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RESUMO

O Brasil € um pais que carece de metodologias analiticas apropriadas
para a determinacao de folatos, uma classe de vitamina cuja deficiéncia pode
acarretar varios disturbios bioquimicos no organismo humano. Visando atender
a esta necessidade, neste trabalho foi desenvolvida e validada uma
metodologia para determinagcdo dos folatos em alimentos, utilizando a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A maior vantagem do método
proposto foi a simplicidade obtida na extracdo da amostra para analise, em
relagdo as metodologias existentes. A extragéo dos folatos foi feita com acetato
de aménia (0,05mol/L), seguida da limpeza do extrato com acido
tricloroacético. Os folatos, 5-metiltetraidrofolato (SMTHF), 5-formiltetraidrofolato
(5FTHF), tetraidrofolato (THF), 10-formil-acido folico (10FAF), 10-metil-acido
folico (10MAF) e acido folico (AF) foram separados em coluna de fase reversa
C+s por eluicdo com gradiente de fase mével (acetonitrila/ solugao com acido
acético). A deteccao foi através da fluorescéncia natural dos compostos, com
excecao do acido félico que foi detectado na regido do ultra-violeta e, a
quantificacao dos analitos realizada por padronizacdo externa. Os limites de
deteccao e as taxas de recuperacao para as diferentes formas de folatos
foram, respectivamente, 5pg/mL e 94-108% para o SMTHF, 7pg/mL e 97-102%
para o THF, 30pg/mL e 97-104% para o 5FTHF, 30pg/mL e 96-105% para o
10FAF, 5ng/mL e 97-102% para o AF e 5ng/mL e 98-103% para o 10MAF. Os
limites de quantificacdo foram considerados como duas vezes os limites de
deteccédo. A repetibilidade apresentou CV« 3,9% para todas as formas da

vitamina. Completando a validacdo da metodologia, a exatiddo foi avaliada



utilizando trés materiais de referéncia certificado, figado de porco (BCR487),
leite em pé (BCR421) e misturas de vegetais (BCR485). Para avaliar a
versatilidade do método, este foi aplicado a trés matrizes diferentes: duas frutas
tropicais (jenipapo e murici) coletadas em cidades diferentes do pais (Fortaleza
e Belém), carne bovina e dois tipos de bebidas fermentadas, vinho tinto e
cerveja pilsen. As frutas foram as que apresentaram os maiores teores de
folatos totais, 146,5ug/100g e 80,4ug/100g para o murici e jenipapo,
respectivamente. Houve diferengas significativas entre os valores obtidos de
frutas da regido norte e nordeste do pais. O vinho tinto apresentou variagdo no
teor de folatos totais de 6,5 a 23,7ug/100mL. A cerveja apresentou variagéo de
292,8 a 652,6ug/100mL. Os teores encontrados na carne bovina ficaram em
torno de 14,0ug/100g. O S5MTHF foi a forma predominante no musculo e no
murici, ja o para o jenipapo e o vinho a distribuicdo de teores individuais foi
equitativa sendo que a concentracdo do 10MAF se destacou um pouco mais

em comparagao com os outros folatos.
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ABSTRACT

Brazil is a country that lacks appropriate analytical methodologies for the
determination of folates, a vitamin whose lack can cause some biochemical
disturbarcies in the human body. Aiming filling this gap, methodology for the
determination of folates in foods using high performance liquid chromatography
(HPLC) was developed and validated. The principal advantage of the method
considered was the simplicity of the sample extraction method, in relation to
existing methodologies. The folates were extracted with ammonia acetate
(0.05mol/L), followed by the clean-up step of the extract using trichloracetic
acid. The folates, 5-methyltetrahydrofolate (5MTHF), 5-formyltetrahydrofolate
(5FTHF), folic acid tetrahydrofolate (THF), 10-formyl-folic acid (10FAF), 10-
methyl-folic acid (10MAF) and folic acid (FA) were separated using a Cis
reverse phase column and gradient elution with acetonitrile and aqueores acetic
acid solution. Detection was by the natural fluorescence of the compounds,
with the exception of folic acid, wich was detected in the ultra-violet region and
quantification was by external standardization. The detection limits and
recovery rates for the different forms of folate were, respectively; 5pg/mL and
94-108% for SMTHF, 7pg/mL and 97-102% for THF, 30pg/mL and 97-104% for
5FTHF, 30pg/mL and 95-105 for 10FAF, 5 ng/mL and 97-102% for FA and
5ng/mL and 98-103% for 10MAF. The quantification limits were considered as
three times the detection limits. Repeatability showed CV« 3,9% for the all the
forms of the vitamin. After completing the validation of the methodology, it was
applied to three certified reference materials, pig liver (BCR487), powdered milk
(BCR421) and a mixture of vegetables (BCR485). To evaluate the versatility of

the method, it was applied to three different matrices, two tropical fruits
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(jenipapo and murici) collected in different cities of the country (Fortaleza and
Belem), bovine meat and red wine. The fruits presented the highes contents of
total folate, 146.5ug/100g and 80.4ug/100g for murici and jenipapo,
respectively. There were significant differences between the values obtaned for
fruits from different cities in the north of the country. The red wine presented
variations in the total content of folates from 6.5 to 23.7ug/100mL. The beer
presented variations in the total content of folates from 292,8 a 652,6ug/100mL.
The contents found in the meat were about 14.0ug/100g. SMTHF was the
predominant form in the meat and murici, but for jenipapo and red wine the
distribution was of balanced, the concentration of 10MAF being slightly hingher

than the other folates.
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INTRODUCAO GERAL

Os alimentos, num passado ndo muito distante, eram tidos apenas como fontes
de substancias essenciais para preencher os requisitos nutricionais basicos do organismo
humano ou animal. Hoje, sabe-se que os alimentos oferecem muito mais, sdo fontes de
substancias bioativas que proporcionam beneficios adicionais a satide. As investigagdes
nesse sentido foram estimuladas principalmente, pelos avancos cientificos que
proporcionaram evidencias convincentes ligando dieta e saude.

Entre esses fitoquimicos bioativos encontram-se os folatos, que compreendem
um grupo de substancias que hoje estdo sendo consideradas pelos cientistas
indispensaveis a saude humana e animal, apontadas como “as vitaminas do futuro”.
Recentemente, inimeros trabalhos publicados mostraram que a caréncia de folatos pode
causar doengas cardiovasculares, cancer e desordens mentais, como o mal de Alzheimer,
além de outras doencas debilitantes cronicas. Acredita-se que um dos possiveis efeitos
diretamente relacionado a caréncia dos folatos e que tem surtido maior repercussao
mundial sdo as malformagdes congénitas (MACHLIN, 1991; CZEIZE e DUDAS, 1992;
KATZUNG, 1994; ULENE e ULENE, 1995; OAKLEY et al., 1995; CRANE et al.,
1995; DALY et al., 1997, DEVLIN, 1997; PARODI, 1997, RANG et al., 1997;
DIERKS et al., 1998; MAILNOW et al., 1998; MOSHFEGH e al., 1998). A
deficiéncia de folatos no organismo humano, normalmente ¢ causada pelo consumo
dietético inadequado, demanda aumentada por ma absor¢do ou por erros genéticos no
metabolismo de folatos (CZEIZE e DUDAS, 1992; PARODI, 1997, TARUMA e
MESSING, 1997). Segundo levantamentos de consumo alimentar, a ingestdo

inadequada parece ser a causa mais comum (DEVLIN, 1997).



Em conseqiiéncia de todas essas doencas causadas pela ingestdo insuficiente
dessa vitamina, o FDA (Food and Drug Administration) nos EUA, desde 1996,
determinou que o acido folico deveria ser adicionado (140 pg/100g) a uma série de
alimentos, principalmente aos cereais matinais, macarrdo e farinhas (TUCKER et al.,
1996). A preocupacdo com a ingestdo de folatos na alimentagdo de gestantes foi tdo
grande que, em 1998, uma campanha nacional foi criada nos EUA, cuja missao foi a de
reduzir as malformagdes congénitas, incentivando e promovendo o consumo de
alimentos ricos em folatos. No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) reconheceu a importancia dos folatos, através da Resolugdo n® 344 de
13/12/2002, obriga o enriquecimento de farinhas de trigo e milho com &cido folico
(Brasil, 2002).

A identifica¢do e quantificacdo de folatos em alimentos é pré-requisito basico
para as investigagdes sobre alimentos funcionais e para programas que promovem dieta
saudavel para a populagdo. Embora um grande numero de alimentos contenha folatos, o
conhecimento dos teores dessa vitamina nesses produtos tem sido dificultado pela falta
de laboratorios preparados para a realizagdo das analises, e principalmente, pela falta de
metodologias analiticas adequadas (POLESELLO e RIZZOLO, 1990; MACRAE,
1990).

O método oficial (CUNNIFF, 1997) para a determinagdo de acido folico e folatos
em alimentos é um método microbiologico que apresenta muitos inconvenientes, como
baixa precisdo, lentiddo na analise e exatiddo questiondvel, além de ndo permitir a
separagdo e identificacdo de cada forma da vitamina presente.

Os métodos quimicos para a determinagdo de folatos apresentam problemas em
decorréncia da presenca de muitos interferentes na analise de matrizes alimenticias.

Recentemente, a literatura vem apresentando avangos nos métodos para a determinacao



de folatos, através de técnicas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
em fungdo de sua rapidez, alta sensibilidade, precisdo e exatiddo, possibilitando a
determinacdo das diferentes formas de folatos em uma tUnica analise. Portanto, o
desenvolvimento e/ou aperfeigcoamento de uma metodologia utilizando a CLAE para a
determinacgdo de folatos ¢ de extrema importancia, para a pesquisa de alimentos no pais.

Esforcos tem sido feitos visando a determinacdo correta dos valores de folatos nos
alimentos, considerando-se que esta analise ndo ¢ uma tarefa facil. Problemas analiticos
que resultaram em dados ndo confiaveis ou errdneos vém impedindo o progresso nesta
area, inclusive nos estudos epidemiologicos que correlacionam os folatos a incidéncia
de doencas. A confiabilidade dos dados analiticos ¢ importante para o conhecimento dos
teores reais nos alimentos, principalmente, na garantia da seguranca alimentar e na
obtencdo de novas fontes. Nos ultimos anos a AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) vem estimulando o controle de qualidade analitica, através de planejamento e
analises estatisticas variadas (WERNIMONT, 1985). No Brasil, também a validagdo de
novos métodos analiticos tem sido uma preocupacdo dos pesquisadores, mas pouco se
tem feito em relacdo a validagdo de novos métodos para folatos e acido folico
(CATHARINO e GODOY, 2000).

Tendo em vista o contexto que envolve os folatos, o presente estudo visou
desenvolver uma metodologia por CLAE para determinacdo de folatos em alimentos
brasileiros, onde ndo ha nenhum dado na literatura.

Este trabalho, além de auxiliar os pesquisadores, apresenta uma alternativa para
a determinagdo de folatos em alimentos, de forma a verificar e garantir o potencial
vitaminico, bem como possibilita o estudo de novas fontes, podendo também ser
utilizado como ferramenta para enriquecer os dados da tabela brasileira de composicao

de alimentos.
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Resumo

Até pouco tempo atras, os folatos, termo geral que se refere a
compostos ndo so estruturalmente mas também com atividade semelhante a
do acido fdlico, tinham apenas algumas poucas fun¢des elucidadas em relagao
ao organismo humano. Atualmente, sabe-se que os folatos estdo envolvidos
em inumeras reacdes metabdlicas e sdo extremamente importantes para a
manutencado da saude. A caréncia dessa vitamina, pertencente ao grupo das
vitaminas hidrossoluveis, vem sendo relacionada a uma seérie de doencas
graves como a anemia megaloblastica, cancer, disturbios cardiacos e
malformacgdes congénitas, entre outras. As principais fontes de folatos séo os
vegetais folhosos e as leveduras, além de carnes, figado, rins, frutas, cereais e
leguminosas (BRODY, 1991, FRANCO, 1992). Porém, trabalhos para confirmar
ou encontrar novas fontes de folatos e assegurar a qualidade nutricional
desses alimentos séo escassos, bem como, as metodologias desenvolvidas
com esse proposito que muitas vezes sao impossiveis de serem reproduzidas
nos laboratérios nacionais de analise de alimentos. Embora a Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE) seja uma das técnicas analiticas mais



utilizadas para analise de vitaminas em funcao de sua sensibilidade e precisao,
e a mais indicada para a separacao das diferentes formas de folatos ativos, em

uma unica analise, s6 alguns poucos trabalhos s&o encontrados na literatura.

Abstract

Until fairly recently, the functions of folates, a general term used for a group of
compounds with structures and activities similar to those of folic acid, were little
understood with respect to the human body. Nowadays we know that folates
are involved in several metabolic reactions and are most important for the
maintenance of health. The lack of this vitamin, which belongs to the water-
soluble group of vitamins, has been associated with a series of serious
diseases such as megaloblaster anemia, cancer, heart disease and congenital
malformations, amongst others. The main sources of folate are green
vegetables and yeasts, as wellas meats, liver, kidneys, fruits, cereals and
vegetables in general (BRODY, 1991, FRANC, 1992). However, research to
confirm or to find new sources of folate and to assure the nutritional quality of
these foods is scarce, as are methodologies created for this purpose that are
frequently impossible to reproduce in the national laboratories for food analysis.
High performance liquid chromatography (HPLC) is one of the most widely used
analytical techniques for vitamin analyses as a function of its sensitivity and
precision and is the most indicated technique for the separation of the different
forms of active folates in a single analysis. Nevertheless few papers on this

subject can be found in the literature.



1. INTRODUCAO

O acido félico (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol-L-glutamico),
também é conhecido como acido pteroilglutdmico, vitamina Be, vitamina Bg €
vitamina M. Esta naturalmente presente em alimentos, geralmente, na forma
reduzida, como derivados de poliglutamatos, com 2 a 7 residuos de acido
glutdmico (DEVLIN, 1997). Folatos € um termo geral que se refere a compostos
com estrutura e atividade biolégica semelhante a do acido fdlico
(BRUBACKER et al., 1985, KEAGY, 1985, BUHLER, 1988, BRODY, 1991,
ZANINI e OGA, 1994, BRODY, 1994, DALY et al., 1997).

Os folatos estdao sendo apontados como “a vitamina do futuro”. Acredita-
se que uma das consequéncias diretamente relacionado a caréncia dos folatos
com maior repercussdo mundial, sdo as malformagdes congénitas.
Recentemente, inumeros trabalhos publicados mostram que a caréncia de
folatos, também, pode causar doencgas cardiovasculares, cancer e desordens
mentais, como o mal de Alzheimer (GREGORY III, 2001, SESHADRI et al.,
2002).

Apesar do acido pteroilglutdmico (PteGlu) ser a estrutura quimica
comum aos folatos (Figura 1), ele ndo € o principal congénere nos alimentos,
nem a coenzima ativa no metabolismo intracelular. Os folatos encontrados nos
alimentos estédo, predominantemente, na forma de poliglutamatos, sendo o 5-
metiltetraidrofolato o congénere majoritario. Durante o transporte gastro-
intestinal, os poliglutamatos s&o hidrolisados a monoglutamatos, reduzidos e

metilados.
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Figura 1. Acido pteroilglutamico (Pteglu).

