido fólico com solvente eutético profundo.  

 

• Otimizar um método de microextração líquido-líquido dispersiva com 

solvente eutético profundo utilizando planejamento fatorial. 

 

• Avaliar os parâmetros analíticos de mérito do método desenvolvido, 

como faixa de trabalho, linearidade, efeito de matriz, limite de detecção, 

limite de quantificação, exatidão, precisão e incerteza de medição. 

 

• Comparar o método desenvolvido com o método da Farmacopeia 

Brasileira, por meio de avaliação de recuperação e tendência utilizando 

testes estatísticos t e F. 

 

• Avaliar o método desenvolvido utilizando os princípios da química verde. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ÁCIDO FÓLICO 

 

O ácido fólico (AF) (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol-L-glutâmico), 

também denominado de ácido pteroilglutâmico ou vitamina B9 (Catharino, 2000), 

pertence ao grupo dos folatos, um grupo de compostos encontrados naturalmente em 

vegetais folhosos verde-escuros, fígado e gema de ovo (Bailey et al., 2014; Karmin et 

al., 2020; Nasser et al., 2005) e que apresentam atividade biológica similar bem como 

uma estrutura química complexa e semelhante, caracterizada pela presença do ácido 

pteroilmonoglutâmico, o qual possui três subunidades básicas: pteridina, ácido p-

aminobenzóico e ácido glutâmico (Figura 1) (Alaburda; Shundo, 2007). O termo ácido 

fólico é normalmente empregado para a forma oxidada da molécula e corresponde à 

espécie química sintética, utilizada comumente como suplemento alimentar (Marchetti 

et al., 2014). 

 

Figura 1 – Estrutura química do ácido fólico com identificação das subunidades 

 

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

 

Nos alimentos, o ácido fólico ocorre naturalmente na forma de folatos (Figura 

2), podendo apresentar até oito resíduos de ácido glutâmico ligados ao anel benzênico 

e entre si por ligações peptídicas, ligação de diferentes radicais metil, metileno ou 

formil nos nitrogênios N-5 e/ou N-10 e diferentes estados de redução do anel pirazina 

Pteridina 

Ácido pteróico 

Ácido 
 p-aminobenzóico 

Ácido 
 L-glutâmico 

Ácido pteroilmonoglutâmico (PteGlu) 
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da subunidade pteridina (Alaburda; Shundo, 2007; Combs; McLung, 2017; Shane, 

2010). 

 

Figura 2 – Estrutura química dos folatos 

 

Fonte: adaptado de Shane (2010). 

 

O ácido fólico apresenta baixa solubilidade em água, é insolúvel em etanol e 

solventes orgânicos menos polares como acetona e éter (Combs; McLung, 2017), no 

entanto apresenta alta solubilidade em soluções aquosas alcalinas ou ácidas 

(Alaburda; Shundo, 2007; Al-Shammary et al. (1990 apud Florey, 1990)). Wu et al. 

(2010) conduziram estudos de solubilidade do ácido fólico em água, em pH de 0 a 7 

e diferentes temperaturas e concluíram que no geral o incremento da temperatura 

aumenta a solubilidade e que em condições de pH básico e fortemente ácido a 

solubilidade do ácido fólico se intensifica. Bottari et al. (2021) demonstram que as 

espécies químicas ácidas e básicas provenientes da desprotonação e/ou protonação 

dos grupos carboxílicos ou do nitrogênio do anel pteridínico em soluções aquosas 

apresentam solubilidade maior que a forma neutra. De acordo com Ball (1998) o ácido 

fólico é uma molécula anfótera e ionizável. Os grupos ionizáveis de relevância na faixa 

de pH dos alimentos estão localizados nas posições N-5 do tetrahidrofolato (pKa = 4,8) 

e nos grupamentos carboxílicos do glutamato (γ pKa = 4,8; α pKa = 3,5). O ácido fólico 

apresenta sensibilidade a luz ultravioleta, oxigênio, 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 ácido fólico exibe maior estabilidade quando comparado a outros 

derivados de folatos. O ácido fólico sintético exibe maior estabilidade sob altas 

temperaturas e pH baixo que os folatos naturais, razão pela qual é utilizado em 

suplementação (Yaman et al., 2021). Estudo realizado por Gazzali et al. (2016) 

demonstrou que o ácido fólico não sofre degradação até temperatura de 180 °C, 

Tetrahidrofolilpoli-γ-glutamato 

(H4PteGlun)
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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 degradação do ácido fólico. 

Devido a presença de grupos fortemente cromóforos o ácido fólico apresenta 

um espectro de absorção característico, a subunidade de ácido p-aminobenzóico 

conjugada ao glutamato confere absorção nas faixas de 283 nm e 256 nm, enquanto 

a subunidade pteridina por conter dois anéis conjugados nitrogenados confere 

absorção máxima a 365 nm (Pérez, 2017). A Tabela 1 apresenta valores de 

absorbância para o ácido fólico.  

 

Tabela 1 – Propriedades físicas do ácido fólico 

Massa Molar 
(g.mol-1) 

Absorção 
máxima (nm) 

Absortividade molar (ε) 

441,1  

256a 49.171,5 a 

282 b 27.000b 

284 a 49.744,8 a 

350 b 7.000 b 

365 a 17.684,1 a 

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

Legenda: A1%
1cm - absorbância de uma solução de analito em concentração de 1% em caminho óptico 

de 1cm, a - Al-Shammary et al. (1990 apud Florey, 1990) em solução 0,1 mol.L-1 NaOH, não 
especifica a unidade para os valores publicados, b - Combs e McLung (2017) não especificam o 

solvente utilizado para os valores publicados, nem unidades. 
 

2.1.1 Ácido fólico e saúde humana 

 

O ácido fólico atua no organismo humano, na forma de folatos como 

mediadores da transferência de unidades de carbono nas vias metabólicas, nas 

reações de produção de purinas, na biossíntese do nucleotídeo timidilato (Altundag; 

Çelebi-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 aminoácidos 

como metionina, homocisteína, serina e glicina (Cai et al., 2021) e como antioxidante 

(Asbaghi et al., 2021; Taira, 2021; Taira; Takayuki, 2020). A diversidade de reações 

biológicas nas quais o ácido fólico participa demonstra que a sua deficiência implica 

em uma variedade de complicações, tais como, doença não alcoólica do fígado, 

doença vascular, dificuldades cognitivas e demência (Cai et al., 2021). 

Especialmente durante a embriogênese, a suplementação de ácido fólico 

desempenha papel crítico diminuindo o risco da ocorrência de defeitos no fechamento 
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do tubo neural, que podem levar ao aparecimento de espinha bífida e anencefalia 

(Korsmo; Jiang, 2021; Taira; Takayuki, 2020), logo a ingestão adequada deste 

nutriente antes e durante a gestação é crucial para o desenvolvimento saudável do 

feto (Bailey et al., 2014; Chitayat, et al., 2016; House; Nichols; Rae, 2021). Também, 

há um aumento no catabolismo do ácido fólico na mulher durante a gravidez, que pode 

induzir complicações como anemia megaloblástica e aumento dos níveis sanguíneos 

circulantes de homocisteína (Castaño-Moreno et al., 2020). Não obstante, a 

suplementação durante a gestação, com ácido fólico acimas dos níveis recomendados 

também pode ocasionar problemas neurológicos e metabólicos, como transtornos de 

espectro autista, convulsão, problemas de memória, risco aumentado de obesidade e 

resistência à insulina (Shulpekova et al., 2021).  

Neste contexto, no Brasil, a partir do ano de 2002, seguindo as 

recomendações da Organização Mundial da Saúde (OMS) e da Organização 

Panamericana da Saúde (OPAS) foi publicada a Resolução-RDC n° 344, de 13 de 

dezembro de 2002 que tornou obrigatória a fortificação de farinhas de trigo e milho 

com ferro e ácido fólico a fim de diminuir a ocorrência de anemia ferropriva e 

patologias do tubo neural e da mielomeningocele. Com esta Resolução, ficou 

estabelecido o enriquecimento de ácido fólico de grau alimentício na concentração de 

150 µg/ 100 g de farinha (BRASIL, 2002). A partir da publicação da Resolução-RDC 

n° 604, de 10 de fevereiro de 2022 ficaram estabelecidos os limites mínimo e máximo 

de ácido fólico em farinhas de trigo e milho, como sendo 140 µg/ 100 g e 220 µg/ 100 

g, respectivamente, a ser adicionado na forma de ácido N-pteroilglutâmico, e que deve 

ser mantido durante todo o prazo de validade (BRASIL, 2022a). 

Estudo epidemiológico realizado no Brasil revelou que entre os anos 2014 e 

2018, cerca de 7 para cada 10.000 crianças nasceram com diagnóstico de espinha 

bífida, o que ainda representa uma alta prevalência desta condição (Campos; Souto; 

Machado, 2021). Outro estudo constatou que entre os anos 2000 e 2016 houve 

aumento de 50% na incidência de ocorrência de espinha bífida na região nordeste do 

Brasil (Ferreira et al., 2019). Estudo conduzido em 2008 com 750 indivíduos no 

município de São Paulo revelou média de consumo de folatos igual a 375,8 µg/dia 

abaixo da recomendação diária recomendada de 400 µg/ dia para adultos (Steluti, 

2014).  

Pesquisas recentes apontam ainda outras atribuições para suplementação 

com ácido fólico como aumento da função cognitiva e redução da demência em idosos 
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(Li et al., 2020; Soest et al., 2021), redução do risco de doenças vasculares ( Zamani 

et al., 2023) e tratamento da disfunção erétil (Zhang et al., 2021).  

A utilização de suplementos alimentares, nos quais o ácido fólico está na 

forma sintética, é recomendada pois a biodisponibilidade do ácido fólico nesta forma 

é de 85% quando ingerido durante uma refeição e quando consumido isoladamente a 

biodisponibilidade pode atingir 100% (Caudill, 2010; Folate [...], 2022). 

 

2.1.2 Valor diário recomendado 

 

O folato total em alimentos é calculado através do valor em microgramas por 

dia de Equivalente de Folato Dietético (DFE), conforme a Equação 1 (Institute of 

Medicine, 2000). O folato total dos alimentos equivale ao folato na forma de 

pteroilglutamatos somado ao ácido fólico como ácido pteroilmonoglutâmico 

 

𝜇𝑔 𝑑𝑒 𝐷𝐹𝐸 =  𝜇𝑔 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑙𝑎𝑡𝑜 𝑛𝑜 𝑎𝑙𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 +  (1,7 ×  𝜇𝑔 𝑑𝑒 á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑓ó𝑙𝑖𝑐𝑜)       (1) 

 

onde: 

𝐷𝐹𝐸 = Equivalente de Folato Dietético. 

 

O Institute of Medicine (2000) e World Health Organization (WHO, 2001) 

recomendam ingestão de 400 µg/ dia em DFE para homens e mulheres adultos. 

Durante a gravidez e lactação esses valores são de 600 µg/ dia e 500 µg/ dia, 

respectivamente. No Brasil, o Valor Diário Recomendado estabelecido pela Instrução-

Normativa n° 75 de 2018, em ácido fólico é de 240 µg/ dia para adultos, 360 µg/ dia 

para gestantes e 300 µg/ dia para lactantes (Brasil, 2020a). 

Cabe ressaltar que a dificuldade em garantir uma dieta adequada, que 

contenha as quantidades ideais de macro e micronutrientes está ligada a situação 

socioeconômica de uma determinada população, limitando a capacidade de produção 

e de aquisição de alimentos bem como a questões culturais peculiares que restringem 

a oferta de alimentos (WHO, 2001). Uma das estratégias de saúde pública utilizadas 

para garantir a ingestão de micronutrientes além da fortificação de alimentos é a 

ingestão de ácido fólico na forma de suplementos alimentares (Brasil, 2013).  

 



31 

2.2 SUPLEMENTOS ALIMENTARES 

 

Em 2013, a Política Nacional de Alimentação e Nutrição (PNAN), estabeleceu 

como propósito a melhoria das condições de alimentação, nutrição e saúde da 

população brasileira. A promoção da alimentação adequada e saudável é uma das 

ações que integram as diretrizes da PNAN, cabendo tanto aos serviços de Atenção 

Básica quanto às Redes de Atenção à Saúde, incluindo os órgãos de vigilância 

sanitária, implementar ações que visam atender às deficiências nutricionais da 

população, mediante a suplementação de micronutrientes (Brasil, 2013). 

A deficiência de micronutrientes ainda é mundialmente relacionada ao 

aparecimento de diversas doenças. No ano de 2015, mundialmente, foi observada a 

ocorrência de defeitos do tubo neural em cerca de 260.100 nascimentos, destes pelo 

menos 75% resultaram no óbito de crianças menores de 5 anos. Com base nestes 

dados, pesquisadores sugerem que muitos destes casos poderiam ter sido evitados 

com a administração de ácido fólico (Tong; Walker, 2021). 

A partir de 2018, a Resolução-RDC n° 243, de 26 de julho de 2018, foi 

introduzida como novo marco regulatório, criando a categoria de suplementos 

alimentares (Brasil, 2022). A Resolução-RDC n° 243, determina os requisitos 

sanitários dos suplementos alimentares e os define como produto para ingestão oral, 

apresentado em formas farmacêuticas e destinado a suplementar a alimentação de 

indivíduos saudáveis com nutrientes, substâncias bioativas, enzimas ou probióticos, 

isolados ou combinados (Brasil, 2018a). 

Complementando a Resolução-RDC n° 243, em 27 de julho de 2018 a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) publicou a Instrução Normativa-IN 

n° 28 estabelecendo a lista de constituintes permitidos para os suplementos 

alimentares, bem como limites de uso, alegações autorizadas e requisitos de 

rotulagem (Brasil, 2018b). O uso de ácido fólico em suplementos alimentares foi 

autorizado nas formas químicas ácido N-pteroil-L-glutâmico e L-metilfolato de cálcio, 

sendo que os limites mínimos e máximos, 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 μg e 768,9 μg de ácido fólico, com exceção do grupo 

populacional de 0 a 11 meses, para o qual o uso de ácido fólico não é autorizado 

(Brasil, 2020b). O Quadro 1 apresenta os valores de ácido fólico permitido em 

suplementos alimentares de acordo com a legislação. 
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Quadro 1 – Limites máximos e mínimos de ácido fólico (μg) que devem ser 

fornecidos pelos suplementos alimentares na recomendação diária de consumo por 

grupo populacional indicado pelo fabricante 

Grupo 1 a 3 anos 4 a 8 anos 9 a 18 anos ≥ 19 anos Gestantes Lactantes 

Valor mínimo 22,5 30 60 60 666,6 75 

Valor máximo 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 população brasileira, 

em relação à pesquisa também realizada pela ABIAD no ano de 2015. A pesquisa 

abrangeu as cinco regiões do país, sendo 1006 entrevistados, 50% homens e 50% de 

mulheres, de 17 a 70 anos. O estudo ainda revelou que 59% dos domicílios brasileiros 

possuem, ao menos, uma pessoa consumindo suplementos, 49% do consumo não é 

indicado por profissional de saúde e dentre aqueles que já consumiam suplementos, 

48% aumentaram o consumo durante o período de quarentena imposto pela 

pandemia de COVID-19 (Pesquisa [...], 2021). 

Araújo (2019), realizou estudo verificando a adequação da rotulagem de 

suplementos alimentares comercializados no município de Lavras (MG), dentre eles 

19 suplementos vitamínicos e minerais. Para o suplemento com ácido fólico 26,32 % 

apresentaram no rótulo valores acima do máximo permitido pela legislação e do total 

de amostras 76,19% apresentaram algum tipo de inadequação com relação à 

legislação. Santos et al. (2020) analisaram 40 rótulos de suplementos comercializados 

em Uberaba (MG) e encontraram irregularidades em 85% dos rótulos avaliados. 

Outro estudo realizado em Campo Grande (MS), no qual foram analisados 

130 rótulos de suplementos alimentares disponíveis em loja virtuais, evidenciou que 

100% dos produtos avaliados apresentavam algum tipo de não atendimento à 

legislação brasileira (Arevalo; Sanchez, 2022). 

Quanto a adequação da concentração real de vitaminas em suplementos 

alimentares comparada a declaração do rótulo, pesquisadores observaram 

divergências nas informações de diferentes suplementos. Tuna et al. (2023) afirmaram 

que de 17 suplementos de ácido ascórbico, avaliados em Istambul, na Turquia, o 
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conteúdo estimado de vitamina variou de 80 % a 126 % em 16 unidades, apenas em 

1 unidade o conteúdo encontrado foi de 28 %. Em outro estudo realizado nos Estados 

Unidos, Abourashed, Roberson e Elsharkawy (2014); avaliaram 24 amostras de 

suplemento alimentar contendo cafeína, das quais 21 não continham declarado no 

rótulo o valor de cafeína. Dentre as 3 amostras que declararam o valor de cafeína, 2 

apresentaram valor dentro da margem de ± 20%. No Brasil, Alencar et al. (2011) 

analisaram o teor de β-caroteno em cápsulas a base de Spirulina adquiridas em 

Fortaleza (CE). Das 7 marcas avaliadas, 1 não continha β-caroteno e os teores 

máximo e mínimo entre as marcas que continham β-caroteno variaram na ordem de 

dez vezes entre si. 

