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OPTIMIZATION OF METHOD TO ANALYZE FOLATE IN LEAFY VEGETABLES BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY WITH FLUORESCENCE DETECTION. We optimized a method for the determination of three main folate
isoforms in leafy vegetables. Analysis was carried out by HPLC, using gradient of elution and fluorescence detection. Limits of quantification
were 2 ng/mL; 2 ng/mL and 28 ng/mL for tetrahydrofolate (THF), 5-methyltetrahydrofolate (5-MTHF) and 5-formyltetrahydrofolate (5-
FTHF), respectively. Recovery rates of THF, 5-MTHF and 5-FTHF varied from 87.86 to 100.64%; 88.12-94.22% and 89.82-106.69%,
respectively. Test of repeatability showed relative standard deviation for peak areas lower than 10%. Tests for linearity showed high
coefficients of determination. The results showed advances in folates extraction and analysis in raw and cooked leafy vegetables.

Keywords: tetrahydrofolate; 5S-methyltetrahydrofolate; 5-formyltetrahydrofolate.

INTRODUCAO

A baixa ingestdo de folatos/dcido félico tem sido apontada como
possivel causa de doengas graves que atingem o homem, como as
doencas cardiacas, o cancer e as malformacdes congénitas.!

Informacdes sobre a concentragdo de folato em hortaligas ainda
sdo escassas, especialmente quando se consideram diferentes con-
centracdes desse composto em diversos cultivares, tipos de solo,
locais e condi¢des de cultivo, condi¢des de estocagem e processa-
mento. Os dados existentes na literatura sdo contraditérios, devido
as dificuldades associadas a quantificacio de folatos, que por sua vez
estdo relacionadas a sua instabilidade, grande variedade de formas?
e quantidades reduzidas nos alimentos.

Folato € o termo utilizado para denominar compostos com
atividade semelhante ao dcido pteroilglutamico (PteGlu), também
conhecido como 4cido félico. Os folatos sdao predominantemente
poliglutamatos, contendo até sete residuos de L-glutamato ligados
a0 grupo p-aminobenzoico por ligacdes peptidicas (Figura 1).> Como
os diferentes tipos de folato t€ém absorcao e metabolismo diferentes,
eles ndo podem ser quantificados como um s composto.**

Tradicionalmente, a concentrac@o de folato tem sido avaliada por
meio de ensaios microbioldgicos, com a utilizacdo de Lactobacillus
casei, em que a resposta de crescimento do micro-organismo a mistura
de folatos presente é mensurada turbidimetricamente.® Entretanto,
quando se deseja separar as diversas formas de folatos existentes, ¢
necessdrio realizar métodos mais especificos. Essas moléculas, por
exibirem pequenas diferengas em suas caracteristicas idnicas, podem
ser analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
maioria dos folatos de ocorréncia natural esta presente sob a forma de
poliglutamatos. Entretanto, a técnica de CLAE nao responde de forma
adequada aos derivados de folatos de cadeia longa. Portanto, a conver-
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Figura 1. Estrutura quimica do dcido pteroilglutdmico

sdo de poliglutamatos a formas de mono ou diglutamatos requer uma
conversao enzimadtica, utilizando a enzima y-glutamil carboxipeptidase
(conjugase ou folato hidrolase). Pancreas de frango, rim de porco e
plasma de rato sdo as fontes de conjugase mais comumente utilizadas.
O plasma de rato apresenta algumas vantagens em relagio as demais
fontes, como a facilidade de preparo, a ampla disponibilidade comer-
cial, a baixa concentracdo de folatos endégenos e a ndo necessidade
de procedimentos de extracdo e purificagdo. Amostras ricas em amido
ou protefnas requerem ainda tratamento com trienzima (mistura das
enzimas amilase, protease e conjugase) em sua andlise.’

A importincia que foi atribuida aos folatos recentemente, em vir-
tude de sua ac@o benéfica ao homem, tem aumentado o interesse dos
pesquisadores nos estudos sobre essa vitamina. Consequentemente,
o interesse dos analistas em desenvolver métodos apropriados para a
determinagio de folatos também tem aumentado.? Particularmente no
Brasil, o desenvolvimento e a otimizacio de métodos para andlise de
folatos € imprescindivel, uma vez que inexistem informagdes sobre
as concentracdes de folatos em tabelas brasileiras de composicio
de alimentos.
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O conhecimento das concentracdes de nutrientes em alimentos,
entre eles as vitaminas, € imprescindivel no trabalho de nutricionistas,
na elaboragdo de dietas individuais, durante o atendimento ambula-
torial, na elaboracdo de carddpios nutricionalmente balanceados para
coletividades em Unidades de Alimentacdo e Nutricdo e na andlise de
estudos de ingestdo de nutrientes e adequagio nutricional.’

