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RESUMO GERAL

No Brasil, o feijao obteve ampla difusdo cultural e atualmente o pais é considerado
0 maior produtor e consumidor do grdo. Essa leguminosa € citada
internacionalmente como uma fonte de folatos, um grupo de vitaminas
pertencentes ao complexo B. Entretanto, € quase inexistente o levantamento de
dados sobre o teor de folatos em feijoes brasileiros. Os folatos participam de dois
processos bioldgicos importantes: o ciclo de metilagcdo, que consiste na
transferéncia de carbonos e a biossintese do DNA, fundamental para a
manutencdo das células. Sua deficiéncia esta relacionada a problemas na
formacao do tubo neural em fetos, doengas cardiovasculares e alguns tipos de
cancer. Deste modo, torna-se necessario um meétodo eficiente para detectar e
quantificar os folatos presentes nas diferentes variedades de feijao consumidas no
pais. O objetivo do trabalho foi determinar o teor de folatos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando diferentes métodos de hidrdlise
enzimatica, além de aplicar o método em quatro variedades de feijado comum
(carioca, preto, vermelho e branco) e uma variedade de feijao de corda, avaliando
o efeito do cozimento sobre os folatos presentes. Em comparacdo como os outros
tratamentos, apenas o tratamento tri-enzimatico foi mais eficiente na identificacao
e quantificacao dos folatos. Nos feijées, foram detectatos somente o tetraidrofolato
(THF) e o 5-metiltetraidrofolato (5-MTHF). Os folatos foram separados utilizando
uma coluna Cig como fase estacionaria, solucdo acidificada com &cido
aceético/acetonitrila como fase movel, e detectados por fluorescéncia (Aexc. 290
nm e Aemis 360 nm). Os limites de deteccdo e quantificacdo foram,
respectivamente, 0,9 ng/mL e 5,4 ng/mL para o THF, e 0,7 ng/mL e 4,2 ng/mL
para o 5-MTHF. O método apresentou linearidade na faixa de trabalho, além de
repetitividade e reprodutibilidade. Nos feijdes crus o teor de THF variou de 20,3 a
1484 ug/100g e o teor de 5-MTHF variou de ndo determinado a 60 ug/100g. Ja
nos feijoes cozidos, que foram processados de acordo com a recomendacao dos
fabricantes, o teor de THF variou de 15,3 a 1207 ug/100g, e de 5-MTHF variou de
nao determinado a 31,3 pug/100g. Observou-se que as perdas por processamento
foram significativas e diferentes entre as variedades de feijées, sendo o 5-MTHF o
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composto mais suceptivel. Aléem disso, as perdas foram ainda maiores quando o
feijdo foi submetido ao remolho antes do cozimento, como no feijdo branco. No
feijao de corda foram encontrados os maiores teores de folatos, embora tenha
sido encontrado apenas o THF. Houve diferencgas significativas entre os trés lotes
de cada variedade, que pode ser devido a diversidade das condi¢des de cultivo e
variacao de gendtipos do feijao. Os dados mostram que o feijao brasileiro € uma
boa fonte de folatos presentes na dieta.

Palavras-chave: Feijdo, folatos, hidrélise enzimatica, Cromatografia Liquida de
alta eficiéncia, dieta.
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ABSTRACT

The beans have been widespread used as a traditional food in Brazil and
nowadays the country is the largest producer and consumer of this grain. This
legume is referred internationally as a source of folates, which belong to the group
of vitamins B complex. However, the data about folates from Brazilian beans are
almost nonexistent. Folates take part in two important biological processes: the
methylation cycle, that is the transfer of carbon, and the biosynthesis of the DNA,
essential for cell maintenance. The folates deficiency is related to problems in
neural tube formation in fetuses, cardiovascular disease and some cancers. Thus,
it becomes necessary to develop an efficient method for detecting and quantifying
folate present in different varieties of beans consumed in Brazil. The aim of this
study was to determine the content of folates by high performance liquid
chromatography (HPLC), using different enzymatic hydrolysis methods, and apply
the method on four common bean (carioca, black, white and red) and a cowpea, as
well as evaluating the effect of cooking process on the content of folates. The tri-
enzyme treatment compared to other treatments was the most efficient for
identification and quantification of the folates. Only the tetrahydrofolate (THF) and
5-methyltetrahydrofolate (5-MTHF) were detected in the beans. Folates were
separated using a Cg column as the stationary phase, acidified solution with acetic
acid/acetonitrile as the mobile phase, and were detected by fluorescence (290 nm
and Aexc. Aemis 360 nm). The limits of detection and quantification were,
respectively, 0.9 ng/mL and 5.4 ng/mL for THF, and 0.7 ng/mL and 4.2 ng/mL for
5-MTHF. The method was linear in the working range including repeatability and
reproducibility. In raw beans the THF content ranged from 20.3 to 1484 ug/100g
and the amount of 5-MTHF ranged from 60 ug/100g to not determined. Whereas
for the cooked beans, which were cooked according to the manufacturer's
recommendations, the content of THF ranged from 15.3 to 1207 ug/100g and the
amount of 5-MTHF ranged from 31.3 ug/100g to not determined. It was observed
that the losses due the process were significant between the different varieties of
beans, were the 5-MTHF compound was more susceptible to degradation.

Furthermore, the losses were even greater when the beans were subjected to
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soaking before cooking, as in white beans. In cowpea were found the highest
levels of folates, although it has been found only THF. There were significant
differences among the three batches of each variety, which may be due to the
different growing conditions and variation in the bean genotypes. The data show

that the Brazilian beans are a good source of folate present in the diet.

Keywords: Beans, folates, enzymatic hydrolysis, High performance liquid

cromatography, diet.
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INTRODUGAO GERAL

O &cido fdlico (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol-L-glutamico),
também é conhecido como acido pteroilglutamico, vitamina Bc, vitamina Bg €
vitamina M. Esta naturalmente presente em alimentos, geralmente, na forma
reduzida, como derivados de poliglutamatos, com 3 a 11 residuos de &cido
glutdmico, conhecidos como folatos (BALL, 2006; JOHANSSON et al., 2008).
Folato € um termo geral que se refere a compostos nao sé estruturalmente, mas
também com atividade semelhante a do acido félico (KEAGY, 1985; BRODY,
1991).

Os folatos estdo envolvidos em dois processos bioldgicos importantes: o ciclo
de metilagdo, que consiste na transferéncia de carbonos e a biossintese do DNA,
fundamental para a manutencdo das células (SCOTT et al.,, 2000; TRUMBO,
2003), sendo a baixa ingestao apontada como possivel causa de doencas graves
que atingem o homem, como as doencgas cardiacas, alguns tipos de cancer e as
malformagdes congénitas (GREGORY, 1989; AUSTIN et al., 2003; ANDERSON et
al., 2004).

Dessa forma, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
resolucéo n® 344 de 13/12/2002, reconheceu a importancia dos folatos e obrigou o
enriguecimento de farinhas de trigo e milho com acido folico (BRASIL, 2002).
Recentemente, pesquisadores tém estudado outra opgcao para aumentar os niveis
de folatos nos alimentos através de engenharia genética ou técnicas de
reproducdo em plantas (BEKAERT et al., 2008).

A maioria dos alimentos consumidos pela populagdo contém folatos, sendo
as principais fontes os vegetais folhosos, carnes, figados, rins, frutas, cereais,
leveduras e leguminosas (BRODY, 1991; LIMA-PALLONE et al., 2008). Entre as
leguminosas, o feijao, que € um alimento barato, acessivel, e estd presente
diariamente na mesa dos brasileiros, destaca-se como uma importante fonte
dessa vitamina. Porém, informacdes sobre o teor de folato em feijao ainda sao
escassas, especialmente quando se consideram as diferentes variedades,
condi¢des de cultivo, tipos de solo e processamento antes do consumo (HEFNI et
al., 2010).



No entanto, a confiabilidade dos resultados depende do uso de metodologias
apropriadas para esse fim. Para a determinacdo de folatos sdo empregadas
metodologias de hidrélise enzimatica, com o uso de enzimas conjugases, que
promovem a quebra das cadeias de folatos poliglutamicos em folatos diglutdmicos
ou monoglutamicos (SHRESTHA et al., 2000). Além das conjugases, as enzimas
a-amilase e protease sao usadas para aumentar a eficiéncia de extragdo, por
promoverem a liberacdo dos folatos presos as matrizes alimentares constituidas
de carboidratos e proteinas (JOHNSTON et al.,, 2002). Contudo, a etapa de
hidrélise ainda é bastante critica e deve ser avaliada para cada tipo de alimento.

Para a deteccao dos folatos, uma técnica amplamente usada é cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de fluorescéncia, que fornece a
melhor resolucdo na separacdo das diversas formas bioativas presentes nos
alimentos. Além de ser altamente sensivel, rdpida e exata (ARCOT e
SHRESTHA, 2005).

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar do emprego da hidrélise
enzimatica e da técnica de CLAE na determinacdao de folatos em feijdes

brasileiros.

Objetivos Especificos:

e Avaliar a influéncia da hidrélise tri-, di- e mono-enzimatica na determinacéo de
folatos nos feijdes;

e Adaptar metodologia por CLAE para a determinacao de folatos;

e Avaliar o teor de folatos em quatro variedades de feijdio comum e uma
variedade de feijao de corda;

o Obter dados sobre a perda de folatos durante o cozimento dos feijoes.
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FEIJOES - FOLATOS: UMA REVISAO.