Em consulta feita na página online da Diretoria de Vigilância Sanitária do 

Estado de Santa Catarina (DIVS/SC), com respeito aos alertas sanitários emitidos 

tanto pela ANVISA, quanto pela DIVS/SC, é possível verificar que no período de 01 

de janeiro de 2023 a 20 de dezembro de 2023 houve 63 Comunicações de Risco 

envolvendo suplementos alimentares, ocasionando desde a suspensão de fabricação 

e recolhimento de lotes, à proibição de comercialização dos suplementos. Destas, 22 

comunicações revelaram que os suplementos continham substâncias não permitidas 

pela legislação, como ácido docosahexaenóico obtido de óleo de alga Schizochytrium 

sp, catalase, metilsulfonilmetano ou ingredientes não permitidos para bebês e 

crianças abaixo de 3 anos ou ainda matéria prima de origem de fertilizante (sulfato de 

zinco). Foi constatada falsificação de produtos em 15 ocorrências envolvendo, entre 

outras substâncias, metilfolato, ômega-3 e creatina. Sete dos comunicados não 

atenderam ao padrão de qualidade e em 3 deles foi relatado valores de vitaminas 

acima do permitido pela legislação (Alertas [...], 2023). 

Em uma revisão geral acerca da utilização de suplementos alimentares, 

Djaoudene et al. (2023) relataram que a expansão do uso de suplementos alimentares 

vem despontando como uma questão de saúde pública. Os autores afirmam que os 

países devem desenvolver estratégias de gerenciamento no uso de suplementos, 

considerando nos debates questões como eficácia e segurança, uso de metodologias 

apropriadas para identificação e quantificação dos ativos, contaminantes e 

adulterantes. 

 No Brasil ainda são poucos os estudos publicados com relação a eficácia e 

segurança na utilização de suplementos alimentares. Portanto as ações de controle e 

regulação de alimentos estabelecidas pela diretriz 7 da PNAN vêm de encontro a 
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atuação dos órgãos públicos que atuam no sistema de vigilância em saúde, seja 

através das ações promovidas por órgãos reguladores, vigilâncias sanitárias ou pelos 

laboratórios de saúde pública. O fomento à pesquisa, inovação e conhecimento em 

alimentação e nutrição conforme definido na diretriz 8 da PNAN visa contribuir para 

gerar evidências para a implementação da PNAN. Desse modo, o desenvolvimento 

de metodologias analíticas mais exatas e precisas para identificação e quantificação 

em suplementos alimentares pode contribuir para a melhoria das condições 

alimentares e nutricionais da população brasileira (Santos et al., 2021). 

Visando atender as demandas dos programas de monitoramento e garantir o 

cumprimento da legislação, os métodos analíticos empregados para o monitoramento 

da qualidade de suplementos alimentares devem ser reconhecidos 

internacionalmente e validados (Brasil, 2003), e o monitoramento deve ser realizado 

pelos Laboratórios Centrais de Saúde Pública integrantes do Sistema Nacional de 

Vigilância Sanitária (Brasil, 2017a).  

 

2.3 DETERMINAÇÃO DE ÁCIDO FÓLICO EM SUPLEMENTO ALIMENTAR 

 

Os métodos analíticos utilizados na determinação de micronutrientes devem 

ser sensíveis, precisos e confiáveis, a fim de avaliar os valores declarados nos rótulos, 

seja para o atendimento a demandas legais ou aos requerimentos nutricionais (Fatima 

et al., 2019). 

Para suplementos alimentares a base de ácido fólico, a legislação nacional 

especifica que os ingredientes que são fontes de nutrientes devem atender aos 

padrões de qualidade especificados pela Farmacopeia Brasileira ou publicações de 

outros órgãos internacionais como o Codex Alimentarius, Comitê Conjunto de 

Especialistas da FAO/OMS sobre aditivos alimentares, a Autoridade Europeia para a 

Segurança dos Alimentos, entre outros (Brasil, 2018a).  A Farmacopeia Brasileira 

especifica os requisitos de qualidade para a forma farmacêutica comprimidos de ácido 

fólico, sendo a metodologia utilizada para identificação e quantificação da vitamina, 

extração sólido líquido com hidróxido de sódio 0,1 mol.L-1, quantificação por HPLC e 

detecção por ultravioleta em comprimento de onda de 283 nm (ANVISA, 2019). Cabe 

ressaltar que, para formas farmacêuticas diferentes de comprimidos, utilizadas na 

produção de suplementos alimentares de ácido fólico, é necessário que seja realizada 

validação do método analítico (Brasil, 2017b). A garantia da confiabilidade analítica 
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de métodos desenvolvidos pelo próprio laboratório pode ser alcançada pelo 

planejamento de uma validação intralaboratorial conduzida por laboratório que atenda 

aos sistemas internacionais de gestão da qualidade e assegure competência técnica 

(Boison, 2016). 

A extração é uma parte do preparo da amostra que desempenha um papel 

fundamental na análise, podendo abranger aspectos de pré-tratamento, limpeza, 

concentração do analito e derivatização (Tang; Zang; Lee, 2015). O processo de 

extração consiste basicamente na utilização de técnicas de separação de um analito 

de uma matriz e de seus interferentes, a fim de tornar o analito disponível para a 

análise (Raynie, 2006). Assim, para que ocorra a extração é necessário que haja 

intumescimento da matriz e/ou dissociação do complexo matriz-analito, possibilitando 

que ocorra a partição do analito para a fase extratora (Pawliszyn, 1995). 

Em referência as técnicas de extração aplicadas para o ácido fólico contido 

em formas farmacêuticas por espectrometria no UV-Vis (Quadro 2), Ribeiro et al. 

(2016) utilizaram diferentes solventes em amostras de comprimidos e cápsulas de 

ácido fólico empregando a técnica de extração sólido líquido e obtiveram resultados 

de recuperação quando utilizado hidróxido de sódio 0,1 mol.L-1, na ordem de 100 a 

104 % utilizando a primeira derivada (393 ± 10 nm), resultado melhor que o obtido 

com a análise em ordem zero que foi 90 a 94 % de recuperação. Os autores ainda 

observaram maior seletividade do método quando utilizada a avaliação pela primeira 

derivada. Kayan e Hemn (2022) utilizaram solução de tampão fosfato de sódio e 

potássio monobásico (pH = 7) para extração de ácido fólico e ácido ascórbico em 

comprimidos. O ácido fólico foi diferenciado do ácido ascórbico a 256 nm utilizando a 

primeira derivada, coeficiente de correlação (r) de 0,9998 e recuperação de 99,4 %. 

Elkhazein et al. (2022) aplicaram a técnica de extração sólido líquido com hidróxido 

de sódio 0,1 mol.L-1 para extração de comprimidos de ácido fólico e obtiveram valores 

de recuperação de 100 % ± 0,2 % e coeficiente de determinação (r2) de 0,999. 
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Quadro 2 – Métodos de extração e quantificação de ácido fólico por 

espectrofotometria no UV-Vis 

Referências Matriz Preparo da amostra λ 
(nm) 

Ribeiro et al. (2016) Comprimidos e 

cápsulas 

Extração sólido líquido; NaOH  0,1 mol.L-1, Na2CO3 0,27 

mol.L-1, HCl 3,0 mol.L-1 

393 

Elkhazein et al. (2022) Comprimidos Extração sólido líquido; NaOH  0,1 mol.L-1 255 

Kayan e Hemn (2022) Comprimidos Extração sólido líquido; tampão fosfato de sódio e potássio 

monobásico (pH = 7) 

256 

Matias et al. (2014) Comprimidos Extração sólido líquido; tampão NaH2PO4/Na2HPO4 0,1 

mol.L-1 (pH = 9) 

282,5 

Nagaraja, Vasantha e 

Yathirajan (2002) 

Comprimidos Extração sólido líquido; NaOH  0,1 mol.L-1, redução com 

zinco em meio ácido 

Reação colorimétrica com iminodibenzil e ácido sulfanílico 

Reação colorimétrica com 3-aminofenol e ácido sulfanílico 

Reação colorimétrica com pirocatecol e molibdato de sódio 

 

580 

460 

490 

Nghia, Huy e Lee (2020) Comprimidos Extração sólido líquido; tampão PBS 

Reação colorimétrica com rodamina-B e íons Cu(II) 

505 

Najm et al. (2022) Comprimidos Extração sólido líquido; NaOH  2,0 mol.L-1 

Reação colorimétrica com fenantrolina e cloreto férrico a 

25 °C 

Reação colorimétrica com ninidrina e NaHCO3 a 97 °C 

 

505 

575 

Shishehbore, Sheibani e 

Haghdost (2011) 

Comprimidos Extração sólido líquido; NaOH  0,1 mol.L-1 e sonicação, 

reação colorimétrica com tionina e bromato de potássio 

601 

Gürkan e Altunay (2016) Comprimidos Extração assistida por ultrassom; NaOH  0,1 mol.L-1; 

extração em meio difásico composto por íons prata, 

brometo de cetiltrimetilamônio e éter  de monoalquil 

polietilenoglicol 

540 

Ahmed e Khayoon 

(2022) 

Solução de ácido fólico, 

comprimidos, xarope e 

semente de linhaça 

Microextração líquido-líquido dispersiva e reação 

colorimétrica; 2-naftoquinona-4 sulfonato, etanol, 

clorofórmio e Triton x-14 

520 

Modupe, Maurras e 

Diosady (2020) 

Sal fortificado com 

ácido fólico 

Extração sólido líquido; NaOH  0,1 mol.L-1 285 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: λ - comprimento de onda. 

 

Matias et al. (2014) utilizaram extração com tampão fosfato 0,10 mol.L-1 (pH = 

9) seguido de leitura em espectrofotômetro na faixa de absorção máxima de 282,5 

nm. Os autores relataram excelente concordância dos parâmetros avaliados na 

validação em relação ao método de referência baseado em HPLC. A recuperação 

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

%, quando aplicado a amostras reais de comprimidos. 

Técnicas de preparo de amostra envolvendo reações de acoplamento foram 

descritas para identificação de ácido fólico 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 ácido para reação com ácido fólico e obtiveram 

coeficientes de correlação (r) de 0,998, 0,996 e 0,999 respectivamente e recuperação 

que oscilou de 99,4 % a 100,7 %. Nghia, Huy e Lee (2020) desenvolveram um método 

colorimétrico para quantificação de ácido fólico por UV-vis. O método empregou 

reagente derivativo a base de rodamina-B e íons Cu(II) que na presença de ácido 

fólico produzem coloração rósea. O método foi testado em comprimidos de ácido fólico 

e apresentou recuperação de 99 % a 102 %, RSD < 2 % e limite de detecção de 22 

nmol.L-1.  Najm et al. (2022) extraíram ácido fólico a partir de comprimidos utilizando 

solução de NaOH (2 mol.L-1) e utilizaram dois métodos para reação colorimétrica, 

mediante reação com fenantrolina/cloreto férrico e leitura a 505 nm e reação com a 

ninidrina com leitura a 575 nm. Os autores obtiveram valores de coeficiente de 

correlação de 0,9988 e 0,9979 e recuperação (%) de 98,3 a 101,5 e 100,5 a 102,2, 

respectivamente, quando testadas amostras comerciais de comprimidos de ácido 

fólico. 

Shishehbore, Sheibani e Haghdost (2011) aplicaram técnica de 

espectrofotometria cinética para determinação de ácido fólico em comprimidos, urina 

e soro. As amostras foram preparadas com o corante tionina e bromato de potássio 

em meio ácido. A diferença entre a cinética de reação do ácido fólico e da tionina com 

o bromato, com leitura em comprimento de onda de 601 nm, foi utilizada para 

quantificar o ácido fólico. O método desenvolvido apresentou duas faixas de 

linearidade, e coeficientes de determinação de 0,995 e 0,998. Quando aplicado a 

amostras reais de comprimidos de 1,0 mg e 5,0 mg os coeficientes de variação (RSD 

%) foram iguais 2,04 e 1,37, respectivamente. 

Gürkan e Altunay (2016) empregaram extração assistida por ultrassom em 

diversas matrizes, incluindo comprimidos de ácido fólico. A técnica aplicada consistia 

em uma primeira extração sólido líquido utilizando hidróxido de sódio 0,1 mol.L-1, 

seguida de adição de um meio complexante composto por íons prata, brometo de 

cetiltrimetilamônio e éter  de monoalquil polietilenoglicol e agitação por ultrasonicação. 

A fase sobrenadante foi recolhida e o resultado foi obtido por espectrofotometria a 540 

nm. O método apresentou um coeficiente de correlação (r) de 0,9953, fator de 

enriquecimento de 85 e recuperação de 93,2 % a 103,2 % para comprimidos de ácido 

fólico. 
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Extração sólido líquido com solução de hidróxido de sódio 0,1 mol.L-1 para 

extração de ácido fólico também foi avaliada por Modupe, Maurras e Diosady (2020) 

em amostras de sal fortificado com ácido fólico seguido de leitura em 

espectrofotômetro UV-Vis. Os autores encontraram valores máximos de absorção em 

256 nm, 283 nm e 366 nm em solução 25 μg.mL-1 de ácido fólico. A escolha do 

comprimento de onda de 285 nm para a validação foi justificada pela interferência dos 

compostos pteridina, ácido pteróico e vitamina B12, os quais podem ser interferentes 

do método. A recuperação encontrada foi de 100 % ± 1,8 %. 

A maioria dos métodos apresentados (Quadro 2) empregam extração sólido-

líquido com solventes alcalinos. Alguns utilizam análise de derivadas como método de 

avaliação dos espectros e outros ainda empregam reações de acoplamento e 

derivatização a fim de obter um espectro de absorção livre de interferentes na região 

do visível. A literatura apresenta poucos dados com respeito a técnicas que empregam 

microextração de ácido fólico em formas farmacêuticas com detecção por 

espectrofotometria UV-Vis. 

Estudo realizado por Ahmed e Khayoon (2022) utilizou microextração líquido-

líquido dispersiva (DLLME) para extração de ácido fólico em comprimidos, xaropes e 

amostras de linhaça com detecção em espectrofotômetro UV-Vis. As amostras foram 

inicialmente diluídas em solução alcalina de bicarbonato de sódio 0,1 mol.mL-1 e então 

a DLLME foi conduzida adicionando-se 2-naftoquinona-4 sulfonato seguida por adição 

de uma mistura de 1 mL de etanol e 400 μL de clorofórmio que foi rapidamente 

misturado com a amostra. Logo após foi adicionado 500 μL de Triton X-14 resultando 

em uma dispersão de gotículas. Após centrifugação o sobrenadante foi recolhido e a 

absorbância medida a 520 nm. A formação de coloração avermelhada na solução é 

resultante da reação entre o ácido fólico e 2-naftoquinona-4 sulfonato. Os resultados 

demonstraram linearidade satisfatória, coeficiente de correlação de 0,9997 e 

recuperação de 96,16 % a 99,84 % para as amostras de formas farmacêuticas. 

Técnicas de extração baseadas na química verde foram empregadas para 

determinação de ácido fólico por Faraji, Mahmoodi-Maymand e Dastmalchi (2020) e 

Nojavan et al. (2015) que demonstraram que a DLMME utilizando pareamento iônico 

e solvente eutético profundo, respectivamente, são técnicas verdes aplicáveis a 

quantificação de ácido fólico com quantificação por HPLC. 

A DLLME é uma modificação da extração líquido-líquido que emprega um 

sistema ternário como solvente e que pode ser aplicado para a extração de diversos 
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compostos. A técnica foi empregada para extração de vitaminas hidrossolúveis 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 extração de um ou mais analitos pela microemulsão de 

um extrator. Normalmente a fase extratora é composta por um solvente mais denso 

que a água. Recentemente a utilização de solventes menos tóxicos como líquidos 

iônicos ou solventes eutéticos profundos vem sendo difundida devido a emergência 

dos princípios da química verde. A extração ainda pode ser assistida por ultrassom, 

vórtex ou ar a fim de aumentar a eficiência da extração dos analitos (Dmitrienko et al., 

2020) ou em substituição ao solvente dispersor (Carasek, Scur e Bernardi, 2023). 

Nojavan et al. (2015) desenvolveram técnica baseada em pareamento iônico 

com microextração líquido-líquido dispersiva combinada a HPLC-UV para extração de 

ácido fólico 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-amônio foi utilizado como pareador 

iônico e 1-octanol como solvente. Foram avaliadas e otimizadas as variáveis que 

afetam o rendimento da extração como volume do solvente extrator e do solvente 

dispersante, concentração do surfactante, pH da amostra e efeito de sal. Os 

resultados obtidos na validação analítica demonstraram que a recuperação dos 

analitos variou de 98 % a 102 %, ausência de efeito de matriz e baixo limite de 

quantificação, sendo aplicável para determinação da concentração de 50 ng.g-1 de 

folato. 

Faraji, Mahmoodi-Maymand e Dastmalchi (2020) utilizaram solvente eutético 

profundo hidrofóbico com microextração líquido-líquido em fase dispersiva assistida 

por vórtex combinada a HPLC-UV para determinação de ácido fólico em amostras de 

farinha de trigo fortificada. O solvente eutético utilizado foi uma combinação de cloreto 

de trioctilmetilamônio e álcool isoamílico na razão molar de 1:4 (v/v). Os autores 

propuseram que as interações eletrostáticas entre o cloreto de trioctilmetilamônio, o 

solvente eutético profundo e o ácido fólico foram responsáveis pelo mecanismo de 

extração. A porcentagem de recuperação obtidas pelo método variaram na faixa de 

91,6 % a 99,7 %, que também apresentou precisão satisfatória e capacidade de 

detectar o ácido fólico a níveis baixos. Além disto, o método foi classificado como 

rápido, simples, sensível e de baixo custo, e por utilizar pouco solvente, não empregar 

procedimentos de limpeza, utilizar vórtex e outras características, foi considerado 

como um método verde. 
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Diversos estudos têm empregado os solventes eutéticos profundos para 

extração de vitaminas e outros compostos orgânicos acoplados a detecção por 

espectrofotometria no UV-Vis (Dalmaz; Özak, 2022; Kizil et al., 2024a; Kizil et al., 

2024b; Koraqi et al., 2023, Yuvali et al., 2021), no entanto até o momento não há 

relatos de utilização de solventes eutéticos profundos para extração de ácido fólico 

em suplementos alimentares. 