Os folatos estdo na natureza em diferentes formas, cada uma sendo
sintetizada a partir de reacbes de metilacdo e replicagcdo celular nos
organismos, desempenhando um papel especifico no metabolismo intracelular
humano, conforme apresentado na Tabela 1. Entretanto o principal papel dos
folatos € a formacao de co-fatores essenciais as reagdes de metilacdo e
replicacao celular (GOODMAN e GILMAN, 1991, KATZUNG, 1994, ZANINI e
OGA, 1994, ALVAREZ, 1997, DALY et al., 1997).

A deficiéncia de folatos no organismo humano é causada por varios
fatores, entre eles a demanda aumentada, ma absorcao, erros genéticos no
metabolismo de folatos ou pelo consumo dietético inadequado (TAMURA e
MESSING 1997, CZEIZE, 1992). Segundo DELVIN (1997), os levantamentos
sobre o consumo alimentar demonstraram que a causa mais comum da

deficiéncia de folatos tem origem nutricional.

Tabela 1. Nomenclatura e fung¢des bioquimicas dos principais congéneres do

acido pteroilglutamico.
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Composto Congénere Radical | Posigao Fungao

Metiltetraidrofolato CHsH4PteGlu -CHs; N5 *Conversao

homocisteina

de

a

metionina.*Conver

sao de serina a

glicina.
Acido folinico 5-CHOH4PteGIlu |-CHO N5 Sintese de purinas.
10-Formiltetraidrofolato | 10- -CHO N10 *Sintese de purina.
CHOH4PteGlu *Utilizacao ou
geragao de formato.
5,10- 5,10- -CH- N5-10 *Sintese de purina.
Meteniltetraidrofolato CHH4PteGlu
5,10- 5,10- -CHo- N5-10 *Sintese de
Metilenotetraidrofolato CH2H4PteGlu timidilato
Formiminotetraidrofolato | CHNHH4PteGlu |-CHNH |N5 *Metabolismo da
histidina.

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
reconheceu a importancia dos folatos, através da Resolugdo n° 344 de
13/12/2002, obriga o enriquecimento de farinhas de trigo e milho com acido
félico (Brasil, 2002).

Embora os folatos estejam presentes em um grande numero de
alimentos, o conhecimento dos teores reais dessa vitamina tem sido dificultado
pela falta de laboratérios preparados para a realizacdo das analises, e
principalmente, pela falta de metodologias analiticas adequadas (FINGLAS et
al., 1999). Infelizmente, os resultados encontrados na literatura sobre o
conteudo de folatos necessitam serem reavaliados, especialmente pelas
dificuldades analiticas inerentes aos métodos utilizados (CATHARINO,
VISENTAINER, GODOY, 2003). Esses dados sao muito importantes na
reformulagao das tabelas de composicédo de alimentos, onde muitos dos teores
apresentados sao discrepantes, dificultando comparar os valores e a estimativa

do consumo dietético com um certo grau de confiabilidade. Além disso, as
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amostras de alimentos podem variar amplamente tanto na composicao
qualitativa como quantitativa, o que dificulta o estabelecimento de um método
geral para determinagcdo do valor vitaminico. Essas tabelas sao ferramentas
indispensaveis para os profissionais da area de saude para adequar a ingestao
de folatos, substancias importantes para a manutencao da saude e prevengao
de determinadas doencas.

Existe uma lacuna muito grande em relacdo ao estabelecimento da bioatividade e
biodisponibilidade das diferentes formas de folatos (GREGORY, 1985, KONINGS,
1999, SCOTT, REBEILLE, FLETCHER, 2000). Estudos nesse sentido sO serdo
conclusivos com técnicas analiticas que permitam a separacdo e quantificacdo dos
diferentes folatos presentes nos alimentos.

Independente do método utilizado para a determinacao de folatos,
algumas caracteristicas sao indispensaveis, como a separacao individual das
suas diferentes formas, medidas para evitar perdas dos folatos durante a
andlise e adequacdo do método a natureza da amostra para obtencdo de
dados confiaveis. A medida que essas exigéncias sdo cumpridas, é claro que a
execucdo do método se torna cada vez mais dificil, porém simplificacdes
podem ser introduzidas, sem prejuizo do resultado final.

Os primeiros procedimentos utilizados para a determinacao de folatos baseavam-
se em métodos bioldgicos e microbiologicos. A principal vantagem desses métodos ¢ a
avaliacdo da biodisponibilidade da vitamina, baseados nos requerimentos nutricionais
de animais de laboratorio ou de um microrganismo. Entretanto, apresentam algumas
limitagdes, além de quantificacdes pouco precisas. O método oficial para a
determinagdo de acido folico e folatos em alimentos (CUNNIFF, 2000) ¢ um método

microbioldgico que apresenta, inconvenientes, como baixa precisao, lentiddo na analise
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e exatiddo questionavel, além de ndo permitir a determinacdo das diferentes formas de
folatos.

Os métodos quimicos apresentam muitos problemas em decorréncia da
presenca de muitos interferentes na analise de matrizes alimenticias, além de
apresentarem muitos inconvenientes, como baixa confiabilidade e quantificagédo
pouco precisa. Recentemente, a literatura vem apresentando avangos em
relacdo as técnicas utilizadas nos métodos para a determinagao de folatos,
como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE), em funcédo de sua
rapidez, alta sensibilidade, precisao, exatidao, possibilitando a determinacao
das diferentes formas de folatos em uma unica analise (SCOTT, REBEILLE,

FLETCHER, 2000)

2. METODOS DE ANALISE PARA ACIDO FOLICO E FOLATOS

Os métodos para a determinacdo de folatos podem ser agrupados em cinco
categorias:  biologicos, microbiologicos, quimicos, imunologicos e fisicos
(cromatograficos). Dentro de cada uma dessas categorias, o analista possui algumas
opcoes de escolha entre os diferentes métodos, dependendo da finalidade da analise.
Para a determinagdo de folatos totais podem ser utilizados métodos microbioldgicos,
bioldgicos ou quimicos, porém para analise especifica do valor vitaminico dos folatos
deve-se utilizar métodos capazes de separar e quantificar isoladamente cada forma de
folato, ja que a bioatividade ¢ diferente entre as diferentes formas ativas de folatos
(JASTREBOVA et al., 2003), assim como a acdo dessas substdncias no organismo
(KONINGS, 1999). Recomendando-se nesses casos a utilizagdo dos métodos

cromatograficos ou imunoldgicos.
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2.1. Métodos Biologicos

Os métodos biologicos avaliam os efeitos da suplementacao de dietas pobres em
folatos sobre as caracteristicas e comportamentos fisiologicos de animas de laboratorio,
tais como reproducdo, crescimento e¢ estocagem no figado. O método bioldgico, O’
DELL e HOGAN (1943) desenvolveram o primeiro método bioldgico utilizando
frangos para determinar a substincia, entdo conhecida como acido folico. Métodos
utilizando ratos também foram desenvolvidos (GREGORY, 1985), porém, sdo
inevitavelmente demorados, dispendiosos e de baixa repetibilidade, hoje raramente
utilizados. No entanto, nao se pode esquecer que os métodos bioldgicos sdo importantes
ferramentas para o estabelecimento das vias bioquimicas dos folatos no organismo
(HORNE e HOLLOWAY, 1997, SCOTT, REBEILLE, FLETCHER, 2000).
2.2. Métodos Microbiologicos

Em comparacdo com os métodos biologicos para determinagdo de vitaminas
hidrossoltveis, as técnicas microbioldgicas sdo mais reprodutiveis. Para a determinagao
de folatos os métodos microbioldgicos apresentam algumas vantagens na sua aplicag@o
e geralmente s@o mais aceitos quando a finalidade da anélise ¢ a determinacao de folatos
totais (GOLI ¢ VANDERSLICE, 1989, RADER ef al, 1998). No entanto, ndo sao
métodos seletivos, respondendo igualmente as inimeras formas de folatos, (FINGLAS
et al., 1999). No método oficial 992.05, descrito no Method of the Association of
Official Analytical Chemistry (CUNNIFF, 1997), bem como no método descrito no
Cooperation Européenne dans le Domaine de la Recherche Science et Technique
(BRUBACKER et al., 1985), para a determinacao de folatos, o microrganismo utilizado
¢ o Lactobacillus rhamnosus (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA

(ATCC) 7469).
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Tanto os métodos microbioldgicos quanto os biologicos ndo permitem a
determinagdo simultanea das diferentes formas de folatos determinando apenas os totais

(TAMURA e MESSING, 1997).

2.3. Métodos Quimicos
Os métodos quimicos tém maior aplicagdo na sintese dos folatos e na
determinagdo de concentrados vitaminicos e produtos farmacéuticos em virtude da alta
concentracdo ¢ auséncia de interferentes. Porém, sdo métodos muito criticados,
principalmente pela falta de sensibilidade quando comparados aos métodos
microbioldgicos, imunoldgicos e cromatograficos. Além disso, a presengca de muitos
interferentes acabam por comprometer a analise dos folatos, sendo muito pouco
utilizados, principalmente para analise quantitativa.
Existem técnicas empregadas cujo principio dos métodos quimicos baseia-se na
reacdo dos folatos com permanganato, liberando acido p-aminobenzdico (PABA)

formando um complexo colorido que ¢ lido a 540nm (KEAGY, 1985).

2.4. Métodos Imunolégicos

Os métodos imunoldgicos possuem como principais caracteristicas a rapidez e a
sensibilidade, embora a sensibilidade seja muitas vezes relativa. A rapidez ¢ um fator
muito importante quando se tem uma demanda bastante grande de analises. Porém os
precos dessas analises sdo bastante altos, o que muitas vezes inviabiliza a analise de
folatos para alguns laboratorios nacionais.

Uma das técnicas utilizadas para a determinacdo dos folatos ¢ aquela na qual os
mesmos sdo ligados com proteina ligante de folacina (FBP), originaria do leite bovino,

para entdo produzirem uma resposta imunolodgica, detectavel através de uma
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complexagdo com um anti-corpo, produzindo cor. Contudo, muitas substancias podem
dificultar a analise devido principalmente a conformacdo espacial adquirida pelas
moléculas interferentes (RAUCH et al., 1989, REICHERT, RUBACH, 1991). Além
disso, ¢ utilizado um marcador radioativo, exigem-se normas rigorosas de seguranca e
pessoas altamente capacitadas para realizacao dos ensaios, aumentando assim o custo do
método (GREGORY, 1985). Sdo métodos que, por sua vez, apresentam vantagens,
como especificidade, rapidez e sensibilidade. As técnicas imunologicas sio comumente
empregadas para a determinag@o de folatos totais em fluidos bioldgicos (RAUCH et al.,
1989, REICHERT e RUBACH, 1991). Mais recente, aplicando esta técnica em
alimentos (STRALSJO et al, 2002, ARCOT, SHRESTHA, GUSANOV 2002),

determinaram folatos em leite e em cereais matinais respectivamente.

2.5. Métodos Cromatograficos

Para os folatos com bioatividade especifica (RUGGERI et al., 1999), € necessario
a separacgdo e quantifica¢do individual de cada composto e as técnicas cromatograficas
se aplicam muito bem a essa finalidade.

A cromatografia em papel e a cromatografia em camada delgada foram as primeiras
técnicas aplicadas para a determinagdo de folatos, porém os métodos apresentam
dificuldades para realizag¢do, em especial, na quantificacao ocasionada pela manipulacao
do papel ou da placa. A cromatografia a gas (CG) nao foi muito empregada na tentativa
de determinacdo de folatos, devido a baixa volatilidade e termo-instabilidade da
vitamina, limitando assim o seu uso (McCORMACK e NEWMAN, 1992). DUEKER et
al. (2000), determinaram folatos totais no sangue humano, utilizando um CG acoplado

de um espectrometro de massas, identificando o PABA.

2.5.1. Métodos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
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A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia(CLAE) esta sendo hoje a técnica
mais empregada para a andlise de folatos (GREGORY III, SARTAIN, DAY, 1984,
LUCOCK et al.,1995, VAHTERISTO et al., 1996, VAHTERISTO et al., 1997 a e b,
KONINGS, 1999, NDAW et al., 2001, DOHERTY ¢ BEECHER 2003). Vantagens
como rapidez, simplicidade, reprodutibilidade, alta sensibilidade ¢ exatiddao, além da
melhor resolu¢c@o na separagdo das diversas formas bioativas presente nos alimentos,
tem sido atribuidas a esta técnica (GREGORY III, SARTAIN, DAY, 1984,
JAGERSTAD, JASTREBOVA, SVENSSON, 2004).

A aplicagdo da CLAE na determinagao de folatos em materiais bioldgicos e em
alimentos ocorre de forma rapida, dependo da otimizagdo da extracdo da amostra, da
purificagdo do extrato e dos métodos de deteccdo para cada tipo de analise requerida
(GREGORY III, 1985, LUCOCK et al., 1993, HOLLMAN et al., 1993, LUCOCK et
al., 1995, CHLADEK, SIPERA, MRTINKOVA, 2000, NDAW et al, 2001,
DOHERTY e BEECHER 2003). Embora sempre citada como uma técnica rapida,
muitas vezes as etapas sntecedem o procedimento cromatografico sdo demorados e
trabalhosos.

A determinagdo de vitaminas em alimentos envolve inicialmente a etapa de
extragdo de compostos, freqlientemente labeis e em concentragdes muito baixas, a partir
de matrizes complexas. Assim, geralmente o procedimento de extracdo envolve
extensiva hidrdlise acida e/ou enzimatica, produzindo extratos com quantidades
apreciaveis de compostos interferentes (AGOSTINI, 1996). Esses procedimentos de
hidrolise e extracdo, provavelmente, constituem as mais importantes causas de variacao
na determinacdo de vitaminas hidrossoluveis, e a otimizacdo dessas estapas representara

um importante passo na eficiéncia do método (HOLLMAN, 1993).
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Diferente da extracdo da maioria das vitaminas hidrossoluveis, a
extracdo de folatos com o uso de tampao fosfato em concentragdes de 0,075
até 0,1mol/L, adicionado de acido ascorbico para a estabilizacdo dos folatos,
numa concentragao de 0,1% até 2%, em pH variando de 4,5 até 7,4 foi a mais
freqlente nos trabalhos revisados (GREGORY Ill, SARTAIN, DAY, 1984,
SCHULZ, WEIDEMANN, BITSCH, 1985, JACOB e HENRY, 1992, LUCOCK et
al., 1995, VAHTERISTO et al., 1996, KONINGS, 1999, NDAW et al., 2001,
DOHERTY e BEECHER, 2003). Tampao acetato, em substituicdo ao fosfato,
também foi utilizado na extracdo em concentracdes que variaram de 0,0005 até
0,1mol/L (GREGORY I, SARTAIN, DAY, 1984, STOKES e WEBB, 1999,
JASTREBOVA et al., 2003) bem como, a substituicdo do acido ascoérbico por
ascorbato de sédio (GREGORY lIl, SARTAIN, DAY, 1984). Ja VAHTERISTO et
al. (1996), STOKES e WEBB (1999), e RUGGERI et al. (1999) utilizaram o 2-
mercaptoetanol, juntamente com o acido ascorbico, para prevenir a oxidagao
dos folatos durante a extracdo. Recentemente, JASTREBOVA et al. (2003)
utilizaram o 2-mercaptoetanol, combinado com fluxo de nitrogénio, na tentativa
de minimizar a oxidagdo de folatos. DOHERTY e BEECHER (2003) com o
mesmo objetivo de evitar a oxidagao dos folatos utilizaram como solvente para
extracdo o 2-octanol combinado ao hexano.