Diante desse contexto, o objetivo do presente trabalho foi otimizar
um método, utilizando CLAE com detecg¢do por fluorescéncia para a
determinacdo simultanea das trés formas mais importantes de folatos
(tetra-hidrofolato - THF, 5-metiltetra-hidrofolato - 5S-MTHF e 5-for-
miltetra-hidrofolato - 5-FTHF) em cinco hortaligas cruas e cozidas
(couve, espinafre, folhas de mostarda, floretes e folhas de brécolis).

Entre as otimizagdes realizadas, citam-se: utilizacio do plasma de
rato como fonte da enzima conjugase para a etapa de hidrdlise enzimatica,
em substitui¢do a conjugase de rim de porco e pancreas de frango, usadas
na maior parte dos estudos encontrados na literatura,>'*!! mas de dificil
obten¢@o e com necessidade de longo tempo de incubagio; purificacdo
do extrato utilizando coluna de bancada, construida em laboratério e de
menor custo (aproximadamente 70% menos) ao invés dos cartuchos de
troca idnica comumente utilizados; andlise simultanea dos trés principais
isdmeros de folatos em hortalicas de amplo consumo na Zona da Mata
Mineira e, ndo necessidade de utilizac@o de trienzima na etapa de ex-
tracdo. Embora outros estudos também tenham sido capazes de realizar
a detecgdo por fluorescéncia de THF, 5-MTHF e 5-FTHF, de maneira
simultinea, em outras matrizes alimentares, este estudo € pioneiro em
realizar esse tipo de andlise em alimentos tipicamente brasileiros, crus
e submetidos a diferentes formas de cocgéo utilizando esse método.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e outros materiais

Para andlise de folatos, foi utilizada acetonitrila grau HPLC (Te-
dia, EUA) e dgua ultrapura produzida em sistema Milli-Q (Millipore,
EUA). Os reagentes fosfato de sédio monobdsico anidro (Synth,
Brasil), dcido ascérbico (Vetec, Brasil), 2-mercaptoetanol (Vetec,
Brasil), dcido fosférico (Proquimios, Brasil), acetato de sédio (Che-
mco, Brasil) e cloreto de sddio (Vetec, Brasil) utilizados foram com
grau de pureza para andlise.

Para purificacdo dos extratos foi preparada uma coluna com
recheio de Q-Sepharose (Pharmacia, EUA) em 20% de etanol 70%,
com auxilio de seringa de plastico e fluxo estabelecido por meio de
bomba peristaltica.

Para filtracdo dos extratos foi utilizado papel de filtro (Inlab,
tipo 50,9 cm de didmetro). Antes da injecdo, os extratos e solucdes
padrio foram filtrados em membranas filtrantes (HV Millex, 0,45 um
de porosidade, Millipore, Brasil).

Os padroes de (6S)-5,6,7,8-tetra-hidrofolato de sédio (THF) (95%
pureza), (6S)-5-metil-5,6,7,8-tetra-hidrofolato (5-MTHF) (97% pure-
za) e (6S)-5-formil-5,6,7,8-tetra-hidrofolato (5-FTHF) (97% pureza)
foram cedidos gentilmente pela Merck-Eprova (Sui¢a) e mantidos a
-18 °C até utilizacdo.

Coleta e preparo das hortalicas

As hortaligas couve (Brassica oleracea L.), mostarda (Sinap-
sis arvensis) (folhas), espinafre (Spinacia oleracea L.) e brdcolis
(Brassica oleracea var. itlica) (floretes e folhas), obtidas em Vigosa,
MG, do Programa de Aquisi¢do de Alimentos (PAA), vinculado ao
Ministério de Desenvolvimento Social e Combate a Fome (MDS),
foram utilizadas neste estudo. Essas hortalicas foram escolhidas de-
vido ao seu amplo consumo e disponibilidade na regido e por serem
consideradas importantes fontes de folato na alimentagao.
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As hortaligas foram coletadas, de forma aleatéria, em estagio de
comercializagdo (1 a 2 kg de cada hortali¢a) e acondicionadas em
sacos plasticos. Foram realizadas 8 repeticdes, sendo cada repeti¢do
representada por uma coleta semanal, realizada nos meses de agosto
e outubro de 2008. As andlises foram conduzidas no Laboratério de
Anadlise de Vitaminas, Departamento de Nutri¢do e Sadde, Univer-
sidade Federal de Vigosa.