 

2.3.1 Extração com solvente eutético profundo 

 

Os solventes eutéticos profundos (DES) são uma mistura eutética composta 

por uma substância doadora de hidrogênio (HBD – hydrogen bond donator) e outra 

receptora de hidrogênio (HBA - hydrogen bond acceptor) (Santana et al., 2021). A 

Figura 3 demonstra essa interação entre os constituintes do DES. A interação entre o 

HBA e o HBD ocorre tanto devido a formação de ligações de hidrogênio quanto pelas 

forças de Van der Walls, as quais determinam as propriedades físico-químicas do DES 

(Santos et al., 2022). 

 

Figura 3 – Representação de um exemplo da interação intermolecular na formação 

de um DES 

 

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

Legenda: HBA - substância aceptora de hidrogênio; HBD - substância doadora de hidrogênio. 

 

Essa mistura binária confere ao solvente eutético profundo a característica de 

apresentar um ponto de fusão menor que seus componentes individuais. Muitos dos 

solventes eutéticos profundos se apresentam na forma líquida a temperaturas 

menores que 70 °C a 80 °C, sendo que a maioria permanece estável em fase líquida 
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a temperatura ambiente. Estes solventes apresentam vantagens sobre outros 

solventes, pois são não inflamáveis, biodegradáveis, biocompatíveis e quimicamente 

estáveis (Zainal-Abidin; Hayyan; Wong, 2021). O sistema binário formado pela HBA e 

HBD pode ser representado por um diagrama de fase sólido-líquido, que expressa a 

temperatura de fusão em função da temperatura (Figura 4). O ponto no qual as curvas 

de temperatura de fusão dos dois compostos se encontram indica a composição do 

sistema e a temperatura de fusão mínima (Achkar, 2023). 

 

Figura 4 – Diagrama de fase sólido-líquido geral de uma mistura binária 

 

Fonte: adaptado de Achkar (2020). 

 

Os DES são geralmente compostos por um sal quaternário de amônio que 

atua como HBA e um HBD que tem habilidade de formar ligações de hidrogênio com 

o HBA. Os DES são em sua maioria classificados de acordo com a natureza do HBD, 

que podem incluir cloretos metálicos, haletos metálicos hidratados e compostos 

orgânicos (Ijardar; 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 têm apresentado grande potencial, uma vez que são 

obtidos de fontes naturais incluindo açúcares, polióis, ácidos carboxílicos, aminas e 
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aminoácidos (Cunha; Fernandes, 2018). Outra vantagem no uso do DES é a facilidade 

de seu preparo no laboratório. As etapas normalmente incluem a mistura dos 

componentes sob agitação e aquecimento, normalmente na faixa de 50°C a 100 °C. 

Outros métodos de preparo incluem o método de evaporação, freeze-drying e 

pulverização (Tang; An; Lee, 2021). 

 

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

 

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

 

Ainda, conforme a composição, o DES pode apresentar uma natureza mais 

hidrofílica ou hidrofóbica. Embora os DES hidrofílicos sejam amplamente aplicados 

em catálise de reações químicas, em processos de separação e eletroquímica, eles 

possuem a desvantagem de serem instáveis em meio aquoso (Qu et al., 2019). Em 

contrapartida, os solventes eutéticos profundos hidrofóbicos (HDES – hydrophobic 

deep eutectic solvents) apresentam pouca miscibilidade em água, devido à presença 

de longas cadeias alifáticas cíclicas ou alicíclicas, que reduzem a influência de 

domínios carregados característicos da carga iônica (HDES iônicos) ou da presença 

de grupos hidrofílicos como hidroxilas e grupos carboxilados (HDES neutros ou não 
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iônicos) (Makoś; Stupek; Gebicki, 2020; Tang; An; Lee, 2021). A hidrofobicidade dos 

HDES os torna ideais para aplicação em extração e remoção de componentes a partir 

de meios aquosos, além disso, a baixa pressão de vapor, elevada estabilidade 

térmica, ampla faixa de liquidez e incombustibilidade estão em acordo com os 

princípios da química verde (Cao; Su, 2021). Os HDES têm sido aplicados na extração 

de compostos orgânicos bioativos e por apresentarem baixa ou nenhuma toxicidade, 

alta biodegradabilidade e baixo custo, têm emergido como alternativa a outros 

solventes, como os líquidos iônicos (Ruggeri et al., 2019; Socas-Rodrígues, et al., 

2021; Zainal-Abidin; Hayyan; Wong, 2021). As características físico-químicas dos 

solventes eutéticos profundos hidrofóbicos apresentadas no Quadro 3, dependem da 

sua composição e influenciam a sua aplicação. 

 

Quadro 3 – Propriedades físico-químicas de solventes eutéticos profundos 

hidrofóbicos 

Propriedade Características Fonte 

Densidade (ρ) Apresentam faixa de 0,85 a 1,5 g.mL-1, sendo a maioria entre 0,88 e 0,97 g.mL-1 

Tendem a formar emulsão quando a densidade for próxima à da água 

ρ HBA e HBD > ρ H2O ➔ ρ HDES > ρ H2O 

ρ HBA e HBD < ρ H2O ➔ ρ HDES < ρ H2O 

A ρ aumenta com o aumento do número de grupos funcionais -OH do HBD 

HDES com mesmo HBD, a ρ reduz com aumento da cadeia do HBA 

ρ HDES é linearmente negativa correlacionada com a temperatura 

Cao e Su, 2021 

Viscosidade (ν) Baixa viscosidade, na faixa de 2,31 a 1807 mPA s 

ν de HDES neutros < HDES iônicos 

ν de HDES que contém Br- > ν de HDES contém Cl- 

HDES com mesmo HBA, a ν reduz com a redução da cadeia do HBD 

Maior ν pode facilitar a separação do solvente 

A elevação da temperatura diminui a ν. 

Cao e Su, 2021 

Polaridade Indica a capacidade de solubilização de um solvente. 

Menor polaridade ➔ DES hidrofílicos a base de monoácidos < HDES iônicos < 

HDES neutros < DES hidrofílicos a base de diácidos < água ➔ Maior polaridade 

Cao e Su, 2021 

pH Diminui discretamente com incremento da temperatura (25 – 85 ° C) 

Varia significativamente com alteração do HBD 

Skulkova et al., 

2018 

Condutividade Quanto maior o volume do íon, menor a condutividade e maior a viscosidade. Kityk et al., 2017 

Índice de 

refração 

Varia de acordo com o HBD, pode haver relação com o volume da molécula 

A refratividade molar pode ser utilizada para evidenciar a formação de ligações de 

hidrogênio 

Hansen et al., 

2021 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 
A utilização de solventes eutéticos profundos hidrofóbicos vêm sendo 

empregada para extração de compostos orgânicos a partir de suplementos 
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alimentares. Yakupova et al. (2023) utilizaram DES hidrofóbico a base de mentol e 

ácido heptanóico para extração de melatonina utilizando microextração por gota 

orgânica flutuante solidificada e detecção por HPLC-UV. Li-yuan et al. 2020 

quantificaram curcuminóides extraídos de suplemento alimentar utilizando HDES a 

base de cloreto de tetrabutilamônio e ácido decanóico. Outro estudo demonstrou 

eficácia na extração de vitamina C de comprimidos efervescentes utilizando HDES 

preparado a partir de mentol e ácido decanóico com quantificação por 

espectrofotometria UV-Vis (Dalmaz; Özak, 2022). 

Referente a aplicação de HDES para a extração de ácido fólico, apenas um 

estudo foi encontrado na literatura utilizando quantificação por HPLC-UV (Faraji; 

Mahmoodi-Maymand; Dastmalchi, 2020). Até o momento não há relatos na literatura 

da utilização de HDES para extração de ácido fólico a partir de suplementos 

alimentares utilizando espectrofotometria UV-Vis. 

 
2.4 AVALIAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

A validação de métodos analíticos consiste no processo de definir os 

parâmetros analíticos de mérito que confirmam que o método proposto possui a 

capacidade e consistência para a sua aplicação (Magnusson; Ornemark, 2014). 

Allegrini e Olivieri (2014) definem parâmetros analíticos de mérito como sendo 

indicadores estatísticos que fornecem indicadores quantitativos acerca da qualidade 

ou performance de um dado método analítico. De acordo com o Documento 

Orientativo número 8 da Coordenação Geral de Acreditação do Instituto Nacional de 

Metrologia, DOC-CGCRE-008, a validação é a confirmação por exame e fornecimento 

de evidência objetiva de que os requisitos específicos para um determinado uso 

pretendido são atendidos. Esta especificação está em consonância com o conceito 

apresentado pela norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 e pelo Vocabulário 

Internacional de Medidas (VIM) (ABNT, 2017; INMETRO, 2012; INMETRO, 2020). 

Fundamentalmente o objetivo é garantir que os resultados de uma medição sejam o 

mais próximo possível do valor verdadeiro para um determinado analito em uma 

amostra específica (González; Herrador, 2007). 

Diversos guias e protocolos de validação estão publicados na literatura, os 

quais são emitidos por órgãos reguladores ou associações internacionais como o 

Instituto Nacional de Metrologia e Qualidade (INMETRO) e a Association of Official 
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Analytical Collaboration (AOAC). Os parâmetros analíticos de mérito como 

seletividade, faixa de trabalho, linearidade, limite de detecção, limite de quantificação, 

exatidão, repetibilidade e incerteza de medição são comumente utilizados na 

avaliação de métodos analíticos (INMETRO, 2020; AOAC International, 2016). A 

AOAC possui guia específico para suplementos alimentares, o qual apresenta 

requisitos comuns a outros guias publicados (AOAC International, 2023). 

 No Brasil não existe um guia específico para validação de métodos aplicado a 

suplementos alimentares. Entretanto a legislação nacional classifica os suplementos 

alimentares como formas farmacêuticas para as quais os métodos analíticos 

publicados na Farmacopeia Brasileira podem ser aplicados. A Resolução-RDC n° 166, 

de 24 de julho de 2017, que estabelece critérios para a validação de métodos 

analíticos em formas farmacêuticas (medicamentos), insumos farmacêuticos e 

produtos biológicos pode ser aplicada a suplementos alimentares. Esta resolução 

determina que os parâmetros de validação e seus respectivos critérios sejam definidos 

a partir das características do analito e da natureza do método sejam eles métodos 

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

 

3.1 PADRÃO ANALÍTICO E REAGENTES 

 

Para a produção da solução padrão utilizou-se ácido fólico material de 

referência certificado (Merck Millipore, CAS n° 59-30-3). As demais soluções foram 

preparadas com fosfato de potássio dibásico (Biotec, pureza ≥ 98%, CAS n° 7758-11-

4), fosfato de sódio bibásico grau ACS (Dinâmica, pureza ≥ 99%, CAS n° 7558-79-4), 

hidróxido de sódio grau reagente (Exôdo, 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). 

Água ultra purificada foi obtida pelo sistema de purificação ELIX 10 (Millipore, 

EUA). Antes da utilização a água 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 

trioctilmetilamônio (TOMAC) (Merck, pureza ≥ 97%, CAS 5137-55-3) e álcool 

isoamílico (Biotec, pureza ≥ 98,5%, CAS n° 123-51-3). 

Os certificados de análise do ácido fólico, cloreto de trioctilmetilamônio e 

álcool isoamílico constam nos ANEXOS A, B e C. 

 

3.2 VIDRARIAS 

 

Todas as vidrarias volumétricas utilizadas durante as análises foram de classe 

A, certificadas por laboratório acreditado na Rede Brasileira de Calibração. 

 

3.3 INSTRUMENTAÇÃO E MÉTODOS UTILIZADOS 

 

As pesagens dos reagentes foram realizadas em balança analítica (BEL, 

modelo HPGB 2285Di, Brasil). As transferências de volume foram feitas com auxílio 

de micropipetas automáticas (HTL, LabmatePro, Polônia). A verificação do pH foi 

realizada em medidor de pH (Digimed, DM-21, Brasil). Para a extração do ácido fólico 

foi utilizado agitador de tubos (Marconi, MA 162, Brasil) e para separação de fases 

centrífuga refrigerada (ALC, modelo PK131R, EUA). O preparo do DES foi realizado 
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em chapa aquecedora com agitação (Quimis, Q261-22, Brasil) e termômetro 

analógico de vidro. 

A análise espectrofotométrica foi executada em espectrofotômetro (Varian, 

Cary 50, EUA), a aquisição de dados foi realizada pelo software CaryWinUV versão 

3.00 (399) em modo “SCAN” na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm. 

A análise cromatográfica foi realizada em cromatógrafo líquido de alta eficiência 

(Agilent, Infinity 1260 II LC System, EUA) equipado com amostrador automático (260 

HiP ALS) com 40 µL de loop, bomba quaternária (1260 Infinity II), termostato (1290 

Infinity II), forno de coluna (1260 Infinity II) e detector de arranjo de diodos (1200 

Infinity). Sistema de cromatografia controlado pelo software OpenLab EZChrom . 

Todas as análises foram realizadas no Laboratório Central de Saúde Pública 

de Santa Catarina, Florianópolis, SC. 

 

3.4 PREPARO DAS SOLUÇÕES 

 

3.4.1 Solução tampão fosfato de sódio 0,25 mol. L-1 e potássio 0,3 mol.L-1 

 

Foram pesados 25,0 g de K2HPO4 e 18,0 g de Na2HPO4 e transferidos para 

balão volumétrico de 500 mL. Foi adicionada água e mantido em banho de ultrassom 

até completa solubilização, (pH = 8,76 ± 0,01). 

 

3.4.2 Solução hidróxido de sódio 0,1 mol.L-1 

 

Foi pesado 40,0 g de hidróxido de sódio, transferido para balão volumétrico de 

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

 

3.4.3 Metanol basificado 

 

Um volume de 10 μL de hidróxido de amônio foi transferido para balão 

volumétrico de 100 mL e completado o volume com metanol. 

 

3.5 ÁCIDO FÓLICO 
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3.5.1 Preparo do padrão de ácido fólico 100 μg.L-1 

 

Para o preparo da solução estoque foi pesado 10 mg de ácido fólico, transferido 

para balão volumétrico de 100 mL, adicionado 5 mL de solução de hidróxido de sódio 

0,1 mol.L-1 e completado o volume com solução tampão fosfato de sódio e potássio. 

 
3.5.2 Caracterização das propriedades físico-químicas do ácido fólico através 

de simulação numérica 

 

Utilizando simulação numérica gerada por meio do programa CHEMICALIZE 

(CHEMAXON, 2023, Budapeste) e Marvin Sketch (CHEMAXON, versão 23.16.0, 

Budapeste) foi possível obter as seguintes propriedades físicas do ácido fólico: pKas, 

a partir dos quais foi gerado o diagrama de distribuição de espécies; constante de 

solubilidade (log S) usada para a estimativa da curva de solubilidade (mg.mL-1) e a 

constante de partição (log D) para a estimativa da curva de lipofilicidade (mg.mL-1). 

Os dados obtidos foram plotados no programa Microsoft® Excel® (Microsoft 365 

MSO®, versão 2311, EUA). 

 

3.5.3 Caracterização do espectro de absorção molecular do ácido fólico 

 

Inicialmente foi realizado um estudo para caracterizar os espectros de 

absorção do ácido fólico em solução tampão fosfato de sódio e potássio e solução de 

hidróxido de sódio 0,1 mol.L-1 na faixa de varredura de comprimento de onda de 200 

a 800 nm. Foram preparadas soluções de ácido fólico nas concentrações de 0,5; 1,0; 

5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 μg.mL-1 em tampão fosfato de sódio e potássio e em solução de 

NaOH 0,1 mol.L-1 e realizadas leituras em espectrofotômetro utilizando microcubetas 

de quartzo de 10 mm com capacidade para 100 μL. Foram feitos brancos da água, da 

solução tampão fosfato de sódio e potássio e da solução de NaOH 0,1 mol.L-1. 

Para avaliação do λmáx dos espectros foi utilizada a derivação espectral de 

primeira ordem conforme as Equações 2 e 3: 

 

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

Primeira ordem: 𝑑𝐴
𝑑𝜆⁄ = 𝑓′(𝜆)                                                                     (3) 
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Onde: 

𝐴 = absorbância; 

𝜆 = comprimento de onda (nm). 

 

3.5.4 Construção das curvas de calibração, avaliação de linearidade e limites 

de detecção e quantificação 

 

Após a determinação dos comprimentos de onda máximos para ácido fólico em 

solução tampão fosfato de sódio e potássio e em solução de NaOH 0,1 mol.L-1, os 

valores de absorbância das soluções de ácido fólico nas concentrações de 0,5; 1,0; 

5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 μg.mL-1 foram utilizados para construção das curvas analíticas 

de absorbância versus concentração.  Os parâmetros de regressão linear utilizados 

para avaliação da linearidade foram calculados no programa Microsoft® Excel® 

(Microsoft 365 MSO®, versão 2311, EUA). Os limites de detecção e quantificação 

foram calculados conforme as Equações 4 e 5. 