Depois de estabilizar as condigdes garantindo a ndo degradacdo dos
folatos presentes nos alimentos, muitos trabalhos apontam a necessidade de
hidrélise enzimatica dos folatos poliglutdmicos em folatos monoglutamicos
utilizando conjugase. Plasma humano (HP) e pancreas de porco (HK) como
fonte de conjugases, com um tempo de reagao de 3 horas a temperatura de

37°C, foram as condigbes empregadas por GREGORY IIl, SARTAIN, DAY,
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(1984), SCHULZ, WEIDEMANN, BITSCH, (1985), LUCOCK et al. (1995) e
VAHTERISTO et al. (1996). Em substituicdo as conjugases, a a-amilase foi
empregada por OSSEYIl, WEHLING, ALBRECHT, (1998) e RUGGERI et al.
(1999) na determinagdao de folatos totais em cereais matinais e salames,
respectivamente.

ApoOs a estabilizacdo e hidrélise pelas enzimas, compondo assim o
procedimento de extracdo, varios procedimentos de limpeza, do extrato na
tentativa de minimizar a presenca de interferentes e analogos biologicamente
inativos, sao utilizados pelos pesquisadores.

Técnicas simples de filtragdo (SCHULZ, WEIDEMANN, BITSCH, 1985)
ou centrifugacao (OSSEYI, WEHLING, ALBRECHT, 1998, STOKES e WEBB,
1999) foram utilizadas. O emprego de acido tricloroacético (TCA), para
desproteinizacdo dos extratos, seguido de centrifugacdo foi sugerido por
RUGGERI et al. (1999). Métodos de limpeza utilizando colunas de extragdo em
fase solida, particularmente colunas de troca iGnica compostas por amina
quaternaria (SAX), foram largamente utilizados nos ultimos anos, tanto para
purificagdo como concentragdo dos folatos (GREGORY Ill, SARTAIN, DAY,
1984, LUCOCK et al., 1995, VAHTERISTO et al., 1996, OSSEYI et al., 1998,
KONINGS, 1999, STOKES e WEBB, 1999, CHO, KO, CHENONG, 2000,
DOHERTY e BEECHER, 2003). Cartuchos de Sep-pak C1s (STOKES e WEBB,
1999) e ZorbaxSB Cg (JASTREBOVA et al., 2003) foram utilizados com a
mesma finalidade. RUGGERI et al. (1999) e NDAW et al. (2001) utilizaram para
purificagao do extrato de alimentos ricos em proteina colunas de bioafinidade,

contendo proteina ligante de folatos (FBP).
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No sistema cromatografico, fases moéveis tamponadas, com ou sem
modificador organico, foram as mais utilizadas. Os modificadores organicos
mais empregados foram metanol e acetonitrila (GREGORY Ill, SARTAIN, DAY,
1984, GREGORY, 1985, SCHULZ, WEIDEMANN, BITSCH, 1985, LUCOCK et
al., 1993, LUCOCK et al., 1995, VAHTERISTO et al., 1996, VAHTERISTO et
al., 1997b, OSSEYI, WEHLING, ALBRECHT, 1998, KONINGS, 1999,
RUGGERI et al, 1999, STOKES e WEBB 1999, NDAW,et al, 2001,
DOHERTY e BEECHER 2003, JASTREBOVA et al. 2003). O par iénico (PI)
tetrabutil-aminofosfato (TBAP) foi utilizado em alguns trabalhos na composicao
da fase movel (SCHULZ, WEIDEMANN, BITSCH, 1985, OSSEYI, WEHLING,
ALBRECHT, 1998), ja CHLADEK, SIPERA, MRTINKOVA, (2000) utilizaram o
acido octasulfénico. Observou-se nos cromatogramas apresentados nesses
trabalhos que a utilizacdo dos pares iGnicos permitiram a obtencado de picos
bem mais simétricos e finos que os obtidos nos trabalhos sem a utilizagao do
Pl nas fases moveis.

Nos trabalhos analisados observou-se um equilibrio entre os dois tipos
de eluicdo empregados para a determinagdo de folatos. GREGORY (1985),
SCHULZ, WEIDEMANN, BITSCH, (1985), LUCOCK et al. (1993), LUCOCK et
al. (1995), VAHTERISTO et al. (1996) e OSSEYI, WEHLING, ALBRECHT,
(1998) deram preferéncia ao sistema de eluicédo isocratica, enquanto que, em
trabalhos mais recentes, a utilizacdo de gradientes tem-se mostrado muito
eficiente na separagdo de mais formas de folatos (GREGORY III, SARTAIN,
DAY, 1984, VAHTERISTO et al., 1997a e b, KONINGS, 1999, RUGGER!I et al.,
1999, STOKES e WEBB, 1999, NDAW et al., 2001, CATHARINO, 2003,

DOHERTY e BEECHER, 2003, JASTREBOVA et al., 2003).
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As colunas mais empregadas para a separagao de folatos foram as de
fase reversa de octadecilsilano (C1g) (GREGORY Ill, SARTAIN, DAY, 1984,
SCHULZ, WEIDEMANN, BITSCH, 1985, VAHTERISTO et al., 1996,
VAHTERISTO et al, 1997a e b, OSSEYI, WEHLING, ALBRECHT, 1998,
KONINGS, 1999, RUGGERI et al., 1999, STOKES e WEBB, 1999, CHO, KO,
CHEONG, 2000, CHLADEK, SIPERA, MRTINKOVA, 2000, NDAW et al., 2001,
CATHARINO, VISENTAINER, GODOY, 2003, DOHERTY e BEECHER 2003,
JASTREBOVA et al., 2003). Outros tipos de colunas também foram utilizados
na analise de folatos. DONG et al. (1988) utilizaram colunas de fase reversa Cg
para separagao de folatos em leite e LUCOCK et al. (1995) empregaram coluna
com fase ligada microporosa com grupamento fenil para a determinagdo de
folatos em alimentos e fluidos biolégicos. FINGLAS et al. (1999) utilizaram
coluna com resina de poliacrilamida estireno divinilbbenzeno (PLRPS) na
separacao dos folatos em vegetais. Porém, dados de comparagdo entre os
diferentes tipos de colunas utilizadas na separagao de folatos, com relacéo a
melhor eficiéncia, rapidez e resolugao, ndo foram encontrados na literatura.

O detector mais empregado para métodos de determinacdo de folatos
em alimentos foi o de fluorescéncia, em comprimentos de onda de excitacao
variando de 280nm até 310nm, enquanto que o de emisséo variou de 352nm
até 372nm (JI, SAVON, JACOBESEN, 1995, LUCOCK et al.,, 1995, CHLADEK,
SIPERA, MRTINKOVA, 2000, NDAW et al., 2001, JASTREBOVA et al. 2003).
A tentativa de aumentar a fluorescéncia do AF, do tetraidrofolato e do
diidrofolato fez com que GREGORY Ill, SARTAIN, DAY, (1984)
desenvolvessem uma reacao de oxidacado pds-coluna com hipoclorito de sédio

e cloridina, com a finalidade de quebrar o acido félico, o tetraidrofolato e o
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diidrofolato em produtos pteridinicos, resultando em substincias que
apresentam maior fluorescéncia.

A deteccdo por absorgdo na regido do ultra-violeta, (UV), que ja foi
utilizada em maior escala para deteccao de folatos, hoje continua sendo usada
principalmente para a detecgao de acido félico, sendo que os comprimentos de
onda variam de 254nm a 290nm (SCHULZ, WEIDEMANN, BITSCH, 1985,
HORNE e HOLLOWAY, 1997, HOLT, WEHLING, ZEECE, 1988, OSSEYI,
WEHLING, ALBRECHT, 1998), com a evolugédo para o uso de detectores de
arranjo de diodos (DAD), que permitem, além da deteccdo, a obtencdo de
parametros para auxiliar a identificagdo (KONINGS, 1999, DOHERTY e
BEECHER 2003, CATHARINO, 2003). GREGORY llI, SARTAIN, DAY, (1984),
VAHTERISTO et al. (1996), RUGGERI et al. (1999) e JASTREBOVA et al.
(2003) utilizaram detectores de UV e fluorescéncia, em série, para o deteccao
do acido fdlico e dos demais folatos, respectivamente.

Detectores eletroquimicos foram empregados para analise de folatos em
fluidos bioldgicos e alimentos por LUCOCK et al. (1993) e BAGLEY e SELHUB
(2000). LUCOCK et al. (1995) fizeram uma comparagao entre a utilizagao do
detector eletroquimico, de fluorescéncia e UV com arranjo de diodos para a
determinacdo de folatos em alimentos e fluidos biolégicos, recomendando a
determinacgao do sinal do AF no UV e para os demais folatos, dependendo do
tipo e concentracao do folato a ser determinado e da complexidade do extrato,
os trés tipos de detectores poderiam ser utilizados, embora o de fluorescéncia
fosse 0 mais indicado para baixas concentracdes e extratos complexos.

STOKES e WEBB (1999) utilizaram um espectrédmetro de massas (MS) como
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detector para determinacdo e confirmacao de folatos em complexos
vitaminicos, carnes, vegetais e cereais matinais.

A identificagdo dos folatos, na maioria dos trabalhos encontrados na
literatura, foi feita por comparacéo do tempo de retengao do composto presente
na amostra, com o fornecido pelo padrao e por co-cromatografia (GREGORY
[ll, SARTAIN, DAY, 1984, SCHULZ, WEIDEMANN, BITSCH, 1985, FARRAR
et al., 1992, LUCOCK et al., 1995, VAHTERISTO et al., 1996, VAHTERISTO
etal., 1997 a e b, JASTREBOVA et al., 2003). Um dos problemas nesse tipo
de identificacdo é que o tempo de retencdo pode variar de uma matriz
alimenticia para outra, podendo diferir dos compostos vitaminicos puros. O
perfil do espectro de absorcao obtido no DAD, além do tempo de retencéo e da
co-cromatografia, foi utilizado por KONINGS (1999), para identificacao dos
folatos em materias de referéncia certificado. Técnicas mais sofisticadas foram
aplicadas por STOKES e WEBB (1999), onde os folatos foram confirmados
através da espectrdbmetro de massas acoplado ao cromatégrafo a liquido.

A quantificagdo, em todos os trabalhos revisados, foi feita através da
construcao de curvas analiticas por padronizacao externa, utilizando a area dos
picos (GREGORY Ill, SARTAIN, DAY, 1984, SCHULZ, WEIDEMANN,
BITSCH, 1985, LUCOCK et al, 1995 VAHTERISTO et al, 1996,
VAHTERISTO et al., 1997 a e b, OSSEYIl, WEHLING, ALBRECHT, 1998,
KONINGS, 1999, RUGGERI et al, 1999, JASTREBOVA et al., 2003 ,
CATHARINO, 2003).

A eletroforese capilar vem sendo utilizada na determinacdo de todas as
vitaminas do complexo B, incluindo o AF, em produtos farmacéuticos.

Entretanto, ainda é uma técnica bastante recente, reservada para fins de
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pesquisa, ndao estando ainda disponivel para métodos analiticos de rotina
(GOMIS et al., 1999). A literatura ndo apresenta nenhum trabalho com a
determinacado de folatos em alimentos utilizando essa técnica, possivelmente
pelo alto custo da instrumentacdo e pela baixa sensibilidade quando

comparada a obtida pela CLAE.

3. VALIDAGAO DA METODOLOGIA

O primeiro passo para a obtencao de dados analiticos confiaveis esta no
uso de método analitico validado, pois resultados analiticos obtidos de
métodos que nao tenham passado por um processo de validacdo sao
considerados duvidosos (VALENTE SOARES, 2001). A qualidade e a
credibilidade de um trabalho analitico se fundamentam nos cuidados com os
quais o analista se cerca para produzir dados que expressem o valor real da
medida obtida (CHASIN et al., 1998).

Existem diferentes formas para se validar uma metodologia e varios
procedimentos estatisticos sdo utilizados com essa finalidade (YOUNDEN,
1982, WERMINONT, 1985, TAYLOR, 1987, MILLER e MILLER, 1988).
Recentemente, pesquisadores cada vez mais preocupados com a qualidade
dos dados analiticos fornecidos por seus laboratérios, fizeram validagcbes de
suas metodologias para a determinagéo de folatos. Entre eles destacam-se os
desenvolvidos por FINGLAS et al. (1999), KONINGS (1999) e JASTREBOVA et
al. (2003) que utilizaram materiais de referéncia certificados para a validagcéo
de metodologia e, CHLADEK, SIPERA, MRTINKOVA, (2000), que validararm

sua metodologia de forma interlaboratorial.
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RESUMO

Técnicas para a determinacao de folatos em alimentos tem sido desenvolvidas
nos ultimos anos com intuito de confirmar e descobrir fontes existentes,
garantindo a ingestao dessa vitamina através da dieta, e dando subsidios aos
programas de ingestdo de folatos. Sendo assim, o presente trabalhou teve
como objetivo desenvolver e validar uma metodologia por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para determinagdo simultdnea de seis
diferentes formas de folatos, incluindo o acido félico. Os melhores resultados
foram obtidos com a extragdo com solugcao de acetato de aménio (0,05mol/L) e
com acido tricloroacético para limpeza do extrato. A separacédo das diferentes
formas de folatos foi obtida utilizando coluna C4g e gradiente com fase aquosa
(4dgua, acido acético; pH ajustado para 2,8 com KOH) e acetonitrila. Quatro dos
folatos foram detectados através da fluorescéncia natural dos compostos [Aexc.
290nm e Aemis 360nm para o 5-metiltetraidrofolato (SMTHF), 5-
formiltetraidrofolato (5FTHF) e tetraidrofolato (THF) € Lexc 360nmM € Aemis 445nm

para o 10-formil-acido-folico (10FAF)]. O 10-metil- acido-folico (10MAF) e acido
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félico (AF) foram detectados através da absor¢cdo na regido do ultra-violeta a
290nm, usando detector de arranjo de diodos (DAD). A identificacao foi feita
por comparagdo com o0s tempos de retencdo, co-cromatografia e pelos
espectros de absorcao. A quantificagao foi feita por padronizacdo externa. As
curvas analiticas apresentaram boa linearidade, com coeficientes de correlagao
variando de 0,9878 a 1,0000, sendo os limites de deteccdo e recuperacao,
respectivamente, 5pg/mL e 94-108% para o SMTHF, 7pg/mL e 97-102% para o
THF, 30pg/mL e 97,9-104% para o S5FTHF, 30pg/mL 95-105 para o 10FAF,
5ng/mL e 97-102% para o AF, e 5ng/mL e 98-103% para o 10MAF. Testes de
repetibilidade apresentaram um coeficiente de variacdo inferior a 3,9% para
todas as formas de folatos. A metodologia proposta também foi aplicada a trés
materiais de referéncia certificados, figado de porco (BCR487), leite em po
(BCR421) e mistura de vegetais (BCR485), comprovando a sua eficiéncia e

aplicabilidade na analise de folatos em alimentos.

