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RESUMO

SANTOS, Rafael Otero dos. Validagdo de metodologia para analise de Vitamina B9 por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para industria alimenticia. 2020. 38 f. TCC
(Graduacdo) - Curso de Engenharia Quimica, Escola de Engenharia de Lorena, Universidade

de S3o Paulo, Lorena, 2020.

Com o desenvolvimento de novas tecnologias no processamento de alimentos, surgiu a
possibilidade de combater problemas nutricionais em populacdes. A fortificacdo de
alimentos vem sendo empregada por industrias em todo o ramo alimenticio. Uma das
vitaminas mais utilizadas em fortificacdes é a Vitamina B9, que possui o acido félico como
forma sintética utilizada em fortificagcOes, essa vitamina é de extrema importancia nas
funcdes bioldgicas, e prevencao de doencas como anemia megaloblastica. Com o aumento
do uso destes aditivos em alimentos, gerou-se uma grande demanda de métodos analiticos
rapidos e eficazes para suprir a necessidade da industria em seu controle de qualidade. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgdo responsavel pela fiscalizacdo e
controle de qualidade das industrias no Brasil, estipulou através da Resolu¢ao da Diretoria
Colegiada (RDC) numero 166 datada de 24 de julho de 2017, uma série de parametros que
devem ser seguidos para a implementacao de um método analitico que permita sua
utilizacdo em controles de qualidade. A premissa desse trabalho de conclusdo de curso é
demonstrar todas a etapas que devem ser seguidas na validacdo de um método analitico
para quantificacdao de vitamina B9 por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O método
se baseia na digestdo enzimatica da amostra com papaina seguida de limpeza e separacdo
do analito de interesse utilizando colunas de extracdo de fase sdlida e quantificacdo por
cromatografia liquida com detector UV-visivel acoplado. A validacdo do método mostrou
viabilidade uma vez que o equipamento pode ser utilizado para outras analises diminuindo
o preco da andlise, reducdo no tempo de andlise e maior precisdo para o fornecimentn dnc

resultados.

Palavras-chave: Vitamina B9, Cromatografia liquida de alta eficiéncia, Validagao, Alimentos



ABSTRACT

SANTOS, Rafael Otero dos. Validation of methodology for the analysis of Vitamin B9 by
high performance liquid chromatography for the food industry. 2020. 38 f Monograph
(Final Course Assignment) - Chemical Engineering Course, Lorena School of Engineering,

University of Sdo Paulo, Lorena, 2020.

With the development of new technologies in food processing, it arose the possibility to
combat nutritional problems in populations. Food fortification has been used by industries
across the industry. One of the most used vitamins in fortifications is Vitamin B9, which has
folic acid as a synthetic form used in fortifications, this vitamin is of extreme importance in
biological functions and prevention of diseases such as megaloblastic anemia. With the
increase use of these food additives, there was a great demand for fast and effective
analytical methods to deal with the industry's need for quality control. The “Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), the agency responsible for the inspection and
quality control of industries in Brazil, stipulated through the Resolution of the Collegiate
Board (RDC) number 166 dated July 24, 2017 a series of parameters that must be followed
for the implementation of an analytical method that allows its use in quality controls. The
premise of this monograph is to demonstrate all the steps that must be followed in the
validation of an analytical method for quantification of vitamin B9 by high performance
liquid chromatography. The method is based on enzymatic digestion of the sample with
papain followed by cleaning and separation of the analyte of interest using solid phase
extraction columns and quantification by liquid chromatography with a UV-visible detector
attached. The validation of the method showed feasibility since the equipment can

for other analyzes, decreasing the analysis price, reducing the analysis time and p!

more precision for the results.

Key-words: Vitamin B9, High performance liquid chromatography, Validation, Food
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1. INTRODUCAO

A fortificacdo de alimentos surge como um procedimento eficaz no combate a
deficiéncia nutricional de micronutrientes em diversas popula¢des ao redor do mundo,
tornando possivel o aumento da ingestdo didria de micronutrientes.

A fortificacdo de alimentos industrializados é possivel com todo o complexo de
vitaminas e minerais. Esse tipo de procedimento, utilizado para corrigir caréncias
nutricionais, deve estar ligado a um permanente rigido controle de qualidade, que nao
somente evite que o consumidor seja enganado por um déficit de algum aditivo no
produto, mas que o proteja, por exemplo evitando cenarios de hipervitaminose. No Brasil,
a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) possui uma legislacdo que regulamenta
e fiscaliza a fortificacdo de alimentos, gerando diretrizes que devem ser seguidas pela
industria alimenticia. A politica de fortificacdo de alimentos é de fundamental importancia
para o combate de diversos problemas nutricionais principalmente em paises em
desenvolvimento (Zancul et al., 2004).

Vitaminas estdo entre os principais aditivos usados em fortificacdes, pois sdo
substancias indispensaveis para o metabolismo organico, obtidas, em sua grande maioria,
através de alimentos, bebidas ou suplementos. Existem exce¢des como a vitamina D que é
sintetizada pelo prdéprio organismo, mas pode ser adicionada em fortificacOes.