 

𝐿𝑂𝐷 = 3,3 𝑥 𝑠
𝑏⁄                                                                                            (4) 

onde: 

𝐿𝑂𝐷 = limite de detecção 

𝑠 = desvio padrão da resposta do branco 

𝑏 = coeficiente angular da curva analítica 

 

𝐿𝑂𝑄 = 10 𝑥 𝑠
𝑏⁄                                                                                             (5) 

onde: 

LOQ = limite de detecção 

𝑠 = desvio padrão da resposta do branco 

𝑏 = coeficiente angular da curva analítica 

 

3.5.5 Determinação experimental do coeficiente de absortividade molar 

 

O coeficiente de absortividade molar foi calculado a partir do coeficiente 

angular obtido no ajuste linear dos gráficos de absorbância versus concentração de 

acordo com a Equação 6, conforme a Lei de Lambert-Beer para as soluções de 
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solução tampão fosfato de sódio e potássio e solução de NaOH 0,1 mol.L-1 nos 

comprimentos de onda máximos do ácido fólico. 

 

𝐴𝑏𝑠 = 𝜀. 𝑏. 𝑐.                                                                                                   (6)                             

 

onde: 

𝐴𝑏𝑠 = valor da absorção em um dado comprimento de onda; 

𝜀 =  absortividade molar (L.mol-1.cm-1); 

𝑏 = caminho óptico (cm); 

𝑐 = concentração do analito (mol.L-1). 

 

3.5.6 Avaliação da estabilidade do ácido fólico 

 

Foram preparadas soluções de ácido fólico em solução tampão fosfato de 

sódio e potássio e solução de NaOH 0,1 mol.L-1 na concentração de 20,0 μg.mL-1 e 

mantidas em frasco âmbar sob temperatura de 5 °C ± 3 °C. A estabilidade do sinal e 

a recuperação (%) do ácido fólico foram avaliadas por espectrofotometria na faixa de 

comprimento de onda de 200 a 800 nm no tempo zero (imediatamente após o preparo 

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

 

3.6 SOLVENTE EUTÉTICO PROFUNDO (DES) A BASE DE CLORETO DE 

TRIOCTILMETILAMÔNIO E ÁLCOOL ISOAMÍLICO 

 

3.6.1 Preparo do solvente eutético profundo 

 

A escolha dos reagentes para o preparo do DES (cloreto de trioctilmetilamônio 

(TOMAC) e  álcool isoamílico, a proporção molar 1:4 de TOMAC:álcool isoamílico e o 

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, após o tubo foi mantido sobre uma chapa aquecedora 

com agitação constante, com temperatura de 50 °C até que fosse perceptível 

visualmente que os dois reagentes estivessem completamente solubilizados e a 

mistura apresentasse aspecto transparente e homogêneo (Figura 6).  
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Figura 6 – Preparo do solvente eutético profundo 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: TOMAC – cloreto de trioctilmetilamônio; A) mistura no tempo zero; B) mistura após 10 min 

de agitação a 50 °C. 

 

3.6.2 Caracterização das propriedades físico-químicas do DES 

 

O DES foi caracterizado com base nas seguintes propriedades físico-

químicas: densidade e índice de refração, de acordo com a Farmacopeia Brasileira 

(ANVISA, 2019). 

 

3.6.3 Caracterização do comportamento espectrofotométrico do DES 

 

Foi realizado um estudo para caracterizar os espectros de absorção do DES, 

cloreto de trioctilmetilamônio, álcool isoamílico, metanol e acetonitrila na faixa de 

comprimento de onda de 200 a 800 nm utilizando espectrofotômetro 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 extração e diluição. Também foi 

realizado teste com 300 μL de DES em 5 mL de água ultra purificada a fim de verificar 

se houve transferência de fase orgânica para a fase aquosa. 

 

3.7 MICROEXTRAÇÃO DISPERSIVA LÍQUIDO-LÍQUIDO DE ÁCIDO FÓLICO 

ASSISTIDA POR AGITAÇÃO EM VÓRTEX COM SOLVENTE EUTÉTICO 

PROFUNDO 

 

Foram preparadas duas curvas analíticas em solução tampão fosfato de sódio 

e potássio e em solução de NaOH 0,1 mol.L-1 nas concentrações de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 
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15,0 e 20,0 μg.mL-1 de ácido fólico. Foram utilizados 5 mL de cada diluição e 

transferidos para tubos de ensaio com rosca (10 x 100 mm). A cada tubo foi adicionado 

300 μL de DES, seguidos de agitação em vórtex por 2 minutos. Os tubos foram 

centrifugados por 5 minutos a 7.500 RPM para separação de fases. Foram retiradas 

2 alíquotas de 100 μL cada da fase orgânica (DES) com auxílio de microseringa de 

250 μL e feita a leitura em espectrofotômetro com varredura no comprimento de onda 

entre 200 a 800 nm em microcubeta de 100 μL (10 mm). 

Na fase orgânica que continha o DES (fase superior) (Figura 7) foi realizada 

leitura no espectrofotômetro (200 a 800 nm) e após esta fase foi diluída 

separadamente em metanol basificado e acetonitrila nas proporções de 1:2, 1:4, 1:8 

e 1:12 e realizadas leituras no espectrofotômetro (200 a 800 nm). Na fase aquosa 

(inferior) também foi realizada leitura no espectrofotômetro (200 a 800 nm). Todas as 

análises foram realizadas em quintuplicata. 

 

Figura 7 – Instrumentação utilizada no procedimento de microextração do ácido 

fólico com DES 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

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

 

Para o desenvolvimento do método e definição dos fatores que podem 

interferir na extração do ácido fólico foi realizado um estudo para otimização das 

variáveis por meio de um planejamento fatorial 23. As variáveis pesquisadas e os 

respectivos níveis estão descritos na  Tabela 2. Foram verificados o efeito sobre a 

eficiência de extração em dois níveis de pH; dois tipos de solvente utilizados para a 

diluição do DES (um aprótico – acetonitrila e outro prótico – metanol basificado com 

0,01% de hidróxido de amônio) em dois níveis de diluição desses solventes (1:4 (v/v) 

e 1:8 (v/v)) em dois níveis de diluição. 

 

Tabela 2 – Fatores e níveis avaliados no planejamento fatorial 23 para otimização do 

experimento 

Fatores Código de interação 

Níveis 

baixo (-) alto (+) 

pH a 8,76 12,67 

Solvente de diluição b Metanol basificado Acetonitrila 

Fator de diluição do solvente c 1:4 1:8 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Para análise dos 3 fatores planejados, foi utilizada uma matriz de contraste 

com 8 testes, em ordem aleatória, cada linha apresenta as variáveis por teste 

executado (Tabela 3). Como resposta foi utilizado o coeficiente de determinação (r2). 

Para cada um dos testes foi construída uma curva de calibração analítica em solução 

tampão fosfato de sódio e potássio e em solução de NaOH 0,1 mol.L-1 nas 

concentrações de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 μg.mL-1 de ácido fólico. 
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Tabela 3 – Matriz octogonal do planejamento fatorial 23 para k = 3 fatores e n = 8 

experimentos 

Teste Ordem 
Combinação 

do 
tratamento 

Variáveis 

Resposta 
pH 

Solvente 
de diluição 

Fator de 
diluição do 

solvente 

1 5° (1) 8,76 (-1) Metanol (-1) 1:4 (-1) 

coeficiente de 
determinação 

(r2). 

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) 

5 6° c 8,76 (-1) Metanol (-1) 1:8 (+1) 

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 cálculo dos efeitos, estimativa de erros e avaliação do modelo estatístico 

foram gerados pelo modelo de regressão e por análise de variância (ANOVA) com 

valor de significância (p < 0,05). 

 

3.9 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DE MÉRITO ANALÍTICO 

 

Os parâmetros de seletividade, faixa de trabalho, linearidade, limite de 

detecção, limite de detecção, exatidão, repetibilidade, fator de enriquecimento e 

incerteza de medição foram avaliados neste estudo. A matriz utilizada nos testes foi 

suplemento alimentar contendo ácido fólico, uma vez que não foi possível encontrar 

matriz isenta do analito. 

O fator de enriquecimento foi determinado pela Equação 7 (Faraji, Mahmoodi-

Maymand e Dastmalchi, (2020). 

 

𝐸𝐹 =  
𝐶𝑓

𝐶𝑖
⁄                                                                                                     (7) 

onde: 

𝐸𝐹 = fator de enriquecimento; 

𝐶𝑓 = concentração de ácido fólico na fase orgânica (DES); 

𝐶𝑖= concentração de ácido fólico 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 construída uma curva 

de calibração com 5 pontos em quintuplicata nas concentrações de 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 

e 20,0 μg.mL-1 utilizando padrão de ácido fólico em solução de NaOH 0,1 mol.L-1. A 

curva foi avaliada visualmente e pelo método dos mínimos quadrados para obtenção 

da regressão linear e dos coeficientes angular, linear, coeficientes de correlação e de 

determinação. A verificação de homocedasticidade foi avaliada pelo teste de Cochran. 

Os valores discrepantes foram verificados pelo teste de Grubs e os resíduos pelo teste 

de Shapiro-Wilk assumindo como hipótese nula a normalidade dos resíduos 

(INMETRO, 2020). 

 

3.9.2 Seletividade 

 

O estudo para verificação de possíveis interferentes foi realizado por efeito de 

matriz. A curva padrão 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 μg.mL-1 de padrão 

de ácido fólico. 

A avaliação estatística foi realizada pelo teste-F e verificação de 

homogeneidade das variâncias, por nível de concentração, para avaliar o efeito da 

matriz na precisão, e pelo teste t para comparação das médias por nível de 

concentração, para avaliar se a matriz não interfere o sinal do analito nos níveis de 

concentração especificados (INMETRO, 2020). 

 

3.9.3 Limite de detecção e limite de quantificação 

 

Foram executadas 10 repetições do branco sem padrão de ácido fólico para 

determinação do LOD e LOQ, calculados a partir das Equações 4 e 5 (INMETRO, 

2020). 
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3.9.4 Exatidão 

 

Foram realizadas 5 replicatas em 5 níveis de concentração (1,0; 5,0; 10,0; 

15,0 e 20,0 µg.mL-1) na curva sem matriz. A recuperação relativa foi calculada 

utilizando a Equação 8 (INMETRO, 2020). 

 

𝑅(%) =  
𝑥̅

𝑥𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎
 𝑥 100                                                                         (8) 

onde: 

𝑅 = Recuperação relativa em porcentagem; 

𝑥 = valor médio do analito na matriz não fortificada; 

𝑥𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎 = valor de referência da concentração adicionada na matriz. 

 

O valor de R (%) foi avaliado como satisfatório quando atingiu a faixa de 

recuperação entre 80 e 110% de acordo com o DOC-CGCRE-8 (INMETRO, 2020). 

 

3.9.5 Precisão 

 

Foram realizadas 5 replicatas em 5 níveis de concentração (1,0; 5,0; 10,0; 

15,0 e 20,0 µg.mL-1) na curva sem matriz (INMETRO, 2020). Para a avaliação da 

repetibilidade os testes foram realizados pelo mesmo analista, no mesmo 

equipamento, no mesmo dia. O desvio padrão relativo (DPR) para avaliação da 

repetibilidade foi calculado conforme a Equação 9. 

 

𝐷𝑃𝑅 (%) =  
𝑠𝑟

𝑥̅
𝑥100                                                                                      (9) 

onde: 

𝐷𝑃𝑅 = desvio padrão relativo em porcentagem; 

𝑠𝑟 = desvio padrão da repetibilidade. 

𝑥̅ = valor médio da concentração nas 5 replicatas. 

 

O valor de DPR (%) foi avaliado pelo valor de Horwitz derivado da Equação 

10 de acordo com o DOC-CGCRE-8 (INMETRO, 2020). 

 

𝐷𝑃𝑅𝑅 = 2(1−0,5 log 𝐶)                                                                                      (10) 
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onde: 

𝐷𝑃𝑅𝑅= desvio padrão relativo em porcentagem; 

𝐶 = concentração de analito (g.g-1). 

 

3.9.6 Comparação com método referência 

 

A comparação do método desenvolvido para determinação de ácido fólico, foi 

realizada em amostra de suplemento alimentar de ácido fólico. Os resultados do 

método desenvolvido foram comparados ao método cromatográfico para comprimidos 

de ácido fólico da Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019). 

Para execução do método desenvolvido, a massa equivalente a 10 μg de 

ácido fólico, foi pesada a partir da homogeneização de 20 cápsulas do suplemento 

alimentar, transferida para balão volumétrico âmbar de 250 mL e completado o volume 

com solução de NaOH 0,1 mol.L-1. O balão foi agitado manualmente por 50 vezes, 

uma alíquota de 10 mL foi transferida para tubo plástico 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 então adicionados 300 μL de DES. A solução foi agitada em 

vórtex por 2 min e centrifugada por 5 min a 7500 RPM. Um volume de 100 μL da fase 

orgânica, foi retirado com auxílio de microseringa de 250 μL, transferido para frasco 

de vidro de 1,5 mL, seguindo-se a diluição com metanol basificado na proporção de 

1:8 (v/v). Uma alíquota de 100 μL da diluição foi transferida para microcubeta e a 

leitura realizada em espectrofotômetro na faixa de 200 a 800 nm. 

Foi realizada a comparação entre o resultado obtido para o método 

desenvolvido no presente trabalho com o método referência preconizado na 

Farmacopeia Brasileira, para a determinação de ácido fólico em suplemento alimentar 

por HPLC-UV. A tendência relativa do método e a recuperação relativa apresentadas 

foram determinadas pelas Equações 11 e 12, respectivamente. As médias dos 

resultados foram avaliadas pelo teste F para avaliar se as variâncias foram 

estatisticamente iguais e pelo teste t (Student) para verificação de igualdade das 

médias dos resultados (INMETRO, 2020). 

 

𝑏 (%) =
( 𝑥̅ − 𝑥̅𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎)

𝑥̅𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎
⁄  𝑥 100                                                                          (11) 

 

𝑅′ = 𝑥̅
𝑥𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎

⁄  𝑥 100                                                                                                        (12) 
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onde: 

𝑏 = tendência do método, em porcentagem; 

𝑅′ = recuperação relativa, em porcentagem; 

𝑥̅ = concentração média de AF no método desenvolvido, em μg/ cápsula; 

𝑥̅𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎 = concentração média de AF no método referência, em μg/ cápsula. 

 

3.9.7 Incerteza de medição 

 

Para estimativa da incerteza de medição foi especificado o mensurando, e 

então as fontes de incerteza padrão foram identificadas a partir de múltiplas fontes, 

utilizando o Diagrama de Ishikawa. As fontes de incerteza foram então classificadas 

como fonte do tipo A ou tipo B, a fim de verificar o tipo de distribuição utilizada para 

normalização dos dados de entrada e transformação em incerteza padrão para cada 

componente. As incertezas padrão 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 determinação 

do fator de abrangência (k) a um nível de 95,45% de confiança utilizado para 

determinação do valor da incerteza expandida (Uexp) (Ellison; Williams, 2012). 

O valor encontrado para incerteza de medição foi avaliado de acordo com o 

estabelecido pelo Guia de validação e controle de qualidade analítica (Brasil, 2011), 

conforme Equação 13. 

 

𝑢𝑐(𝐶𝑎𝑛𝑎𝑙)

𝐶𝑎𝑛𝑎𝑙
≤ 8

9⁄ 𝑥𝐶𝑉𝑡𝑎𝑏𝑒𝑙𝑎𝑑𝑜                                                                                                    (13) 

 

onde: 

𝑢𝑐(𝐶𝑎𝑛𝑎𝑙) = incerteza combinada para a faixa de concentração avaliada, em μg.mL-1; 

𝐶𝑎𝑛𝑎𝑙 = concentração analítica para a faixa avaliada, μg.mL-1; 

𝐶𝑉𝑡𝑎𝑏𝑒𝑙𝑎𝑑𝑜 = coeficiente de variação tabelado para a faixa avaliada. 

 

3.10 AMOSTRA DE ÁCIDO FÓLICO UTILIZADA NO ESTUDO 

 

A amostra utilizada no estudo foi adquirida em farmácia da região 

metropolitana de Florianópolis e foi selecionada seguindo os seguintes critérios: 

apresentação na forma suplemento alimentar em cápsulas, contendo ácido fólico na 

forma de ácido n-pteroilmonoglutâmico, sem associação com outros ativos. 
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3.11 VERIFICAÇÃO DO MÉTODO FRENTE AOS PARÂMETROS DA QUÍMICA 

VERDE 

 

O método desenvolvido para determinação de ácido fólico e o método 

cromatográfico para comprimidos de ácido fólico da Farmacopeia Brasileira foram 

verificados e comparados frente aos 12 parâmetros da química verde, utilizando a 

ferramenta Analytical Greenes Calculator (AGREE) (Pena-Pereira; Wojnowski, 

Tobiszewski, 2020). 

 

3.12 PRÉ PROCESSAMENTO DE DADOS 

 

Todos os espectros foram processados para correção do deslocamento da 

linha de base (offset) empregando a Equação 14, conforme especificado por Beebe, 

Pell e Seasholtz (1998). 