ABSTRACT

Techniques for the determination of folates in foods have been developed over the last
few years both to confirm existing sources and to discover new ones and to guarantee
the quality of folate enrichiment programs. Thus, this work animed to develop and
validate a methodology using high performance liquid chromatography for the
simultaneous determination of six folates including folic acid. The best resultes were
obtained by extracting with an ammonium acetate solution (0.05mol/L) and doing the
clean-up with trichloroacetic acid. Separation of the diferents forms of folates was using
achieved C;s column and gradient with an aquosus phase (water, acetic acid; pH

adjusted to 2.8 with KOH) and acetonitrile. Four of the folates were quantified using a
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fluorescence detector with Aexe 290nm and Aepmis 360nm for 5- methyltetrahydrofolate
(SMTHEF), 5-formyltetrahydrofolate (SFTHF) and tetrahydrofolate (THF); with Aexc
360nm and Aemis 445 nm for 10-formyl-folic-acid (10FAF) and 10-methyl-folic-acid
(10MAF); and folic acid (FA) using a diode array detector (DAD) at 290nm. In all cases
quantification was made by external standardization. The standardization curves
presented good linearity, with coefficients of correlation varying from 0.9878 to 1.0000,
The limits of detection and recovery for the vitamins in the five certified reference
materials were respectively 5pg/mL and 94-108% for SMTHF, 7pg/mL and 97-102%
for THF, 30pg/mL and 97.9-104% for SFTHF, 30pg/mL and 95-107 for 10FAF,
Sng/mL and 97-102% for AF and 5Sng/mL and 98-103% for 10MAF. Repeatability
showed a coefficient of variation below 3.9% for all the vitamins. The proposed
methodology was showin to be efficient when applied to 3 different certified reference
materials, pig’s liver (BCR487), powdereed milk (BCR421) and a vegetable mixture

(BCR485).

INTRODUCAO

Pesquisas recentes tem levantado a hipdtese de que a ingestdo de
vitaminas é insuficiente em grande parte da populagcado. Assim sendo, muitos
paises tem adotado programas de enriquecimento de alimentos para tentar
minimizar os efeitos da caréncia desses nutrientes. A descoberta e/ou a
redescoberta de alimentos fontes pode colaborar também nesse sentido. Para
tanto, a utilizagdo de métodos de analise que proporcionam a confiabilidade
necessaria sao ferramentas essenciais nesse processo [1].

A anadlise de vitaminas em alimentos envolve alguns desafios em

decorréncia da concentragdo em que se encontram, da presenga de inumeros
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interferentes em fungéo da complexidade da matriz e da exigéncia de cuidados
especiais devido a baixa estabilidade desses nutrientes. Os maiores desafios
para determinacdo de vitaminas em alimentos incluem, além do melhoramento
dos processos de extragdo e limpeza, o desenvolvimento e a validacdo de
meétodos simultdneos que reduziriam, sensivelmente, o tempo gasto para a
analise e os custos, ainda possibilitando uma menor geracao de residuos [2, 3,
4].

A literatura vem apresentando avangos nos métodos para a determinacgao de folatos,
através de técnicas como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) [5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15], em fun¢do de sua rapidez, alta sensibilidade, precisdo e
exatiddao [2, 16]. Pesquisas com a CLAE tem sido realizadas para determinacdo
simultanea de folatos, em preparacdes farmacéuticas multivitaminicas, e em alimentos
[17, 18, 19]. Entretanto, a maior parte das determinacdes de folatos em alimentos
envolvem a utilizacdo de enzimas (conjugases) no processo de extracdo, o que dificulta
muito a aplicagdo do método e aumenta o tempo de analise, além de promover a perda
de folatos [5, 6, 7, 8, 9, 10].

Um outro fator importante para o conhecimento do potencial nutricional dos
alimentos e a garantia do sucesso no desenvolvimento de novos produtos, ¢ a qualidade
dos dados analiticos. Planejamentos e andlises estatisticas variadas, programas de
compara¢do de métodos analiticos e o emprego de materiais de referéncia sdo as
ferramentas utilizadas hoje pelos pesquisadores no controle de qualidade analitica para a
determinagao de folatos [10, 20, 21].

Dentro desse panorama, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e a

validagdo de metodologia, utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
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Eficiéncia, na determinacdo simultidnea de seis formas naturalmente e mais comumente

presentes de folatos em alimentos.

MATERIAL E METODO

3 Materiais

Trés diferentes materiais de referéncia certificados, figado de porco
(BCR487), leite em p6é (BCR421) e misturas de vegetais (BCR485), foram
adquiridos do Instituto de Material de Referéncia e Padrdoes - Bélgica. Cada
material foi totalmente homogeneizado antes da andlise. Apds a
homogeneizagao, por¢cdes de 1,0g foram tomadas para a analise. Todas as

determinagdes foram realizadas em duplicatas.

4 Reagentes

Os padrées de folatos, 5-metil-5,6,7,8-tetraidrofolato sal de calcio,
tetraiidrofolato, 5-formil-5,6,7,8-tetraidrofolato sal de calcio, 10-formil-acido-
folico, 10-metil-acido-félico, foram adquiridos do laboratério SCHIRCKS - Suiga,
e o acido félico (F-7876) foi adquirido da SIGMA (USA). A acetonitrila, grau
cromatografico, os acidos acético e tricloroacético, bem como acetato de
amoénio, todos com grau de pureza analitico, foram adquiridos da MERCK,
Brasil. A agua utilizada no preparo da fase mével foi purificada no sistema Milli-
Q (MILLIPORE). A fase movel foi filtrada em filtros MILLIPORE, com poros de

0,45um de diametro.
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5
6 Equipamento

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido HP (HELWETT PACKARD) série
1100, com degaseificador, bomba quaternaria, injetor automatico com
capacidade de 1 a 100uL e detectores de arranjo de diodos (DAD) (UV-Visivel)
e de fluorescéncia dispostos em série. Ambos permitem a deteccao simultanea
em varios comprimentos de onda. Todo o sistema foi controlado pelo programa
Chemstation-HP, que também geréncia o sistema de aquisigao e tratamento de
dados.

Para separacao das diferentes formas de folatos foi utilizada uma coluna
cromatografica Microsorb ODS-2, 5um, 250mm x 4,6mm d.i. (RAIMIN, USA)
protegida por uma coluna de guarda Bondesil Cig, 5um, 10 x 4,6mm d.i.

(VARIAN).

Metodologia Analitica

Para a extracdo foram tomadas 1,0g de material de referéncia certificado
(CRM) previamente homogeneizada, que foi triturado com 9,0mL de solucao de
acetato de amoénio (0,05mol/L) em homogeneizador e colocada em banho ultra-
sbnico por dez (10) minutos. A solugao foi transferida quantitativamente para
um baldo volumétrico de 10mL, para a purificacao do extrato, adicionando-se
500uL de acido tricloroacético (TCA) e aferindo-se o volume com solugao de
acetato de amobnia. Apds homogeneizagdo, a amostra foi entdo
adequadamente filtrada, primeiro em papel de filtro comum e depois em
membrana Durapore (HVLP 01300 MILLIPORE), com poros de 0,45um, e o

extrato injetado no cromatdgrafo (100pL).
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A separacéo dos folatos foi feita através de um sistema de elui¢do por
gradiente, com vazao de 0,5 mL/min, desenvolvido com 100% de solugao
acidificada (2% de acido acético; pH ajustado para 2,8 com KOH) no inicio,
chegando em 25 minutos a 76% de solucao acidificada e 24% de acetonitrila
(v/v), mantendo-se essas condi¢des até o final da corrida em 31 minutos. As
condicdes iniciais foram retomadas e a coluna re-equilibrada por 15 minutos,
antes da proxima injegcdo. Quatro formas de folatos foram detectadas
utilizando-se a fluorescéncia natural desses compostos (lexc. 290NnmM € Aemis
360nm para 5SMTHF, 5FTHF e THF e Aexc 360nm € Aemis 445nm para 10FAF). O
10MAF e o AF foram detectados na regido do ultra-violeta, a 290nm.

A identificacdo dos folatos foi feita por comparacao entre os tempos de
retencéo, obtidos com os padrées analisados nas mesmas condicdes, por co-
cromatografia e pelos espectros obtidos com a utilizacao do detector de arranjo
de diodos e fluorescéncia. O grau de pureza dos picos foi avaliado pelo sistema
disponivel no software Chemstation-HP. A quantificacdo foi realizada por
padronizacdo externa, construida a curva analitica com 5 niveis de
concentracao; sendo cada ponto representado pela média de trés
determinagdes. Para o 5-metiltetraidrofolato e tetraiidrofolato as concentragoes
foram de 0,01 a 100 ng/mL para o 5SMTHF e o THF; de 0,06 a 120,0ng/mL para
a 5FTHF; de 0,06 a 60,0 ng/mL para o 10FAF; de 10 a 1000ng/mL para o AF e

10MAF.
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Validagao do Método

e Limites de Deteccao e Quantificacao
A avaliacao do limite de detecgao (LD) foi feita por diluigdes sucessivas
dos padrbes de folatos, onde determinou-se a menor quantidade detectavel
para cada um deles como sendo trés vezes o valor da amplitude do ruido do
equipamento (S/R>3). O limite de quantificacdo foi considerado como sendo

duas vezes o LD [21].

» Testes de Recuperagao
Para avaliagdo da exatiddo do método foram realizados testes de
recuperacao de padrdes adicionados a matriz, em dois diferentes niveis de
concentragao. Para o 5-metiltetrahidrofolato e tetraihidrofolato os niveis foram
de 0,85 e 8,5ug9/100g, para o 5-formiltetraidrofolato e 10-formil-acido félico de
0,65 e 6,5ug/100g, e para o acido félico e o 10-metil-acido félico de 50 e
100ung/100g. A recuperacao foi calculada segundo Jastrebova et al. [11] e

Iwatani et al. [15], onde:

R = (Cencontrado'Camostra)/ Cadicionado

R - representa o valor de recuperagédo encontrado
Cencontrado - CONcentragao total da amostra ja adiconada de padrdes
Camostra - cONcentracao de folatos encontrada na amostra sem adicéo de padroes

Cadicionado - cONcentragao adicionada de padrbes
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e Repetibilidade
O presente trabalho foi avaliado segundo o método de repetibilidade
proposta por Caulcutt e Boddy [21], foram feitas cinco determinagbes, em
duplicatas, do 5-metiltetrahidrofolato, tetraihidrofolato, 5-formiltetraidrofolato,
10-formil-acido folico, 10-metil-acido folico e acido félico, em solugbes padroes
e em amostras de material de referéncia certificado, avaliado segundo a

equacao.

r= t.\/_.sr r = repetibilidade, com significancia de

95%.
sr = estimativa do desvio padrao.
t = t de Student .

RESULTADOS E DISCUSSAO

Etapas Analiticas e Validagao da Metodologia

A Figura 1 mostra os cromatogramas da separagao simultdnea das
diferentes formas de folatos em solugao padrao. O emprego da coluna Cqg e a
utilizacdo do sistema de eluicdo por gradiente possibilitaram a eluicdo do
tetraihidrofolato pico n° 1, 5-metiltetrahidrofolato pico n° 2, 10-formil-acido félico
pico n° 3, 5-formil-acido folico pico n° 4, acido folico pico n° 5 e 10-metil-acido
folico pico n° 6 em 19,12, 20,50, 21,52, 22,5, 26,14 e 27,72 minutos,
respectivamente, com um tempo de analise total de 31 minutos. Em funcao da

utilizagdo do sistema de eluigdo por gradiente, o tempo de re-equilibrio da

42



coluna foi utilizado em 15 minutos apds o final da corrida e foi fundamental para

reprodutibilidade e repetibilidade do método.
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Figura 1: Perfis cromatograficos da separacao dos folatos em solu¢do padrao, dos extratos
dos materais de referéncia certificado BCR421 (leite), BCR485 (mistura de
vegetais) e BCR487 (figado de porco) utilizando detector de fluorescéncia
(Aexc.290nm e Aemis 360nm (A) para folatos e Aexc 360nm e Aemis 445 nm (B)
para ) e o AF usando um detector de arranjo de diodos (UV-VIS) a 290nm (C).
Coluna Microsorb, ODS-2, 5um, 250X4,6mm. Fase moével: 100% de solucao
acidificada (2% de acido acético; pH ajustado para 2.8 com KOH), chegando em
25 minutos a 76% de solucéo acidificada e 24% de acetonitrila (v/v), mantedo-se
nessas condicoes até 31 minutos. Vazao de 0.5mL/minuto. Identificagcdo dos
picos: (1) THF; (2) 5SMTHF; (3) 10FAF; (4) 5 FAF; (5) AF; e (6) 10MAF.
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Os cromatogramas obtidos para as trés amostras (materiais de
referéncia) aqui analisadas estdo apresentados na Figura 1. Observa-se a
versatilidade da metodologia quando aplicada a separacao das diferentes
formas de folatos nos tipos de alimentos aqui analisados. O Anexos 1 mostram
os perfis dos espectros de absorcao e os espectros de excitacao dos diferentes
folatos, respectivamente, que foram utilizados como parametros de
identificagcao dos folatos nas amostras. As purezas dos picos correspondente
foram verificadas através dos parametros de pureza fornecidos pelo software
HP-Chemstation, que confirmaram a eficiéncia do sistema.

As curvas analiticas tracadas por padronizagao externa, apresentaram
boa linearidade nas faixas de concentragdo pré-estabelecidas (Anexo 3), de
0,01 a 100 ng/mL para o 5SMTHF e o THF; de 0,06 a 120,0ng/mL para a
5FTHF; de 0,06 a 60,0 ng/mL para o 10FAF; de 10 a 1000ng/mL para o AF e
10MAF. Os coeficientes de correlagao obtidos foram de 0,9878 e 0,9998 para o
THF e o SMTHF, e para os demais folatos o valor foi igual a 1,0000.

Os teores de folatos determinados nas amostras do material de

referéncia certificado analisadas sao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Teores dos folatos nas amostras de material de referéncia certificado

(1g/100g).
Folatos BCR 421 BCR 487 BCR 485

M+D CV % M+D CV% M#D CV%
THF 4,610,2 3,3 35,2+1,4 3,9 1,75+0,03 1,7
5MTHF 19,620,3 1,7 1588,4+34 0,2 2826+0,6 0,2
5FTHF 1,840, 1 3,4 8,240, 1 1,6 7,50,1 1,2
10FAF 1,33+0,01 0,8 1,71£0,01 0,6 1,77£0,04 2,2

AF 71,7£1,2 1,6 nd nd

10MAF nd nd nd
Folatos Totais 102,9+0,6 0,6 1633,5¢1,5 05 2954+15 0,5

THF - tetraidrofolato; SMTHF — 5-metil-5,6,7,8-tetrahidrofolato; SFTHF - 5-formil-5,6,7,8-
tetraidrofolato;.10FTHF-10-formil-acido-folico; AF — acido folico; 10MAF- 10-metil-

acido-folico

BCR421 — leite em po; BCR487 — figado de porco; BCR485 — mistura de vegetais
M + D média e estimativa do desvio padrdo de determina¢des em duplicata; CV coeficiente de variagdo; nd - nao

detectado.

O acido fdlico foi a forma predominante no leite em pd, enquanto que

nas demais amostras a predominancia foi do 5-metil-tetraidrofolato. O 10-metil-

acido félico ndo foi encontrado em nenhuma das amostras analisadas.