RESUMO

Atualmente, sabe-se que os folatos, termo geral que se refere a compostos nao sé
estruturalmente mas também com atividade semelhante a do acido félico, estao
envolvidos em inumeras reagdes metabdlicas e sdo extremamente importantes
para a manutencdo da saude. A caréncia da vitamina vem sendo relacionada a
uma série de doengas graves como a anemia megaloblastica, alguns tipos de
cancer, problemas cardiacos, malformacées congénitas, entre outras. Mesmo
sendo um composto necessario em pequenas quantidades, parte da populagéo
apresenta deficiéncia de folatos, devido, principalmente, a baixa ingestao de
alimentos fonte. Por isso, recomenda-se 0 aumento do consumo de alimentos
ricos em folatos e, como tentativa de amenizar o quadro, o Brasil estabeleceu a
obrigatoriedade da fortificagdo de farinhas de trigo e milho com &cido fdlico,
através da resolucédo n® 344 de 13/12/2002. O feijao, considerado um alimento
fonte de folato, esta presente diariamente na mesa dos brasileiros, que em média,
consomem 17 kg de feijao por ano. Dessa forma, a necessidade de estudos sobre
o teor de folatos em feijao é reforcada, por representar uma alternativa barata e
acessivel para atingir as necessidades didrias de ingestdo de folatos pela

populacao.

Palavras-chave: Deficiéncia, doencas graves, ingestdo, fortificagdo, alimento
fonte.



ABSTRACT

Nowadays it is known that folates, general term referring to compounds not only
structurally, but also with similar activity to the folic acid, are involved in numerous
metabolic reactions and are extremely important for health maintenance. The lack
of this vitamin has been linked to a multiple diseases such as megaloblastic
anemia, cancer, heart problems and birth defects, among others. In spite of being
a compound required in small amounts, the population has folate deficiency,
mainly due to the low intake of foods that are source of this compound. Therefore,
it is recommended to increase the consumption of foods rich in folate and in order
to improve this, Brazil established the mandatory fortification of wheat and corn
flour with folic acid, through Resolution no. 344 of 13/12/2002. The beans,
considered as a good source of folates, consumed daily by Brazilians, who
consume, on average, 17 kg of beans per year. Therefore, the need for studies of
the amount of folates in beans has enhanced, since its represent a cheap and
affordable alternative to the daily requirement of folate intake by the population.

Keywords: Deficiency, serious diseases, intake, fortification, food source.



1. FEIJAO

1.1. Histérico

Os feijoes estdo entre os alimentos mais antigos da histéria da humanidade e
diversas hipéteses tentam explicar a origem e domesticagdo do feijoeiro (CFl,
2013). Dados, com base em padrbes eletroforéticos da faseolina, sugerem a
existéncia de trés centros americanos primarios de diversidade genética, tanto
para as espécies silvestres, como as cultivadas. Dentre eles, a América Central
(sudoeste dos Estados Unidos, Panama, México e Guatemala); sul dos Andes
(desde o norte do Peru até o noroeste da Argentina); e norte dos Andes (Colédmbia
e Venezuela até o norte do Peru). Além destes, foram identificados outros centros
secundarios na Europa, Asia e Africa, onde foram introduzidos genétipos
americanos (GEPTS, 1998).

No Brasil, ja no século XVI, as leguminosas faziam parte da alimentagao dos
indios. Além disso, o feijao é repetidamente citado como alimento de resisténcia,
oferecido aos escravos africanos, e certamente o grande responsavel pela
sobrevivéncia nutricional da maioria dos brasileiros (OLIVEIRA, 2008; MACHADO,
2012).

Em 2012, de acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), o Brasil foi considerado um dos maiores produtores e consumidores
mundiais de feijdo. O mundo contemporaneo viu, entretanto, a rapida
disseminacdo desse produto entre os paises do hemisfério sul, que se
transformaram em grandes produtores de matérias-primas para o0s paises
europeus e para os Estados Unidos.

1.2. Fisiologia e Classificacao

Feijao é uma variedade de sementes do feijoeiro pertencente a familia
Fabaceae, chamado de leguminosa (SAMMOUR et al., 2007). Os feijoes mais
consumidos no mundo sdo do género Phaseolus vulgaris, chamados de feijoes
comuns (BROUGHTON et al., 2003). Existem diversidades genéticas tanto para
as espécies silvestres como as cultivadas. Do género Phaseolus, existem



aproximadamente 55 espécies, das quais apenas cinco sao cultivadas: Phaseolus
vulgaris, o feijado comum; Phaseolus Iunatus, o feijao de lima; Phaseolus
coccineus, o feijao ayocote; Phaseolus acutifolius, o feijao tepari; e Phaseolus
polyanthus, o feijao botil (PEDROSO, 2012).

O feijao anao (género Phaseolus), como tecnicamente é conhecido, € uma
planta herbacea, trepadora ou néo, levemente pubescente, de altura mediana, nao
se espalha pelo chao, e cujo ciclo de vida varia de 65 a 120 dias, dependendo da
cultivar e das condigdes e época de plantio. As vagens sao retas ou ligeiramente
curvas, achatadas ou arredondadas, com bico curto ou curvado, em geral
possuem de nove a doze centimetros de comprimento e contém de trés a sete
sementes (VIEIRA et al., 2001). Apresenta boa adaptacdo em diversos climas o
que permite seu cultivo durante todo ano, visando a producdo de graos
alimenticios, destinado propriamente ao consumo (MENDES, 2005; MACHADO,
2012).

O cultivo pode ocorrer em trés épocas distintas de semeadura: feijao de 12
época ou “feijdo das aguas” ou cultivo de primavera-verao; feijao de 22 época ou
“feijdo da seca” ou cultivo de verédo-outono; e o feijao de 32 época ou “feijao de
inverno” ou cultivo de outono-inverno. Os cultivos do feijao de 12 e 22 épocas
correspondem a mais de 80% da producao nacional (RICHETTI et al., 2011).

O género Vigna unguiculata, conhecido como feijao de corda, feijao caupi ou
feijao macassar, representa cerca de 20% da producao nacional de feijao, e seu
consumo concentra-se nas regides semiaridas do Norte e Nordeste (PEDROSO,
2012). Quanto ao numero de espécies, apresenta grande divergéncia, mas
apenas sete sao cultivaveis, sendo as mais importantes: Vigna unguiculata, o
feijao de corda; Vigna angularis, o feijao adzuki; Vigna radiata, o feijao mungo-
verde; e Vigna umbellata, o feijdo arroz (BOREM e CARNEIRO, 2006).

O feijao de corda possui ciclo de vida de dois a oito meses (dependendo do
ambiente), maturacdo desuniforme e temperatura mais adequada de
desenvolvimento na faixa de 20 a 35° C (VIEIRA et al., 2001).

Em relagcdo a qualidade, o feijao consumido no pais segue as regras

normatizadas pela Classificacdo Vegetal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e



Abastecimento (BRASIL, 2000), que estipula a padronizacdo de qualidade e
identidade dos graos.

A padronizacdao da classificacdo estabelece divisbes na ordem das
caracteristicas intrinsecas, segundo a espécie, coloragdo da pelicula e qualidade.
Normalmente sdo utilizados grupos, subgrupos e classes. Os grupos sao as
espécies ou géneros, por exemplo, Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata. Os
subgrupos séo as cultivares da espécie, Phaseolus vulgaris L. e Vigna unguiculata
Walp. As classes ou tipos sao utilizados para conotagdo do tamanho ou cor, por
exemplo, feijao preto, cores e misturado (NETO, 2004).

1.3. Producao e Consumo

O feijao tem uma ampla variedade de espécies, no entanto, tem pouca
importancia comercial em termos mundiais, devido ao baixo consumo em paises
de primeiro mundo. Os principais paises produtores sao também grandes
consumidores, nao havendo excedente exportavel, razdo pela qual o comércio
internacional é tao restrito (PEDROSOQO, 2012). De acordo com a CONAB (2012), o
Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de feijdo, seguido pela india,
China e México.

O consumo do feijao, alimento tradicional na mesa dos brasileiros é, em
média, 17,6 kg/hab/ano (IBGE, 2013). O cultivo é realizado por pequenos e
grandes produtores em todo pais, sendo os principais estados produtores Parang,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias e Bahia, que respondem por mais de 65% da
producdo nacional (BOREM e CARNEIRO, 2006). Na safra 2012, a producéo
brasileira foi de 2,8 milhdes de toneladas de feijao, em uma éarea colhida de 2,7
milhdes de hectares, com rendimento médio de 1.030 kg/hab (CONAB, 2013).

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em parceria com o
Ministério da Saude, realizou entre os anos de 2008-2009 a Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF), que investiga informagdées sobre consumo,
despesas e recebimentos das familias brasileiras. Os dados indicaram um

consumo médio per capita de 182,9 g de feijao por dia.



O feijao sempre fez parte da dieta dos brasileiros, porém, nos ultimos anos
houve uma reducdo constante do consumo per capita do produto. O tradicional
“arroz com feijao” cedeu lugar ao consumo de alimentos industrializados, caloricos
e com poucos nutrientes (IBGE, 2013). As possiveis causas da queda do consumo
per capita de alimentos basicos da dieta estdo relacionadas com a mudancga de
habitos alimentares, além das fortes flutuac6es de oferta e precos e a demora
para o preparo do produto (WANDER e FERREIRA, 2012).