As andlises das hortalicas foram realizadas em até 48 h ap6s a coleta,
permanecendo acondicionadas em geladeira. As hortaligas foram lavadas
em dgua corrente e analisadas na forma crua e cozida, utilizando métodos
de coccdo tradicionais. Couve, folhas de mostarda, espinafre e folhas de
brécolis foram refogadas em dleo de soja (180 °C, por 6 min) enquanto
os floretes de brécolis foram cozidos sob imersdo em dgua em ebulico,
em quantidade suficiente para cobrir as hortali¢as, por 7 min.

Tanto as hortaligas cruas quanto as cozidas foram processadas em
multiprocessador para completa homogeneizagdo e acondicionadas
em geladeira doméstica até o0 momento de extrag@o e andlise.

Extracao de folatos

Durante o processo de extracdo e andlise, as hortalicas e os
extratos foram mantidos sob protec¢do da luz solar e artificial, pela
utilizacdo de vidrarias ambar, papel aluminio e cortinas do tipo bla-
ckout, e sob prote¢do do oxigénio através do uso de vidrarias com
tampas e de ambiente com gds nitrogénio.

O procedimento de extrag¢@o otimizado foi baseado em métodos
previamente publicados.>!*!!

Cerca de 3,00 g de hortalica (o peso exato foi anotado), previa-
mente homogeneizada em processador de alimentos, foram pesados
em balanga analitica Gehaka®, com quatro casas decimais. A hortalica
foi triturada com solugdo tampao fosfato 0,1 M, pH 6,0, contendo
dcido ascorbico 1% e 2-mercaptoetanol 0,1% e filtrada a vacuo em
funil de Biichnner. O volume foi completado com dgua ultrapura
para 25 mL em baldo volumétrico e o extrato obtido foi aquecido por
aproximadamente 12 min em banho-maria a 100 °C, sob agitacdo, uti-
lizando frascos &mbar com tampa e atmosfera inerte, obtida com gas
nitrogénio. Em seguida, o extrato foi resfriado, centrifugado (1789 g,
por 30 min) e utilizado para a hidrélise enzimatica de poliglutamatos.

Para hidr6lise enzimética dos poliglutamatos a monoglutamatos'?
100 pL de plasma de rato contendo a enzima conjugase (y-glutamil
carboxipeptidase) foram adicionados ao sobrenadante (3 mL) obtido
no procedimento de extra¢do descrito anteriormente. O plasma de rato
foi obtido por meio da centrifugacdo (2500 g por 10 min) de sangue de
ratos Wistar, machos e saudaveis. Os ratos recém-desmamados foram
obtidos do biotério da Universidade Federal de Vicosa e levados ao
Laboratério de Nutri¢ao Experimental do Departamento de Nutri¢do e
Saude, onde foram criados em gaiolas individuais, com dieta comercial
para animais de laboratdrio. Embora a alimentagdo dos animais ndo
tivesse auséncia de folatos, o plasma obtido foi injetado na coluna
cromatogréfica para verificar a presenca ou auséncia de folatos end6-
genos. O sobrenadante obtido a partir desse procedimento foi coletado,
armazenado em aliquotas de 100 pL em tubos Eppendorf e armazenado
a-18 °C. Os extratos de hortali¢as contendo o plasma foram colocados
em banho-maria a 37 °C por 3 h. Em seguida, para ocorrer inativacdo
enzimadtica, os extratos foram aquecidos em dgua em ebuli¢do por 5
min.? Para verificar a presenca de folatos endégenos, injetaram-se na
coluna cromatografica aliquotas de plasma de rato diluidas em solugdo
extratora, e compararam-se os tempos de retencdo dos picos encontra-
dos com aqueles presentes nas hortaligas e nas solucdes de padrdes.

Purificacio dos extratos de hortalicas

A purificacdo do extrato foi feita com base em procedimento
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descrito em trabalho prévio,” com modificagdes.

O extrato obtido no procedimento anterior foi purificado utilizan-
do coluna de bancada de forte troca idnica, com 12 mm de didmetro
e 7 cm de comprimento, construida com 5 mL de fase estaciondria de
Q-Sepharose (Amersham Biosciences®). A coluna foi pré-condicio-
nada com metanol e dgua (1:1) a um fluxo de 1-2 gotas/s. O extrato
foi aplicado a coluna a um fluxo de 2 gotas/s, aproximadamente. A
coluna foi lavada com dgua ultrapura para remogao dos componentes
interferentes (fluxo de 1-2 gotas/s). Em seguida, a elui¢do dos folatos
retidos foi feita com acetato de sédio (0,1 M) contendo cloreto de
sédio 10%, acido ascérbico 1% e 2-mercaptoetanol 0,1%.