O teor de folatos totais obtidos neste trabalho para o leite em pd

(BCR421) de 102,9ug/100g é similar ao teor encontrado por Konings [10]

(107ug/100g), que também utilizou o mesmo tipo de material de referéncia

certificado. Entretanto, o valor estda aquém da faixa esperada para o material de

referéncia, que era de 142+14ug/100g. Para o figado de porco (BCR487) o

valor encontrado por Konings [10] foi de 1750ug/100g, enquanto que neste

trabalho foi de 1633ug/100g. Ambos estdo acima do estipulado no material de
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referéncia certificado (1340+140ug/100g). Ja para a mistura de vegetais
(BCR485) o valor encontrado neste trabalho de 295ug/100g para folatos totais
foi superior ao encontrado no trabalho de Konings [10] (195ug/100g), porém, se
apresentou dentro da faixa esperada para o material de referéncia certificado,
que é de 315+28ug/100g. Portanto, os resultados obtidos com a metodologia
desenvolvida estdo muito proximos aos encontrados por Konings [10], no
entanto diferem das faixas apresentadas para os materiais de referéncia
certificado, exceto para a mistura de vegetais, onde nossos dados foram
concordantes. Cabe salientar que os teores de folatos totais nos materiais de
referéncia foram estabelecidos utilizando o método microbioldgico.

Os limites de deteccao obtidos neste trabalho foram de 5pg/mL para o 5-
MTHF, 7pg/mL para o THF, 30pg/mL para o 5-FTHF e para 10-FAF, e 5ng/mL
para o AF e o 10-MAF (Tabela 2). Jastrebova et al. [11] determinaram
limites de deteccao para o THF, SMTHF e 5FTHF, que foram superiores
aos aqui determinados para esses mesmos folatos. Chladek et al. [13] e
Ndaw et al. [14] determinaram apenas o 5MTHF e os limites de detecgéo
nestes trabalhos foram superiores aos obtidos neste estudo. Na maioria
dos trabalhos encontrados na literatura, onde foram determinados os limites de
deteccao para os folatos, com excecdo do acido félico, os valores foram
sempre superiores aos aqui determinados [5, 6, 7, 10,12]. Vahteristo et al. [8]
foram os Unicos a encontrar para o SMTHF e THF limites de deteccgéo inferiores
aos aqui determinados (Tabela 2). O limite de quantificagdo foi considerado,
neste estudo, como sendo duas vezes o limite de detecgado, ficando para o
5MTHF 0,01ng/mL, para o THF 0,014ng/mL, para 5FTHF e 10FAF 0,06ng/mL e

para o AF e 10MAF de 10ng/mL tanto para as amostras quanto para o padréo.
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Tabela 2. Comparacao entre valores dos limites de deteccao determinados

para o

tetraihidrofolato,

5-metiltetrahidrofolato,

10-

formiltetraidrofolato, 5-formil-acido folico, acido folico e 10-metil-

acido fdlico.
Limite de Deteccao (ng/mL)
Autores THF | 5SMTHF | 10FAF | 5FTHF AF | 10MAF
Day e Gregory [5] 5 3 40 10 3 -
Duch et al. [6] 2 2 2,5 1,5 1,5 -
Konings [10] 0,007 | 0,007 | 0,059 1,0 1,0 -
Holt et al. [7] 57 0,3 7,3 5,1 1,7 -
Vahteristo et al. [8] 0,003 | 0.002 0,04 0,05 1,4 -
Jastrebova et al. [11] 0,25 0,15 - 2,0 - -
Doherty e Beecher [12] - 1,0 - - 1,0 -
Chladek et al. [13] - 0,07 - - - -
Ndaw et al. [14 ] - 0,099 - - - -
Neste trabalho 0,007 | 0,005 0,03 0,03 5 5

As taxas de recuperacgao, nos trés diferentes produtos, em dois niveis de

adicao, para cada forma de folato, estdo apresentadas na Tabela 3. Os valores

das taxas de recuperacao, nos trés materiais certificados para os dois niveis de

enriguecimento, variaram para o 5THF de 94 -108%; para o THF de 96-102%,

para 5FTHF de 97 -104%; para o 10FTHF de 95 -104%; para o AF de 97 —

102%; e para o 10MTHF de 98 — 103%. As taxas de recuperacdo aqui

determinadas foram superiores as relatadas por Vahteristo et al. [9]. Esses
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autores encontraram para o 5-metiltetrahidrofolato uma taxa de recuperacao de
88% em leite em pd, 76% em carne bovina, 96% em figado de porco liofilizado
e 67% em gema de ovo. Para o tetraihidrofolato, os mesmos autores relatam
niveis de recuperagéo de 64% em carne bovina e 61% em gema de ovo. O
10MTHF e o 10FAF tiveram recuperacdes ainda menores no trabalho de
Vathteristo et al. [9], com niveis de 90% para o 5FTHF e 70% para o 10FAF em
carne bovina, e em gema de ovo 49% de recuperagéo para os dois folatos,
sendo que os niveis de enriquecimento foram de 18 até 42ug/100g. Para o
acido félico, nos quatro produtos analisados por Vahteristo et al. [9], os valores
encontrados de recuperacdo variaram de 49 a 77%, com niveis de
enriqguecimento de 22 e 220ug/100g. Konings [10], onde foram analisados os
mesmos materiais de referéncia certificados, embora em um uUnico nivel de
enriquecimento, determinou que para a mistura de vegetais, na qual detectou-
se apenas o SMTHF, a recuperacéo foi de 90% em um nivel de enriquecimento
de 172ug/100g, cuja taxa de recuperacao foi menor do que a encontrada neste
trabalho. No figado de porco, Konings [10] determinou apenas o SMTHF e o
THF e os valores de recuperacao, nos respectivos niveis de enriquecimento de
641ug9/100g e 2161ug/100g, foram de 109% e 88%. Mesmo com elevados
niveis de enriquecimento, em comparagao com os utilizados neste trabalho, a
taxa de recuperagado para o THF foi menor quando comparada com a deste
trabalho. O mesmo ocorreu com a recuperagao no leite em po, que foi mais
baixa quando comparada com as taxas obtidas neste trabalho. Konings [10]
encontrou em leite em pé apenas o 5SMTHF e o AF e seus valores de
recuperacdo foram, respectivamente, 85% e 90%, quando adicionados

25,5ug/100g do 5SMTHF e 70ug/100g de AF.
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A repetibildade do método pode ser considerada boa, pois, as variacdes
existentes entre as medicées obtidas neste estudo foram menores que os

valores de repetibilidade, conforme a Tabela 4.

CONCLUSOES

A simplicidade e a rapidez da preparagdo de amostra, principalmente
pela nao utilizacdo da hidrolise enzimatica, aliada aos dados obtidos na
validacao, indicam a eficiéncia da aplicagdo da metodologia na determinacao

simultanea de folatos em alimentos, por CLAE.
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Tabela 3. Valores de recuperacdo encontrados para o tetraidrofolato, 5-
metiltetrahidrofolato, 10-formiltetraidrofolato, 5-formil-acido fdlico,

acido félico e 10-metil-acido félico.

Folatos (Vam (ug/100g)| Va (ug/100g) VE (ug/100g) |[Recuperagao (%)
I ] I | I ]

Leite em p6 (BCR421)*

S5THF 19,82 0,85 8,5 20,62 | 28,11 94 98
THF 4,71 0,85 8,5 5,53 13,09 97 99
5FTHF 1,81 0,65 6,5 2,44 8,16 97 98
10FTHF 1,33 0,65 6,5 2,01 7,77 105 99
AF 73,01 50 100 122,01 | 173,52 98 101
*10MTHF nd 50 100 49,2 99,4 98 99

Figado de porco (BCR485)*

S5THF 1595,84 0,85 8,56 ]1596,76|1604,71| 108 104
THF 365,89 0,85 8,5 366,75 | 374,42 101 100
SFTHF 8,25 0,65 6,5 8,89 15,01 99 104
10FTHF 1,72 0,65 6,5 2,34 8,16 95 99
**AF nd 50 100 48,5 102,3 97 102
*10MTHF nd 50 100 51,4 101,5 103 102

Mistura de Vegetais (BCR487)*

S5THF 282,46 0,85 8,5 283,45 | 291,06 99 101
THF 1,86 0,85 8,5 2,73 10,52 102 102
S5FTHF 7,89 0,65 6,5 8,56 14,31 103 99
10FTHF 1,82 0,65 6,5 2,46 8,35 99 100
**AF nd 50 100 49,6 101,5 99 102
*10MTHF nd 50 100 48,9 99,7 98 100

*Valores sao médias de determinagcdes em duplicata; **Vitaminas adicionadas, ndo presentes
nos materiais de referéncia certificado; Vam-valor encontrado na amostra; Va-valor de vitamina
adicionada; VE-, valor encontrado depois do enriquecimento; | e Il representam os dois niveis
de enriquecimento; nd, ndo detectado.
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Tabela 4. Valores de repetibilidade determinados para o tetraihidrofolato, 5-metiltetrahidrofolato, 10-formiltetraidrofolato, 5-

formil-acido félico, acido félico e 10-metil-acido félico em padrées e em material de referéncia certificado.

Padodes de Folatos

Leite em p6 (BCR421)

Figado de porco (BCR485)

Mistura de vegetais (BCR487)

V C (ug/100g) r V C (ug/100g) r \ C (ug/100g) | r V C (ug/100g) r
THF 10,0076 THF 4,3647 THF 343,3612 THF 1,7259
10,0831 4,4667 362,5709 1,7064
10,1041 |0,163 4,5686 0,55 364,9377 |54,25 1,7802 |0,1336
10,1009 4,7350 370,4137 1,7547
10,1048 4,4344 339,33440 1,7038
5MTHF 100,7654 5MTHF 18,8212 5MTHF | 1584,4072 5MTHF | 284,1455
100,2439 19,4937 1589,3562 282,4288
100,9072 |1,145 19,8059 1,41 1592,0693 |10,81 282,1865 | 2,987
100,8632 19,2501 1587,8201 282,7564
100,9681 19,4653 1587,9908 282,6250
5FTHF 5,7896 5FTHF 1,6904 5FTHF 8,2453 5FTHF 7,5492
5,9876 1,6834 8,4450 7,4698
5,8541 0,307 1,6927 0,18 8,1226 |0,629 7,4631 |0,3541
5,9437 1,6981 8,0343 7,5800
5,92546 1,7975 8,1470 7,6826
10FTHF 10,0267 10FTHF 1,3321 10FTHF 1,6820 10FTHF 1,7809
10,0728 1,3307 1,7244 1,7523
10,0891 0,09 1,3345 0,07 1,7230 0,07 1,7377 0,07
10,0542 1,3295 1,7223 1,7368
10,0611 1,3307 1,7228 1,7440
AF 101,2456 AF 73,5122 *AF 100,7852 *AF 100,3511
100,8991 72,0124 100,5345 101,7205
101,0325 | 2,01 72,0132 | 5,12 101,002 |1,672 100,9672 | 3,419
100,7655 71,0243 99,869 100,0023
102,0632 70,0132 100,5624 102,0442
10MFA 50,3012 *“10MFA | 50,9341 *10MFA | 50,0772 *I0MFA | 50,0084
50,0079 50,9022 50,2014 51,0671
50,0238 |0,575 50,9204 0,343 50,0755 0,276 49,8872 | 2,015
50,3095 50,9531 50,0621 50,8342
50,2074 50,7364 50,1978 50,5672

*vitaminas adicionadas aos materiais de referéncia certificado; valores sdo médias de determinacdes em duplicata
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RESUMO
Trabalhos para confirmar ou encontrar novas fontes de folatos e

assegurar a qualidade nutricional desses analitos em alimentos s&o escassos
na literatura. Em relagao a alimentos brasileiros ndo ha na literatura nenhum
trabalho sobre o teor de folatos naturalmente presentes. Uma das técnicas
mais empregadas para a determinacao de folatos € a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), devido a possibilidade de se determinar as diferentes
formas de folatos ativos, em uma unica analise. Dentro desse panorama, o
objetivo deste trabalho foi de aplicagcdo da metodologia desenvolvida por CLAE
para a avaliacdo dos teores de folatos totais e individuais em alguns alimentos
brasileiros, em frutas, como o murici e o jenipapo, em carne bovina (musculo
Supraspinatus — peixinho), e em bebidas, como vinho tinto e cerveja,
mostrando assim a versatilidade do método desenvolvido, gerando dados mais
confiaveis para as tabelas de composicdo de alimentos e avaliando novas
fontes. O musculo peixinho apresentou teores de folatos totais na faixa entre
13,96 e 14,1219/100g, sendo que so6 foram detectados o tetraidrofolato (THF) e
o 5-metiltetraidrofolato (SMTHF) representando uma porcentagem relativa de

57% e 43%, respectivamente. Nas frutas, murici e genipapo, foram detectados
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quatro diferentes folatos, THF, SMTHF, 10-formil-acido félico (10FAF) e o 10-
metil-acido félico (10MAF), sendo que o 5SMTHF e o 10MAF foram as formas
predominantes no murici e jenipapo, respectivamente. Nessas frutas o teor de
folatos totais variou entre 41,3 a 66,9ug/100g para o murici e 11,2 a
86,31g/100g para o jenipapo. Para o vinho tinto seco (Vitis labrusca) e cerveja
(pilsen) foram encontrados os mesmos folatos determinados nas frutas, sendo
que o teor de folatos totais variou, dependendo do fabricante, de 6,5 a

23,7ug/100mL no vinho, e de 292,8 a 652,6.9/100mL na cerveja.

ABSTRACT

Research to confirm or to find new sources of folates and to assure the
nutritional quality of these foods is scarce in the literature. Published Brazilian
papers have no information about folate levels in foods. The most used
technique for the determination of folates is high performance liquid
chromatography (HPLC), wich makes it possible to determine the different
forms of active folates in a singte analysis. Withir this panorama, the objective
of this study was the application of HPLC to the evaluation of the levels of total
and individual folates in some Brazilian foods: fruits, such as murici and
jenipapo; in bovine meat (Supraspinatus - peixinho) and drinks, such as red
wine and beer, thus showing the versatility of the method developed generating
more trustworthy data for food composition tables as well as evaluating new
sources. The meat presented total folate levels between 13.96 and
14.12ug/100g, only tetrahydrofolate (THF) and 5-methyltetrahydrofolate being
detected (5MTHF), in relative proportions of 57% and 43%, respectively. In the

fruits, murici and genipapo, four different folates, THF, SMTHF, 10-formyl-folic-
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acid (10FAF) and 10-methyl-folic acid (10MAF) were detected, SMTHF and
10MAF being the predominant forms in murici and genipapo, respectively. In
these fruits the contents of total folate varied from 41.3 to 66.9ug/100g in murici
and from 11.2 to 86.3ug/100g in genipapo. For the red wine (Vitis labrusca) and
beer (pilsen) the same folates determined in the fruits were found, the content
of total folates varying, depending on the manufacturer, from 6.5 to

23.7ug/100mL in the red wine and from 292.8 to 652.6ug/100mL in the beer.