A vitamina B9, analito de interesse deste trabalho de conclusdo de curso, é uma
coenzima fundamental para o metabolismo. O acido fdlico, forma sintética da vitamina B9,
é utilizado de forma extensa na fortificacdo de alimentos pela industria atual. E uma
vitamina instavel ao calor, facilmente oxidada e pouco resistente a pH acidos.

Existem varios métodos analiticos disponiveis no mercado para deteccdo e
guantificacdo de vitaminas, os mais comumente usados sdo fluorimétricos e
espectrofotométricos, porém esses métodos ndo descriminam compostos com isomeria
conformacional diferente, que possuem atividades caracteristicas de determinadas
vitaminas, como a vitamina A, por exemplo. Com o aumento da demanda de métodos
analiticos imposta pelo mercado e a necessidade de uma maior precisdo e velocidade na
anadlise, a CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia), comecou a ser empregada em
laboratérios de qualidade da industria alimenticia. A CLAE surgiu como uma técnica de

separac¢do, mas devido a sua versatilidade passou a ser uma técnica de suma importancia
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guantitativamente e qualitativamente, possuindo vantagens como rapidez, precisdo,
reprodutibilidade e sensibilidade (GIACOMINI et al., 2006).

A necessidade de demonstrar a veracidade e confiabilidade dos resultados
analiticos obtidos recebe, cada vez mais, reconhecimento e se tornou obrigatdria para
dados analiticos, para tomadas de decisao dentro da industria. Dados incorretos podem
levar a decisGes desastrosas, prejuizos financeiros e complicagdes legais com d6rgaos
regulatdrios. Para garantir a confiabilidade de um novo método analitico existe uma série
de critérios que devem ser seguidos e documentados, toda essa metodologia se denomina
validagao.

De acordo com a ANVISA (2017), validacdo deve garantir, através de estudos
experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplica¢gOes analiticas, assegurando
a confiabilidade dos resultados (RIBANI et al., 2004).

No decorrer deste trabalho de conclusao de curso, sdo mostradas todas as etapas
necessarias para realizar a validacdo de um método analitico para quantificacdo da
vitamina B9 por cromatografia liquida de alta eficiéncia e detec¢do por UV-visivel. Todos
os critérios empregados durante essa validacdo sdo descritos e regulamentados pela
ANVISA de acordo com a Resolucao da Diretoria Colegiada RDC n2166, de 24 de julho de
2017.

1.1 OBJETIVOS

Este trabalho visa mostrar a validagao de um método analitico quantitativo e
qualitativo por cromatografia liquida de alta eficiéncia para vitamina B9 presente em
produtos terminados, produtos semielaborados e premixes vitaminicos oriundos da

industria alimenticia.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Vitaminas

Vitaminas sdao compostos organicos de grande necessidade para o metabolismo
animal e vegetal, porém sdo encontradas em pequenas quantidades nos alimentos. Estes
compostos foram agrupados por se assemelharem quimicamente e por terem fungdes
fisiolégicas semelhantes (LATHAM et al., 1997).

Receberam essa denominacdo por acreditar primeiramente que se tratavam de
aminas, mas sabe-se hoje que possuem estruturas quimicas variadas. Estabeleceu-se uma
divisdo desse grupo de vitaminas, as quais foram separadas com relacdo a sua solubilidade.
As vitaminas lipossoluveis sdo facilmente oxidaveis, soliveis em solventes organicos e ndo
possuem nitrogénio em sua composicdo. Esse grupo é composto pelas vitaminas A, D, E e
K. Vitaminas hidrossoluveis sdo sollveis em dgua gerando assim uma grande dificuldade de
armazenar nos organismos animais e atuam geralmente como coenzimas. Nesse grupo

estdo presentes as vitaminas do complexo B e a vitamina C. (CATHARINO et al., 2000)

2.1.1 Vitamina B9

Conhecida como Acido Félico(2-amino-4-hidroxi-6-metilenobenzol-L-glutamico),
acido pteroilglutamico ou vitamina M, a vitamina B9 possui férmula estrutural apresentada
na figura 1. Utiliza-se o termo Folato para descrever de forma geral os compostos que
possuem estruturas e atividades semelhantes ao acido félico, compostos estes que sdo as
formas geralmente encontradas da vitamina B9 em alimentos ndo processados

(CATHARINO et al., 2000).

Figura 1 Estrutura do Acido Pteroilglutamico
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Fonte: CATHARINO et al., 2000
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Presente no grupo das vitaminas hidrossoluveis, os folatos sdo sintetizados apenas
por plantas e microrganismos gerando assim a necessidade da ingestdao de variados
alimentos como verduras verdes escuras, feijdo e legumes para evitar sua caréncia na
nutricdo humana. A ingestdo recomendada de folatos para homens adultos é de 200 ug e
mulheres adultas 180 pg, para gestantes o valor pode chegar a 400 pg. O que mais dificulta
a ingestao da carga diaria de B9 é o fato das vitaminas do complexo B serem termo
sensiveis, fazendo com que grande parte seja perdida durante o cozimento dos alimentos
(MELO et al., 2004).