 

𝑦𝜆
∗∗ = 𝑦𝜆

∗ + 𝛼                                                                                                 (14) 

Onde:  

𝑦𝜆
∗∗ = valor do vetor-amostra ao longo do espectro UV-Vis; 

𝑦𝜆
∗ = valor do sinal de interesse corrigido; 

α = valor estimado (offset-baseline). 

 

A suavização dos dados espectrais foi realizada por meio da aplicação do 

método Savitzky-Golay (Savitzky e Golay, 1964) utilizando-se um polinômio móvel de 

segunda ordem com janela de 7 pontos para minimização de ruídos e sem perda 

significativa de informação (Equação 15). A suavização foi aplicada nos espectros de 

ordem zero e primeira derivada. 

 

𝑦𝜆 =
(−2𝑦𝜆−3

∗ + 3𝑦𝜆−2
∗ + 6𝑦𝜆−1

∗ + 7𝑦𝜆
∗ + 6𝑦𝜆+1

∗ + 3𝑦𝜆+2
∗ − 2𝑦𝜆+3

∗ )
21

⁄                   (15) 

Onde:  

𝑦𝜆 = sinal suavizado; 

𝑦𝜆
∗ = valor do sinal de interesse corrigido (referente ao sinal da Equação 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®, versão 2311, EUA). 

 

3.13 PÓS PROCESSAMENTO DE DADOS 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa 

Microsoft® Excel® (Microsoft 365 MSO®, versão 2311, EUA) e o programa Minitab® 

Statistical Softtware (LLC, versão 21.4.2 2023, EUA).  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 ÁCIDO FÓLICO 

 

4.1.1 Caracterização das propriedades físico-químicas do ácido fólico por 

simulação numérica 

 

A Figura 8 apresenta o diagrama de espécies para o ácido fólico gerado a 

partir dos dados da plataforma CHEMICALIZE e do programa Marvin Sketch. Os 

dados brutos da simulação gerada pelo programa CHEMICALIZE estão apresentadas 

no APÊNDICE A. A simulação gerada pelo programa Marvin Sketch apresenta 6 sítios 

principais de ionização responsáveis pela dissociação do ácido fólico, 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 são as de interesse, pois apresentam maior 

percentual de espécies nos valores de pH de 8,76 e 12,67 referente a solução tampão 

fosfato de sódio e potássio e solução de NaOH 0,1 mol.L-1, respectivamente, utilizadas 

neste trabalho. No gráfico de distribuição de espécies é possível verificar que nessa 

faixa de pH as duas espécies (Figura 8 C e 8 D) são majoritárias, sendo que a espécie 

demonstrada na Figura 8 C possui os dois grupamentos carboxílicos da porção 

glutamil desprotonados (pKa 4,08 e 4,98) e a espécie na Figura 8 D apresenta 

desprotonação do nitrogênio no anel pteridínico (pKa 9,99) além dos dois 

grupamentos carboxílicos desprotonados.  

Szakács e Noszál (2006) determinaram 3 pKas acídicos para o ácido fólico 

em 2,38, 3,46 e 4,98 que contribuem para a desprotonação dos grupamentos glutamil-

carboxílicos e do nitrogênio do anel pteridínico, respectivamente, e um pKa para o 

ácido fólico em 8,08 atribuído ao nitrogênio da porção lactâmica. 
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Figura 8 – Diagrama de distribuição de microespécies de ácido fólico e constantes 

de dissociação 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: AF - ácido fólico; A - AF com respectivos pKas; B, C e D - protonação e desprotonação dos 

grupamentos amínicos e carboxílicos do AF; E - diagrama de distribuição de espécies do AF. 
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Na curva de solubilidade do ácido fólico (Figura 9) obtida pela simulação, 

observou-se que o ácido fólico apresenta elevação da curva de solubilidade a partir 

de pH 5,0 atingindo máximo em torno de pH 6,0. Em pH 8,0 a 13,0 continua 

apresentado máxima solubilidade, sendo que nessa região de pH, há prevalência das 

espécies desprotonadas conforme demonstrado nas Figuras 8 C e 8 D. Estes dados 

são condizentes com os determinados experimentalmente por Bottari et al. (2021) que 

realizaram estudo sobre a solubilidade do ácido fólico e observaram que a solubilidade 

do ácido fólico é dependente do pH, devido a presença de duas a três cargas na forma 

aniônica, correspondentes a desprotonação dos grupos carboxílicos e do nitrogênio 

no anel pteridínico. 

 

Figura 9 – Gráficos de solubilidade (A) e lipofilicidade (B) em função do pH para 

ácido fólico 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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A curva correspondente ao coeficiente de partição (Log D) para o ácido fólico 

(Figura 9) indica o comportamento lipofílico do ácido fólico. O log D permite avaliar a 

distribuição das espécies carregadas e não carregadas em equilíbrio em função 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 concentração de espécies ionizadas de ácido 

fólico em fase aquosa. Conforme observado na Figura 8, o ácido fólico apresenta 

diversos grupos desprotonados em pH alcalino e melhor solubilidade, corroborando o 

apresentado na curva de lipofilicidade. 

 

4.1.2 Caracterização espectrofotométrica 

 

A Figura 10 apresenta os espectros de absorção molecular da água, da 

solução tampão fosfato de sódio e potássio pH 8,76 ± 0,01 e solução de NaOH 0,1 

mol.L-1 pH 12,67 ± 0,02, na região de comprimento de onda entre 200 e 800 nm, 

utilizados para correção dos espectros do ácido fólico. Observou-se que para 

comprimentos de onda inferiores a 250 nm há aumento da absorbância, 

principalmente para o solução tampão fosfato de sódio e potássio e para a solução de 

NaOH 0,1 mol.L-1. A solução de NaOH 0,1 mol.L-1 apresentou máxima absorção 

próxima a 207 nm, similar ao valor de 210 nm encontrado por Tong et al. (2020). O 

espectro da água reagente apresentou comportamento compatível ao reportado por 

Shalatonin e Pollack (2022), sem presença de bandas de absorção ao longo do 

espectro. Para todas as soluções testadas não foi verificado sinal indicativo de 

interferentes na região de interesse para este trabalho (255 a 365 nm). 

 



65 

Figura 10 – Espectro de absorção no UV-Vis da água, solução tampão fosfato de 

sódio e potássio e solução de NaOH 0,1 mol.L-1 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: TFSP - tampão fosfato de sódio e potássio. 

 

Diferentes concentrações de ácido fólico foram caracterizadas por 

espectrofotometria UV-Vis na região de comprimento de onda entre 200 e 800 nm. Os 

espectros com correção de linha de base e suavização estão apresentados na Figura 

11 para a solução tampão fosfato de sódio e potássio e na Figura 12 para a solução 

de NaOH 0,1 mol.L-1. 
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Figura 11 – Espectro de absorção no UV-Vis de diferentes concentrações de ácido 

fólico em solução tampão fosfato de sódio e potássio 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: AF - ácido fólico; TFSP - tampão fosfato de sódio e potássio. 

 

Figura 12 – Espectro de absorção no UV-Vis de diferentes concentrações de ácido 

fólico em solução de NaOH 0,1 mol.L-1 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: AF - ácido fólico. 
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A observação visual dos espectros permite verificar a ocorrência de 3 bandas 

distintas de absorção máximas do ácido fólico, tanto na solução tampão fosfato de 

sódio e potássio quanto em solução de NaOH 0,1 mol.L-1. Essas bandas de absorção 

máxima são características do ácido fólico, conforme relatado por Pérez (2017), no 

qual a absorbância nos comprimentos de onda de 283 nm e 256 nm é devida a 

presença de grupos cromóforos da subunidade ácido p-aminobenzóico conjugada ao 

aminoácido glutamato e a absorção em 356 nm se deve a presença da subunidade 

pteridina. 

De acordo com Owen (2000) a espectrofotometria derivativa permite confirmar 

a identidade de um analito. No espectro do ácido fólico em solução tampão fosfato de 

sódio e potássio (Figura 13), foi possível visualizar 3 pontos de intersecção da primeira 

derivada que indicam três λmáx para o ácido fólico em 258 nm, 283 nm e 365 nm. 
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Figura 13 – Espectros de ordem zero e primeira derivada de ácido fólico 20,0 μg.mL-

1 em solução tampão fosfato de sódio e potássio 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Para o ácido fólico em solução de NaOH 0,1 mol.L-1 o comportamento 

espectral observado na Figura 14 foi similar ao encontrado para o solução tampão 

fosfato de sódio e potássio, porém com λmáx em 257 nm, 284 nm e 366 nm. 

 

365 nm

283 nm

258 nm

-0,10

-0,08

-0,06

-0,04

-0,02

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,00

0,50

1,00

1,50

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

A
m

p
lit

u
d
e
 d

o
 p

ic
o

A
b
s
o
rb

â
n
c
ia

Comprimento de onda  (nm)

ORDEM ZERO

PRIMEIRA DERIVADA

PRIMEIRA DERIVADA SUAVIZADA



69 

Figura 14 – Espectros de ordem zero e primeira derivada de ácido fólico 20,0 μg.mL-

1 em solução de NaOH 0,1 mol.L-1 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Os resultados encontrados neste trabalho estão de acordo com aqueles 

observados por Modupe, Maurras e Diosady (2020), que avaliaram o comportamento 

de solução de ácido fólico (25 μg.mL-1) em carbonato de sódio (0,1 mol.L-1), em pH 

11,1 e encontraram máxima absorção em 256 nm, 283 nm e 366 nm. Ribeiro et al. 

(2016) verificaram o comportamento espectral de solução de ácido fólico 10 μg.mL-1 

em carbonato de sódio 0,1 mol.L-1 e solução de NaOH 0,1 mol.L-1, e observaram que 

a máxima absorção foi nos comprimentos de 255,5 nm, 283,0 nm e 365,5 nm. Matias 

et al. (2014) relataram 4 comprimentos de onda de máxima absorção em 217 nm, 257 

nm, 282,5 nm e 361,5 nm, para ácido fólico (17,5 μg.mL-1) em solução tampão 
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NaH2PO4/Na2HPO4  (0,1 mol.L-1; pH 9,0), muito próximos aos comprimentos de onda 

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

 

4.1.3 Avaliação da linearidade 

 

Após a determinação dos λmáx do ácido fólico as curvas de calibração foram 

construídas na faixa de concentração de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 μg.mL-1 em 

solução tampão fosfato de sódio e potássio e solução de NaOH 0,1 mol.L-1, 

considerando os dados com correção de linha de base, correção de branco e 

aplicação de suavização obtidos no item 4.1.2 para a avaliação por regressão linear. 

Foram utilizados dois intervalos de valores, ± 2 nm e ± 5nm, em torno dos λmáx para 

aquisição dos dados de cada ponto da curva. 

Os coeficientes de determinação (r2) e correlação (r) para o ácido fólico tanto 

em solução tampão fosfato de sódio e potássio quanto em solução de NaOH 0,1 mol.L-

1, (Tabelas 4 e 5), foram superiores a 0,999 demonstrando relação linear do método 

testado. Observou-se que em ambas as soluções o coeficiente angular é similar para 

todos os λmáx, e que na região de 365 nm e 366 nm o coeficiente angular diminui 

consideravelmente em relação aos demais λmáx conferindo menor sensibilidade para 

quantificação de ácido fólico nesta região. Esses valores estão em consonância com 

os valores encontrados na literatura para ácido fólico, quando utilizado hidróxido de 

sódio ou tampões 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 – Parâmetros de regressão linear para ácido fólico em solução tampão 

fosfato de sódio e potássio 

Parâmetros de 
regressão 

Comprimento de onda (nm) 

258 ± 5 258 ± 2 283 ± 5 283 ± 2 365 ± 5 365 ± 2 

Coeficiente angular (b) 
0,0524 ± 
0,0008 

0,0528 ± 
0,0009 

0,0597 ± 
0,0006 

0,0601 ± 
0,0007 

0,0191 ± 
0,0002 

0,0192 ± 
0,0002 

Coeficiente linear (a) 
0,0174 ± 
0,0092 

0,0213 ± 
0,0108 

0,0116 ± 
0,0075 

0,0116 ± 
0,0074 

0,0029 ± 
0,0027 

0,0017 ± 
0,0023 

Coeficiente de 
determinação (r2) 

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

Coeficiente de 
correlação (r) 

0,9995 0,9993 0,9997 0,9998 0,9997 0,9998 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Tabela 5 – Parâmetros de regressão linear para ácido fólico em solução de NaOH 

0,1 mol.L-1 

Parâmetros de 
regressão 

Comprimento de onda (nm) 

257 ± 5 257 ± 2 284  ± 5 284  ± 2 366  ± 5 366  ± 2 

Coeficiente angular (b) 
0,0590 ± 
0,0005 

0,0599 ± 
0,0006 

0,0589 ± 
0,0004 

0,0592 ± 
0,0004 

0,0206 ± 
0,0001 

0,0207 ± 
0,0001 

Coeficiente linear (a) 
-0,0108 ± 

0,0062 
-0,0101 ± 

0,0071 
-0,0101 ± 

0,0049 
-0,0101 ± 

0,0051 
-0,0031 ± 

0,0016 
-0,0032 ± 

0,0016 
Coeficiente de 

determinação (r2) 
0,9996 0,9996 0,9998 0,9998 0,9996 0,9998 

Coeficiente de 
correlação (r) 

0,9998 0,9998 0,9999 0,9999 0,9998 0,9999 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Para determinar se houve diferença significativa com relação ao intervalo de 

dados utilizados para determinação dos valores em torno do λmáx, foi realizada a 

comparação dos coeficientes angulares (b) para os grupos de dados obtidos nos 

intervalos de λ ± 2 nm e λ ± 5 nm para solução tampão fosfato de sódio e potássio e 

solução de NaOH 0,1 mol.L-1. O teste utilizado foi o teste t para dados pareados com 

nível de significância de 5% (Tabela 6). 

 

Tabela 6 – Valores encontrados para teste t pareado para os conjuntos bλ±2nm e 

bλ±5nm, com nível de significância 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: Sd - desvio padrão das diferenças das observações pareadas; TSFP - solução tampão 

fosfato de sódio e potássio. 

 

Os resultados apontaram que não houve diferença significativa entre os 

conjuntos bλ±2nm e bλ±5nm . Ambos os p-valores calculados (Tabela 6) foram maiores 

que 0,05 e os valores t menores que o valor tcrítico (tcrítico 4,30), com 95% de confiança. 

Dessa forma conclui-se que a hipótese nula é verdadeira, portanto, não há diferença 

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 os λmáx ± 2 nm. 
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A Figura 15 apresenta as curvas de calibração obtidas para o ácido fólico, 

conforme apresentado nas Tabelas 4 e 5, e foi possível observar que os modelos 

apresentam linearidade e os valores dos coeficientes de determinação (r2) e 

correlação (r) atendem ao critério de aceitação (r) superior a 0,990 estabelecido pela 

RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 (Brasil, 2017b). É possível observar na Figura 15 

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

 

Figura 15 – Curvas de calibração do ácido fólico em λmáx ± 2 nm em solução tampão 

fosfato de sódio e potássio (A) e solução de NaOH 0,1 mol.L-1 (B) em diferentes 

comprimentos de onda 

 

Fonte: elaborado pelo autor 
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Os limites de detecção e quantificação da Tabela 7 foram calculados a partir de 

10 replicatas dos desvios padrão dos brancos e dos coeficientes angulares das curvas 

conforme as Equações 4 e 5. 

 

Tabela 7 – Limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) para ácido fólico em 

solução tampão fosfato de sódio e potássio e solução de NaOH 0,1 mol.L-1 

Comprimento de onda (nm) LOD (μg.mL-1) LOQ (μg.mL-1) 

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 - tampão fosfato de sódio e potássio. 

 

Os limites encontrados nesta etapa do trabalho estão abaixo da menor 

concentração da curva (0,5 μg.mL-1), indicando que o intervalo proposto para a faixa 

de trabalho e construção das curvas de linearidade foi adequado. 

Elkhazein et al. (2022) obtiveram valores de 2,73 μg.mL-1 e 8,27 μg.mL-1 de 

LOD e LOQ de ácido fólico, respectivamente, utilizando solução de NaOH 0,1 mol.L-1 

em 255 nm. Esses valores são 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 concentração de solução 

de NaOH do presente estudo.  

 

4.1.4 Determinação dos coeficientes de absortividade molar 

 

Na Tabela 8 constam os valores calculados para a absortividade molar do ácido 

fólico nos comprimentos de onda máximos observados nas soluções de tampão 

fosfato de sódio e potássio e solução de NaOH 0,1 mol.L-1. 
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Tabela 8 – Valores experimentais de absortividade molar para ácido fólico 

λmáx (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 

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 - tampão fosfato de sódio e potássio; λmáx - comprimento de onda máximo (nm). 

 

Os valores obtidos para a absortividade molar do ácido fólico em solução 

tampão fosfato de sódio e potássio e solução de NaOH 0,1 mol.L-1 são similares, 

entretanto nos comprimentos de onda de 257-258 nm e 365-366 nm, os valores de 

absortividade são superiores para a solução de NaOH que possui pH de 12,67, maior 

que a solução tampão fosfato de sódio e potássio que possui pH igual a 8,76. O 

aumento da absortividade molar em solução de NaOH pode estar relacionada a 

desprotonação do nitrogênio pteridínico, que ocorre em pKa 9,99, conforme 

apresentado no item 4.1.1. De acordo com Thangavel et al. (2022) compostos 

orgânicos que possuem vários sítios ionizáveis podem apresentar alterações no 

espectro UV, contanto que os grupos ionizáveis possuam variação significativa na 

absortividade molar.  