1.4. Qualidade Nutricional

Os feijoes sao excelentes fontes de proteinas e fibras alimentares. Eles
contém altos niveis de carboidratos, baixos niveis de gordura e nado contém
colesterol (DURANTI, 2006). Também sio boas fontes de minerais, tais como
célcio, ferro e zinco, além de vitaminas do complexo B, principalmente os folatos
(MESQUITA et al., 2007; HEFNI et al., 2010).

E um alimento que representa a principal fonte de proteinas das populagdes
de baixa renda e constitui um produto de destacada importadncia nutricional,
econdmica e social (DURANTI, 2006). Entretanto, o valor nutritivo da proteina do
feijdo é baixo quando utilizado como Unica fonte protéica, mas quando combinado
com arroz, por exemplo, torna-se bastante nutritivo, jA que o feijao é pobre em
aminodcidos sulfurados, e rico em lisina; e o arroz € pobre em lisina e
relativamente rico em aminoacidos sulfurados (COSTA et al., 2006).

Porém, os grdos também possuem atributos indesejaveis, como o longo
tempo de coccgdo, fatores anti-nutricionais e a presenca de substancias
causadoras de flatuléncia (QUEIROZ, 2002). Os fatores anti-nutricionais, tais
como inibidores de proteases, fitatos, taninos e fibras dietéticas, podem reduzir a
digestibilidade das proteinas, carboidratos, minerais e também reduzir a atividade
de enzimas digestivas, causando danos a mucosa do trato gastrointestinal ou
exercer efeitos tdxicos sistémicos que limitam a absorcdo desses nutrientes
(DELFINO e CANNIATTI-BRAZACA, 2010). Ja a flatuléncia é causada por
oligossacarideos, como a rafinose e estaquiose, e pela auséncia de atividade da

enzima a-galactosidase, que hidrolisa esses compostos. Assim, 0s
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oligossacarideos que nao sdo absorvidos sofrem fermentagcdo anaerdbica no

intestino grosso, produzindo gases como o H,, CO, e CH4 que provocam

sensagao de desconforto abdominal e diarréia (COSTA, 2006).

2. FOLATOS

2.1. Defini¢do, Estrutura Quimica e Biossintese

Folato € o termo usado para se referir a uma familia de vitaminas com

atividade biologica relacionada, de ocorréncia natural, principalmente na forma de

poliglutamatos e ao acido félico, que € a forma sintética do folato, comumente

usado para a fortificacdo de alimentos e suplementos nutricionais (ARCOT e

SHRESTHA, 2005; IYER e TOMAR, 2009).

Quimicamente, os folatos sdo moléculas constituidas de um anel de pteridina

biciclica ligado a um para-aminobenzoato, que por sua vez esta ligado ao L-

glutamato (Figura 1a). No &cido félico, o anel de pteridina esta totalmente oxidado
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Figura 1: Estrutura quimica dos folatos (a) e acido félico (b).
Fonte: Adaptado de Fokkema et al. (2005), Swiglo (2007) e Roure (2010).

Nos folatos, de ocorréncia natural, o anel de pteridina é total ou parcialmente
reduzido e pode ter ou ndo um atomo de carbono substituinte. Os substituintes
podem existir nas posi¢cées N5 ou Nig (predominantemente como grupos metilo ou
formilo), ou como unidades de metileno formando ponte entre N5 e Nyg. Os folatos
totalmente reduzidos tém dois centros quirais: um carbono a na fragdo do acido
glutdmico e outro na posicao seis do radical pteroil. O tamanho da cadeia lateral
de um folato de ocorréncia natural pode variar de trés a onze residuos de L-
glutamato (BALL, 2006; JOHANSSON et al., 2008).

A sintese de folato nas plantas ocorre em trés compartimentos sub-celulares:
citosol, plastidios e mitocdndrias (Figura 2). A porcao de pteridina é formada a
partir de guanosina trifosfato (GTP) no citosol e o radical p-aminobenzoico (p-ABA)
é formado nos plastidios. Pteridina e p-ABA sao entdo transportados para a
mitocéndria, onde sdo acoplados em conjunto, e glutaminados na forma reduzida
para produzir tetraidrofolato (THF) (EUDES et al., 2008). Uma cadeia curta de
glutamatos, unidas por ligagdes 6, € entdo adicionada nas mitocéndrias, plastidios
ou citosol, produzindo os folatos poliglutamicos (BEKAERT et al., 2008). Nas
plantas, os folatos poliglutamados séo os preferidos pelas enzimas dependentes
de folato envolvidos no metabolismo. J& os transportadores de folatos preferem os

monoglutamados, assim a glutaminacao tende a favorecer a retencao dos folatos

12



no interior das células e compartimentos celulares. Dessa forma, sdo encontrados

nos vacuolos, plastos, citoplasma e mitocéndrias (SAMUEL et al., 2003).

/ Mitochondrion \
Cytosol (" HMDHP e — H;ADH\P
Plastid HMDHP-P, | DHN «»DHM
(" pABA «—}——> pABA <—1—>pABA %
£ ; A DHN-P
ine UDP-Glc ¢ DHP +
t UDP AN G'“\i DHN-P,
Chorismate /
. Gle DHF
Shikimate T THF
pathway i Glu\i
K Vacuole Tl /

Figura 2: Sistema da biossintese de folato em plantas, mostrando locais subcelulares
dos passos da biossintética. Fonte: Eudes et al. (2008).

2.2. Importancia dos Folatos

Os folatos estdo envolvidos como cofatores nas chamadas “reagdes de
transferéncia de carbono”, que ocorrem em dois ciclos importantes dos vegetais e
mamiferos, o “ciclo de biossintese de DNA” e o “ciclo de metilagcado” (LUCOCK,
2000; FOX e STOVER, 2008).

Os derivados do tetraidrofolato (THF)
essenciais do metabolismo celular, como reparo do DNA, replicacdo, metilacao,
sintese de nucleotideos e aminoacidos (SCOTT et al., 2000; LIMA, 2005). Além

disso,

estdo envolvidos em funcdes

sdo importantes para a formagdo de produtos intermediarios do
metabolismo, e estdo envolvidos na sintese de colina, serina e glicina. Como
quantidades adequadas de colina e outros aminoacidos, podem geralmente ser

obtidos da dieta, a participacdo de folatos na sintese de purina e timidilato (dTMP)
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parece ser, dessas reagbes, a metabolicamente mais significativa, por ser
fundamental a sintese de DNA (DANG et al., 2000; FOX e STOVER, 2008).

Os folatos também participam na producao normal de hemacias e a caréncia
de alimentos que contenham a vitamina, pode levar a anemia megaloblastica
(VAN DER PUT et al., 2001; SPITZER, 2007). O tetraidrofolato (THF) juntamente
com a vitamina B2 € necessario para a conversdao de homocisteina a metionina
(FOX e STOVER, 2008). Esta reacdao € de extrema importancia para o sistema
cardiovascular, dado que a hiperhomocisteinemia pode causar lesées nos vasos
sanguineos, aumentar a agregacao de plaquetas e levar a arteriosclerose vascular
e trombose (SCOTT et al., 2000; RYBKA, 2010).

Além disso, produzem as proteinas que participam da biossintese das
camadas de lipidios que separam os nervos axénios, conhecida como mielina
(SCOTT et al., 2000; LIMA, 2005), e s&o essenciais para a formac¢do e maturacao
de hemacias e leucécitos na medula 6ssea (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 2005).

2.3. Digestéao, Absorcgéo, Transporte e Metabolismo

Os folatos da dieta sdo comumente encontrados na forma de derivados
poliglutamicos, e passam por uma série de modificagdes antes de serem utilizados
pelo organismo humano (FITZPATRICK, 2003).

Na digestédo gastrointestinal, esses derivados poliglutdmicos sao hidrolisados
as formas monoglutdmicas pela agdo da enzima pteroil-d-glutamilhidrolase,
encontrada nas vilosidades da mucosa jejunal (WANG et al., 1993). Em seguida,
os folatos monoglutamicos sdo unidos as proteinas ligantes presentes na parede
intestinal e entdo absorvidos ativamente (GREGORY, 2001). Antes de entrar na
circulagdo sanguinea sdo convertidos a 5-metiltetraidrofolato-monoglutamato (5-
CHs-H4PteGluy) pelas células da mucosa, que € a forma da vitamina encontrada
no plasma (SCOTT et al., 2000; LUCOCK et al., 2003). Ao ser distribuido para os
tecidos, o 5-CHs;-HsPteGlu; € convertido tetraidrofolato-monoglutamato
(H4PteGilu4) pela acado da enzima metionina sintase. Por sua vez, o H4PteGlu; é
novamente transformado em oligo-6-pteroilglutamicos, principalmente o H4PteGlug
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(REISENAUER e HALSTED, 1987; SHILS et al., 1994; SCOTT et al., 2000;
FITZPATRICK, 2003).

O figado é o responsavel pela homeostase dos folatos, onde € metabolizado
a derivados poliglutdmicos sendo armazenados ou liberados para a circulagdo
sanguinea. Neste ciclo, uma parte € liberada na bile, novamente reabsorvida no
intestino e distribuida subsenquentemente aos tecidos (HOLLMAN et al., 1993). O
suprimento constante de 5-CHs-H4PteGlus € mantido pela alimentagéo e pelo ciclo
éntero-hepatico da vitamina. Os produtos de degradacao, principalmente, acido p-
aminobenzoico e pteridinas, sdo excretados nas fezes e urina (BRODY, 1991;
DEVLIN, 1998).