A deficiéncia da ingestdo de folatos pode causar a anemia megalobldstica, que
acarreta o crescimento do tamanho das hemacias devido a diminui¢dao na sintese de DNA
aumentando a probabilidade de ocorréncia de deficiéncias na formacao do tubo neural,
também pode causar alteracdes no trato intestinal, doencgas no coracdo, alguns tipos de
cancer e leucemia e doencas neuroldgicas. Além disso folatos sdo essenciais na formacgao
de leucécitos na medula dssea e da sintese de purinas e pirimidinas, compostos esses

utilizados na sintese de material genético (SILVA et al., 2012).

2.1.2 Fung0es Bioquimicas da vitamina B9

Os folatos possuem papeis importantes em dois ciclos para vegetais e mamiferos, o
ciclo de metilacdo e biossintese de DNA. S3o necessarios para formacdao de produtos
intermediarios do metabolismo, desses pode-se destacar sua participacdo na sintese da
purina e timidilato por se tratar de duas substancias fundamentais na sintese do DNA. Os
folatos também participam da sintese de mielina, proteina que participa da biossintese de
lipidios que separam os nervos axdnios, cuja fungao é transmitir para as outras células os

impulsos nervosos provenientes do corpo celular (LIMA; CATHARINO; GODOQY, 2003).

2.2 Cromatografia

Cromatografia € um método muito empregado por sua versatilidade, esse método
de analise permite a separacdo, identificacdo e quantificacdo de componentes em misturas
complexas. A técnica se baseia na separacao dos compostos de uma mistura pela diferenca

de velocidade em que estes sdo transportados através da fase estaciondria, por uma fase
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liguida ou gasosa. Na cromatografia, a coluna consiste de um sdlido inerte finamente
dividido que retém a fase estaciondria na sua superficie e a fase movel é flui pelo sistema.
Devido as diferentes interagdes dos componentes com o recheio da coluna, suas
velocidades médias sao alteradas no percurso, facilitando a separacdo e sua identificagdao

por um detector acoplado ao conjunto (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2006).

2.2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o tipo mais empregado de
cromatografia por eluicdo. Devido a sua versatilidade, é muito utilizada para separar e
determinar compostos organicos, inorganicos e biolégicos. Os principais tipos de CLAE sao
definidos pelo mecanismo de separagao e estes sao:

. Particdo ou cromatografia liquido-liquido;

. Adsorcdo ou cromatografia liquido-sélido;

. Troca i6nica ou cromatografia de fons;

. Cromatografia por exclusao;

. Cromatografia por afinidade;

. Cromatografia quiral.

Existem trés tipos de bombas que sdo mais utilizadas na CLAE, bomba de seringa
acionada por rosca, bomba reciproca e bomba pneumatica de pressao constante. Os
principais requisitos para bombas instaladas em cromatografos incluem habilidade de criar
pressdes de até 6000 psi, saida livre de pulsacdo, vazdes na faixa de 0,1 a 10 mL/min,
reprodutibilidade relativa da vazao de 0,5% e resisténcia a corrosdao a diversos tipos de
solventes. O método mais empregado para injecdo da amostra é o sistema com alga de
amostragem, mostrado na figura 2. As algas sdo intercambidveis permitindo uma escolha
do volume de inje¢do da amostra de 5 a 500 ul. Muitos sistemas incorporam amostradores

automaticos, podendo assim injetar volumes varidveis (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2006).
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Figura 2 Sistema com alca de amostragem
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Fonte: SKOOG et al., 2006

A coluna cromatografica é parte responsavel pela separacdo dos componentes
presentes na amostra injetada, permitindo que esses sejam identificados e quantificados.
O alto numero de colunas disponiveis, atualmente, esta diretamente ligado a versatilidade
da CLAE. A evolugdo dos recheios das colunas, principalmente no tamanho e na
especificidade da fase estacionaria, acarretou em mudancas na técnica de cromatografia
liquida. Atualmente, as colunas cromatograficas sao compostas de um tubo de aco
inoxiddavel, fechadas por filtros nas extremidades preservando assim a fase estacionaria.

Devido ao avanc¢o na técnica, a detec¢do deixou de ser visual para ser realizada por
detectores de diversos tipos e cada vez mais sensiveis, gerando dados mais precisos em
relagao as substancias de interesse e suas concentragdes (OLIVEIRA, 2016).