Antes da injecao cromatografica, o extrato foi filtrado em unidades
filtrantes com porosidade de 0,45 pum.

Curvas analiticas e quantificacio de folatos

A solucdo estoque dos padrdes de folato (200 pg/mL), assim como
as solugdes com concentragdes crescentes dos padroes, foi preparada
em solug¢do extratora (solucdo tampao fosfato 0,1 M, pH 6,0, contendo
acido ascérbico 1% e 2-mercaptoetanol 0,1%).

A concentragdo real dos padrdes de folato foi verificada por es-
pectrofotometria (espectrofotdmetro UV-visivel, modelo UV-1601,
Shimadzu) e corrigida utilizando-se a equagdo de Lambert-Beer.
Os coeficientes de absortividade molar foram 27 para THF; 32 para
5-MTHF e 31,5 para 5-FTHE."* Os comprimentos de onda utiliza-
dos foram 297 nm para THF, 290 nm para 5-MTHF e 285 nm para
5-FTHEF, em solug¢ao tampdo fosfato 0,1 M, pH 2,0.

As curvas analiticas dos isomeros de folatos (THF, 5-MTHF e
5-FTHF) foram elaboradas considerando a concentracdo dos compo-
nentes nas hortaligas. Seis concentra¢des crescentes de solu¢oes padrdo
foram injetadas em duplicata na faixa de 0,0095 a 0,3821 pg/mL para
curva de THF (R?=0,99); 0,2432 a 9,73 pug/mL para curva de 5-FTHF
(R?=0,99) e 0,049 a 0,98 pg/mL para curva de 5-MTHF (R>=0,97).

A partir das curvas analiticas obtidas, foram calculadas as
concentragdes dos isomeros de folatos presentes nas hortaligas. O
célculo da concentragdo real nas hortalicas foi obtido a partir das
diluicdes realizadas.

Condicoes de analise por CLAE

As condicoes para andlise de folatos por CLAE foram otimizadas
em laboratério baseando-se em métodos previamente publicados.>!*!!

O sistema de CLAE (Shimadzu, modelo SCL 10AD VP) empre-
gado na andlise de folatos foi composto de bomba de alta pressao
(com vdlvula para gradiente quaterndrio de baixa pressdo), modelo
LC-10AD VP; injetor automdtico com alga de amostragem de 50 uL,
modelo SIL-10AF e detector de fluorescéncia (modelo RF10AXL). O
sistema foi controlado pelo software Multi System, Class VP 6.12. A
separagdo dos folatos foi feita em coluna Shim Pack 100 RP18, com
recheio de silica, com 150 x 4,6 mm D.I. e tamanho da particula de
4,6 um (Merck, Alemanha).

As condicdes cromatograficas utilizadas foram: fase mével com-
posta por gradiente bindrio contendo acetonitrila e solugdo tampao
fosfato (NaH,PO,30 mM, pH ajustado para 2,3 com H,PO,); fluxo de
0,7 mL/min; volume injetado: 50 uL para padrdes e extratos, detecgao
por fluorescéncia com excitagdo a 290 nm e emissdo a 360 nm. O
gradiente iniciou-se com acetonitrila 6% (v/v), sendo mantido por 6
min e aumentado linearmente para 25% em 25 min, permanecendo
nessa concentragio por 2 min, retornando em seguida as condi¢des
iniciais. A coluna foi re-equilibrada por 15 min antes da préxima
andlise. O tempo total de corrida foi de 43 min.

Para evitar a formagdo de bolhas e controlar a grande variagiao
da pressdo, foi necessdrio utilizar um sistema de degaseificaciio da
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fase mdvel com gas hélio antes e durante as corridas cromatograficas.
Assim, a fase mével foi degaseificada por 15 min a 150 kpa antes do
inicio das andlises e a 100 kpa ao longo das corridas.

A identificagdo do THF, 5-MTHF e 5-FTHF nos extratos foi re-
alizada por comparagdo dos tempos de retenc¢ao obtidos nos extratos
com os obtidos para os respectivos padrdes analisados sob as mesmas
condicdes, e por cocromatografia.