2.4. Biodisponibilidade e Estabilidade

A avaliacao da biodisponibilidade de folatos em alimentos inclui estudos que
vao desde a absorcdo intestinal, funcdo metabdlica das coenzimas folato-
dependentes até o processo de excrecdo (GREGORY, 1989). Entao, qualquer
fator que influencie a absorcao intestinal ou que afete 0 metabolismo e excrecao
dessa vitamina deve ser considerado. Além disso, muitos alimentos s&o
atualmente enriquecidos ou fortificados com acido félico. Portanto, € necessério
distinguir o valor nutricional entre acido félico (forma monoglutamica) e folato
(forma poliglutamica) (LIMA, 2005).

O valor nutricional atribuido as formas mono ou poligutdmicas varia, porque
existem diferencas de biodisponibilidade entre elas. Acredita-se que devido a
exigéncia de hidrélise dos poliglutamatos a biodisponibilidade dos folatos
monoglutamicos seja maior (FITZPATRICK, 2003). De acordo com lwatani et al.
(2003), os folatos monoglutamatos sdo melhor absorvidos que os folatos
conjugados. Konings et al. (2001), afirmaram que a biodisponibilidade de folatos
monoglutamatos varia de 70 a 120% em relacao ao acido félico sintético e que em
geral, a biodsponibilidade de folatos presentes em alimentos é de 50%. J& a forma
sintética adicionada apresenta biodisponibilidade em torno de 85 a 100%
(TRUMBO, 2003)
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Em relagdo a estabilidade, os folatos sdo moléculas sensiveis que sofrem
oxidacao espontanea ou clivagem foto-oxidativa da ligacdo Cgo-N1o. A reatividade
quimica torna esta vitamina uma das mais vulneraveis para perdas durante o
processamento. Fatores como temperatura, luz, pH, presenca de catalisadores e
agentes oxidantes sao responsaveis pela degradagdo dos folatos (GREGORY,
1989; BRODY, 1991; SCOTT et al.,, 2000). No entanto, estdo naturalmente
protegidos da desagregacao através da ligacao a proteinas especificas (JONES e
NIXON, 2002). Proteinas de ligacdo também protegem os folatos poliglutamicos
da quebra da cadeia glutamica (ORSOMANDO et al., 2005).

A ordem de estabilidade das formas reduzidas é: 5-formiltetrahidrofolato > 5-
metiltetrahidrofolato > 10-formiltetrahidrofolato > tetrahidrofolato. O acido félico é
mais estavel do que os folatos reduzidos (GREGORY, 1996, ELIAS, 2010).

2.5. Necessidades Nutricionais

Os folatos sdo necessarios em pequenas quantidades, porém, parte da
populacdo apresenta deficiéncia desse nutriente. Para tentar amenizar esse
quadro, é recomendavel o aumento da ingestdo de alimentos ricos nessa vitamina
(IWATANI et al., 2003).

As necessidades diarias de folatos variam de organizacao para organizacao
(Tabelas 1 e 2), segundo a FAO/WHO (2002) e a USDA (2013) a recomendacgéao
para adultos seria de 400 pg/dia, j& segundo a ANVISA (2005) essa
recomendacao seria de 240 ug/dia. Alta ingestao de folatos é recomendada para
mulheres antes e durante a gravidez (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 2005;
SPITZER, 2007; IYER e TOMAR, 2009).

A suplementacgéo de acido folico, desde trés meses antes da concepgéo até
a décima segunda semana da gestacdo pode prevenir a doenga do tubo neural
(DTN) no feto. A razao para a administragdo antes da gestagao se deve ao fato do
tubo neural se formar entre 0 25° e 27° dia apds a concepcgao, antes que a maioria
das mulheres se de conta de que estédo gravidas (VILLAREAL et al., 2001).
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Tabela 1. Ingestéo diaria recomendada, segundo USDA (2013).

Grupos Folato (pg/dia)
Criancas

0 — 6 meses 80
7 — 12 meses 80
1 -3 anos 160
4 — 6 anos 200
7 —9 anos 300
Adolescentes, 10 -18 anos 400
Adultos

19 — 65 anos 400
> 65 anos 400
Gravidas 600
Lactantes 500

Fonte: USDA (2013).

Tabela 2. Ingestao diaria recomendada, segundo ANVISA (2005).

Grupos Folato (pg/dia)
Lactentes

0 — 6 meses 48
7 —11 meses 48
Criancas

1 -3 anos 95
4 — 6 anos 118
7 —10 anos 177
Homens 240
Mulheres 240
Gestantes 355
Lactantes 295

Fonte: ANVISA (2005).

2.6. Fontes

Os folatos estdo presentes na maioria dos alimentos, como leguminosas e
oleaginosas (feijao, nozes, ervilha), folhas verdes (espinafre), frutas citricas,
legumes (brécolis, couve-flor), figado e rins de algumas aves, ovos e laticinios
(leites e fermentados) (LIN e YOUNG, 2000; ARCOT e SHRESTHA, 2005; HYUN

e TAMURA, 2005). Os vegetais tém sido identificados como a maior fonte de
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folatos na dieta, e sdo empregados em recomendagdes nutricionais para aumentar
os niveis de folatos (IWATANI et al., 2003).

2.7. Deficiéncia de Folatos

As células dos mamiferos ndo sdo capazes de sintetizar folato, portanto uma
fonte exégena desta vitamina é necessaria para prevenir a deficiéncia nutricional
(KONINGS et al., 2001).

A deficiéncia pode também provir de uma complicagdo comum do intestino
delgado, que interfere na absor¢cdo do folato dos alimentos e na sua circulagéo
pelo ciclo éntero-hepatico (FISHMAN, 2000). Ha evidéncias de que o alcool e as
doencas hepaticas, como os anticonvulsivantes e 0s anticoncepcionais, interferem
na absorcdao e metabolismo dos folatos, podendo levar a deficiéncia da vitamina.
Nefropatas também desenvolvem a deficiéncia de folatos, pois estes sao
removidos do plasma cada vez que os pacientes sao dializados (IYER e TOMAR,
2009). Mulheres gravidas e pacientes com anemia hemolitica tém maior
necessidade de folatos e podem tornar-se deficientes, especialmente se suas
dietas oferecerem quantidades marginais dessa vitamina (FITZPATRICK, 2003).

Ha também a deficiéncia secundaria de folatos, que pode ser ocasionada
pela deficiéncia de vitamina By, levando a anemia megaloblastica, uma vez que
os dois nutrientes sao fundamentais para a producado normal de células vermelhas
do sangue. E a deficiéncia de vitamina Bi2 leva ao metabolismo ineficiente de
acido fdlico, que acarreta em eritropoiese ineficaz (VAN DER PUT et al., 2001).
Quando hé deficiéncia de folatos a fase de sintese e divisao celular € prolonganda
e a fase de maturacdo das células é retardada, no caso da medula 6ssea, ha
producédo de células vermelhas com tamanho e didmetro maior que as demais
(megaloblastos) (FISHMAN et al., 2000).

Devido a importancia dos folatos na prevencao de doencas relacionadas ao
organismo humano, no Brasil, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
reconheceu a importancia dos folatos, através da resolucao n® 344 de 13/12/2002,
que obriga o enriquecimento de farinhas de trigo e milho com acido fdlico
(BRASIL, 2002).
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A fortificacdo de produtos cereais e graos com acido félico é uma pratica
comum em muitos paises (CHO et al., 2002). Outra opg¢ao que recentemente vem
sendo pesquisada é aumentar o nivel de folatos em plantas por engenharia
genética ou técnicas de reprodugdo. Este assunto tornou-se cada vez mais
importante (BEKAERT et al., 2008), no entanto, a disponibilidade de dados
confidveis sobre varios derivados do folato em plantas é uma das questdes-chave
para pesquisadores da area (ZHANG et al., 2005).

2.8. Toxicidade

O acido félico ndo é toxico em humanos. Mesmo em doses téo altas como 15
mg/dia, nao foi relatado nenhum efeito tdxico substancial, tanto que um
suplemento diario de 10 mg foi consumido por 5 anos sem efeito adverso
(SPITZER, 2007). Nenhum sintoma de toxicidade foi observado na ingestao de
elevadas doses de folato em animais, apesar da administracdo parenteral de
quantidades de cerca 30 de 1000 vezes a necessidade dietética ter produzido
ataques semelhantes a epilépticos em ratos (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 2005).

Entretanto, grandes quantidades de folatos podem mascarar a anemia
ocasionada pela falta de cianocobalamina (vitamina B12), ocasionando danos
irreparéveis ao sistema nervoso central. Tendo em vista os problemas causados
quando o folato mascara os efeitos da cianocobalamina, o Food and Drug
Administration (FDA) recomendou que a concentracdo dos folatos fosse limitada
em 1mg/dia ou menos para todos os produtos farmacéuticos e alimenticios
(BRODY, 1991; KATZUNG, 1994; CATHARINO, 2000).

3. EXTRACAO DE FOLATOS EM ALIMENTOS

Diversos métodos de extragdo de folatos sdo citados na literatura, para a
andlise cromatografica (DE SOUZA e EITENMILLER, 1990; FINGLAS et al., 1993;
DANG et al., 2000; ARCOT e SHRESTHA, 2005; DEVI et al., 2008; HEFNI et al.,
2010), e muitos ainda estdo sendo desenvolvidos.