O sistema de deteccdo, a ser empregado na CLAE, vai depender da natureza da
amostra e deve apresentar um volume morto pequeno visando diminuir a banda extra da
coluna e ser compativel com a vazdo aplicada pelas bombas. A tabela 1 lista os sistemas de

deteccdo mais utilizados e suas principais propriedades.
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Tabela 1 - Desempenho dos Detectores para CLAE

Detector para CLAE Disp?nivel LD erln .Massa Faixla Linear
Comercialmente (tipico) (décadas)

Absorbancia Sim 10 pg 3-4
Fluorescéncia Sim 10 fg 5
Eletroquimico Sim 100 pg 4-5
indice de Refracdo Sim 1ng 3
Condutividade Sim 100 pg—-1ng 5
Espectrometria de massa Sim <1pg 5
FTIR Sim 1ug 3
Espalhamento de luz Sim 1ug 5
Atividade otica Nao 1ng 4
Seletivo de elementos Nao 1ng 4-5
Fotoionizagao Nao <1pg 4

Fonte: SETTLE; et al., 1997

A combinacdo de CLAE com detectores de espectrometria de massas vem ganhando
espaco em laboratérios analiticos, podendo ser visto como a fusdo ideal entre separagao e

deteccdo, proporcionando uma alta seletividade.

2.3 Validagdo de Método Analitico

Para garantir a seguranca, eficacia, qualidade e credibilidade de resultados de
analises realizadas em laboratérios, autoridades reguladoras desenvolveram uma série de
requisitos que, se cumpridos, atestam que o método analitico é adequado ao fim que se
destina. Essa verificacdo dos requisitos e toda sua documentacdo chama-se validacdo. Para
obter sucesso em uma validacdo é necessdria a presenca de profissionais qualificados,
padrdes e reagentes certificados e no prazo de validade, equipamentos calibrados e
verificados e ambiente laboratorial adequado (DIAS, 2019).

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgdo que
determina quais requisitos devem ser seguidos durante a validacdo de um método analitico

aplicado na industria alimenticia. Todos os requisitos estdo descritos na Resolucdao da
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Diretoria Colegiada (RDC) nimero 166 datada de 24 de julho de 2017. De acordo com a
ANVISA, os parametros de validacdo a serem seguidos sdo: seletividade, linearidade,

intervalo, precisdo, exatiddo, limites de deteccdo e quantificacdo, robustez (ANVISA, 2017).

2.3.1 Seletividade

A seletividade de um método deve ser demonstrada pela capacidade de identificar
o composto de interesse, inequivocamente, na presenga de outros componentes presentes
na amostra, como impurezas e diluentes (ANVISA, 2017).

Pelo estudo da seletividade pode-se visualizar possiveis interferéncias que podem
levar a uma diminui¢cdao ou amplificagdo do sinal do analito de interesse ou resposta
instrumental do analito. A seletividade pode ser estabelecida realizando comparagao com
uma amostra sem o analito de interesse, com outra amostra com sua presenga e

concentracdo conhecida ou realizando a adi¢cdo de padrdao na amostra branca (DIAS, 2019)

2.3.2. Linearidade

A linearidade tem o objetivo de demostrar a capacidade de resposta do método
analitico em obter resultados diretamente proporcionais a concentracao de um analito em
uma amostra. Para estabelecer a linearidade deve-se utilizar pelo menos 5 (cinco) amostras
com concentragoes diferentes, devendo seguir o intervalo da concentracdo tedrica de cada
solucdo, este ensaio deve ser realizado em triplicata. O coeficiente de correlagao de
linearidade deve estar acima de 0,990 demonstrando que existe uma baixa dispersao entre

os valores obtidos (ANVISA, 2017).

2.3.3 Precisao

A precisdo deve demostrar a proximidade entre resultados obtidos por meio de
ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método em validacdo. Deve ser
expressa por meio de repetibilidade, precisdao intermediaria ou reprodutibilidade. Dizer
gue um método é preciso significa dizer que por meio de ensaios independentes repetidos
com a mesma amostra, amostras semelhantes ou padroes em condicdes definidas vao

obter resultados muito préximos, a um valor central (ANVISA, 2017).
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A repetibilidade considera varias medicdes realizadas nas mesmas condicdes,
mesmo técnico, mesmo laboratério e mesmo equipamento, devendo-se obter uma
proximidade entre os valores encontrados e sendo realizada em triplicata em amostras
com diferentes concentragbes: baixas, médias e altas. A precisdo também pode ser
determinada com 6 ensaios de uma amostra em triplicata, em uma determinada faixa de
concentragdo. A precisao intermediaria estabelece a precisdao dos resultados dos ensaios
realizados nas mesmas condi¢des descritas, contudo os ensaios devem ser realizados em
dias diferentes. A reprodutibilidade é validada quando aplica-se 0 método com técnicos,
laboratérios e equipamentos diferentes, mas mantendo todas as condi¢des estipuladas

pelo método (DIAS, 2019).

2.3.4 Exatidao

A exatiddo de um método deve ser demonstrada pela concordancia entre os
resultados obtidos pelo método em relagdo a um valor aceito como verdadeiro. A exatidao
deve ser verificada a partir de, no minimo 9 (nove) determinagdes, contemplando
concentracOes baixas, médias e altas com 3 (trés) triplicadas em cada nivel. Podendo
realizar comparagdes de métodos, ensaios de recuperacao e adi¢dao de padrao

Exatidao é expressa pela equacdo 1 pela relacdo entre concentracdo média, obtida

experimentalmente, com a concentragdo tedrica, acrescidos dos valores de confianga.