Otimizacio do método de analise de folatos

Testes de recuperagdo e faixa de linearidade

Testes de recuperagdo de THF, 5-MTHF e 5-FTHF foram realiza-
dos pela adi¢@o dos padrdes as hortaligas (espinafre cru, couve rasgada
e refogada, folhas de brécolis cruas, floretes de brécolis cozidos sob
imersdo em dgua e folhas de mostarda refogada) na propor¢do de 20 a
100% da concentragdo média original das hortalicas. As porcentagens
de recuperagdo foram obtidas a partir da diferenga percentual entre
as concentragdes iniciais analisadas e as adicionadas as hortalicas
previamente homogeneizadas.

A determinagdo da faixa de linearidade foi feita pela inje¢do, em
duplicata, de 6 concentracdes crescentes das solugdes padrao de THF,
5-MTHF e 5-FTHE, utilizando as mesmas condi¢des cromatograficas
empregadas para andlise dos extratos de hortaligas. Os dados obtidos
para as dreas dos picos foram usados para andlise de regressio linear.'*

Limites de detecg¢do e quantifica¢do

A avaliacdo do limite de deteccdo (LD) foi feita por dilui¢des
sucessivas dos padrdes de THF, 5-MTHF e 5-FTHF, seguida da
determinacdo da menor quantidade detectdvel, como sendo trés
vezes o valor da amplitude do ruido do equipamento (S/R=3).
O limite de quantificagdo (LQ) foi considerado como sendo 10
vezes o LD.?

Repetibilidade

O teste de repetibilidade foi realizado pela extracdo e andlise de
uma mesma hortalica cinco vezes. A avaliacio da repetibilidade foi
feita pelo célculo do coeficiente de variagdo das médias das areas
dos picos dos componentes analisados (THF, 5-MTHF e 5-FTHF).'*

Avaliagdo da estabilidade de folatos em extratos de hortali¢as

Visando avaliar possiveis perdas de folatos durante o arma-
zenamento do extrato de hortaligas antes da andlise, empregando
duas temperaturas diferentes (refrigeracdo e congelamento), foi
realizado um estudo de estabilidade utilizando espinafre cru. O
extrato de espinafre cru foi analisado apds diferentes tempos
de estocagem em temperatura de refrigeracio (8 °C: Tempo 0 —
imediatamente apds o procedimento de extragcdo e Tempo 1 — 24
h apéds a extrag@o) e em temperatura de congelamento (-18 °C:
Tempo 2 — 48 h apds a extragdo; Tempo 3 — 72 h apés a extracdo
e Tempo 4 — 7 dias ap6s a extracdo). Cada inje¢do foi realizada
em triplicata.

Delineamento experimental e anilise estatistica dos dados

Para o estudo das concentracdes de folatos nas hortaligas foi
considerado um delineamento inteiramente casualizado com 5 hor-
talicas e 8 repeti¢des. A andlise de varidncia e o teste de amplitudes
multiplas de Duncan (o0 = 5%) foram realizados para verificar a
existéncia de diferencas significativas quanto a concentra¢do de
folatos entre as hortalicas.

Todas as andlises estatisticas foram conduzidas utilizando-se o
software SAS (Statistical Analisys System), versdo 9.1 (2002-2003),
licenciado para a UFV.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificacio das isoformas de folatos

A Figura 2 mostra cromatogramas tipicos da andlise de folatos
na solucdo de padrdes, andlise de plasma de rato sem a adigdo de
extrato de hortaligas e andlise de extratos de hortalica, com e sem a
etapa de hidrdlise enzimatica.
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Figura 2. Cromatogramas tipicos de mistura de padroes de folatos (A),
espinafre cru com hidrélise enzimdtica de poliglutamatos (B), espinafre sem
hidrolise enzimdtica de poliglutamatos (C), plasma de rato sem a adi¢do de
hortali¢a (D). Ver condigdes cromatogrdficas descritas na Parte Experimental

O emprego da coluna RP-18 e a utiliza¢do do sistema de eluicio
por gradiente possibilitaram a detec¢do simultinea dos isomeros
THF, 5-MTHF e 5-FTHF em todas as hortalicas estudadas. Verifica-
se pelo perfil cromatografico que foi possivel obter resolucio dos
picos com tempos de corrida de 43 min. Em func¢do da utilizacio do
sistema de elui¢do por gradiente, o tempo de re-equilibrio da coluna
foi fixado em 15 min apds o final da corrida e foi fundamental para
a repetibilidade do método.

Observou-se que o presente método mostrou ser ttil e aplicdvel
para separacdo das principais isoformas de folatos nas diferentes
matrizes de hortalicas folhosas cruas e cozidas.