Os procedimentos tradicionais geralmente comecam com homogeneizacao

da amostra de alimento em tampao com um pH acido, contendo agentes redutores
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para evitar a degradacao oxidativa dos folatos labeis. Varios tipos de tampéo
podem ser utilizados na extracdo dos folatos em alimentos, como tampao fosfato,
tampao acetato, tampao acido 2-(ciclohexilamino)-etanosulfonico (CHES) e acido
2-[4-(2-hidroxietil) 1-piperazinil]-etanosulfonico (HEPES) (RUGGERI et al., 1999;
BALL, 2006). O pH do tampao pode variar de 4,5 a 7,85, dependendo do pH étimo
da enzima utilizada para desconjugacao subsequente (GREGORY, 1989). Aiso e
Tamura et al. (1998) relataram que para cada amostra ha um pH apropriado que
deve ser testado isoladamente. Em relagcdo aos folatos, Brouwer et al. (2007)
mostraram que o tetraidrofolato (THF) é instavel sob condi¢des acidas (pH < 5)
com e sem tratamento térmico.

Em relagdo aos redutores, os mais comuns sdao o acido ascérbico, que
oferece melhor estabilidade em pH acido (4,0 -5,0) do que neutro (7,0)
(GREGORY, 1989), e 0o 2-mercaptoetanol. Wilson e Horne (1982) recomendam
adicéo de 2% de acido ascérbico e de 0,2 M de 2-mercaptoetanol, que sao mais
eficazes sob condicbes acidas. Ja4 Chen e Cooper (1979) relataram que 0,1% de
acido ascérbico sao suficientes para proteger o 5-metiltetraidrofolato (5-MTHF) da
oxidacao por 3h a 100°C.

Uma pesquisa da literatura demonstrou que o acido ascérbico a 1%, e pH 6.0
€ mais comumente utilizado na extragao de folatos (DE SOUZA e EITENMILLER,
1990; FINGLAS et al., 1993; RADER et al, 1998; ARCOT e SHRESTHA, 2005).
Somado ao acido ascoérbico, o 2-mercaptoetanol aumentou a estabilidade dos
folatos reduzidos durante a extracdo (AISO e TAMURA, 1998). Protecbes contra a
luz e oxigénio também ajudam a manter as formas reduzidas dos folatos naturais
(HYUN e TAMURA, 2005).

Ap6s a homogeneizacdo, a etapa seguinte é a destruicdo da matriz do
alimento, que é determinante para assegurar a liberacao completa dos folatos. A
amostra homogeneizada é normalmente aquecida brevemente a 100°C ou
autoclavada para precipitar proteinas e inativar enzimas que catalisam a oxidacao
dos folatos ou realizam a interconversao (KEAGY, 1985; GREGORY, 1989)

Os folatos liberados da amostra pela extracdo com tampao requerem

desconjugacao completa, através do uso de enzimas conjugases. Apos acao, as
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enzimas devem ser rapidamente inativadas por aquecimento (KONINGS et al.,
2001). Alem disso, a digestao pelas enzimas a-amilase e protease atualmente sao
reconhecidas como necessaria para a melhor determinacédo de folatos (DEVI et
al., 2008). Conjugases de diversas fontes sao utilizaveis, pancreas de frango, rim
de porco, plasma humano e de rato. Algumas propriedades dessas enzimas estdo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 3. Propriedades das conjugases usadas em ensaios de folatos.

Fonte pH 6timo Residuos glutamicos
Péancreas de frango 7,8 2
Rim de porco 4,5 1
Plasma humano 6,5 1
Plasma de rato 55-6,0 1

Fonte: Enteimiller e Landen (1999).

O tipo e a atividade da conjugase, e as condi¢gées de desconjugagéo, podem
ser afetadas por fatores como tempo, temperatura e pH e natureza do substrato.
Isso tudo deve ser levado em consideracdo durante o desenvolvimento dessa
etapa, que afeta crucialmente o desempenho de todo o ensaio (SCOTT et al.,
2000).

Antes da andlise cromatografica, algumas amostras biolégicas e de
alimentos passam pelo procedimento de limpeza e purificacdo do extrato. Esta
etapa elimina os interferentes e permite a concentracdo do analito melhorando sua
identificagdo. As formas mais utilizadas sdo a extragdo em fase soélida (SPE)
(GREGORY, 1989; PFFEIFER et al., 1997) e troca i6nica (SAX) (VAHTERISTO et
al. 1996).

Dessa forma, a extracao, tratamento enzimatico e limpeza da amostra devem
ser otimizados para permitir a aplicagéo a varios tipos de alimentos.

3.1. Extragéo Tri-enzimatica

Na década de 1980, pesquisadores relataram que o tratamento com
conjugase sozinho nado seria eficaz no rompimento das ligacées dos folatos com
os alimentos. Entdo, enzimas proteoliticas e amiloliticas comegaram a ser

adicionadas para maximizar a atividade do folato em alguns alimentos (YAMADA,
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1979; CERNA e KAS, 1983). Em 1990, Martin e seus colaboradores
desenvolveram o método de extracao tri-enzimatico apds confirmarem a eficacia
da técnica na extracdao dos folatos de varias matrizes alimentares, em relacéo a
técnica de extragdo tradicional, utilizando apenas conjugase.

Os tratamentos com a-amilase e protease permitem digestao de carboidratos
e proteinas das matrizes alimentares, onde os folatos possivelmente estao presos.
Assim, acredita-se que estes tratamentos proporcionam uma extracado mais
completa dos folatos em comparagcdo com a combinacdo de aquecimento e
tratamento tradicional com conjugase (SHRESTHA et al., 2000; JOHNSTON et al.,
2002). Embora a ordem de atuacdo das enzimas fosse diferente entre alguns
pesquisadores, os extratos dos alimentos tratados com as trés enzimas estavam
mais claros e menos viscosos, quando comparado com o extrato tratado com
conjugase sozinho, ou seja, ajudou na purificagéo e rendimento, além de melhorar
o formato do pico na analise por CLAE (PFFEIFER et al., 1997; TAMURA et al.,
1997; RADER et al., 1998).

No entanto, o numero e tipo de enzimas utilizadas na extragdo, podem ser
em grande parte determinada pela natureza e composicdo dos alimentos. Por
exemplo, o uso de amilase em carnes e produtos carneos e protease em
alimentos ricos em amido nao sao justificaveis (TAMURA, 1998). Dessa forma, as
condi¢cbes de tratamento com enzimas podem ser diferentes para cada tipo de
alimento e, por conseguinte, a identificacdo do pH 6timo e tempo de incubacéo
adequado para cada um dos alimentos deve ser feito antes da analise de folato
(AISO e TAMURA, 1998).

4. METODOS DE ANALISE

A analise de vitaminas em alimentos envolve varios desafios em decorréncia
da complexidade da amostra, presenca de interferentes, concentracdes minimas,
baixa estabilidade da substancia analisada e, principalmente, dificuldade de
desenvolver um método geral para determinacado simultanea de varias vitaminas,
com estruturas e propriedades diferentes (TREVISAN, 2010). Em relacao aos

folatos, os desafios concentram-se na identificacao e diferenciagdo das mdultiplas
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formas presentes na amostra, na quebra das cadeias poliglutamicas que contém
de trés a onze residuos, e principalmente, na instabilidade, a principal
preocupacao (DEVI et al., 2008).

Os meétodos usados na determinacdo de folatos podem ser bioldgicos,
quimicos, microbiol6gicos, imunoldgicos ou fisicos (CATHARINO, 2000).

A escolha de método depende da utilizacao final dos dados. Por exemplo,
para rotulagem nutricional, onde os folatos totais sdo citados, normalmente utiliza-
se 0 método microbiolégico, embora os ensaios imunolégicos também fornegcam
esses valores. Em estudos bioquimicos e de biodisponibilidade, onde a
compreensdao mais detalhada das varias formas de folato é necessaria, os
métodos cromatograficos sao indicados (SCOTT et al., 2000).

4.1. Métodos Bioldgicos

Os métodos biolégicos avaliam o efeito de dietas pobres em vitaminas sobre
os processos fisioldgicos (crescimento, ganho de peso, niveis plasmaticos,
reproducdo) de animais de laboratorio. Sdo caros e demorados, além de possuir
baixa repetibilidade. Entretanto, € um método que fornece importantes
ferramentas para o estabelecimento das vias bioquimicas dos folatos no
organismo (SCOTT et al., 2000).

4.2. Métodos Quimicos

Os métodos quimicos sdo muito criticados principalmente pela falta de
sensibilidade quando comparados aos outros métodos, além disso, a presencga de
muitos interferentes compromete a andlise sendo muito pouco utilizados

principalmente para analise quantitativa (KEAGY, 1985).

4.3. Métodos Microbioldgicos

Os métodos microbioldgicos sdo os mais versateis e tradicionais para analise
de folatos totais, sendo o unico método reconhecido oficialmente pela AOAC
(Association of Official Analytical Chemists). Sao baseados na determinacao da

vitamina pelo requisito nutricional de um microrganismo (Lactobacillus casei). E
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um ensaio lento, mondtono e requer consideravel experiéncia analitica, o que faz
deste um método inapropriado para andlises laboratoriais de rotina. Além disso, o
método permite apenas a quantificacdo dos folatos totais presentes na matriz,
indistintamente de suas formas quimicas, naturais ou sintéticas (OSSEYI et al.,
1998; FINGLAS et al., 1999).