INTRODUCAO

Em se tratando de folatos, varios derivados do tetraidrofolato sao
utilizados em reacbes de biossintese. Sao necessarios na formacao de
produtos intermediarios do metabolismo, estdo envolvidos na sintese de
purinas, dTMP (timidilato), sintese de colina, serina e glicina. Como
quantidades adequadas de colina e aminoacidos podem geralmente ser
obtidas da dieta, a participacao de folatos na sintese de purina e dTMP parece
ser, dessas reacOes, a metabolicamente mais significativa, por serem
fundamentais a sintese de DNA. Nesse aspecto, a deficiéncia da vitamina esta
sendo apontada como a principal responsavel pela incidéncia de malformacdes
congénitas, pois no periodo de gestacdo ocorre aumento do numero de células
em divisdo rapida, havendo entdo, maior necessidade do consumo da vitamina
desde os primeiros dias de gestacdo (Carmichael et al., 2003). Os folatos
também participam na produgdo normal das hemacias e a caréncia de
alimentos que contenham a vitamina na dieta, pode levar a anemia
megaloblastica. Além disso, o tetraidrofolato juntamente com a vitamina B+2 s&o

necessarios para a conversao de homocisteina em metionina (Devlin, 1997).
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Esta reacao é de extrema importancia para o sistema cardiovascular, dado que
a hiperhomocisteinemia pode causar lesbes nos vasos sanguineos, podendo
levar a arterioesclerose vascular e trombose (Parodi, 1997; Dierks, Kroesen e
Pietrzik,, 1998; Quinlivan et al., 2002). Atualmente a homocisteina tem sido
apontada como o colesterol do século XXI (Lara, 2001).

Dessa forma, os folatos tém despertado bastante interesse na
prevencao de disturbios cardiovasculares, malformag¢des congénitas como
defeitos no tubo neural de fetos e espinha bifida, cancer, mal de Alzheimer's,
entre outras (Brody, 1991; Czeize e Dudas, 1992; Katzung, 1994; Ulene e
Ulene, 1995; Oakley et al., 1995; Crane et al., 1995; Daly et al., 1997; Devlin,
1997; Nigard et al., 1997; Rang Ritter e Dale., 1997; Clarke et al., 1998;
Malinow et al., 1998; Moshfegh et al., 1998; Tsai et al., 1999; Ndaw et al, 2001).

Os folatos, a exemplo de todas as outras vitaminas, sao necessarios em
pequenas quantidades, porém, parte da populagao apresenta deficiéncia desse
nutriente. Ha muitas causas que levam a esse quadro de caréncia em seres
humanos como ingestdo inadequada, absorcao e metabolismo deficientes e
demanda aumentada, principalmente nos periodos de gestagdo, lactagao e
crescimento. A principal causa tem sido apontada como sendo a ingestado
insuficiente. Para tentar amenizar esse quadro, os médicos recomendam a
ingestao de alimentos ricos nessa vitamina (Ndaw et al, 2001).

De acordo com Brody (1991) e Franco (1992), entre muitos outros
autores, vegetais e leveduras seguidos por carnes, figado, rins, frutas, cereais
e leguminosas sao considerados fontes dessa vitamina. Porém, muitos dos
valores apresentados nas tabelas de composicao de alimentos e publicacées

cientificas sao diferentes para o mesmo alimento. Essas diferengas,

58



provavelmente, sdo devidas as diferentes técnicas analiticas empregadas na
obtencdo dos resultados, que nem sempre sao confiaveis, além de fatores
edafoclimaticos relacionados ao cultivo de vegetais, as formas de criacao de
animais e processos tecnolégicos diferentes na fabricagao de alimentos.

Estudos realizados em carne bovina mostraram quantidades de folatos
diferentes. Konings et al. (2001) encontraram em carne bovina valores
significativos de folatos totais, da ordem de 200ug/100g. Por outro lado,
Vahteristo et al. (1997) apresentaram um teor de folatos totais de apenas
1,2ug/100g em carne, enquanto que Ndaw et al. (2001) obtiveram valores para
folatos totais na faixa de 15,20ug/100g.

Existe pouca informag¢des na literatura sobre os folatos em frutas. No
entanto, Brody (1991) determinou niveis de folatos em suco de laranja e polpa
de banana na faixa de 1,4ug/100g e 0,28ug/100g, respectivamente. Franco
(1992) também com suco de laranja mostra valores em torno de 0,4ug/100g.
Em bebidas, como a cerveja e o vinho, as pesquisas quanto a determinacao de
folatos sdo escassas, ndo sendo encontrados teores para 0s mesmos.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) esta sendo hoje a
técnica mais empregada para a analise de folatos em alimentos (Vahteristo,
Ollilainen e Varo, 1997; Konings, 1999; Ilwatani, Jayashree e Ashok, 2003). As
vantagens do uso da CLAE incluem rapidez, alta sensibilidade e exatidao, além

da melhor resolucido na separagao das diversas formas bioativas presente nos

alimentos (Konings, 1999).

MATERIAL E METODO

7 Material

Cinco diferentes pecas de musculo bovino (Supraspinatus) comumente

chamado de peixinho, de aproximadamente 700g, foram adquiridas em
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supermercados na cidade de Campinas-SP, no periodo de novembro a
dezembro de 2002. Toda a carne foi homogeneizada em multiprocessador de
alimentos antes da retirada da amostra analitica. Quatro diferentes lotes de
murici e jenipapo, de aproximadamente 1,0kg, foram obtidos no comércio local
das cidades de Belém (Pard) e de Fortaleza (Ceard). As frutas estavam em

estagio adequado de maturagao para o consumo de acordo com a aparéncia e

foram previamente congeladas (-18°C) e, posteriormente, transportadas via
aérea para Campinas (Sao Paulo). Todas as frutas, que compunham cada lote,
tiveram as cascas e o0s carogos retirados e a polpa homogeneizada em
liquidificador. Foram analisados ainda cinco diferentes lotes de vinho tinto seco
(Vitis labrusca) de cinco diferentes marcas, todos produzidos na regido sul do
pais, das safras de 2001 e 2002, todos adquiridos no comércio de Campinas,
assim como os cinco lotes de cerveja pilsen de cinco diferentes fabricantes.
Para a composicao de cada lote foram tomadas e homogeneizadas duas
garrafas de vinho e quatro latas (350mL) de cerveja. Todas as determinacdes

foram feitas em duplicata.

8 Reagentes

Os padroes de folatos, 5-metil-5,6,7,8-tetraidrofolato de calcio,
tetraiidrofolato, 5-formil-5,6,7,8-tetraidrofolato de calcio, 10-formil-acido fdlico,
10-metil-acido félico, foram adiquiridos do laboratério SCHIRCKS (Suica), e o
acido félico (F-7876) foi cedido pela SIGMA, (USA). A acetonitrila, grau
cromatografico, os acidos acético e tricloroacético, bem como, o sal de acetato
de aménio, todos grau analitico, foram adquiridos da MERCK, (Brasil) A agua

utilizada no preparo das amostras e da fase moével foi purificada no sistema
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Milli-Q (MILLIPORE). A fase movel foi filtrada em membrana MILLIPORE, com

poros de 0,45um de diametro.

9 Equipamento

Foi utilizado um cromatégrafo a liquido HP (HELWETT PACKARD) série
1100, com degaseificador, bomba quaternaria, injetor automatico com
capacidade de 1 a 100uL e detectores de arranjo de diodos (DAD) (UV-Visivel)
e de fluorescéncia dispostos em série. Ambos permitem a deteccao simultanea
em varios comprimentos de onda. Todo o sistema foi controlado pelo programa
Chemstation-HP, que também geréncia o sistema de aquisigao e tratamento de
dados.

Para separagdao das formas vitaminicas foi utilizada uma coluna
cromatografica Microsorb ODS-2, 5um, 250mm x 4,6mm d.i. (RAIMIN),
protegida por uma coluna de guarda Bondesil C4g, 5um, 10mm x 4,6 mm d.i.

(VARIAN).

Método

O método utilizado neste trabalho foi desenvolvido por Catharino et al.
(2002). Para a extracdo dos folatos da carne foram tomadas 5.0g da amostra
previamente homogeneizada, e trituradas com 20mL de acetato de amodnio
(0,05mol/L). A solucado foi transferida quantitativamente para um balédo
volumétrico de 25mL, adicionando-se mais 750uL de acido tricloroacético
(TCA) e, por fim, o volume foi aferido com solugdo de acetato. Ja para a
extracdo das frutas tomaram-se 10g da polpa homogeneizada, que foram

trituradas com 40mL de acetato de aménio (0,05mol/L), adicionando-se mais
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2,5 mL de acido tricloroacético e, por fim, o volume foi aferido com solucao de
acetato. Apés homogeneizagao, tanto do extrato de carne como o das frutas,
seguiram-se duas etapas de filtragdo, a primeira em papel de filtro comum e a
segunda em membrana Durapore (HVLP 01300, MILLIPORE), com poros de
0,45um, e em seguida o extrato foi injetado no cromatografo (100uL). As
amostras de vinho e cerveja foram apenas filtrados em membranas Durapore
de 0,45um e injetadas diretamente no cromatégrafo a liquido, sem nenhuma
preparacao prévia de amostra.

O sistema de eluicdo por gradiente, com vazédo de 0,5mL/min, foi
desenvolvido, no inicio com 100% de solugao acidificada (2% de acido acético;
pH ajustado para 2,8 com KOH), chegando em 25 minutos a 76% de solugao
acidificada e 24% de acetonitrila (v/v), mantendo-se essas condigbes até o final
da corrida, em 31 minutos. As condigdes iniciais foram retomadas e a coluna
re-equilibrada por 15 minutos, antes da proxima injecado. O SMTHF, 5FTHF e
THF foram detectados utilizando-se a fluorescéncia natural desses compostos,
utilizando como Aexc.290nm € Aemis 360nm, para o 10FAF utilizou-se 0 Aexc
360nm € Aemis 445nm. O AF e o 10MAF foram detectados na regido do ultra-
violeta a 290nm.

As identificacbes foram feitas por comparacdo entre os tempos de
retencéo, obtidos com os padrées analisados nas mesmas condi¢des, por co-
cromatografia e pelos espectros obtidos com a utilizacao do detector de arranjo
de diodos e fluorescéncia. O grau de pureza das vitaminas foi avaliado pelo
sistema disponivel no software Chemstation-HP. A quantificacdo foi realizada
por padronizagdo externa (Anexo 2). Todas as precaugdes necessarias para

evitar a degradacdo das vitaminas durante a andlise foram tomadas,
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realizando-se 0s ensaios 0 mais rapido possivel e protegendo as vitaminas da

acao da luz.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1 a 4 apresentam os teores de folatos determinados neste
trabalho. Nas Figuras 1 e 2 estdo apresentados os perfis cromatograficos da
solucao de padrdes e dos extratos de algumas das amostras aqui analisadas.

Os teores de folatos determinados nas amostras de carne bovina,
(Supraspinatus ) pegca comumente chamda de peixinho, estdo apresentados na
Tabela 1. Foram apenas detectadas as presencas do THF e do 5SMTHF, em
quantidades quase que equitativas dos folatos totais, em média 57%
(8,01+0,04u9/100g) de THF para 43% (6.01£0.05ug/100g) de 5MTHF. Em
comparagao com os dados da literatura, que s6é determinaram folatos totais em
carnes, os valores encontrados neste trabalho para folatos totais no musculo
Supraspinatus (14,01+£0,06ng/100g) estdo proximos aos determinados por
Ndaw et al. (2001), mas distantes dos teores apontados por Konings et al.
(2001) que foram de 200ug/100g, que além de nao especificar o corte de carne
bovina escolhido para andlise, também utilizou o0 método microbiolégico para a
determinagdo de folatos totais. O tipo de criagdo do gado também poderia
interferir na quantidade de folatos encontrada na carne. As amsotras de carne

brasileira analisadas neste trabalho de animais confinados.
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Figura 1: Perfis cromatograficos de padrdes (A) e dos extratos de carne boniva (B),
murici (C), jenipapo (D), utilizando detector de fluorescéncia (Lexc 290nm e
Aemis 360NM € Agye 360NM € Agmis 445 nm e o AF usando um detector de
arranjo de diodos (UV-VIS) a 290nm (B). Coluna Microsorb, ODS-2, 5um,
250X4,6mm. Fase movel: 100% de solucao acidificada (2% de acido acético;
pH ajustado para 2.8 com KOH), chegando em 25 minutos a 76% de solugao
acidificada e 24% de acetonitrila (v/v), mante-o-se nessas codi¢cbes até 31
minutos. Vazdo de 0.5mL/minuto. Identificagdo dos picos: (1) THF; (2)
5MTHF; (3) 10FAF; (4) 5 FAF; (5) AF; e (6) 10MAF.
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Figura 2: Perfis cromatograficos de vinho (A) e cerveja (B), utilizando detector de
fluorescéncia (Aexc 290NM € Aemis 360NM € Agye 360NM € Agmis 445 Nnm e o AF
usando um detector de arranjo de diodos (UV-VIS) a 290nm (B). Coluna
Microsorb, ODS-2, 5um, 250X4,6mm. Fase moével: 100% de solugéo
acidificada (2% de acido acético; pH ajustado para 2.8 com KOH), chegando
em 25 minutos a 76% de solugéo acidificada e 24% de acetonitrila (v/v),
mantedo-se nessas codicbes até 31 minutos. Vazdo de 0.5mL/minuto.
Identificagdo dos picos: (1) THF; (2) 5SMTHF; (3) 10FAF; (4) 10MAF.

Tabela 1. Teores de folatos (ug/100g) em amostras de carne bovina (musculo

Supraspinatus — “peixinho”).
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S5MTHF Folatos Totais

THF

Lotes M+D CV % M+D CV % M+D

A 7.960.13 1.3 6.040.09 1.5 14.0

B 8.02+0.11 1.2 5.94+0.08 1.3 13.9

(o 7.9840.21 2.5 6.05+0.06 1.0 14.0

D 8.04+0.20 2.5 5.94+0.07 1.2 13.9

E 8.06+0.12 1.2 6.06+0.06 1.0 14.1
Média  8.01%0.04 0.5 6.01+0.05 0.9 14.01£0.06

THF — tetraidrofolato; SMTHF — 5-metiltetraidrofolato; M £ D média e estimativa do desvio padrido de
determinagdes em duplicata; CV coeficiente de variacao.

Os folatos quantificados no murici e jenipapo (Tabela 2) foram o
tetraidrofolato, 5-metiltetraidrofolato (SMTHF), 10-formil-acido félico e 10-metil-
acido folico(10MAF). O 5-formil-acido félico foi encontrado em quantidade de
tragos e apenas em algumas amostras. A forma predominante no murici foi o
5MTHF, enquanto que no jenipapo a distribuicdo de teores individuais se deu
de forma mais equilibrada, embora a concentracdo do 10MAF tenha se
destacado mais em comparagao com a procedéncia dos frutos. O teor de
folatos totais variou entre 41,3 a 66,9u9/100g no murici, no entanto para o
jenipapo a quantidade de folatos totais variou muito entre os quatro lotes. As
frutas provenientes da cidade de Fortaleza apresentaram teores de folatos
totais (80,1 a 86,3ug/100g) superiores aos teores determinados nas frutas
adquiridas na cidade de Belém (11,2 a 16,9ug/100g), comprovando dessa
forma a grande influéncia do clima (temperatura, chuva) e do solo nos teores

dessa vitamina nos frutos.

66



Tabela 2. Teores de folatos (ug/100g) em murici e jenipapo.