Concentragio média experimental

Extatidio = x 100 (1)

Concentragio teoérica

Quando a exatiddo é determinada a partir de um método anteriormente validado
deve-se considerar, em substituicdo ao termo “concentracdo tedrica’” a concentracao do

analito determinado por meio desse método (ANVISA, 2017).

2.3.5 Limites de Detecgdo e Quantificagdo
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O limite de deteccdo é a menor concentracdo de um analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém nao pode ser quantificado. Sua determinagao por
ser demonstrada pelo método visual da razao sinal-ruido, baseado na determinacdo do
branco ou em parametros da curva de calibragdo. Para métodos instrumentais, o limite de
deteccdo pode ser determinado pela razdo do sinal-ruido que deve ser maior ou igual a 2:1.

Para determinagdo, considerando valores da curva analitica, o limite de detecgao

pode ser calculado pela equacdo 2:
LD = 3,3.— (2

Em que: IC é a inclinagdo da reta da curva de calibragao, o é o desvio padrao do intercepto
com o eixo Y de, no minimo 3 (trés) curvas de calibracdo com concentracdes préximas ao
suposto limite de detecc¢do, a partir do desvio padrao residual da linha de regressao ou da
estimativa do ruido proveniente da andlise do branco. (ANVISA, 2017)

O limite de quantificagdo é a menor quantidade que um analito, em uma
determinada amostra. Pode ser quantificado com precisdo e exatiddo aceitaveis sob
condi¢cOes experimentais estabelecidas. Para determinacdo, baseada nos parametros da

curva analitica, o limite de quantificacdo pode ser calculado pela equacgao 3:

LQ = 10.Z )

2.3.6 Robustez

Um método pode ser considerado robusto quando mantem seu nivel de
confiabilidade mesmo quando sofre pequenas e estudadas variagdes nos parametros. Nos
testes de robustez, ensaios estatisticos sdao aplicados que examinam os efeitos das
alteracdes em diferentes varidveis do método. Na CLAE, essas varia¢Oes referem-se a
diferentes tipos de coluna, temperatura e fluxos. De modo geral, os testes de robustez

servem para indicar fatores que podem influenciar a resposta do método no resultado.



24

3. Materiais e métodos

A validagdao dessa metodologia possui carater quantitativo, pois o método é
aplicado para controle de qualidade aplicado na industria alimenticia. Foi utilizada
metodologia de pesquisa experimental Ex-post Facto, pois os ensaios analiticos foram

realizados antes da escrita desse trabalho de conclusdo de curso (VAN DALEN, 1971).

3.1 Materiais

3.1.1 Amostra de referéncia

Para a validacdo utilizou-se uma amostra como referéncia interna, fornecida para

realizacdo de testes de proficiéncia.

3.1.2 Padrdo de referéncia

Para a validacdo utilizou-se um padrdo de Vitamina B9 com certificado ISO GUIDE

34 possuindo 98,0% de pureza.

3.1.3 Equipamentos

e Balanga, sensibilidade analitica de precisdao 0,1 mg

e Balanga, carga superior, sensibilidade de precisao 0,01 g
e Vortex

e Banho ultrassénico

e Micropipetas 500 ul a 5000 pl

e Medidor de pH

e Cromatdgrafo liquido com detector UV-visivel acoplado

Coluna RP8, 250 mm x 4,6 mm, 5u com pré-coluna compativel

3.1.4 Reagentes



Acido félico, USP ou equivalente CAS # 59-30-3
Acetonitrila, grau UV

Metanol, grau UV

Acido acético glacial

Trietilamina

Acido fosférico, 85%

Hidroxido de sddio, 50%

Fosfato de hidrogénio dissédico

Citrato trissédico

Papaina

Agua destilada

3.2 Método
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O método se baseia na digestdo enzimdtica da amostra com papaina seguida de

limpeza e separagao do analito de interesse utilizando colunas de extragao de fase solida e

guantificacdo por cromatografia liquida com detector UV-visivel acoplado. O método

utilizado foi desenvolvido pelo centro de pesquisa e desenvolvimento da empresa, sendo

esta a detentora dos seus direitos.

3.2.1 Preparo das solugdes utilizadas

Solugdo tampao citrato

Em um béquer, deve-se pesar 150 g de citrato trissddico. Dissolver com 1000 mL de

agua destilada e ajustar o pH para 7,0 com algumas gotas de acido acético glacial.