4.4. Métodos Imunolbgicos

Novos métodos que envolvem procedimentos bioespecificos como: ensaio
por ligacao a proteina enzimatica (EPBA), ensaio por enzima ligada a fase imune
(ELISA) e radioensaios tém algumas vantagens sobre o ensaio microbiolégico.
Sao, comparativamente, mais rapidos e menos sujeitos a variagcbes (OSSEYI et
al., 1998). No entanto, o radioensaio € mais utilizado em analises sanguineas, ja
sua aplicagdo nas andlises de alimentos é limitada. Os métodos por EPBA e
ELISA sao ainda técnicas novas, necessitam de certos conhecimentos do analista
além de serem, em geral, mais caros que os métodos por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) (ARCOT e SHRESTHA, 2005).

4.5. Métodos Cromatograficos

Os métodos fisicos envolvem as técnicas cromatograficas. Uma das técnicas
mais empregadas para esta determinagdo € a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), devido a possibilidade da determinagdo simultanea das
diferentes formas de folatos ativos em uma Unica analise, utilizando a deteccao
por fluorescéncia (KONINGS, 1999; CATHARINO, 2004).

E uma técnica rapida, altamente sensivel e exata, além de fornecer a melhor
resolugdo na separagdo das diversas formas bioativas presentes nos alimentos,
sendo uma das técnicas analiticas mais usadas (AGOSTINI, 1996). Entretanto, a
CLAE ainda possui varias limitacées, como a exigéncia de que os folatos estejam
desconjugados, e de um rigoroso procedimento de limpeza das amostras antes da
injecdo no equipamento. A maioria das matrizes alimentares ndo tem um método
de purificag&o valido e adequado, e ainda faltam detectores capazes de identificar

alguns derivados do acido félico. Como a extracdo e os procedimentos de
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purificagdo sdo complexos, pode ocorrer perda de folatos sensiveis, conduzindo
ao erro experimental no valor do nutriente (ARCOT e SHRESTHA, 2005).

Recentemente, tém-se utilzado técnicas cada vez mais sensiveis, especificas
e rapidas para a determinacdo de folatos em alimentos e amostras biologicas. A
cromatografia liquida e a cromatografia liquida de ultra performance, ambas
combinadas com espectrometria de massa (LC-MS/MS e UPLC-MS/MS) sao
capazes de identificar os folatos em matrizes complexas, mesmo em baixas
concentragbes e estabilidade, com significativo aumento da eficiéncia de
separacado e resolugdo cromatografica (BROUWER et al., 2010; VISHNUMOHAN
et al., 2011).
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RESUMO

Deficiéncias nutricionais de folatos podem causar defeitos no tubo neural, doencas
cardiacas e varios tipos de cancer. Dentre as principais fontes incluem-se vegetais
verde-escuros, leveduras, frutas e leguminosas. O feijao € uma leguminosa rica
em folatos, entretanto, sua biodisponibilidade pode ser afetada pelas condi¢cbes de
processamento. A andlise de folatos, em geral, envolve trés etapas: a liberacao da
matriz celular; desconjugagcdo, por meio da acdo enzimatica, das formas
poliglutamicas as formas mono e diglutdmicas, e a detecgdo da concentracado dos
folatos resultantes. Estudos recentes tém indicado que o tratamento tri-enzimatico
€ essencial na etapa de desconjugacdo, para obter os niveis mais exatos de
folatos nas analises em alimentos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar e
comparar trés diferentes tratamentos enziméticos e suas respectivas eficiéncias
na etapa de hidrélise enzimatica, aplicando a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) para a andlise de folatos em feijdes. As metodologias de
extracao e hidrélise foram adaptadas de Finglas et al. (1993), Konings et al. (1999)
e Jastrebova et al. (2003), e a analise por CLAE desenvolvida por Catharino e
Godoy (2004) foi avaliada para amostra estudada. Foram tomados 2g de feijao
cozido/liofilizado adicionados de 20 mL de tampéao fosfato e submetidos a hidrélise
acida e enzimatica (tri-, di- e mono-enzimatica), posteriormente, os extratos foram
analisados por CLAE. Os resultados indicaram que para o feijao, o tratamento tri-
enzimatico aumentou o teor de folatos em 12, 17 e 82% quando comparado ao
tratamento di-enzimatico, mono-enzimatico e sem hidrélise enzimatica,
respectivamente. Além disso, atraveés do tratamento tri-enzimatico foi possivel
identificar duas formas distintas de folatos, o tetraidrofolato (THF) e o 5-
metiltetraidrofolato (5-MTHF), este ultimo ndo sendo identificavel nos outros
tratamentos. Em concordancia com estudos envolvendo diferentes matrizes
alimenticias, conclui-se que para a analise de folatos em feijao, o tratamento tri-

enzimatico também foi mais efetivo.

Palavras-chave: Desconjugacdo, formas poliglutamicas, tratamento tri-

enzimatico, di-enzimatico, mono-enzimatico.
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ABSTRACT

Nutritional deficiencies of folates can cause neural tube defects, heart disease and
various cancers. Dark green vegetables, yeast, fruits and legumes are among the
main sources of folates. Beans are a legume rich in folates, however, its
bioavailability may be affected by processing conditions. The analysis of folates, in
general, involves three steps: the release of the cellular matrix; deconjugation, by
enzymatic action on the polyglutamics forms to the mono and diglutamic forms,
and the detection of the concentration of folates resultant. Recent studies have
indicated that the tri-enzymatic treatment is essential for the deconjugation step to
obtain more accurate levels of folates in foods analysis. Therefore, the aim of this
study was to evaluate and compare three different enzymatic treatments and their
respective efficiencies in enzymatic hydrolysis step, applying the technique of high
performance liquid chromatography (HPLC) for the analysis of folate in beans. The
method of extraction and hydrolysis were adapted from Finglas et al. (1993),
Konings et al. (1999) and Jastrebova et al. (2003), and the methodology of
analysis by high performance liquid chromatography (HPLC) developed by
Catharino and Godoy (2004) was used toand evaluat the study sample. 2g of
cooked beans/lyophilized then, were added 20 mL of phosphate buffer and this
mixture were subjected to acid hydrolysis and enzymatic (tri-, di- and mono-
enzymatic), and subsequently, the extracts were analyzed by HPLC. The results
indicated that for the beans, the tri-enzymatic treatment increased the folates
amount in 12, 17 and 82% when compared to the di-enzymatic treatment, mono-
enzymatic treatment and without enzymatic hydrolysis, respectively. Furthermore,
by the use of tri-enzyme treatment was possible to identify two distinct forms of
folates, the tetrahydrofolate (THF) and the 5-methyltetrahydrofolate (5-MTHF). 5-
MTHF was not identified in other treatments. In agreement with others studies
involving different food matrix, it is concluded that for the analysis of folates in

beans, tri-enzyme treatment was also more effective.

Keywords: Deconjugation, polyglutamics forms, tri-enzyme treatment, di-

enzymatic, mono-enzymatic.
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1. Introducéao

Folatos representam um componente nutricional essencial (vitamina Bg) na
dieta humana, que esta envolvido em muitas vias metabdlicas, principalmente em
reacoes de transferéncia de carbono, tais como sintese purinas e pirimidinas, e
interconversdes de aminodacidos. A deficiéncia esta associada com a incidéncia de
defeitos no tubo neural durante o desenvolvimento do embrido, doenca de
Alzheimer, doencas coronarianas, aumento do risco de osteoporose, cancer de
mama e colorretal (FINGLAS e WRIGHT, 2002; IYER e TOMAR, 2009; CAUDILL,
2010). A ingestao diaria recomendada € de 240 pg/dia para adultos e 355 ug/dia
para mulheres que planejam engravidar, e ao longo da gestacao (ANVISA, 2005).

Dentre os alimentos naturais, os folatos sdo encontrados em vegetais verde-
escuros, leguminosas, leveduras e em visceras como figado (HYUN e TAMURA,
2005; IYER e TOMAR, 2009). Os feijoes séao ricos em folatos, no entanto, sua
biodisponibilidade e bioatividade dependem estritamente dos métodos de
processamento dos graos antes do seu consumo, da metodologia de extracéo e
determinacao do composto (DELCHIER et al., 2013).

A andlise de folatos em alimentos envolve alguns desafios em decorréncia
da baixa concentracdo em que estdo presentes, da presenca de inumeros
interferentes, complexidade da matriz e exige cuidados especiais devido a baixa
estabilidade desses nutrientes (CATHARINO et al., 2006). Em relagdo a extragéo
de folatos, no geral, o procedimento envolve trés etapas: a liberacdo da matriz
celular; desconjugacao, por acao enzimatica, do poliglutamato as formas mono e
diglutdmicas, e a deteccao da concentragao dos folatos resultantes (KONINGS et
al., 2001; ARCORT e SHRESTHA, 2005). A liberacao incompleta da matriz celular
resulta em uma baixa estimativa de folatos, assim, um aumento na concentracao
de folatos a partir de uma amostra de alimento indica um método de ensaio
melhorado (SHRESTHA et al., 2000).