THF S5MTHF 10FAF 10MAF Folatos totais
Lotes MtD CV% MtD CV% MzD CV% MtD CV% MzD CV%
Murici

L1 1,240,1 8,3| 29,5+04 |14 1,240,1 8,3 | 9,5+0,7 74| 41,3x1,8 |44

L2 2,410,2 8,3| 27,1+0,6 |2,2 1,540,1 6,7 | 11,6£0,6 | 5,2 | 42,621 | 4,9

L3 2,1+0,2 9,5 47,5£0,5 |1,1 1,2+0,1 83| 16,1+0,5 | 3,1 | 66,9%¥1,8 | 2,7

L4 1,1£0,03 |2,7| 34,9¢1,3 |[3,7| 2,201 45| 6,5+0,3 4,6 | 44,7819 | 4,3
Média| 1,7+0,65 |38 | 34,7491 |26 | 1,5%0,05 | 33 | 10,9%4,0 | 36 | 48,9+12,1 | 25

Jenipapo

L1 0,35¢0,03 |8,5| 12,6+0,7 |56| 19,6t0,9 |4,6 | 47,5¢1,7 | 3,6 | 80,1x1,9 | 24

L2 0,31+0,01 |3,2| 5,6+0,6 11| 23,9+1,5 |6,3| 56,5¢2,8 | 5,0 | 86,3+2,5 | 2,9

L3 0,42+0,01 |2,5| 4,340,2 4,71 2,1+0,1 4,8 | 4,540,2 44 | 11,2¢1,1 | 9,8

L4 0,45+0,01 |2,2| 4,6+0,3 6,5 1,540,1 6,7 | 10,4+0,7 | 6,7 | 16,9¢1,0 | 5,9
Média| 0,38%0,06 |16 6,8%3,9 58 | 11,8+11,7 | 99 | 29,7+26,1 | 88 | 48,6%40,1 | 83

THF - tetraidrofolato; SMTHF — 5-etil-tetraidrofolato; 10FAF — 10-formil-acido folico; 10MAF — 10-metil acido

folico;

M=D - média e estimativa do desvio padrdo de determinagdes em duplicata; CV - coeficiente de variagdo. L1 e L2 —
Fortaleza. L3 e L4 — Belém.

Os folatos encontrados no vinho tinto brasileiro apds a analise foram o

THF, SMTHF, 10FAF e 10MAF (Tabela 3), sendo o 10MAF e o SMTHF os de

maior predominancia entre as diferentes formas. Tanto as concentragbes

individuais, como os teores de folatos totais, variaram muito dependendo do

fabricante, isto quer dizer que nao sé a uva, cuja composicéao € influenciada por

fatores edofaclimaticos, mas o processo de fabricagdo pode influenciar nos

teores de folatos. Inicialmente, no processo de fermentacdo do mosto, as
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bactérias acéticas consomem, para seu proprio crescimento, os folatos
presentes na uva, mas numa fase posterior iniciam a producdo de folatos
(Scott, Rébeille e Fletcher, 2000). A amostra de vinho VM foi a que apresentou

a maior concentragcao de folatos 23,7ug/100mL, enquanto que o vinho da

marca VPIA foi o que apresentou a menor concentragao (6,5ug/100mL).

Tabela 3. Teores de folatos (ug/100mL) em amostras de vinho tinto

seco.

Vinhos Folatos

marcas THF SMTHF 10FAF 10MAF Ftotais

MzD CV %|M+D CV% |M+D CV% |M+D CV% |M+D CV%

VM |0,49+0,01| 2,0 | 12,8+0,1| 0,5 |0,51+0,02| 3,9 | 9,9+0,2 | 2,0 |23,7¥1,5| 6,3
VAN | 93+0,1 | 0,5 | 1,3x0,1 | 7,7 |0,33+0,03| 9,1 | 4,7¢0,1 | 1,3 [15,610,9 | 5,8
VFO | 1,8+0,1 | 3,8 | 3,9+0,1 | 2,6 |0,45+0,04| 89 | 7,5+0,1 | 0,67 | 13,7£0,5| 3,6
VPET |0,69+0,02| 2,9 |3,75+0,04| O 1,1£0,1 | 6,7 |2,64+0,03 1,1 | 9,6%0,8 | 8,3
VPIA (0,84+0,03| 3,6 | 3,0+0,1 | 1,7 |0,84+0,03| 3,6 |1,87+0,04| 2,1 | 6,5%0,9 | 13,8

M £ D - média e estimativa do desvio padrao de determinacdes em duplicata; CV - coeficiente de variagao; Ftotais

- folatos totais.

A Tabela 4 apresenta os valores encontrados em cerveja pilsen. Os

mesmos folatos,

presentes tanto nas frutas como nos vinhos,

foram

determinados nas cervejas, destacando-se aqui as quantidades do SMTHF. As
amostras de cerveja apresentaram teores de folatos totais numa faixa de 292,8

a 652,6ug/100mL, desta forma demonstrando ser uma excelente fonte de

folatos.

Tabela 4. Teores de folatos (ug/100mL) em amostras de cerveja pilsen.
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Folatos

Cerveja THF 5MTHF 10FAF 10MAF Ftotais
Mareas | mMsb  CV%|MtD CV% |MD CV% [M2D CV% |M2D CV%
CS | 9,6£0,3 | 3,1 |628,8+0,5] 0,08 [2,57+0,06] 2,3 [0,97+0,01] 1 [652,620,6] 0,09
Cl | 7,5£0,05| 0,67 |383,7%0,1| 0,26 |0,95£0,03| 3,1 |4,18%0,05| 1,31 |396,30,9] 0,23
CK [9,83%0,07| 0,71 |279,120,1| 0,03 |0,24+0,02| 8,3 |5,31x0,07| 1,31 [292,8+0,5| 0,17
CB  |0,690,02| 2,9 |575,4%0,3| 0,05 |4,32+0,05] 1,1 [1,93x0,01( 0,5 |577,90,8| 0,14
CSC [7,82+0,01| 0,12 [471,720,2| 0,04 [4,5610,02| 0,4 |2,670,01| 0,4 |484,9:0,2| 0,04

M + D - média e estimativa do desvio padrdo de determinagdes em duplicata;
Ftotais - folatos totais.

CONCLUSOES

CV - coeficiente de variagdo;

A metodologia desenvolvida por CLAE e aqui aplicada se mostrou

bastante eficaz e versatil para a quantificacdo dos folatos nas diferentes

matrizes alimenticias aqui analisadas.

Das amostras analisadas, as cervejas pilsen foram as que apresentaram

0s maiores niveis de folatos, seguido das frutas tropicais. A carne bovina e o

vinho também podem contribuir para o aporte dessa vitamina na dieta.
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RESUMO

Considerando que as frutas tropicais podem ser fontes de importantes
nutrientes, aliado ao fato da falta de conhecimento de algumas dessas frutas e
seu potencial de consumo, os conteudos de folatos do jenipapo e murici foram
determinados. Foram analisadas neste trabalho frutas da regidao norte e
nordeste, adquiridos nas cidades de Belém (PA) e Fortaleza (CE),
respectivamente, em dois diferentes anos de safra (2001 e 2002). Foram
encontrados nas frutas cinco formas de folatos, o tetraidrofolato (THF), 5-metil-
tetraidrofolato (SMTHF), 10-formil-acido folico (10FAF) e o 10-metil-acido folico
(10MAF). No jenipapo o 10MAF foi a forma predominante, representando de 50
a 72% dos folatos totais. Ja no murici a forma predominante foi o 5MTH,
representando de 60 a 94% dos folatos totais. Ainda em termos de folatos
totais, o murici apresentou teores superiores aos encontrados no jenipapo. Os
frutos de jenipapo, provenientes da cidade de Fortaleza, apresentaram teores
muito maiores (70,2 a 80,4ug/100g) do que os frutos da cidade de Belém (14,5
a 25,2u9/100g), nas duas safras analisadas. Por outro lado, os frutos do murici
da cidade de Belém mostraram teores mais elevados de folatos totais. N&o
houve diferenca significativa entre os frutos das duas safras analisadas da

cidade de Fortaleza, entretanto as duas safras de frutas, tanto do jenipapo
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quanto do murici, provenientes da cidade de Belém apresentaram diferenca
significativa. Os dados mostram que ha uma forte influéncia das condigbes

edafoclimaticas sobre os teores de folatos.

ABSTRACT

Considering that tropical fruits can be sources of important nutrients,
added to the fact that these is a lack about knowledge of some of these fruits
and their potential for consumption, the amounts of folates in genipapo and
murici were determined. Fruits from the north and northeastern region of Brazil,
Belem (PA) and Fortaleza (CE), respectively, were analyzed in this study, in two
consecutive harvests (2001 and 2002). Five different forms of folate were found
in these fruits, tetrahydrofolate (THF), 5-methyl-tetrahydrofolate (5MTHF), 10-
formyl-folic acid (10FAF) and 10-methyl-folic acid (10MAF). In genipapo,
10MAF was the predominant form, representing 50 to 72% of the total folates.
In murici the predominant form was 5MTH, representing 60 to 94% of the total
folates. In terms of total folates, murici presented more than genipapo. The
genipapo fruits, from Fortaleza presented greater contents (70.2 to
80.4ug/100g) than those from Belem city (14.5 to 25.2ug/100g) for both the
harvests analyzed. On the other hand, murici fruits from Belem city showed
higher levels of total folates. Threre was no significant difference between the
two harvests analyzed for either fruit coming from Fortaleza, however there
were significant differences between the two harvests for both genipapo and
murici, from Belem city. The data show a considerable influence of the climatic

conditions on the levels of folates.
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INTRODUCAO

A estreita relagdo entre os componentes da dieta e saude fez
com que aumentasse a preocupagao dos consumidores em ingerir
alimentos nutritivos e/ou de alta qualidade. Entre os nutrientes hoje
destacam-se os folatos, uma classe de vitaminas do complexo B, que
ganharam a atencao os pesquisadores em virtude das novas descobertas
sobre as acoes benéficas a sauide do homem (BRODY, 1991; CZEIZE e
DUDAS, 1992; KATZUNG, 1994; ULENE e ULENE, 1995; OAKLEY et al.,
1995; CRANE et al., 1995; DALY et al., 1997; DEVLIN, 1997; PARODI, 1997;
RANG et al., 1997; DIERKS et al., 1998; MALINOW et al., 1998; QUIMLIVAN
et al., 2002; CHARMICHAEL et al., 2003). Aliados a esses estudos, outros
apontaram a relagdo entre a deficiéncia de congéneres do acido félico
com cancer de colon, leucemia, doengas mieloproliferativas,
enfermidades crénicas de pele, além de outras doengas debilitantes
cronicas (DALY et al., 1997; DEVLIN, 1997; RANG et al., 1997; HORNE e
HOLLAWAY, 1997; NIGARD et al, 1997; MALINOW et al., 1998;
MOSHFEGH et al., 1998; CLARKE et al., 1998). O Brasil ja reconheceu a
importancia dos folatos, através da Resolugao n° 344 de 13/12/2002,
obriga o enriquecimento de farinhas de trigo e milho com acido fdlico
(Brasil, 2002).

Os folatos estao distribuidos em muitos alimentos, principalmente em
verduras frescas, figado, leveduras e algumas frutas (VAHTERISTO et al.,
1997; GREGORY, 1984; LUCOCK, et al, 1995, SCOTT et al, 2000).

Principalmente em relagdo as frutas, ha muito poucos dados na literatura, e
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mesmo assim apenas apresentando o conteudo de folatos totais (BRODY,
1991, SCOTT et al., 2000).

Entre as frutas regionais brasileiras que costumam aparecer nos
pregdes matinais dos vendedores ambulantes, em especial em algumas
capitais da regido Nordeste, o murici, certamente, tem um lugar de destaque e,
dependendo da época do ano, ocupa 0 mesmo espaco destinado a frutas tao
importantes como a graviola, o jambo e a pitomba. O murici (Byrsonima
crassifolia L. Rich) (Anexo 3) é um fruto de forma arredondada, de coloragéo
alaranjada com polpa carnosa e transliucida e sementes de coloragado creme,
frutificando de abril a junho. O jenipapo (Genipa americana, L.) (Anexo 4) é
um fruto formado por uma baga ovoide, de cor parda, com 5-12cm de diametro,
com polpa parda, sucosa, aromatica e comestivel. Embora seja consumido ao
natural, seu mais frequente consumo é sob a forma de licor.

A descoberta de novas fontes naturais de folatos vem contribuir no
sentido de garantir a ingestao dessa vitamina na dieta. As frutas fazem parte da
dieta do brasileiro, tornando assim muito importante o conhecimento dos teores
presentes nas mesmas, principalmente nas frutas regionais, que podem estar
contribuindo significativamente para o aporte da vitamina em populagdes
carentes. Nesse sentido, o presente trabalho estabeleceu a composicao
qualitativa e quantitativa dos folatos presentes em duas frutas regionais,

jenipapo e murici.

MATERIAL E METODO

10 Material
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Trés diferentes lotes de murici e jenipapo, de aproximadamente 1,0kg
cada, foram obtidos no comércio local das cidades de Belém (PA) e de
Fortaleza (CE), em duas safras (2001 e 2002). As frutas encontravam-se em
estagio de consumo adequado de maturagdo, de acordo com a aparéncia e a

textura. As frutas foram congeladas

(-18°C) e transportadas via aérea para Campinas (Sdo Paulo) para posterior
andlise. Todas as frutas que compunham cada lote tiveram as cascas e os
carogos retirados e a polpa homogeneizada em liquidificador, antes da retirada

da amostra analitica. Todas as determinagdes foram feitas em duplicata.

11 Reagentes

Os padrées de folatos, 5-metil-5,6,7,8-tetraidrofolato sal de calcio,
tetraiidrofolato, 5-formil-5,6,7,8-tetraidrofolato sal de calcio, 10-formil-acido
félico, 10-metil-acido folico, foram adquiridos do laboratério SCHIRCKS (Suiga),
e o acido félico (F-7876) foi cedido pela (SIGMA, USA). A acetonitrila, grau
cromatografico, os acidos acético e tricloroacético, bem como, o sal de acetato
de amoénio, todos grau analitico, foram adquiridos da MERCK (Brasil). A agua
utilizada no preparo das amostras e da fase maével foi purificada no sistema
Milli-Q (MILLIPORE). As fase movel foi filtrada em filtros MILLIPORE, com

poros de 0,45um de diametro.

12 Equipamento
Foi utilizado um cromatégrafo a liquido HP (HELWETT PACKARD) série
1100, com degaseificador, bomba quaternaria, injetor automatico com

capacidade de 1 a 100uL e detectores de arranjo de diodos (DAD) (UV-Visivel)
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e de fluorescéncia dispostos em série. Ambos permitem a deteccao simultanea
em varios comprimentos de onda. Todo o sistema foi controlado pelo programa
Chemstation-HP, que também geréncia o sistema de aquisi¢ao e tratamento de
dados.

Para separacao das vitaminas foi utilizada uma coluna cromatografica
Microsorb ODS-2, 5um, 250mm x 4,6mm d.i. (RAIMIN), protegida por uma

coluna de guarda Bondesil Cg, 5um, 10mm x 4,6 mm d.i. (VARIAN).

Método

O método utilizado neste trabalho foi desenvolvido por CATHARINO et
al. (2002). Para a extragcdo dos folatos nas frutas foram tomadas 10,0g da
polpa previamente homogeneizada, que foram trituradas com 40mL de acetato
de amobnio (0,05mol/L). A solucao foi transferida quantitativamente para um
baldo volumétrico de 50mL, adicionando-se mais 2,5mL de acido tricloroacético
(TCA) e, por fim, o volume aferido com solugdo de acetato de amdnio. Apds
homogeneizagao, seguiram-se duas etapas de filtracdo, a primeira em papel de
filtro comum e a segunda em membrana durapore (HVLP 01300, MILLIPORE),
com poros de 0,45um, e em seguida o extrato foi injetado no cromatografo
(100pL).