Com o objetivo de se avaliar o efeito da adi¢io de plasma de rato
ao extrato de hortaliga, analisou-se em duplicata amostras de espina-
fre cru, com e sem a adicdo de plasma, para verificar a presenca ou
auséncia de picos de folatos. Observou-se que nos respectivos tempos
de retencéo dos isomeros (11 min para THF; 14,5 min para 5S-MTHF
e 20 min para 5-FTHF) ndo foram detectados picos, significando a
necessidade da etapa de hidrélise enzimdtica para a andlise dessa
vitamina.

Para avaliar a presenca de folatos endégenos possivelmente
presentes no plasma de rato, realizou-se a andlise em duplicata de
aliquotas de plasma (100 pL), diluidas em 3 mL de solugdo extratora.

Quim. Nova

Observou-se que os tempos de retengdo dos picos detectados no
plasma ndo coincidiram com os tempos de retencéo dos isomeros de
folatos. Além disso, nos tempos de reten¢@o dos isdbmeros, nenhum
pico foi detectado na andlise do plasma. Esses resultados sugerem
a auséncia de folatos no plasma de rato utilizado para hidrdlise
enzimdtica de poliglutamatos, o que confere maior confiabilidade
a quantificacdo real de folatos nas hortalicas estudadas.

Concentracao de folatos nas hortalicas

Como observado na Tabela 1, o 5-FTHF foi a forma predominante
em todas as hortalicas analisadas.

Observa-se que os floretes e as folhas de brécolis foram as hor-
talicas que apresentaram as maiores concentracdes de folatos totais,
enquanto o espinafre apresentou a menor concentragao. A concentracao
de folatos totais obtida no presente trabalho para os floretes de brécolis
foi semelhante ao relatado em trabalho prévio,!! em que os autores en-
contraram concentragio igual a 866 pg/100 g mas, em geral, foi superior
ao encontrado na maioria dos trabalhos revisados. Por exemplo, um
estudo'® encontrou concentragio de folatos totais em floretes de brécolis
igual a427,8 ng/100 g. A etapa de hidrdlise enzimdtica ndo foi utilizada
por esses autores. Outros trabalhos!®!%!7 reportaram concentra¢oes de
folatos totais iguais a 114, 102 e 133 pg/100 g, respectivamente, 0s
quais foram inferiores aos encontrados no presente estudo.

Em espinafre, as concentragdes de folatos totais encontradas em
nosso estudo estdo na faixa descrita na literatura. Concentracdo de
folatos nessa hortalica iguais a 302 ug/100 g foram relatadas anterior-
mente.'® Outros estudos'®!**2! reportaram concentragdes de folatos
iguais a 364, 251, 193 e 224 ug/100 g, respectivamente, utilizando
método semelhante ao do presente estudo.

O tnico estudo encontrado a respeito da concentragio de folatos
em folhas de mostarda'® detectou concentragdo dessa vitamina igual
a 278 ug/100 g, inferior a verificada nesse trabalho.

Nao foram encontrados na literatura estudos sobre a concentra¢ao
de folatos em couve e folhas de brécolis, o que refor¢a a importancia
do nosso estudo no sentido de contribuir com dados a respeito da
concentragio dessa vitamina nessas hortalicas.

Os altos valores de desvio-padrdo verificados sdo explicados
pela grande variabilidade bioldgica presente em matrizes alimen-
tares. Essa variabilidade pode ser explicada por diferengas no solo,
nas condi¢des de cultivo e na exposi¢@o a luz solar, dentre outros
fatores, que podem estar presentes mesmo quando sdo realizados
procedimentos precisos de coleta e homogeneizag¢do das amostras.
Altos valores de desvio-padrdo foram encontrados em outros es-
tudos ja publicados.?>* No presente estudo buscou-se minimizar
esse viés utilizando coleta de hortaligas no mesmo estdgio de
comercializag@o, maior nimero possivel de repeticdes (8 repeti-
¢oes) e homogeneizacdo de quantidades mais representativas de
amostras (1 a 2 kg de cada hortalica) antes de retirar as aliquotas
para andlise. No entanto, trabalhou-se com uma situagdo real de

Tabela 1. Concentragdo média, desvio-padrao (n=8) de tetra-hidrofolato (THF), 5-metiltetra-hidrofolato (5-MTHF), 5-formiltetra-hidrofolato (5-FTHF) e soma

de folatos em hortalicas cruas (em pg/100 g de matéria fresca)

Hortaligas THF 5-MTHF 5-FTHF Soma de Folatos
Couve 73 ax46 67ax4l1 410 ab + 279 550 ab + 267
Floretes de brécolis 69 a+57 123a+91 562 a * 415 755a =326
Folhas de brécolis 6la=+32 219 a+87 451 ab + 264 732a =306
Espinafre 25a=+21 43 a+26 174b = 73 241b =+ 81
Folhas de mostarda 72a+60 165 a + 32 332 ab +289 569 ab + 234