Solugdo tampao fosfato

Em um béquer, deve-se pesar 6,3g de hidrogenofosfato dissédico. Dissolver com 900

mL de dgua destilada e ajustar o pH a 7,0 com acido orto-fosforico 85%.
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e Solugdo de Papaina

Em um béquer, pesar 4 g de papaina de dissolver com 100 ml dgua destilada.

e Fase Movel A

Em um béquer, adicionar 15 mL de acido acético glacial com 3000 mL de &4gua

destilada. Com auxilio de uma pipeta de vidro, adicionar 3 mL de trietilamina e ajustar o pH

para 5 com hidroxido de sédio 50%. Filtrar sob vacuo e colocar no banho ultrassénico por

30 minutos.

e Fase Moével B

Em um béquer, misturar 600 mL da Fase mdével A com 400 mL de acetonitrila. Colocar

em ultrassom por 30 minutos.

e Preparo da solugdo Padrao (solucdo estoque)

Em um baldo volumétrico de 50 mL, deve-se pesar com precisdao de 0,1 mg, 45 mg do

padrdo de vitamina B9 anidro. Dissolver e avolumar o baldo com uma solucdo de tampao

preparada com o fosfato de hidrogénio dissédico.

e Preparo da solugdo padrao intermedidria |

Em um baldo volumétrico de 100 mL, pipetar 2 mL da solucdo padrao estoque. Diluir

e avolumar o baldo com agua destilada.

e Preparo da solugdo intermediaria Il

Em um baldo volumétrico de 100 mL, pipetar 4 mL da solucdo intermediaria. Diluir

e avolumar o baldo com dgua destilada.
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e Preparo da curva analitica
A curva analitica deve ser preparada conforme a tabela 2, utilizando a solucdo
intermediaria Il e os baldes devem ser avolumados com a solu¢dao tampao de citrato

trissédico.

Tabela 2 - Curva analitica de Acido Fdlico

B Volume pipetado da Solugao Volume do Balao Concentragdo em
Padréo intermediaria Il em mL Volumétrico em mL ug / mL de vitamina B9
P1 0,125 25 0,0035
P2 0,5 25 0,0141
P3 1 25 0,0282
P4 2 25 0,0564
P5 4 25 0,1129
P6 5 25 0,1411

Fonte: Arquivo pessoal

3.2.2 Rota analitica

Em um baldo volumétrico de 100 mL, pesar uma quantidade especifica da amostra
previamente homogeneizada e dissolvé-la com 60 mL de dgua destilada. Adicionar 5 mL da
solucdo de papaina e incubar em banho térmico a 65°C durante 15 minutos. Apds
ambientacdo avolumar o baldo para 100 mL. Filtrar a amostra em papel filtro.

Com auxilio de um coletor conectado a uma bomba a vacuo, limpar e ativar a coluna
de extracdo de fase solida (SPE). Filtrar uma determinada aliquota da amostra pela coluna
SPE, alterar a posicdao do coletor para coleta e eluir a amostra com a solugdo tampao
fosfato. Transferir toda a coleta para um baldo de 25 mL e avolumar com a solucdo de
tampao fosfato. Filtrar em um filtro de 0,45 um com auxilio de uma seringa para um vial
especifico para CLAE.

Injetar em CLAE previamente estabilizado. Essa amostra tem estabilidade de 24

horas.



3.2.3 CondigGes cromatograficas

Fluxo: 1.0 mL/min
Comprimento de onda: 350 nm
Temperatura da coluna: 452C
Volume de injecdo: 100 pl

Tempo de corrida: 25 min
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Gradiente: O gradiente das fases moveis esta demonstrado na tabela 3 pela porcentagem
de cada fase por minuto da corrida analitica

Tabela 3 - Gradiente da fase movel

Tempo (min)

% Fase Movel A

% Fase Movel B

0
10
11
15
20
25

95
45
5
5
95
95

5
55
95
95

5

5

Fonte: Arquivo pessoal
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4. Resultados e discussoes

4.1 Validagdo do método analitico por CLAE

A validacdo foi realizada de acordo com a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC)
numero 166 datada de 24 de julho de 2017 da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria para
os seguintes parametros: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo
e limite de quantificacao.

Todos os ensaios foram realizados dentro do laboratério de controle de qualidade
da empresa detentora do método, utilizando material fornecido para testes de proficiéncia
interno como referéncia. Todos os cdlculos e dados estatisticos, presentes nesse trabalho,

foram realizados com o auxilio do Microsoft Excel® 2016.

4.1.1 Calculo do teor de vitamina B9

Célculo do teor de vitamina B9, equacdo 4:

(Y=-4) V1 _ V3

m V2

Acido Félico (ug/100 g) = (4)

No qual:

Y = altura do pico ou area do pico do acido félico na solugdo da amostra
A = Interceptacao (eixo y)

B = Inclinagao da curva

m = Peso da amostra (g)

V1 = Volume inicial da diluicdo da amostra

V2 = Volume da solucdo da amostra colocada na SPE

V3 = Volume de eluente coletado da SPE

4.1.2. Seletividade
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Para avaliar a seletividade do método, analisa-se a inje¢ao da solugdo padrdo no
ponto 6 da curva analitica (Figura 3), uma inje¢do da solu¢dao padrao equivalente no ponto
3 da curva analitica (Figura 4), uma amostra branca que passou por todas as etapas da rota
analitica (Figura 5). A Figura 6 representa um cromatograma da amostra de referéncia

utilizada na validagao.