O sistema de eluicdo por gradiente, com vazdo de 0,5mL/min, foi
desenvolvido com 100% de solugdo acidificada (2% de acido acético; pH
ajustado para 2,8 com KOH) no inicio, chegando em 25 minutos a 76% de
solugéo acidificada e 24% de acetonitrila (v/v), mantendo-se essas condi¢des
até o final da corrida em 31 minutos. As condi¢des iniciais foram retomadas e

com coluna re-equilibrada por 15 minutos, antes da proxima injegdo. O SMTHF,
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SFTHF e THF foram detectados utilizando-se a fluorescéncia natural destes
compostos, utilizando como Aex..290nm € Aemis 360nm, para o 10FAF utilizou-se
0 Aexc 360NM € Aemis 445nm. O AF e o 10MAF foram detectados na regido do
ultra-violeta a 290nm.

As identificacdes foram feitas por comparagdo entre os tempos de
retencao, obtidos com os padrdes analisados nas mesmas condicdes, por co-
cromatografia e pelos espectros obtidos com a utilizagdo do detector de arranjo
de diodos e fluorescéncia. O grau de pureza das vitaminas foi avaliado pelo
sistema disponivel no software Chemstation-HP. A quantificacdo foi realizada
por padronizagdo externa (Anexo 2). Todas as precaugdes necessarias para
evitar a degradacdo das vitaminas durante a analise foram tomadas,
realizando-se 0s ensaios 0 mais rapido possivel e protegendo as vitaminas da

acao da luz.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os folatos encontrados em maiores quantidades nas duas frutas
analisadas foram 5-metiltetraidrofolato, tetraidrofolato, 10- metil-acido folico e
10-formil-acido félico. Ja o 5-formil-acido folico foi encontrado em quantidade
de tragos e em lotes. Os perfis cromatograficos obtidos da composi¢cao dos
folatos para as duas frutas estdo apresentados na Figura 1. O folato de maior
concentragao no jenipapo foi o T0MAF, representando de 50 a 72% dos folatos
totais (Tabela 1), enquanto que no murici a forma predominante foi o SMTHF,

representando em média de 60 a 94% dos folatos totais (Tabela 2).
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A quantidade de folatos totais no jenipapo (Tabela 1) apresentou uma
variagdo menor na regido nordeste (63,6 a 81,3ug/100g para a safra de 2001 e
74,7 a 86,3ug/100g para a safra de 2002) em comparagdo com os frutos da
regido norte, que tiveram uma quantidade de folatos totais determinada numa
faixa de 11,2 a 47,6ug/100g para a safra de 2001 e 9,9 a 21,2ug/100g para
safra de 2002. Houve diferenga significativa (p< 5%) entre as quantidades
determinadas para as diferentes formas de folatos nos trés lotes analisados
para a mesma safra e regido, 0 mesmo ocorrendo entre as regides nordeste e
norte. Os frutos da regido nordeste apresentaram, nas duas safras,
concentragdes de folatos bem superiores, em particular para o 10FAF e o
10MAF, aos frutos da regido norte. Em média, os frutos da regido nordeste
apresentaram uma quantidade de folatos, praticamente, quatro vezes maior
que os frutos da regido norte.

Os frutos do muricizeiro (Tabela 2) apresentaram, em relagédo aos teores
de folatos totais, um comportamento inverso ao do jenipapo, para os frutos
comparados entre as duas regides estudadas. Os frutos da regido norte
apresentaram os teores de folatos totais entre 73,2 a 146,5ug/100g, enquanto
que os frutos da regidao nordeste tiveram teores entre 49,5 a 50,3ug/100g. As
variacbes entre os diferentes lotes, de uma mesma regido e safra, foram
menores do que as apresentadas pelo jenipapo, embora também
apresentassem diferenca significativa (P< 5%) entre as quantidades dos
folatos, talvez em virtude de uma maior facilidade na determinacao,
principalmente, do estagio de maturagdo dos frutos (cor e textura). N&o houve
diferenga significativa entre as duas safras da regido nordeste, no entanto a

safra de 2002 da regido norte apresentou teores 50% superiores em relagao a
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safra de 2001. De uma forma geral os frutos do murici da regido norte
apresentaram niveis de folatos superiores aos encontrados no jenipapo desta
mesma regiao.

A falta de dados na literatura ndo permite uma comparacdo quanto a
composicao dos folatos encontrados nas duas frutas analisadas, possibilitando
apenas uma comparacao entre os teores de folatos totais e mesmo assim para
outras frutas com caracteristicas muito diferentes das aqui analisadas. Tanto o
murici quanto o jenipapo mostraram-se, em comparacdo com os dados
fornecidos por BRODY (1991) e SCOTT et al. (2000) para suco de laranja e

banana, como fontes ricas em folatos.

Tabela 1. Teores de folatos (ug/100g) em jenipapo das regides norte e

nordeste das safras 2001 a 2002.

Lotes THF S5MTHF 10FAF 10MAF Folatos totais

M+D CV% |MiD CV% MzD CV% [M+D CV% [M+D CV%
Jenipapo (nordeste) (2001)

L1 0,32+0,02a | 6,6 | 11,1+0,2a | 1,8 | 22,3x1,4a (6,3 |47,6+1,1a|2,3 | 81,3x1,8a | 2,2

L2 0,38+0,05a | 13 | 9,5+0,7b | 7,4 | 12,3+0,5b (4,0 |52,5¢1,0b|1,9| 65,7+1,2b | 1,8

L3 0,41+£0,02b | 4,8 | 8,2+0,4b | 4,8 | 13,8+0,2b [1,4|51,2¢1,1b | 2,1 | 63,6+1,1b | 1,7

média | 0,37+0,04 | 11 9,6%1,8 12 | 16,1*4,4 | 27 | 50,421 (41| 70,2%7,9 | 11
Jenipapo (nordeste) (2002)

L1 0,26+0,01a | 3,8 | 4,1£0,3a | 7,3 | 14,9¥1,4a |9,4|55,3x1,3a|2,4 | 74,7t21a | 2,8

L2 0,35+0,03b | 8,5 | 12,6+0,7b | 5,6 | 19,6+0,9b (4,6 |47,5+1,7b| 3,6 | 80,1+1,9b | 2,4
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L3 0,31+0,01b | 3,2 | 5,6+0,6¢c |10,7| 23,9+1,5c | 6,3 |56,5+2,8a | 5,0 | 86,3+2,5c | 2,9
média | 0,31+0,04 | 12 7,4%3,7 50 | 19,5%3,7 |19 | 53,2#4,0 |7,5| 80,4%4,7 | 5,9
Jenipapo (norte) (2001)

L1 0,40+0,01a | 2,5 | 4,3%0,2a | 4,7 | 2,1+0,1a |4,8| 4,5+0,2a |4,4| 11,2+1,1a | 9,8
L2 0,45+0,01b | 2,2 | 4,6+0,3a | 6,5 | 1,5+0,1b |6,7|10,4+0,7b |6,7| 16,9+1,0b | 5,9
L3 0,67+0,03c | 4,5 10,840,8b | 7,4 | 3,5+0,2c |5,7|32,7£1,0c |3,1| 47,6x1,3c | 2,7
média | 0,51+0,12 | 23 6,613,0 45 | 2,4+0,8 | 35|15,9%12,1 |76 | 25,2%16,0 | 63
Jenipapo (norte) (2002)

L1 0,41+£0,01a | 2,4 | 6,3x0,2a | 6,0 | 2,8+0,1a [3,6 | 11,7+0,2a |3,5| 21,2+0,7a | 5,7
L2 0,38+0,01a | 2,6 | 2,7+0,1b | 3,7 | 1,7£0,1b |5,9| 5,1£0,3b |59| 9,9+0,9b | 9,1
L3 0,52+0,03b | 5,8 | 3,1+0,1c | 3,2 | 2,5+0,2a |8,0| 6,320,3b |4,6| 12,4+0,6¢c | 8,7
média | 0,44+0,06 | 14 4,0%1,6 40 2,3+0,5 |20 | 7,7429 |37 | 14,5%4,8 | 33

M £ D média e estimativa do desvio padrio de determinagdes em duplicata; CV
coeficiente de variagdo; Folatos T folatos totais.
Letras iguais na mesma coluna indicam nd2o haver diferenca significativa entre os
valores (P<5%)
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Tabela 2. Teores de folatos (ug/100g) em murici das regiées norte e nordeste

das safras 2001 a 2002.

Lotes THF SMTHF 10FAF 10MAF Folatos totais
M+D CV% M+D CV% M+D CV% |M+D CV% |M+D CV%
Murici regiao (nordeste) (2001)
L1 2,2+0,4a | 18 | 20,6+0,3a | 1,4| 1,6x0,0a - | 15,9+0,5a |3,1| 40,3%1,8a |4,5
L2 2,7¢0,2a | 7,4 | 31,1+0,2b |0,6| 2,4+0,1b |4,1|17,6+0,3b |1,7| 53,8+2,1b |3,9
L3 21+0,1a | 4,7 | 37,9+0,3b |0,8| 2,2+0,2b |9,0| 12,1+0,2c | 1,7 | 54,3%1,8b |3,3
média 2,3%0,2 | 8,7 | 29,9¥71 |24 | 2,1%0,3 |16 | 152¥23 | 15| 49,5%6,5 |13
Murici (nordeste) (2002)
L1 1,24¢0,1a | 8,3 | 29,5¢0,4a |1,4| 1,2¢0,1a |8,3| 9,540,7a |7,4| 41,3%1,8a |4,4
L2 2,4+0,2b | 8,3 | 27,1+0,6a |2,2| 1,5+0,1a |6,7|11,6+0,6a |5,2| 42,6x2,1a |4,9
L3 21+0,2b | 9,5 | 47,5¢0,5¢c |1,1| 1,2+0,1a |8,3|16,1+0,5b |3,1| 66,9+1,8b |2,7
média 1,940,5 27 | 34,7491 |26 | 1,3%01 |7,7| 12,4%¥2,7 | 22 | 50,3%11,8 | 23
Murici (norte) (2001)
L1 0,35+0,02a | 5,7 | 63,4+0,9a |7,5| 2,5t0,2a |8,0| 2,5+0,2a [8,0| 68,7+0,8a |4,3
L2 0,28+0,01a| 3,6 | 70,3x1,1b (1,6 | 1,0£0,1b |10 | 4,5+£0,2b [(4,4| 76,1+1,4b |1,8
L3 1,15+0,03b | 2,7 | 64,9¢1,3a | 3,7 | 2,2#0,1a |4,5| 6,5+0,3c [4,6| 74,7x1,9b |4,3
média 0,6+0,4 67 | 66,2+29 (45| 1,9%0,6 |34 | 45%1,6 |36 | 73,2¥3,2 |44
Murici (norte) (2002)

L1 0,28+0,01a | 3,6 | 130,1£2,0a | 1,5| 2,5¢0,2a | 8 | 13,9+0,9a |6,5| 146,9+2,8a | 1,9
L2 0,49+0,02b | 4,1 | 151,7£1,8b | 1,2| 1,1£0,1b [9,1| 5,9+0,2b |3,4| 159,2+2,5b | 1,6
L3 0,60+0,03c| 5,0 | 129,9+2,3a | 1,8 | 1,0+0,1b |10 | 2,1£0,1c |4,8| 133,4%£3,0c 2,2
média 0,6%0,1 22 | 137,2%10,2 |7,5| 1,5%0,7 |45 | 7,3%4,9 |67 | 146,5%10,5 |7,2

M £+ D média e estimativa do desvio padrao de determinagdes em duplicata; CV
coeficiente de variagdo; Folatos T folatos totais.
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Figura 1: Perfis cromatograficos do extrato de jenipapo (a) e murici (b), utilizando
detector de fluorescéncia (Aexc.290nm e iemis 360nm para folatos e Aexc
360nm e Aemis 445 nm para ) (A) e o AF usando um detector de arranjo de
diodos (UV-VIS) a 290nm (B). Coluna Microsorb, ODS-2, 5um, 250X4,6mm.
Fase movel: 100% de solugdo acidificada (2% de acido acético; pH ajustado
para 2.8 com KOH), chegando em 25 minutos a 76% de solucéo acidificada e
24% de acetonitrila (v/v), mante-o-se nessas codi¢des até 31 minutos. Vazéo
de 0.5mL/minuto. Identificagdo dos picos: (1) TMF; (2) SMTHF; (3) 10FAF; e
(4) 10MAF.

CONCLUSOES

As frutas regionais podem contribuir de forma significativa para o aporte
de folatos na dieta. Ha, entretanto, uma grande influéncia das condi¢bes

edafoclimaticas sobre os teores de folatos.
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E os jenipapos do nordeste apresentaram teores maiores de folatos
totais em comparagédo com a regidao norte, porém para o murici da regiao norte

os teores foram maiores quando comparados aos frutos do nordeste.
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CONCLUSOES GERAIS e PERSPECTIVAS FUTURAS
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CONCLUSOES GERAIS

A simplicidade e rapidez da etapa de extracao, aliadas aos dados de
recuperacgao e repetibilidade, indicam a eficiéncia da aplicagdo da metodologia
na determinagdo simultdnea de folatos. A retirada da etapa de hidrdlise
enzimatica foi a principal alteragdo em relagcdo aos métodos da literatura,
tornando o método aqui desenvolvido mais rapido, pratico, viavel e com menor
custo. No entanto, a aplicagcdo do método a outras matrizes alimenticias s6

deve ser feita apos estudos de validagdo nessas matrizes.

O método por CLAE, utilizando a eluicdo por gradiente, permitiu a
separacado de pelo menos cinco formas diferentes de folatos. A utilizacdo do
detector de fluorescéncia foi fundamental para a detecgdo nos alimentos aqui
analisados, possibilitando além de um cromatograma mais limpo, limites de
deteccgao baixos do que os encontrados na literatura para as diferentes formas

de folatos.

O método aqui desenvolvido com certeza permitira um avango nos

estudos sobre os folatos em alimentos.

Em relagcdo aos alimentos aqui analisados, destaca-se as frutas
regionais (murici e jenipapo) como fontes de folatos. A cerveja pilsen também
se destaca como fonte dessa vitamina, no entanto deve-se tomar cuidado por

ser uma bebida alcoodlica
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Como proposicao de trabalhos futuros sugerimos o estudo do comportamento de
folatos durante a producdo de alimentos industrializados o que poderia vir a trazer uma

contribuicdo significativa para os pesquisadores, produtos e consumidores.

E sugerimos também um estudo da biodisponibilidade dos folatos em alimentos.
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Anexo 1 : Espectros de excitacado e absorgao dos diferentes folatos: (A) THF;

(B) SMTHF; (C) 10FFA; (D) 5FFA; (E) AF; (F) 10MAF.
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Anexo 2 : Curvas analiticas para os diferentes folatos: (A) tetraidrofolato; (B) 5-

metiltetraidrofolato; (C) 10-formil-acido félico; (D) 5-metil acido félico;

(E) acido fdlico; e (F)10-metil-acido folico.
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Nome popular: murici

Nome cientifico: Byrsonima crassifolia (L.) Rich
Familia botanica: Malpighiaceae

Origem: Norte e Nordeste do Brasil

Anexo 3: Foto dos frutos de murici.
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Nome popular: jenipapo

Nome cientifico: Genipa americana, L.

Familia botanica: Rubiacea

Origem: Norte dos estados de Minas Gerais e Séo

Anexo 4: Fotos dos frutos de jenipapo
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