Meédias seguidas de pelo menos uma mesma letra nas colunas ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo Teste de Duncan.
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consumo, em que nao € possivel controlar a aquisicdo das mesmas
variedades pela populagdo. As hortalicas foram provenientes de
diferentes produtores, que cultivam diferentes variedades de uma
mesma hortali¢a. Utilizou-se assim, para cada repeticao, amostras
nem sempre provenientes da mesma variedade para cada hortaliga,
0 que aumenta a variabilidade entre elas.

Faixa de linearidade e recuperacao de folatos nas hortalicas

As trés formas de folato apresentaram boa linearidade nas faixas
de concentragdo utilizadas (pesos injetados: THF, entre 0,19104 e
7,6416 ng; 5-MTHE, entre 0,24425 e 4,885 ng; 5-FTHF, entre 7,2975
€291.,9 ng). O coeficiente de determinacdo para THF foi 0,9931; para
5-MTHE, 0,993 e para 5-FTHF, 0,9761.

A Tabela 2 mostra os percentuais de recuperagdo dos padrdes
de folatos adicionados as hortalicas. Foi possivel verificar excelente
recuperagdo das isoformas de folato (em média 87,86 a 106,69%), o
que demonstra que os procedimentos utilizados durante a extragio
e andlise foram adequados para evitar perdas dessa vitamina. Um
estudo’ encontrou valores médios de recuperacio de THF, 5-MTHF e
5-FTHF entre 94 € 99%, analisando floretes de brocolis convencional
e organico. Outro trabalho,' utilizando método semelhante ao do
presente estudo, obteve taxas de recuperagdo de folatos variando de
92 a 96% em ervilhas, também indicando boa exatidao do método.

Limites de deteccao e quantificacdo

Os limites de detec¢@o encontrados no presente estudo foram
iguais a 2 ng/mL para o THF e para o 5-MTHF, enquanto para o
5-FTHF foi de 28 ng/mL.

Limites de deteccdo para THE, 5-MTHF e 5-FTHF iguaisa 5,3 e
10 ng/mL, respectivamente, foram reportados previamente.?* Nossos
resultados sdo similares aos de outro trabalho® para THF e 5-MTHF,
embora o limite de detecgdo para 5-FTHF tenha sido inferior, da or-
dem de 1,5 ng/mL. Outros trabalhos* encontraram limite de detec¢ao
superior para THF, igual a 5,7 ng/mL.
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O limite de quantificagio foi considerado como sendo 10 vezes o
valor do limite de deteccdo, ou seja, 20 ng/mL para THF e 5-MTHF e
280 ng/mL para 5-FTHF. Esses resultados demonstram que o método
otimizado permite a deteccio de concentra¢des muito reduzidas de
folatos em hortaligas.

Repetibilidade

Os valores de repetibilidade foram expressos como coeficiente de
variagdo para a drea do pico. Encontrou-se 5,63; 9,82 e 5,74% para
THEF, 5-MTHF e 5-FTHF, respectivamente, analisados em espinafre
cru. Os resultados obtidos conferem confiabilidade as condi¢des de
andlise utilizadas na presente pesquisa.”’

Estabilidade de folatos em extratos de hortalicas

A andlise de folatos nas hortalicas envolveu procedimentos que
poderiam favorecer perdas de folatos, tais como a preparagio do extrato
utilizando extragdo a quente (100 °C) e o tratamento enzimatico do
extrato usando banho-maria a 37 °C por 3 h. Além disso, alguns pes-
quisadores, por limitagio de tempo, optam por nao realizar a andlise de
folatos imediatamente apds o procedimento de extra¢do, de modo que o
extrato permanece estocado em temperatura de refrigeracio ou conge-
lamento, para ser posteriormente analisado.'? Para analisar a seguranca
de utilizacdo do procedimento acima mencionado, avaliou-se nesse
estudo a estabilidade das isoformas de folato em extratos provenientes
de espinafre, apds diferentes tempos de estocagem em temperatura
de refrigeracdo (8 °C) e em temperatura de congelamento (-18 °C).

A estabilidade dos isdmeros de folatos ao longo do tempo de
estocagem em extratos de espinafre pode ser visualizada na Figura 3.