Off et al. (2005) encontraram valores de absortividade molar de ácido fólico  em 

tampão fosfato salina pH 7, iguais a 25220 e 6675 L.mol-1.cm-1 a 280 e 350 nm, 

respectivamente, próximos aos encontrados neste trabalho. Gomes (2021) reportou 

absortividade molar de 3,2 x 103 L.mol-1.cm-1 a 280 nm para o ácido fólico em solução 

de DMSO, valor inferior ao obtido neste estudo. 

 

4.1.5 Avaliação da estabilidade do ácido fólico 

 

De acordo com o Codex Alimentarius a estabilidade de um analito deve ser 

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

condições de armazenamento e tempo nas quais há garantia de que a manutenção 
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das características do analito permanecem minimamente alteradas e dentro de um 

limite de aceitação determinado (FAO, 2014). 

A estabilidade do ácido fólico foi avaliada sob condições de refrigeração a 5 

°C ± 3 °C por 40 dias de armazenamento (Figura 16). 

Pode-se observar visualmente nos gráficos da Figura 16 que ao longo dos 40 

dias de armazenamento o ácido fólico manteve um comportamento estável, sem 

alterações visuais discrepantes na absorbância.  

 

Figura 16 – Gráfico de estabilidade do ácido fólico (20,0 μg.mL-1) em solução 

tampão fosfato de sódio e potássio (A) e solução de NaOH 0,1 mol.L-1  (B) em 

temperatura de 5 °C ± 3 °C e diferentes comprimentos de onda 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Em relação a recuperação (%) do ácido fólico após o armazenamento, foi 

observado (Tabela 9) que não houve variação de concentração superior a 2 % nos 

primeiros dias de armazenamento (5 dias), entretanto após 40 dias, a maior variação 

observada foi de 2,8% para o ácido fólico em solução de NaOH 0,1 mol.L-1. De acordo 

com o preconizado pelo Manual de Garantia da Qualidade Analítica (Brasil, 2011a) 

um padrão analítico estável não deve ultrapassar 2 % de degradação máxima. 

Portanto, como segurança, as soluções padrão de ácido fólico foram mantidas em 

frasco âmbar, a 5 °C ± 3 °C por até 5 dias de armazenamento. 

 

Tabela 9 – Recuperação (%) do ácido fólico em solução tampão fosfato de sódio e 

potássio e solução de NaOH 0,1 mol.L-1 em temperatura de 5 °C ± 3 °C 

Comprimento de onda (nm) 
Recuperação (%) 

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, CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA E 

ESPECTROFOTOMÉTRICA DO SOLVENTE EUTÉTICO PROFUNDO 

 

4.2.1 Preparo e caracterização físico-química 

 

O DES preparado a partir de cloreto de trioctilmetilamônio e álcool isoamílico, 

na proporção molar de 1:4 (p/p), respectivamente, apresentou aspecto homogêneo, 

transparente, líquido, de cor amarelada (Figura 17) e com forte odor pungente 

característico. Também apresentou aspecto viscoso, sendo menos denso que a água. 

Ao ser colocado em fase aquosa se apresenta como duas fases distintas, devido a 

sua característica hidrofóbica. Ao ser mantido em banho de gelo não 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 trioctilmetilamônio 

e álcool isoamílico apresentou valor de densidade a 20 °C igual a 0,8552 g.mL-1, 

abaixo do valor da densidade da água a 20°C (0,9982 g.mL-1) e está dentro da faixa 

de 0,85 a 1,5 g.mL-1 conforme relatado por Cao e SU (2021) para solventes eutéticos 

profundos hidrofóbicos. Faraji (2019) obteve densidade 0,93 g.mL-1 para a mesma 

composição de DES, essa diferença em relação ao presente estudo pode estar 

relacionada a qualidade dos reagentes utilizados bem como a técnica utilizada para 

medição. A hidrofobicidade e a baixa densidade foram observadas visualmente pela 

formação de uma fase orgânica na parte superior da fase aquosa conforme 

demonstrado na Figura 7. 

Quanto ao índice de refração, o valor encontrado foi de 1,4417 a 25 °C. Há 

pouca informação disponível na literatura e nenhuma sobre o DES preparado neste 

trabalho. O índice de refração pode ser utilizado para determinar pureza, quantificação 

e identificação (Chen et al., 2022) bem como auxiliar estudos para determinar as 

propriedades elétricas e a ocorrência de ligações de hidrogênio entre as substâncias 

que formam o DES (Hansen et al., 2020). 

Cabe ressaltar que são escassos os dados da literatura sobre as propriedades 

físico-químicas dos DES, o que também foi observado por outros autores (Hansen et 

al., 2020). 
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4.2.2 Caracterização do comportamento espectrofotométrico do DES e seus 

componentes 

 

Os espectros de absorbância obtidos a partir dos dados brutos do DES, 

cloreto de trioctilmetilamônio e álcool isoamílico estão apresentados na Figura 18. No 

espectro do DES, a partir da região inferior a 350 nm, houve um aumento expressivo 

da banda de absorbância. No detalhe da Figura 18 é possível observar os espectros 

do álcool isoamílico e do cloreto de trioctilmetilamônio e o efeito aditivo que ambos os 

compostos causam na formação do espectro do DES. Foram então conduzidos testes 

diluindo o DES com metanol basificado e acetonitrila nas proporções 1:2, 1:4, 1:8 e 

1:12 (v/v) a fim de verificar o comportamento dos espectros das soluções diluídas de 

DES (Figura 19). 

 

Figura 18 – Espectro de absorção no UV-Vis do DES mostrando no detalhe os 

espectros do cloreto de trioctilmetilamônio (TOMAC) e álcool isoamílico 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Figura 19 – Espectro de absorção no UV-Vis do metanol (A), acetonitrila (B) e de 

diferentes diluições 1:2, 1:4, 1:8 e 1:12 (v/v) do DES em metanol (C) e em 

acetonitrila (D) 

 

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 não apresentaram sinal de absorção. O metanol apresenta elevação do 

sinal a partir da região inferior a 250 nm, porém este comportamento está em acordo 

com o reportado por SHIMADZU (2020). 

Os espectros das diluições do DES em metanol basificado e acetonitrila, 

apresentados nas Figura 19 C e D demonstram o efeito da diluição dos solventes 

empregados. A partir da diluição 1:8 (v/v), tanto para diluição com metanol quanto 

para acetonitrila, há o aparecimento de uma banda de absorção na região de 275 a 

280 nm, próxima a região de 257 a 283 nm nas quais foram identificados dois picos 

de absorção característicos para o ácido fólico em solução tampão fosfato de sódio e 

potássio e solução de NaOH 0,1 mol.L-1. A presença de absorção do DES nessa 

região pode dificultar a utilização da faixa de comprimento de onda de 257 a 283 nm, 

para quantificação do ácido fólico utilizando o DES como sistema extrator. 



80 

A Figura 20 apresenta o resultado obtido para o teste de verificação de 

transferência de compostos do DES para a fase aquosa. No gráfico observa-se que o 

pico na região de 275-280 nm que apareceu no espectro do DES (fase orgânica) 

também pode ser observado na fase aquosa, nesta mesma região de comprimento 

de onda. Foi realizado um teste para verificar se este pico poderia ser devido a 

transferência de massa dos componentes do DES (cloreto de trioctilmetilamônio e 

álcool isoamílico). Para tanto diluiu-se o cloreto de trioctilmetilamônio na proporção de 

1:8 (v/v) em metanol e em seguida realizada a leitura no espectrofotômetro em 

comprimento de onda entre 200 nm a 800 nm. Também foi preparada uma solução 

com 5 mL de água ultra purificada e 0,1 mL de álcool isoamílico, a qual foi agitada e 

após a separação de fases, uma alíquota foi retirada da fase aquosa e realizada leitura 

no espectrofotômetro nas mesmas condições descritas anteriormente. 

 

Figura 20 – Espectro de absorção UV mostrando a transferência de massa de álcool 

isoamílico da fase orgânica DES para a fase aquosa 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: fase orgânica 1:8 - diluição 1:8 (v/v) do DES em metanol que esteve em contato 

com a água ultra purificada; fase aquosa DES - água ultra purificada que esteve em contato com o 

DES; fase aquosa álcool - água ultra purificada que entrou em contato com o álcool isoamílico; 

TOMAC 1:8 - diluição 1:8 do cloreto de trioctilmetilamônio em metanol. 

 

Observou-se na Figura 20 que o cloreto de trioctilmetilamônio não apresentou 

pico de absorbância similar ao pico do DES em 275 nm, porém a fase aquosa do teste 

com álcool isoamílico apresentou um pico precisamente na região de 275 nm na qual 
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aparece pico de absorbância no DES, indicando que há transferência de alguma 

porção de massa do álcool isoamílico da fase orgânica para a fase aquosa. O álcool 

isoamílico possui solubilidade em água a 20 °C igual a 2,830 % em peso (Shchelokova 

et al., 2012). 

Além disso, o espectro permite observar que na região acima de 350 nm o 

sinal de fundo do DES é muito baixo, e considerando que no item 4.1.2 foi determinado 

pico de absorção para o ácido fólico em comprimento de onda de 364-365 nm, tanto 

para a solução de tampão fosfato de sódio e potássio quanto para a solução de NaOH 

0,1 mol.L-1, essa região de absorção ultravioleta pode ser explorada para a 

determinação do analito de interesse. 

Os testes realizados até o momento permitem concluir que o solvente eutético 

profundo apresenta sinal de interferência na região de 257 a 283 nm, faixa na qual o 

ácido fólico apresenta dois picos característicos e de maior intensidade de sinal de 

absorbância por espectrofotometria UV-Vis (item 3.1.2), impossibilitando a utilização 

desta faixa para quantificação de ácido fólico. Entretanto, na faixa de comprimento de 

onda de 365-366 nm, na qual o ácido fólico 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 quantificação de ácido fólico. 

 

4.3 MICROEXTRAÇÃO DISPERSIVA LÍQUIDO-LÍQUIDO DE ÁCIDO FÓLICO 

ASSISTIDA POR AGITAÇÃO EM VÓRTEX COM SOLVENTE EUTÉTICO 

PROFUNDO 

 

A  Figura 21 apresenta os espectros obtidos no teste de extração do ácido 

fólico 20,0 μg.mL-1 utilizando o DES para extração a partir da solução tampão fosfato 

de sódio e potássio e solução de NaOH 0,1 mol.L-1, com as diluições 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 presença de banda 

espectral do álcool isoamílico na região de 275 a 280 nm, que pode interferir na 

absorção molecular do ácido fólico. 
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Figura 21 – Espectros de absorção no UV-Vis para extração de ácido fólico (20,0 

μg.mL-1) por microextração líquido-líquido em fase dispersiva, agitação por vórtex e 

solvente eutético profundo para os sistemas tampão fosfato de sódio e potássio/ 

metanol (A), tampão fosfato de sódio e potássio/ acetonitrila (B), solução de NaOH 

0,1 mol.L-1/ metanol (C) e solução de NaOH 0,1 mol.L-1/ acetonitrila (D) 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: AF - ácido fólico; DES - solvente eutético profundo; TFSP - solução tampão fosfato de sódio 

e potássio; ACN - acetonitrila. As linhas sólidas representam o ácido fólico extraído pelo DES; as 

linhas tracejadas representam a extração de ácido fólico sem DES. 

 

Na Figura 21 observa-se que nas diluições 1:2 (v/v) há presença de muito 

ruído, quando comparado aos demais espectros (1:4, 1:8 e 1:12) prejudicando o sinal 

do ácido fólico quando extraído pelo DES. Skoog, Holler e Nieman (2008), relatam 

que em concentrações mais altas de analito pode haver interações entre as cargas 

das moléculas absorventes devido a diminuição da distância entre as moléculas e por 

conseguinte alterações no espectro de absorção. Butreddy et al. (2021) estudaram as 

propriedades de auto-organização do ácido fólico em um sistema água/metanol e 

relataram que a partir de 2,72 μM o ácido fólico atinge a concentração crítica de 

agregação 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 presença de estruturas supramoleculares formadas por trifenilenos em 

soluções aquosas, provocando alterações nos espectros de absorção. 

Nas quatro condições avaliadas houve um aumento na leitura de absorbância 

em relação a extração de ácido fólico sem o DES, conforme observa-se na Figura 21. 

Entretanto, a diluição 1:12 (v/v) apresenta espectro bastante próximo ao do ácido 

fólico extraído sem o DES. Nojavan et al. (2015) apontam que o cloreto de 

trioctilmetilamônio, por ser um surfactante catiônico, tem a habilidade de formar um 

par iônico com o ácido fólico, com a subsequente extração para  a fase orgânica. Faraji 

(2019) utilizou a combinação cloreto de trioctilmetilamônio e álcool isoamílico como 

DES para extração de auxinas em água e sucos de frutas e concluiu que a presença 

de grupos carboxil desprotonados nas auxinas em pH acima dos valores de pKa das 

auxinas podem melhorar as condições para o pareamento iônico. Faraji, Mahmoodi-

Maymand e Dastmalchi, (2020) concluíram que a extração de ácido fólico a partir de 

amostras da farinha de trigo por DES produzido a partir de cloreto de 

trioctilmetilamônio e álcool isoamílico, ocorre principalmente devido a interações 

eletrostáticas por pareamento iônico entre o DES e o ácido fólico. 

Quanto ao comportamento dos extratos aquosos obtidos após a extração com 

o DES, a Figura 22 revela que não há picos característicos do ácido fólico em todas 

as concentrações avaliadas, tanto em solução tampão fosfato de sódio e potássio 

quanto em solução de NaOH 0,1 mol.L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



84 

Figura 22 – Espectros de absorção no UV-Vis das fases aquosas obtidas a partir da 

microextração líquido-líquido em fase dispersiva, agitação por vórtex e solvente 

eutético profundo para o tampão fosfato de sódio e potássio (A), solução de NaOH 

0,1 mol.L-1 (B) e espectro do álcool isoamílico em água 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: AF - ácido fólico; DES - solvente eutético profundo; TFSP - solução tampão fosfato de sódio 

e potássio. As linhas sólidas representam as fases aquosas após extração pelo DES, as linhas 

tracejadas representam a fase aquosa da extração com álcool isoamílico. 

 

O espectro apresentado na Figura 21 demonstra que o ácido fólico apresentou 

absorção na região de 330 a 410 nm, enquanto na Figura 22 pode-se observar que 

não há interferência dos componentes do DES, nesta mesma região de absorção. 

Pourmohammad, Faraji e Jafarinejad (2019) demonstraram a utilização de DES a 

base de fenol e cloreto de benziltrietil amônio para extração de Cr (VI) em amostras 

de água sem interferência do DES na região de absorção de interesse do analito. 

Os espectros da primeira derivada obtidos a partir da extração de ácido fólico 

(Figura 23) em ambos os sistemas tampão fosfato de sódio/DES e solução de 

NaOH/DES, evidenciam que o comprimento de absorção máxima é de 370 nm (Figura 

23 A, C e D) com exceção do sistema TSFP/DES com diluição em acetonitrila (Figura 

23 B) que exibiu comprimento de onda máximo em 369 nm. Em comparação aos 

testes realizados para extração de ácido fólico sem o DES, há um deslocamento da 

banda de absorção de cerca de 4 a 5 nm em direção à frequência mais baixa, 

indicando solvatocromismo positivo ou efeito batocrômico (Paczkowski; Campo, 

2023). Dwamena e Raynie (2020) demonstraram o efeito batocrômico de DES a base 

de ácidos carboxílicos utilizados como substância doadora de hidrogênio. Kumar, 

Kumar e Pandey (2023) observaram que o aumento na concentração de cloreto de 
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lítio em um meio reacional causou efeito hipsocrômico no espectro de absorção de 

DES a base de cloreto de colina e glicerol. 

 

Figura 23 – Espectros de zero ordem e primeira derivada do ácido fólico (20,0 

μg.mL-1) extraído por microextração líquido-líquido em fase dispersiva, agitação por 

vórtex e solvente eutético profundo para os sistemas tampão fosfato de sódio e 

potássio/ metanol (A), tampão fosfato de sódio e potássio/ acetonitrila (B), solução 

de NaOH 0,1 mol.L-1/ metanol (C) e solução de NaOH 0,1 mol.L-1/ acetonitrila (D) 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

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

 

Considerando os resultados encontrados até o momento, as diluições 1:2 (v/v) 

e 1:12 (v/v), nos sistemas tampão fosfato de sódio e potássio/ metanol, tampão fosfato 

de sódio e potássio/ acetonitrila, solução de NaOH 0,1 mol.L-1/ metanol e solução de 

NaOH 0,1 mol.L-1/ acetonitrila não foram utilizadas devido a presença de interferentes 

no espectro e esta última por apresentar sinal próximo a extração de ácido fólico sem 

a presença do DES. Também as demais etapas do trabalho foram realizadas 
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considerando os comprimentos de onda máximo obtidos (370 nm ± 2 nm e 369 nm ± 

2 nm). 