Pesquisadores tém trabalhado para aprimorar os métodos de analise de
folatos e alguns deles ja relataram que o tratamento utilizando apenas a conjugase
geralmente é insuficiente para quebrar as matrizes alimentares complexas e
liberar os folatos presentes (MARTIN et al., 1990; DE SOUZA e EITENMILLER,
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1990; PFFEIFER et al., 1997; AISO e TAMURA, 1998; IWANTANI et al., 2003;
DEVI e ARCOT, 2008; DONG et al., 2011). O tratamento de alimentos ricos em
proteinas, com protease, e alimentos ricos em amido e glicogénio, com a-amilase,
em adicdo a conjugase (tratamento tri-enzimatico), resulta em aumento
significativo na concentracdo do total de folatos nos alimentos (DOHERTY e
BEECHER, 2003). Estudos em matrizes alimenticias diversas evidenciam a
necessidade do tratamento tri-enzimatico, apds relatos de significativo aumento no
teor de folatos totais, quando tratados com trés enzimas em relagdo ao tratamento
com uma unica enzima (KONINGS, 1999, RUGGERI et al.,, 1999; HYUN e
TAMURA, 2005).

No entanto, pela dificuldade em se trabalhar com enzimas e pelo extenso
trabalho laboratorial necessario, se faz importante confirmar e estudar diferentes
formas de realizar a etapa de hidrélise para alimentos especificos. Assim o
objetivo deste trabalho foi aplicar diferentes tratamentos enzimaticos e nao
enzimaticos, para avaliar os teores de folatos do feijao em metodologia adaptada

para a matriz, utilizando a técnica de CLAE.

2. Materiais e Método

2.1. Amostra

Trés diferentes lotes de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), tipo carioca, de
uma unica marca, foram adquiridos em supermercados da cidade de Campinas,
SP, e analisados individualmente em ftriplicata. Para cada lote, duas embalagens
de 1 kg foram homogeneizadas e 200 g da amostra foram tomadas para o
cozimento.

Os feijoes foram cozidos em panela de pressdo doméstica (Pressionella®
3L), sem remolho, seguindo as orientacdes de tempo de coccdo (30 minutos) e
proporcao de grao: agua (1:4), recomendadas pelo fabricante. Apdés o cozimento,
0s graos e todo o caldo foram homogeneizados em liquidificador industrial
(Colombo®) por 5 minutos, até obter uma consisténcia homogénea e uniforme do
alimento. Em seguida, as diferentes amostras foram congeladas por 12 horas, e,
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posteriormente submetidas a liofilizagdo por 24 horas, utilizando o liofilizador
(LS3000 - Terroni®).

O po6 obtido na liofilizagdo foi acondicionado em plastico laminado e
embalado hermeticamente para evitar o contato com a luz e oxigénio, sendo

armazenado em temperatura de congelamento (-18°C) até o momento da analise.

2.2. Reagentes

Os padrdes de folatos, (6S)-5,6,7,8-tetraidrofolato de sédio (THF) e (6S)-5-
metil-5,6,7,8-tetraidrofolato  (5-MTHF), foram adquiridos dos laboratérios Dr.
Schirck’s (Jona, Switzerland). As solucdes estoque dos padrdes foram preparadas
individualmente, na concentragdo de 200 pg/mL, com diluigho em solugao
extratora (tampao fosfato 0,1 mol/L - NaoHPO4 e KH2PO4 - contendo 1% de &cido
ascérbico e 0,1% de 2-mercaptoetanol). As solugcbes de trabalho foram
preparadas a partir destas solugdes estoque.

As enzimas utilizadas foram a-amilase (Aspergillus oryzae - Type X-A),
protease (Streptomyces griseus - Type XIV) e a conjugase (Kidney acetone
powder, porcine/ rim de porco) todas adquiridas na Sigma Chemical [St. Louis,
MO, USA].

Para o preparo, cada enzima foi pesada separadamente e diluida no mesmo
tampao de extracdo das amostras (tampéao fosfato 0,1 mol/L - NaHPO4 e KH2PO4
- contendo 1% de acido ascorbico e 0,1% de 2-mercaptoetanol). O pH foi ajustado
para 5,0 com HCI (2 mol/L) e para 7,0 com KOH (2 mol/L), de acordo com as
etapas do tratamento e ponto 6timo de cada enzima. As solugbes das enzimas
foram preparadas antes de cada hidrélise, com 30 a 60 minutos de antecedéncia
nas seguintes concentragdes: a-amilase e conjugase (20 mg/mL) e protease (2
mg/mL).

Para a fase moével, foi utilizada acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker Chemical
Co.), acido acético grau HPLC (J.T. Baker Chemical Co.) e agua purificada no
sistema Milli-Q (Millipore®) para o tampéao acetato. Os reagentes foram fosfato de
sédio monobasico anidro (Nuclear, Brasil); fosfato de potassio monobasico anidro

(Synth, Brasil); hidréxido de potassio (Synth, Brasil); acido cloridrico (Chemco,
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Brasil); acido ascérbico (Mallinckrodt Chemicals); 2-mercaptoetanol (Sigma,
Brasil); todos com grau de pureza para analise.
As fases moveis foram filtradas em filtros Millipore® de PVDF, com poros de

0,45 um de didmetro.

2.3. Extracdo da Amostra

A metodologia de extracao foi adaptada do trabalho de Jastrebova et al.
(2003) para a amostra estudada.

Para a analise, 2g de feijao liofilizado foram pesados em tubos de centrifuga
de 50 mL, utilizando balanca analitica (Sartorius® BP221S), e adicionou-se 20 mL
de tampao de extracao (tampao fosfato 0,1 mol/L - Na;HPO4 e KH2POy4 - contendo
1% de acido ascérbico e 0,1% de 2-mercaptoetanol). Os tubos de centrifuga foram
protegidos com papel aluminio para evitar o contato do extrato com a luz. Em
seguida, os extratos foram homogeneizados durante 30 segundos em
homogeneizador do tipo vortex (Phoenix®), depois submetidos a atmosfera de
nitrogénio por 3 minutos, e vedados com tampa.

Os tubos foram colocados em agua em ebulicdo (98°C — 100°C), por 10
minutos, e agitados por duas vezes nesse intervalo. Posteriormente, foram
resfriados em agua gelada (5°C) até alcancar a temperatura ambiente (30°C).
AplGs esta etapa, seguiu-se para a centrifugacdo durante 1,5 minutos a 4000g
(4°C) (Centrifuga SANYO/ Harrier 18/80). Do liquido sobrenadante, tomou-se 5
mL, que foi transferido para um novo tubo, onde foi realizada a etapa de hidrélise.

A metodologia de hidrélise enzimatica foi adaptada dos trabalhos de Finglas
et al. (1993), Konings et al. (1999) e Jastrebova et al. (2003) para a amostra
estudada.

Durante a adequacdo da metodologia de hidrélise tri-enzimatica, testes
univariados foram realizados a fim de estabelecer a massa de amostra, o volume
ideal de extrato a ser desconjugado e a eficiéncia de desconjugacéo de diferentes
volumes de enzimas. Quando foi testada a variavel massa, o volume de extrato foi
fixado em 3 mL e 5 mL, e quando foi estudado o volume do extrato, entédo se

utilizou o melhor resultado obtido para a massa da amostra, mantendo-se o maior
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volume de extrato. A partir do melhor resultado obtido para massa e volume,

realizou-se a variacao do volume de enzima. Foram realizados trés ensaios:

2.3.1. Tratamento tri-enzimatico (a-amilase, conjugase e protease)

Os 5 mL do extrato foram transferidos para um novo tubo de centrifuga e
tiveram o pH ajustado para 5,0 usando HCI (2 mol/L). Foram entdo adicionados
1,5 mL da solugéo de conjugase (20 mg/mL) e 1,5 mL da solugéo de a-amilase (20
mg/mL). A solugdo foi incubada no banho metabdlico (Marconi®), com
temperatura mantida a 37°C, sob agitagdo durante 3 horas. Apds a incubacao, os
tubos foram retirados e o pH ajustado a 7,0 usando KOH (2 mol/L). Foi adicionado
ao tubo 1,5 mL de solugdo de protease (2 mg/mL) e os tubos foram novamente
incubados no banho a 37°C, sob agitagdo por 1 hora. Por fim, foi submetido ao
banho quente (98-100°C) por 5 minutos para inativagdo das enzimas, e
posteriormente arrefecidos em banho frio (5°C) por 3 minutos. Em seguida, a
amostra foi centrifugada durante 20 minutos a 4000g (4°C), o sobrenadante foi
recolhido e filtrado em filtros de membrana de PVDF (Millipore®) de poro de 0,22
um de didmetro e injetado imediatamente no cromatografo liquido.

2.3.2. Tratamento di-enzimatico (a-amilase e conjugase)

O mesmo procedimento relatado para o tratamento tri-enzimatico foi
realizado para o tratamento di-enzimatico, excluindo-se a etapa de incubag¢ao com
a protease. Ou seja, as amostras foram hidrolisadas com a-amilase e conjugase
por 3h a 37°C e em seguida as enzimas foram inativadas no banho quente (98-
100°C), resfriadas até temperatura ambiente e centrifugadas 20 minutos a 4000g
(4°C). O sobrenadante foi recolhido e filtrado em filiros de membrana de PVDF
(Millipore®) de poro de 0,22 um de didmetro e injetado imediatamente no
cromatografo liquido.

2.3.3. Tratamento mono-enziméatico (conjugase)
Repetiu-se 0 mesmo procedimento relatado para o tratamento di-enzimatico,

entretanto, utilizando somente a conjugase.
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2.3.4. Extragcédo sem hidrdlise enzimatica

Foi realizada a extracao da amostra, sem a etapa de hidrélise enzimatica, e o
extrato foi imediatamente injetado no cromatografo liquido.