Figura 3: Cromatograma do ponto 6 da curva analitica

Fotic Acid —7.430.—

5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 850 9.00 9.50 10.00
Mnutes

Fonte - Arquivo pessoal



Figura 4: Cromatograma do ponto 3 da curva analitica
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Figura 5: Cromatograma da injecdao do branco
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Figura 6: Cromatograma da amostra de validacao
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4.1.3 Linearidade

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos nos ensaios realizados, visando estudar
a resposta do método para a mesma amostra com diferentes concentracdes. Todos os

calculos foram baseados na resposta da CLAE em relacdo a altura, a tabela 4 mostra a
resposta de sete injecOes para cada nivel de concentracdo. A concentracao encontrada, a

recuperacao e o coeficiente de variacdo foram calculados com o auxilio do Microsoft Excel®

2016



Tabela 4 -Resultados do teste de linearidade
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Nivel de concentragao
(ng/ml)

Altura
(mAU*s)

Altura média Concentragao

(mAU¥*s)

(ng/ml)

Recuperagao
(%)

DPR (%)

0,0035

33845
34702
34468
34315
34123
34532
34132

34302,43

0,0036

101

0,85

0,0141

154601
151006
151385
151326
153132
151385
152261

152156,57

0,0146

103

0,85

0,0282

299125
296979
298539
301041
301202
300705
297034

299232,14

0,0283

100

0,61

0,0564

598073
600825
600463
597105
587848
595478
595243

596433,57

0,0560

99

0,73

0,1129

1191414
1187571
1189451
1194337
1188278
1191028
1188316

1190056,43

0,1114

99

0,20

0,1411

1524053
1522793
1523665
1522800
1519879
1522555
1514950

1521527,86

0,1424

101

0,21

Fonte- Arquivo pessoal

Figura 7 mostra o grafico da regressao linear realizada com os valores da altura dos
picos na abcissa e a concentragdo tedrica do padrdo no eixo das ordenadas.
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Figura 7 - Grafico de linearidade
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A linearizagdo realizada com os dados obtidos, nos primeiros ensaios, forneceu um
coeficiente de correlagdo (R?) igual a 0,9997, mostrando que o método possui uma forte
correlagdo linear entre a concentracdo do analito e a altura do pico cromatografico,
considerando o intervalo do ponto 1 e ponto 6 da curva analitica. Os critérios foram aceitos,

portanto, o método pode ser considerado linear para esse intervalo.

4.1.4 Exatiddo

A exatiddo foi determinada a partir de um ensaio de recuperacao, foram analisadas,
em triplicadas, solugdes contendo 80%, 100% e 120% de vitamina B9 em sua composicao.

Todos os resultados foram analisados e tabelados na tabela 5.

Tabela 5- Resultados do ensaio de exatidao

= Resultados Recuperagdo DPR
Solugdo
(ug/100g) (%) (%)
12,98 13,05 13,02
0% 13,13 13,18 13,25 99,4 0,10
13,02 13,18 13,25
16,49 16,65 16,57
100% 16,69 16,75 16,78 101,0 0,09
16,74 16,72 16,65
20,03 20,05 20,12
120% 19,98 20,13 20,05 99,9 0,45
19,06 19,03 19,5

Fonte- Arquivo pessoal
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O parametro estd validado uma vez que seus critérios de aceitacdo foram atendidos,
tanto parametros de recupera¢des médias quanto recuperagdes individuais. O método

manteve dentro da faixa estipulada de 95% a 105%.

4.1.5 Precisao

Para verificar a precisdo do método, realizou-se seis ensaios analiticos em triplicatas,
utilizando uma amostra de referéncia fornecida para testes de proficiéncia de mesmo material para
o qual esse método se destina. A amostra serd identificada como BFF (Baby Food Formula) de

concentragdo conhecida e validada de 16,50 ug/100g. A tabela 6 mostra os valores encontrados.

Tabela 6- Resultados para teste de exatidao

Ensaio Val&;(/:i(l)c;gl?do Média (ug/100g) Recuperacdo (%)

16,92

1 16,85 16,84 102,06
16,75
16,49

2 16,65 16,57 100,42
16,57
16,85

3 16,79 16,86 102,20
16,95
15,92

4 15,85 15,85 96,04
15,77
16,69

5 16,75 16,74 101,45
16,78
16,74

6 16,72 16,70 101,23
16,65

Fonte - Arquivo pessoal

Os parametros foram atendidos uma vez que os seus critérios de aceitacdo foram
validados. Os resultados foram avaliados e o método apresentou um desvio padrao relativo

de 0,36, estando abaixo do valor limite de 5% estipulado.
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4.1.6 Precisdo intermediaria

Para avaliar a precisdo intermedidria, realizou-se uma nova sequéncia de ensaios
em outro dia, nas quais todas as solugdes utilizadas foram preparadas novamente. Os

valores encontrados estdo especificados na tabela 7.