Quanto aos parâmetros de regressão linear apresentados nas Tabela 10 e 

Tabela 11, observou-se que o DES aumentou a sensibilidade do método, visto que 

tanto para extração de ácido fólico pelo DES em solução tampão fosfato de sódio e 

potássio quanto para solução de NaOH 0,1 mol.L-1 houve aumento do coeficiente 

angular em comparação aos obtidos para a extração de ácido fólico sem DES (Tabela 

4 e 5). A maior sensibilidade foi encontrada para a extração em TFSP/DES seguida 

de diluição em acetonitrila na proporção de 1:4 (v/v). Os coeficientes de determinação 

para extração a partir do TFSP/DES variaram de 0,7896 a 0,8302, logo foram menores 

que a extração com o sistema NaOH/DES. A maior concentração de sais na solução 

tampão de fosfato de sódio e potássio com relação a solução de hidróxido de sódio 

pode interferir na extração do ácido fólico (Nojavan et al., 2015). De acordo com Faraji, 

Mahmoodi-Maymand e Dastmalchi (2020) a adição de NaCl em concentrações de até 

10 % (p/v) no meio extrator apresenta efeito negativo sobre a extração de ácido fólico 

pela combinação de cloreto de trioctilmetilamônio-álcool isoamílico como DES. Ge et 

al. (2019) também relataram diminuição da extração de parabenos em amostras de 

água quando a concentração de NaCl foi maior que 3 % (p/v), atribuindo à diminuição 

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

 

Tabela 10 – Parâmetros de regressão linear para microextração líquido-líquido 

dispersiva, agitação por vórtex e solvente eutético profundo, de ácido fólico em 

solução tampão fosfato de sódio e potássio 

Parâmetros de 
regressão 

Metanol 1:4 
(v/v) 

Metanol 1:8 
(v/v) 

Acetonitrila 1:4 
(v/v) 

Acetonitrila 1:8 
(v/v) 

Coeficiente angular (b) 0,0667 ± 0,0167 0,0327 ± 0,0084 0,0752 ± 0,0208 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 
determinação (r2) 

0,7991 0,7896 0,8120 0,8302 

Coeficiente de 
correlação (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 – Parâmetros de regressão linear para microextração líquido-líquido  

dispersiva, agitação por vórtex e solvente eutético profundo de ácido fólico em 

solução de NaOH 0,1 mol.L-1 

Parâmetros de 
regressão 

Metanol 1:4 
(v/v) 

Metanol 1:8 
(v/v) 

Acetonitrila 1:4 
(v/v) 

Acetonitrila 1:8 
(v/v) 

Coeficiente angular (b) 0,0668 ± 0,0032 0,0367 ± 0,0012 0,0585 ± 0,0025 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 
determinação (r2) 

0,9908 0,9955 0,9925 0,9920 

Coeficiente de 
correlação (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 extração com DES, 

apresentados na Figura 22, não foi possível observar a presença de ácido fólico, 

indicando que pode haver alguma interação na fase orgânica que afeta a linearidade, 

interferindo na medida da absorbância a partir do sistema TSFP/DES. Observou-se 

também que os coeficientes lineares das curvas do sistema TFSP/DES apresentaram 

desvios padrão altos, reforçando a não aplicabilidade desta combinação de solventes 

para a extração do ácido fólico em TFSP/DES. Quando se aplica a regressão linear 

no sistema TFSP/DES considerando-se apenas os pontos 0,5 a 10,0 μg.mL-1 e 

excluindo os pontos 15,0 e 20,0 μg.mL-1, o coeficiente de determinação (r2) passa para 

0,8687 quando preparado em metanol 1:4 (v/v) e 0,9921 para acetonitrila 1:4 (v/v), 

porém com diminuição dos coeficientes angulares para 0,0407 e 0,0502, 

respectivamente. Estes resultados demonstram aumento da relação linear da faixa de 

concentração de 0,5 a 10,0 μg.mL-1 para sistema TFSP/DES, porém com redução de 

sensibilidade e resultando em uma faixa de trabalho muito estreita. 

Considerando as limitações encontradas para o sistema TSFP/DES, foram 

calculados apenas os coeficientes de absortividade molar para o ácido fólico extraído 

a partir do sistema NaOH/DES, diluído em metanol e acetonitrila nas proporções 1:4 

e 1:8 (v/v) (Tabela 12). 
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 Tabela 12 – Valores experimentais de absortividade molar (ε em L.mol-1.cm-1) 

para o ácido fólico extraído no sistema NaOH/DES a 370 nm ± 2 nm 

Diluição 

(v/v) 
Metanol Acetonitrila 

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 extração de 

ácido fólico em solução de NaOH 0,1 mol.L-1 sem o DES em 365 nm (ε365 = 9174 

L.mol-1.cm-1). Os maiores valores foram obtidos nas diluições 1:4 (v/v) de metanol e 

acetonitrila, como esperado, considerando-se que a concentração de ácido fólico é 

maior que na diluição 1:8 (v/v). De acordo com Pavia et al. (2015), os valores obtidos 

para a absortividade molar do ácido fólico no DES são considerados de alta 

intensidade de absorção (> 104). 

 

4.3.1 Planejamento fatorial (23 ) 

 

O planejamento foi realizado considerando como resposta os resultados 

obtidos a partir do coeficiente de determinação das curvas analíticas obtidas nos 

sistemas TFSP/DES e NaOH/DES. As variáveis (pH, solvente de diluição e fator de 

diluição do solvente), os níveis de resposta e as respostas geradas estão 

apresentadas na Tabela 13. As variáveis que influenciaram significativamente a 

determinação do ácido fólico pelo DES estão apresentadas no gráfico de Pareto 

(Figura 24) 
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Tabela 13 – Níveis reais e codificados das variáveis e respostas do planejamento 

fatorial 23 

Teste pH 
Solvente de 

diluição 

Fator de 
diluição do 

solvente 

Resposta 
(r2) 

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 – Gráfico de Pareto para a resposta do planejamento fatorial 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Conforme observou-se na Figura 24, apenas o pH apresentou efeito 

significativo (p < 0,05) sobre a extração do ácido fólico pelo DES. O efeito positivo 

indica que em pH 12,67 a eficiência de extração é maior que em pH 8,76. As demais 

variáveis ou suas interações não apresentaram efeito significativo.   

A  Figura 25 apresenta as curvas de calibração para a extração de ácido fólico 

em pH 12,67 realizada no sistema NaOH/DES com as diluições 1:4 e 1:8 (v/v) em 

metanol e acetonitrila. 
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Figura 25 – Curvas de calibração para ácido fólico extraído por microextração 

líquido-líquido em fase dispersiva, agitação por vórtex e solvente eutético profundo 

em NaOH 0,1 mol.L-1 diluído 1:4  e 1:8 (v/v) em metanol (A) e acetonitrila (B) em 

comprimento de onda 370 nm ± 2 nm 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: AF/NaOH - extração de ácido fólico em solução de NaOH 0,1 mol.L-1; DES - solvente 

eutético profundo. 

 

Foi possível observar que a diluição em metanol apresentou melhores 

resultados que em acetonitrila, principalmente com relação ao coeficiente linear que 

apresentou deslocamento em relação 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 detecção e quantificação para 

o sistema NaOH/DES/metanol.  

 

Tabela 14 – Limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) para extração de 

ácido fólico por microextração líquido-líquido em fase dispersiva, agitação por vórtex 

e solvente eutético profundo em solução de NaOH 0,1 mol.L-1 e DES diluído em 

metanol basificado 

Diluição (v/v) LOD (μg.mL-1) LOQ (μg.mL-1) 

1:4 0,12 0,37 

1:8 0,27 0,82 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

Quanto a definição da melhor diluição, a proporção de 1:4 de metanol, quando 

comparada a diluição 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 diluição. 

 

4.4 AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DE MÉRITO ANALÍTICO 

 

A Figura 26 apresenta o espectro de absorção da extração do ácido fólico de 

suplemento alimentar, com adição de padrão de ácido fólico, com e sem DES, e das 

respectivas fases aquosas das extrações com DES com correção de linha de base e 

suavização de dados, utilizando a técnica de microextração líquido-líquido em fase 

dispersiva assistida por agitação em vórtex. 
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Figura 26 – Espectros de absorção no UV-Vis para microextração de ácido fólico de 

suplemento alimentar com e sem DES e com adição de padrão de ácido fólico 1,0; 

5,0; e 10,0 μg.mL-1 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: A - espectros de extração de ácido fólico a partir de solução de NaOH 0,1 mol.L-1 e solvente 

eutético profundo na diluição 1:4 (v/v) de metanol; B - espectros de extração de ácido fólico a partir de 

solução de NaOH 0,1 mol.L-1 e solvente eutético profundo na diluição 1:8 (v/v) de metanol; C - 

espectros das fases aquosas da extração de ácido fólico a partir de solução de NaOH 0,1 mol.L-1; D - 

espectros das extrações a partir de solução de NaOH 0,1 mol.L-1, sem solvente eutético profundo. 

 

A Figura 26 A e B demonstram que houve extração de ácido fólico no 

suplemento alimentar na faixa de comprimento de onda de 370 nm nas diluições 1:4 

(v/v) e 1:8 (v/v) de metanol. Na Figura 26 C observou-se que não houve pico 

característico do ácido fólico na fase aquosa na região de comprimento de onda de 

370 nm, indicando que a microextração foi eficiente. 

Visualmente, observou-se que há aumento da intensidade do sinal do ácido 

fólico na faixa de comprimento de onda de 370 nm para extração de ácido fólico com 

DES nas diluições 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 ácido fólico foi extraído sem DES. O 

fator de enriquecimento obtido foi igual a 16,4. 
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Os resultados demonstram que o DES propiciou a extração do ácido fólico a 

partir do suplemento alimentar adicionado de padrão de ácido fólico, bem como 

aumentou a sensibilidade quando comparado à extração sem DES. 

 

4.4.1 Faixa de trabalho e linearidade 

 

As curvas de calibração para microextração líquido-líquido em fase dispersiva 

utilizando solução de NaOH 0,1 mol.L-1 e solvente eutético profundo com diluições 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 μg.mL-1 de  padrão de ácido fólico. O teste estatístico 

de Grubs demonstrou ausência de valores discrepantes. A homocedasticidade 

(homogeneidade das variâncias) foi avaliada pelo teste de Cochran para um nível de 

significância de 5% (α = 0,05), assumindo como hipótese nula a igualdade das 

variâncias. Para avaliação da distribuição normal dos resíduos foi utilizado teste de 

Shapiro-Wilk ao nível de significância de 5% (α = 0,05), assumindo como hipótese 

nula a normalidade dos resíduos. 

Na Tabela 15 é possível observar os dados da regressão linear realizada a 

partir do ajuste linear pelo Método dos Mínimos Quadrados Ordinários (MMQO) e dos 

testes estatísticos de Cochran e Shapiro-Wilk para a microextração sem matriz. Os 

valores encontrados para o teste de Cochran foram menores que o valor Ccrítico de 

0,544, indicando homocedasticidade dos dados. Os coeficientes de determinação, r2 

superiores a 0,99 demonstraram uma boa linearidade. O ajuste do modelo linear foi 

verificado por análise de variância (ANOVA) e os valores do teste Fcalculado maior que 

Ftabelado, indicaram que os modelos lineares têm significância estatística (p < 0,05). 
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Tabela 15 – Parâmetros das curvas de calibração externa de solução padrão de 

ácido fólico no sistema NaOH/DES; diluições 1:4 e 1:8 (v/v) de metanol 

Parâmetros  Diluição 1:4 Diluição 1:8 

Faixa de linearidade (μg.mL-1) 1 - 20 1 - 20 

Coeficiente angular (b) 0,0690 0,0380 

Coeficiente linear (a) -0,0276 -0,0311 

Coeficiente de determinação (r2) 0,9912 0,9982 

Coeficiente de correlação (r) 0,9956 0,9991 

Valor Cochran (C)1 0,416 0,460 

Valor Shapiro-Wilk (W)2 0,862 0,953 

Valor F3 2.798 12.412 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: 1 - valor Ccrítico com 5% de significância = 0,544; 2 - valor W5;0,05 tabelado com 5% de 

significância = 0,918; 3 - valor Ftabelado com 0,05% de significância = 4,3. 

 

Os resultados das avaliações realizadas na matriz suplemento alimentar de 

ácido fólico, estão apresentados na Tabela 16. Os resultados indicam 

homocedasticidade para diluição 1:4 (v/v), sendo o valor C de 0,624 menor que o valor 

Ccrítico, a regressão linear pelo MMQO resultou em um coeficiente de determinação 

maior que 0,9 e bom ajuste linear demonstrado pelo valor de F igual a 383 maior que 

Ftabelado. Para a diluição 1:8 (v/v) na presença de matriz o valor de C de 0,922 maior 

que o valor Ccrítico indica heterocedasticidade, o que significa que não há 

homogeneidade das variâncias ao longo dos pontos da curva. Sendo assim foi 

necessário utilizar o Método dos Mínimos Quadrados Ponderados para regressão 

linear. A Equação 16 foi utilizada para calcular o fator de ponderação ou peso (Filho, 

2022) e então foram obtidos os coeficientes da reta, sendo r2 maior que 0,99. O valor 

Fcalculado maior que o Ftabelado indica significância estatística do modelo de ajuste linear.  

 

𝐹𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑝𝑜𝑛𝑑𝑒𝑟𝑎çã𝑜 =
𝐷𝑃𝑥

−2

(
∑ 𝐷𝑃−2

𝑛
𝑛⁄ )

⁄                                                                         (16) 

onde: 

𝐷𝑃 = desvio padrão do sinal; 

𝑥 = concentração; 

𝑛 = número de pontos da curva. 
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Tabela 16 – Parâmetros das curvas de calibração de solução padrão de ácido fólico 

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

de metanol 

Parâmetros  Diluição 1:4 Diluição 1:8 

Coeficiente angular (b) 0,0609 0,0293 

Coeficiente linear (a) 0,1151 0,0662 

Coeficiente de determinação (r2) 0,9290 0,99998 

Coeficiente de correlação (r) 0,9638 0,99995 

Valor Cochran (C)1 0,6240 0,922 

Valor Shapiro-Wilk (W)2 0,979 0,873 

Valor F 3833 117.9554 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: 1 - valor Ccrítico com 5% de significância = 0,746; 2 - valor W5;0,05 tabelado com 5% de 

significância = 0,866; 3 - valor Ftabelado com 0,05% de significância = 4,7; 4 - valor Ftabelado com 0,05% 

de significância = 3,9. 

 

A partir dos valores obtidos no teste de Shapiro-Wilk conclui-se que três dos 

modelos apresentaram distribuição normal dos resíduos uma vez que os valores 

Wcalculado foram maiores que os valores Wtabelado com significância de 5%, com exceção 

da extração sem matriz e diluição 1:4 (v/v) em metanol, para a qual o valor W foi menor 

que o tabelado indicando que os resíduos não seguem uma distribuição normal. A 

Figura 27 apresenta os gráficos de distribuição de resíduos. 
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Figura 27 – Gráficos de resíduos para extração de ácido fólico sem matriz e diluição 

1:4 (v/v) metanol (A), sem matriz e diluição 1:8 (v/v) metanol (B), com matriz e 

diluição 1:4 (v/v) metanol (C), com matriz e diluição 1:8 (v/v) metanol (D) 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: A - resíduos não normalizados; B, C e D - resíduos normalizados. 

 

A curva de calibração por padronização externa sem matriz, na diluição 1:4 

(v/v) de metanol não apresentou uma distribuição normal dos resíduos. Sendo assim 

para as demais etapas foram consideradas apenas as diluições 1:8 (v/v). 

 

4.4.2 Seletividade 

 

As curvas obtidas a partir da diluição 1:8 (v/v), atenderam aos parâmetros de 

linearidade, portanto a seletividade do método foi avaliada por efeito de matriz 

utilizando o teste F para avaliar as variâncias das curvas e o teste t para duas amostras 

presumindo variâncias equivalentes, comparando a curva sem matriz e curva com 

matriz. A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos para os testes F e t. 
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Tabela 17 – Resultados para teste F e teste t das curvas de ácido fólico com e sem 

matriz 

Parâmetros  Resultados 

Equação da reta sem matriz y = 0,0380x - 0,0311 

Equação da reta com matriz y = 0,0293x + 0,0662 

Teste - Fcalculado
1 4,89 

  

Teste t 2  

    tcalculado 0,95 

    pvalor 0,395 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: 1 - valor de Ftabelado = 6,39 (4 graus de liberdade (n-1), 95% de significância); 2 - valor 

tcrítico,bicaudal = 2,78 (α = 0,05). 

 

O valor de Fcalculado menor que o Ftabelado indicou que não existe diferença 

significativa a um nível de 95% entre as variabilidades das duas curvas, com e sem 

matriz, logo não 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) e o valor pcalculado foi maior que o pvalor de significância (α = 0,05), pode-se 

concluir que a matriz não causou efeito sobre a precisão e o resultado, por nível de 

concentração, podendo ser observado visualmente na Figura 28. 

 

Figura 28 – Gráficos das curvas sem e com matriz suplemento alimentar para 

extração de ácido fólico pelo sistema DES/NaOH, diluição 1:8 (v/v) em metanol 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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Os demais parâmetros analíticos de mérito foram calculados a partir da curva 

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

 

4.4.3 Limites de detecção e quantificação 

 

Os limites de detecção e quantificação foram calculados de acordo com as 

Equações 6 e 7, a partir de 10 repetições do branco correspondente a diluição 1:8 

sem matriz e sem analito, por não haver disponibilidade de matriz sem analito. O valor 

encontrado para o LOD foi de 0,26 μg.mL-1 e para o LOQ = 0,79 μg.mL-1. 