Observou-se que todos os isdmeros apresentaram perdas consi-
derdveis (cerca de 10 a 70%) apds 7 dias de estocagem (Tempo 4),
mesmo que o armazenamento tenha sido realizado em temperatura de
congelamento (-18 °C). O THF foi o isdmero que apresentou menor
estabilidade, sendo que apds 4 h de estocagem sob refrigeracdo, a
perda foi de aproximadamente 30%. Apds 7 dias de estocagem sob

Tabela 2. Recuperagdo (n=2) dos padrdes de tetra-hidrofolato (THF), 5-metiltetra-hidrofolato (5-MTHF), 5-formiltetra-hidrofolato (5-FTHF) adicionados a

hortalicas cruas e cozidas

Hortalica Isomero Concentragao inicial ~ Concentragao do padrao Concentragao medida Recuperacao*

(ng/g) adicionado (ug/g) (ng/g) (%)

Couve rasgada refogada THF 0,1752 0,2530 0,4229 97
5-MTHF 0,4032 0,5000 0,8799 94

5-FTHF 27,7270 16,3000 41,4112 91

Folhas de brécolis cruas THF 0,5136 0,3244 0,7978 92
5-MTHF 0,6768 0,3029 0,9392 94

5-FTHF 68,1247 16,5118 79,1914 92

Espinafre cru THF 0,1582 0,1622 0,3012 88
5-MTHF 0,3172 0,1465 0,4272 88
5-FTHF 11,2982 4,4600 16,5142 107

Folhas de mostarda refogada THF 0,1653 0,3307 0,6561 101
5-MTHF 0,8474 0,3224 1,0913 91

5-FTHF 60,7264 6,4867 61,0332 90

Floretes de brécolis cozidos sob THF 0,2127 0,1600 0,3625 95
imersdo em dgua 5-MTHF 0,6073 0,3200 0,8552 88
5-FTHF 77,5306 9,7300 85,8658 98

* % de Recuperagio = (concentragdo final do isomero) - (quantidade adicionada do isdmero) / (concentragao inicial do isdbmero) x 100
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Figura 3. Estabilidade de isomeros de folatos em extrato de espinafre apos
diferentes tempos de estocagem em temperatura de refrigeracdo (8 °C;
tempos 0 e 1) e em temperatura de congelamento (-18 °C; tempos 2, 3 e 4).
Tempo 0: imediatamente apds o procedimento de extragdo, tempo 1: 4 h apos
a extragdo; tempo 2: 24 h apos a extragdo; tempo 3: 48 h apds a extragdo;
tempo 4: 7 dias apos a extra¢do

congelamento, o extrato de espinafre apresentou apenas 27% da
concentracio inicial de THF.

As menores perdas foram observadas para 5-MTHE, o qual apre-
sentou retengdo de 71,37% da concentragdo inicial ap6s 7 dias de
armazenamento a -18 °C (redugdo de 70,47 para 50,3 ng/100 g). Esses
resultados corroboram os encontrados em outro trabalho, > que verificou
que o 5-MTHEF se mostrou mais estdvel frente aos diferentes tempos de
armazenamento quando comparado ao THF, mostrando perdas de THF
iguais a 53% apds 4 semanas de estocagem a -22 °C, sendo essa perda
inferior ao encontrado no presente estudo. Mesmo em temperaturas ex-
tremamente baixas, a degradagio de THF pode ser observada. Mesmo a
estocagem a-70 °C pode levar a perdas consideraveis de THF em extratos
alimentares.” Esses resultados demonstram a importncia da realizacao
da andlise cromatogréfica logo apds o procedimento de extracdo, visando
a diminuicdo de perdas de folatos e a garantia de resultados mais confi-
dveis e proximos do valor real presente na hortaliga.

CONCLUSOES

O método otimizado no presente estudo mostrou-se confidvel para
determinacdo simultinea das trés formas mais importantes de folatos
(THF, 5-MTHF e 5-FTHF) em hortalicas folhosas cruas e cozidas,
apresentando altas taxas de recuperagdo, valores de repetibilidade
confidveis, ampla faixa de linearidade e baixos limites de deteccdo e
quantificagdo. O plasma de rato, de facil obtencao, atuou como fonte
da enzima conjugase para a etapa de hidrdlise enzimatica, em substi-
tuicdo a conjugase de rim de porco e pancreas de frango e consistiu
em reducdo considerdvel do tempo de incubag@o das amostras. Além
disso, a purificac@o do extrato utilizando coluna de bancada reduziu
os custos do método em aproximadamente 70%. Essas otimizagdes,
juntamente com a nao necessidade de utiliza¢@o de trienzima, con-
sistiram em avancos no método de extragdo e andlise de folatos.
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