Tabela 7- Resultados obtidos no teste para precisao intermediaria

Ensaio Val(zr;ig:;gl';\do Média (ug/100g) Recuperagdo (%)

16,43

1 16,35 16,43 99,58
16,51
16,2

2 16,16 16,14 97,80
16,05
16,78

3 16,75 16,78 101,72
16,82
15,98

4 15,96 15,94 96,63
15,89
16,45

5 16,43 16,46 99,78
16,51
16,23

6 16,25 16,22 98,32
16,19

Fonte - Arquivo pessoal

Na validagdo da precisdao intermedidria, analisa-se os resultados obtidos nos dois
ensaios. A comparacdo entre os resultados ndo mostrou diferenca significativa, uma vez
gue o segundo ensaio apresentou um desvio padrdo de 0,27, mostrando que o método

atende os parametros de reprodutibilidade.
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4.1.7 Limites de Detecgdo e Quantificagao

Para a determinacgao tanto do limite de detecgdo quanto limite de quantificacao
utiliza-se como base a variacdo média do sinal ruido. Para o limite de deteccdo utiliza-se a
relacdao de 3 vezes a média de oscilagdes do sinal ruido. Para o limite de quantificacao,
utiliza-se a relacao 10 vezes a média de oscilagdes do sinal ruido.

Aplicando as relagGes descritas, os valores encontrados foram 0,1 ug/100g para

deteccdo e 0,3 ug/100g para quantificacdo, para a matriz analisada.

4.1.8 Analise de custos e impactos na rotina analitica

A inclusdo da quantificacdo de vitamina B9 por CLAE surgiu pela necessidade de
substituir um método microbiolégico, anteriormente utilizado, que possuia quantificagao
por espectrofotometria. Considerando o custo absoluto por amostra, o método por CLAE
possui um aumento consideravel de 60% no valor final. Quando se dilui o novo método nos
custos fixos do laboratdrio, uma vez que o mesmo equipamento de cromatografia é
utilizado em outras analises, pode-se perceber aumento no custo total da analise de apenas
20%.

Mesmo o novo método possuindo um custo relativamente mais alto continua sendo
mais vantajoso, uma vez que o método microbioldgico necessita de 36 horas de inoculacgao,
retirando um analista da rotina do laboratério por aproximadamente dois dias de trabalho.
Outro aspecto positivo é o compartilhamento de equipamentos, uma vez que o método
microbioldgico necessita de equipamentos e vidrarias utilizados somente para esse

método.

4.1.9 Robustez

Esse parametro ndo pode ser avaliado uma vez que todos os métodos analiticos sdo
desenvolvidos pelo centro de pesquisa e desenvolvimento da empresa e por politica

interna da empresa as unidades ndo podem fazer mudanga maiores na rota analitica.
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5. Conclusédo

Considerando todos resultados obtidos durante a validagdo, pode-se dizer que a
implementacdo do método de quantificacdo de vitamina B9 por cromatografia liquida de
alta eficiéncia sera realizada uma vez que atende todas as especificagdes determinadas
pela Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) nimero 166 datada de 24 de julho de 2017 da
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitdria. O método apresentou:

-boa seletividade, com boa definicdo de picos e sem interferéncias de reagentes ou outros
compostos no mesmo tempo de elui¢do da vitamina B9.

-forneceu resposta muito positiva no ensaio de linearidade, apresentando um coeficiente
de correlagdo (R?) igual a 0,9997, mostrando uma étima corregdo linear para o intervalo de
estudo.

-resultados satisfatérios nos ensaios de exatiddo de precisdo, apresentando uma
recuperagdao média de 100,1%.

-a repetibilidade e reprodutibilidade do método forneceu valores de desvio padrao relativo
de 0,36 e 0,27 respectivamente.

-os valores para os limites de detecgdo e quantificagdo foram 0,1 ug/100g e 0,3 ug/100g
respectivamente, mostrando que o método possui uma alta sensibilidade sendo possivel
detectar e quantificar valores muito abaixo da média da concentracao de vitaminas em
produtos os quais esse método se destina.

Uma das principais vantagens do novo método em relagcdao ao método antigo, é a
necessidade de apenas um analista e um turno para realizar um ensaio com até 25
amostras. O compartilhamento de equipamento com outras analises, permitindo assim a
diluicdo dos custos da analise, torna o método economicamente viavel ao laboratdrio.

Portanto, pode-se dizer que todos os objetivos tracados para essa validagdao foram
atingidos, uma vez que todos os pardmetros analisados estdo dento das normas,
mostrando que o método proposto cumpre todos os requisitos legais para sua execucao.
Dessa forma, conclui-se que o método de quantificacdo de vitamina B9 por cromatografia
liquida de alta eficiéncia estd validado e pode ser incluido na rotina do laboratério de

controle de qualidade.
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