 

4.4.4 Exatidão e precisão 

 

Os estudos de exatidão do método foram realizados na faixa de 1,0 a 20,0 

μg.mL-1 para o cálculo da recuperação 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 precisão foram calculados em função da repetibilidade e 

constam na Tabela 18. Os valores do desvio padrão relativo (DPR) foram 

considerados satisfatórios quando menores que o valor calculado pela equação de 

Horwitz. A repetibilidade na condição 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 exatidão e precisão 

Concentração 
teórica (μg.mL-1)  

Concentração 
média (μg.mL-1) 

Desvio 
padrão(μg.mL-1) 

Recuperação 
relativa (%) 

DPR(%) 
Valor 

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 Comparação entre o método desenvolvido e o método de referência 

 

O método desenvolvido foi aplicado a uma amostra de suplemento alimentar 

de ácido fólico, obtida a partir do conteúdo homogeneizado de 20 cápsulas do 

suplemento com a concentração de 1000 μg de ácido fólico por cápsula, conforme 

declarado no rótulo do produto. Foi realizada a pesagem do conteúdo de 20 cápsulas, 

que foi homogeneizado e então pesado 10 μg (valor intermediário da curva de 

calibração). Após os procedimentos descritos no item 3.9.6 foi realizada leitura em 

espectrofotômetro na faixa de 200 a 800 nm. A Figura 29 apresenta a microextração 

líquido-líquido dispersiva com o DES. 

 

Figura 29 – Etapas da extração de suplemento alimentar de ácido fólico por 

microextração líquido-líquido assistida por vórtex e solvente eutético profundo 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: a - amostra em NaOH com DES antes da agitação mostrando sistema bifásico; b - Amostra 

logo após agitação, mostrando efeito de turbidez característico da DLLME; c - amostra após 

centrifugação mostrando aumento da intensidade de cor amarela característica do ácido fólico; d - 

retirada da alíquota com microseringa; e) detalhe da ponta da agulha da microseringa mergulhada no 

DES para retirada da alíquota da amostra concentrada. 
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O teor de ácido fólico encontrado para o método desenvolvido foi de 1425,02 

μg por cápsula, valor 42,5% maior que o declarado no rótulo do produto e 11,2% acima 

do valor máximo estabelecido pela Instrução Normativa n° 102, de 15 de outubro de 

2021 (Brasil, 2021). Para o método referência o teor de ácido fólico encontrado no 

suplemento alimentar foi de 1471,02 μg por cápsula. A recuperação relativa foi igual 

a 96,87 % e valor de tendência de 0,56 % (Tabela 19), indicando que os valores 

encontrados para o teor de ácido fólico entre o método desenvolvido e o método 

referência foram próximos. 

 

Tabela 19 – Resultados dos testes estatísticos aplicados à comparação dos métodos 

desenvolvido e referência para quantificação de ácido fólico em suplemento 

alimentar 

Recuperação Teste t1 Teste F2 

b (%) 0,56 tcalculado 0,14 Fcalculado 215,12 

R' (%) 96,87 tcrítico 2,77 Ftabelado 215,71 
  pvalor 0,89 pvalor 0,05007 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: b - tendência; R’ - recuperação relativa; 1 - valor tcrítico,bicaudal, (α = 0,05); 2 -valor de Ftabelado, 

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

 

As variâncias entre os dois métodos foram avaliadas pelo teste F, assumindo 

como hipótese nula a igualdade de variâncias considerando um nível de confiança de 

95%. O valor encontrado no teste F foi menor que o Ftabelado de 215,71 e pvalor maior 

que o pvalor de significância (α = 0,05). A análise das médias de concentrações 

encontradas pelo método desenvolvido e pelo método referência foram avaliadas pelo 

teste t para dados emparelhados, com nível de confiança de 95%, assumindo como 

hipótese nula que estatisticamente as médias entre os métodos são iguais. O valor 

encontrado no teste t foi menor que o tcrítico de 2,77 e pvalor maior que o pvalor de 

significância (α = 0,05) (Tabela 19). Portanto, aceitam-se as hipóteses nulas, para 

ambos os testes e conclui-se que o método desenvolvido é estatisticamente igual ao 

método cromatográfico de referência. 

 

 

 



101 

4.4.6 Incerteza de medição 

 

O mensurando determinado pela Equação 17 relaciona as grandezas 

medidas utilizadas para a quantificação da concentração de ácido fólico. 

 

𝐶𝐴𝐹 =  
𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑥 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑥 𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎

𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
 𝑥 𝐶𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜                               (17) 

onde: 

𝐶𝐴𝐹 = concentração de ácido fólico, em μg/cápsula ; 

𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 = valor médio da concentração em, μg.mL-1 (obtido a partir da equação da reta); 

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜  = volume de amostra usado para diluição, em mL; 

𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎 = peso médio por cápsula, em mg; 

𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 = massa de amostra, em mg; 

𝐶𝑝𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜 = componente da incerteza oriundo da repetibilidade. 

 

As fontes estabelecidas pela equação do mensurando, incluindo outras fontes 

relacionadas às grandezas apresentadas do mensurando estão ilustradas na Figura 

30. 

 

Figura 30 – Diagrama de Ishikawa para identificação das fontes de incerteza para a 

determinação de ácido fólico 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: Caf - concentração de ácido fólico (μg por cápsula). 
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As fontes de entrada identificadas para estimativa da concentração de ácido 

fólico foram: massa da amostra, volume de diluição da amostra, peso médio da 

cápsula, sinal (absorbância), precisão (repetibilidade) e curva de calibração 

(coeficiente linear e coeficiente angular). Para cada uma das fontes foram 

identificadas fontes secundárias, apresentadas na Tabela 20. 

 

Tabela 20 – Identificação de cada fonte de entrada e tipo de distribuição utilizada no 

cálculo de incerteza de medição 

Tipo de 
fonte 

Fontes Identificação da fonte de entrada Valor de entrada 
Tipo de 

distribuição 
B 

Massa da amostra 

Calibração balança (tara) Valor certificado de calibração Normal 

B Erro balança (tara) Valor certificado de calibração Retangular 

B Resolução balança (tara) Valor certificado de calibração Retangular 

B Calibração balança Valor certificado de calibração Normal 

B Erro balança Valor certificado de calibração Retangular 

B Resolução balança Valor certificado de calibração Retangular 
     

B 

Peso médio da 
cápsula 

Calibração balança (tara) Valor certificado de calibração Normal 

B Erro balança (tara) Valor certificado de calibração Retangular 

B Resolução balança (tara) Valor certificado de calibração Retangular 

B Calibração balança Valor certificado de calibração Normal 

B Erro balança Valor certificado de calibração Retangular 

B Resolução balança Valor certificado de calibração Retangular 
     

B 

Diluição amostra 

Calibração balão volumétrico 250 mL Valor certificado de calibração Normal 

B Erro balão volumétrico 250 mL Valor certificado de calibração Retangular 

B Calibração balão volumétrico 10 mL Valor certificado de calibração Normal 

B Erro balão volumétrico 10 mL Valor certificado de calibração Retangular 

B Micropipeta 10 mL Valor certificado de calibração Normal 

B Erro micropipeta 10 mL Valor certificado de calibração Retangular 

B Micropipeta 1 mL Valor certificado de calibração Normal 

B Erro micropipeta 1 mL Valor certificado de calibração Retangular 

B Micropipeta 100 μL Valor certificado de calibração Normal 

B Erro micropipeta 100 μL Valor certificado de calibração Retangular 

A Variação de temperatura (vidraria) Coeficiente de variação Retangular 

A Variação de temperatura 
(micropipeta) 

Coeficiente de variação Retangular 
     

B 
Sinal 

(absorbância) 

Calibração espectrofotômetro Valor certificado de calibração Retangular 

B Exatidão fotométrica Valor manual fabricante Retangular 

B Reprodutibilidade fotométrica Valor manual do fabricante Retangular 
     

A Curva de 
calibração 

Coeficiente angular Desvio padrão Normal 

A Coeficiente linear Desvio padrão Normal 
     

A Repetibilidade Repetibilidade do método Desvio padrão 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 estão apresentados 

na Tabela 21. As equações utilizadas para os cálculos dos coeficientes de 

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

 

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

liberdade efetivos e fator de abrangência 

Incerteza 
combinada 

(± μc ) * 

Incerteza 
expandida 
(± Uexp ) * 

Graus de 
liberdade 
efetivos 

(νeff) 

Fator de 
abrangência 

(k,95,45%) 

40,14 80,27 836 (∞) 2 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Legenda: * incertezas em μg.cápsula-1. 

 

O valor encontrado para incerteza de medição foi avaliado de acordo com o 

estabelecido pelo Guia de validação e controle de qualidade analítica do ministério da 

Agricultura (Brasil, 2011). De acordo com a Equação 13, o valor calculado para a razão 

entre a incerteza combinada e a concentração analítica foi de 2,8, que é menor que 6 

(valor obtido a partir da multiplicação do coeficiente de variação pela razão 8/9) na 

faixa de 10 ug.mL-1, logo o valor estimado para a incerteza de medição pode ser 

considerado adequado.  

 

A contribuição de cada fonte de incerteza para a estimativa da incerteza de 

medição pode ser observada na Figura 31. A contribuição do sinal gerado pelo 

espectrofotômetro responde por mais de 50 % do valor da incerteza, seguido pela 

contribuição da precisão (repetibilidade) e da curva analítica (coeficientes angular e 

linear). De acordo com estudo de revisão realizado por Sooväli et al. (2006) a incerteza 

originária de medições por espectrofotometria é principalmente atribuída a alterações 

químicas no meio de extração modificando a absorbância, interferências espectrais 

ou da matriz, a deriva instrumental, desvio da linha de base e falta de linearidade da 

escala de absorbância do espectrofotômetro. 
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Figura 31 – Contribuições das fontes de incerteza para a estimativa da incerteza de 

medição do método de microextração líquido-líquido em fase dispersiva, agitação 

por vórtex e solvente eutético profundo para quantificação de ácido fólico em 

suplemento alimentar 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

4.5 VERIFICAÇÃO DO MÉTODO DESENVOLVIDO FRENTE AOS 

PARÂMETROS DA QUÍMICA VERDE 

 

Os gráficos gerados pela calculadora AGREE, para avaliação dos métodos 

desenvolvido e referência de acordo com os 12 princípios da química analítica verde 

estão apresentados na Figura 32. O peso para cada parâmetro foi mantido como o 

padrão da ferramenta. 

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Absorbância

Coeficiente linear (b)

Coeficiente angular (a)

Volume de diluição

Massa por cápsula

Massa da amostra

Precisão

57,100%

6,704%

8,795%

0,187%

0,023%

0,004%

27,188%

Fonte de incerteza
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Figura 32 – Resultados da análise pelo sistema métrico AGREE 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 

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

 

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 pontuações para o método desenvolvido, devem-se a: poucas etapas de 

análise, miniaturização pela DLLME, uso de baixas quantidades de reagentes, não 

utilização de derivatização e baixo consumo de energia. Apenas para o item 3, a 

pontuação foi zerada, devido a análise ser realizada no laboratório e não “in situ” ou 

“in line”. Outros parâmetros que influenciaram na menor pontuação foram 

relacionados a análise ter um pré-tratamento de amostra, apresentar ainda valor 

relativo de resíduos químicos e segurança para o operador. 

Em relação ao método farmacopeico de referência, o valor obtido pela análise 

foi de 0,34 (Figura 32 B), aproximadamente metade do valor obtido para o método 
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desenvolvido, o qual não pode ser considerado um método verde. Tanto a não 

utilização de técnicas miniaturizadas, além do alto consumo de energia e geração de 

resíduos, característicos do método HPLC, e ainda a utilização de acetonitrila na fase 

móvel foram os principais parâmetros que influenciaram na baixa pontuação deste 

método. 

Com base nestes resultados, é possível afirmar que além das características 

intrínsecas ao método desenvolvido, como aumento da sensibilidade para análise de 

ácido fólico na faixa de 370 nm, o método ainda exibe comportamento adequado aos 

princípios da química analítica verde, contribuindo para diminuir o impacto das 

atividades de laboratório ao meio ambiente e ao analista. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Durante a execução deste trabalho foi possível desenvolver e otimizar um 

método miniaturizado para extração de ácido fólico utilizando solvente eutético 

profundo hidrofóbico e detecção por espectrofotometria UV-Vis.  

O método desenvolvido e otimizado demonstrou que o tratamento da amostra 

com solução de hidróxido de sódio 0,1 mol.L-1 apresentou resultados melhores do que 

a extração utilizando tampão fosfato de sódio e potássio devido a solubilização do 

ácido fólico no meio. A técnica de microextração líquido-líquido em fase dispersiva 

assistida por agitação em vórtex e solvente eutético profundo foi capaz de extrair e 

concentrar o ácido fólico na fase orgânica. Ainda, mesmo sendo necessário uma 

diluição da fase orgânica, a qual foi obtida por uso de metanol, o método apresentou 

sensibilidade maior que o método sem utilização de solvente eutético profundo.  

A metodologia proposta para a determinação de ácido fólico de suplemento 

alimentar apresentou seletividade, linearidade, precisão e exatidão. A incerteza de 

medição expandida indicou dispersão de valores aceitáveis em torno do valor médio. 

Quando comparado ao método farmacopeico de referência (HPLC), o método 

desenvolvido por espectrofotômetro em UV-Vis apresentou resultado estatisticamente 

igual ao método cromatográfico. 

A ferramenta AGREE possibilitou demonstrar que o método desenvolvido é 

um método verde, uma vez que está de acordo com os princípios da química analítica 

verde, sendo um método com potencial de sustentabilidade e risco reduzido ao meio 

ambiente e ao analista quando comparado ao método cromatográfico de referência. 

O aumento da sensibilidade, capacidade de extração e concentração de ácido 

fólico proporcionados pelo uso do DES à base de cloreto de trioctilmetilamônio, aliado 

a detecção em comprimento de onda de 370 nm, tornam promissoras a aplicação 

deste método para outras matrizes alimentares. 
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APÊNDICE A – RESULTADOS DE CÁLCULOS DAS PROPRIEDADES FÍSICO-

QUÍMICAS DO ÁCIDO FÓLICO OBITIDAS PELOS PROGRAMA CHEMICALIZE 
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APÊNDICE B – EQUAÇÕES DOS COEFICIENTES DE SENSIBILIDADE E GRAUS 

DE LIBERDADE EFETIVOS PARA ESTIMATIVA DA INCERTEZA DE MEDIÇÃO  

 

𝐶𝐴𝐹,𝐴𝐵𝑆 =
𝜕𝐶𝐴𝐹

𝜕𝐴𝐵𝑆
=

𝑉𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑥 𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎

𝑏 𝑥 𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
                                                                           (Equação B1) 

 

𝐶𝐴𝐹,𝑎 =
𝜕𝐶𝐴𝐹

𝜕𝑎
= −

𝑉𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑥 𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎

𝑏 𝑥 𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
                                                                           (Equação B2) 

 

𝐶𝐴𝐹,𝑏 =
𝜕𝐶𝐴𝐹

𝜕𝑏
= [

(𝐴𝐵𝑆−𝑎) 𝑥 𝑉𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑥 𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎

𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
]  𝑥 (−

1

𝑏2)                                                (Equação B3) 

 

𝐶𝐴𝐹,𝑉𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜
=

𝜕𝐶𝐴𝐹

𝜕𝑉𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜

=
(𝐴𝐵𝑆−𝑎) 𝑥 𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎

𝑏 𝑥 𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
                                                                (Equação B4) 

 

𝐶𝐴𝐹,𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎
=

𝜕𝐶𝐴𝐹

𝜕𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎

= [
(𝐴𝐵𝑆−𝑎) 𝑥 𝑉𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜

𝑏 𝑥 𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
]                                                             (Equação B5) 

 

𝐶𝐴𝐹,𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
=

𝜕𝐶𝐴𝐹

𝜕𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

= [
(𝐴𝐵𝑆−𝑎) 𝑥 𝑉𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑥 𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎

𝑏
]  𝑥 (−

1

𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
2)                   (Equação B6) 

 

𝐶𝐴𝐹,𝑃𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜 =
𝜕𝐶𝐴𝐹

𝜕𝑃𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜
= [

(𝐴𝐵𝑆−𝑎) 𝑥 𝑉𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑥 𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎

𝑏 𝑥 𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
]                                                 (Equação B7) 

 

𝑣𝑒𝑓𝑓 =
𝜇𝑐𝐶𝐴𝐹

4

(𝐶𝐴𝐹,𝐴𝐵𝑆 𝑥 𝜇𝐶𝐴𝐹
 )

4

𝑛−1
+

(𝐶𝑎 𝑥 𝜇𝑎 )4

𝑛−1
+

(𝐶𝑏 𝑥 𝜇𝑏 )
4

𝑛−1
+

(𝐶𝑉𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑥 𝜇𝑉𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜
 )

4

∞
+

+
(𝐶𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎 𝑥 𝜇𝑚𝑐á𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎

 )
4

∞
+

(𝐶𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑥 𝜇𝑚𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 )
4

∞
+

(𝐶𝑃𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜 𝑥 𝜇𝑃𝑟𝑒𝑐𝑖𝑠ã𝑜 )
4

∞

                (Equação B8) 
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ANEXO A – CERTIFICADO DE ANÁLISE DO ÁCIDO FÓLICO – MATERIAL DE 

REFERÊNCIA CERTIFICADO 
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ANEXO B – CERTIFICADO DE ANÁLISE DO CLORETO DE 

TRIOCTILMETILAMÔNIO 
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ANEXO C – CERTIFICADO DE ANÁLISE DO ÁLCOOL ISOAMÍLICO 
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