A Figura 1 apresenta um fluxograma da metodologia de extragdo e dos

diferentes tratamentos enzimaticos, incluindo a extragédo sem hidrélise enzimatica.

2 g de feijao liofilizado

v

Adicao de 20 mL de tampéo fosfato (0,1 mol/L)

v

Homogeneizacao (30s)
Aguecimento por 10 min em agua quente (98°-100°C) e arrefecimento em agua fria (5°C).
Centrifuaacéo (90s a 4000a)

v

Toma-se 5 mL para o tratamento enzimatico

Tri-enzimatico Di-enzimatico Mono-enzimatico Sem hidrdlise
l l l enzimatica
1,5 mL a-amilse 1,5 mL a-amilse 1,5 mL conjugase
+ +
1,5 mL conjugase 1,5 mL conjugase l

Banho com agitagéo (3h — 37°C)

!

1,5 mL protease
Banho com agitacéao (1h — 37°C)

v !

Aguecimento por 10 min em agua quente (98°-100°C) e arrefecimento em agua fria (5°C).
Centrifugagao (4000g x 20 min, 4°C).
Sobrenadante filtrado em milex 0,22 pm e injetado no CLAE

Figura 1. Fluxograma da metodologia de extragdo utilizando os tratamentos enzimaticos
empregados para a analise de folatos em feijao.

2.4. Andlise de folatos por CLAE
Para a determinacao dos folatos foi utilizada a metodologia desenvolvida e

validada por Catharino e Godoy (2004), adaptada a matriz.
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Apos a injecao de 30 pL do extrato hidrolisado de feijao, os folatos foram
separados em um cromatégrafo liquido HP (HELWETT PACKARD) série 1100,
com degaseificador, bomba quaterndria, sistema de injecdo automatica,
detectores de arranjo de diodos (DAD) (UV-Visivel) e de fluorescéncia dispostos
em série. Foi utilizada uma coluna cromatografica C1g com particulas de 3 ym, 10
mm x 4,6 mm d.i. (Acer®, Scotland) e sistema de eluicdo por gradiente com vazao
de 0,5 mL/min, desenvolvido com 100% de solucdo acidificada (2% de &cido
acético; pH ajustado para 2,8 com KOH) no inicio, chegando em 15 min a 76% de
solucdo acidificada e 24% de acetonitrila (v/v). A partir desse ponto voltou-se as
condicoes iniciais (100% fase mével acidificada), mantendo-se por 5 minutos para
condicionamento da coluna. As duas formas de folatos (THF e 5-MTHF) foram
detectadas utilizando-se a fluorescéncia natural desses compostos (Aexc. 290 nm
e Aemis 360 nm). Todo o sistema foi controlado pelo programa Chemstation-HP,
que também gerencia o sistema de aquisicao e tratamento de dados.

A identificacdo dos folatos foi feita por comparacdo entre os tempos de
retencédo, obtidos com os padrdes analisados nas mesmas condigdes, por co-
cromatografia e pelos espectros obtidos com a utilizacdo do detector de

fluorescéncia.

2.5. Avaliagdo do Método

Uma vez que a metodologia utilizada foi desenvolvida para outras matrizes
alimenticias sem a aplicagcdo de hidrélise enziméatica, testes de repetibilidade,
limites de deteccdo e quantificagcao, e a curva de calibragcdo foram determinados.
A avaliacao foi realizada em padrao justificada pela falta de matriz semelhante,
isenta de folatos.

2.5.1. Repetibilidade

Este parametro foi avaliado através de 10 determinagdes. A repetibilidade foi
calculada segundo CALCUTT e BRODDY (1983), através da equagéo:

r=tV2.sr onder = repetibilidade, com significancia de 95%

sr = estimativa do desvio padrao
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2.5.2. Limites de deteccao e quantificacao

O limite de detecc¢ao foi estimado através de diluicbes sucessivas do padrao.
Foi considerado como limite de detecgdo a menor quantidade detectavel do
padrao que produziu um sinal de amplitude trés vezes maior que o ruido (S/R = 3)
(CALCUTT e BRODDY, 1983).

O limite de quantificacdo foi considerado como sendo seis vezes o limite de

deteccéo.

2.5.3. Curva de Calibragao
A quantificacao foi realizada por padronizacao externa e construiu-se a curva
analitica com 7 niveis de concentracao, sendo cada ponto injetado em triplicata.

2.6. Analise Estatistica

A analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey foram aplicados usando o
software Statistica (versdo 7.0), para identificar possiveis diferencas significativas
(p < 0,05) entre os lotes de feijao, e para verificar se houveram diferencas no
conteudo de folatos entre os diferentes tratamentos.

3. Resultados e Discussao

Foram identificados apenas o tetraidrofolato (THF) e o 5-metiltetraidrofolato
(5-MTHF), assim, a metodologia de andlise por CLAE foi modificada em relagédo a
metodologia inicial, desenvolvida por Catharino e Godoy (2004). O tempo de
gradiente da fase movel (76 tampao acetato: 24% acetonitrila) passou de 25 para
15 minutos, e retornou a 100%, mantendo-se essa condigdo até 20 minutos. Em
virtude das caracteristicas da amostra, a corrida foi reduzida de 31 para 20
minutos.

Em relagdo aos parametros avaliados, a repetibilidade do método de
quantificacdo de folatos em feijao apresentou um coeficiente de variagdo igual a
4,03% para o THF e 7,44% para o 5-MTHF, e a precisao intermediaria apresentou
um coeficiente de 5,25 e 8,25% para o THF e 5-MTHF respectivamente. Os limites

de deteccdo e quantificacdo para o THF foram 0,9 e 5,4 ng/mL e para o 5-MTHF
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0,7 e 4,2 ng/mL. As concentragdes das curvas foram de 5,4 a 350 ng/mL para THF
(Y = 1822,4x + 0,2679; R? = 0,998) e 4,2 a 35 ng/mL para 5-MTHF (Y = 1838x +
0,2; R = 0,999). A linearidade foi confirmada através da aleatoriedade dos
residuos, da significancia da regressao e do ajuste do modelo.

Os resultados dos testes univariados realizados para a adequacao da

metodologia de hidrélise enzimatica estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Testes (univariados) da influéncia de algumas variaveis na extracao de folatos.

Teor de Folatos (ug/1009)

VARIAVEIS THF 5-MTHF
1,0 185,7 + 11,9° 30,5 +4,2°
Massa da amostra (mg) 2,0 265,0 + 28,5° 49,4 + 4,78
4,0 192,3 + 16,2° 35,1 +5,4°
Volume de extrato (mL) 3,0 264,1 + 242 24,1 +55°
submetido a hidrolise 5.0 2497 +6,7° 48 + 8,12
Volume de Enzima (mL) 1,0 134,3 £10,3% 29,0 + 5,6°
(conjugase, a-amilase, 1,25 112,4 + 4,7° 32,7 +3,2°
protease) 15 163,3 + 27,6 78,6 +10,1°

Resultados expressos como média + desvio padrao de andlises realizadas em ftriplicata.
Médias de cada teste (n=3) seguidas pela mesma letra mindscula, nas colunas, nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

De acordo com os resultados dos testes, os maiores teores de folatos foram
obtidos com a massa de 2 g de feijao. Em relacado ao volume de extrato submetido
ao processo de hidrélise enzimatica, a diferenca ndo foi estatisticamente
significativa entre os teores de THF, entretanto, utilizando o volume de 5 mL,
obteve-se maior teor de 5-MTHF. Para o volume de enzimas usadas na
desconjugacéao, os melhores teores de folatos foram obtidos com 1,5 mL de cada
enzima. A partir destes ensaios, utilizou-se 2 g de massa, 5 mL de extrato para a
hidrélise enzimatica e 1,5 mL de cada enzima na etapa de desconjugacéo.

A selecao de pH foi baseada em estudos que demonstraram que o pH 5,0 é
ideal para a atuagéo das enzimas conjugase e a-amilase, e o pH 7,0 € adequado e
eficaz para a protease (RUGGERI et al., 1999; QUIROS, 2004).
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Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados para o teor de folatos do
feijdo carioca cozido/liofilizado, bem como as formas identificadas pelos diferentes
tratamentos aplicados (Figura 2).

Somente o tratamento tri-enzimatico foi capaz de identificar o 5-
metiltetraidrofolato (5-MTHF). Ja a hidrolise utilizando o tratamento di-enzimatico,
mono-enzimatico e a extracdo sem hidrélise enzimatica, o 5-MTHF nao foi
identificado.

O tetraidrofolato (THF) foi a forma predominante de folato encontrado no
feijao carioca. Estudos de Rychlik et al. (2007) relataram que a abundéancia das
isoformas de folatos podem ser bastante diferenciadas nas leguminosas, por
exemplo, em ervilhas congeladas, lentilhas secas, feijao verde o 5-MTHF foi a
forma mais abundante. Ja em feij6es frescos e em soja o THF foi predominante, o
que corrobora os dados deste trabalho.

Tabela 2. Comparacao do teor de folatos dos tratamentos aplicados ao feijao carioca (base seca).

Concentracao de Folatos (ug/100g)

TRATAMENTO LOTES THF 5-MTHF
1 192,9 + 13,6% 449 + 0,72
] 2 151,0 + 3,4° 54,4 + 16,72
TRI-ENZIMATIGO 3 2256 + 16,47 49 +4.72
Média 189,8 + 34,8" 494 +838
1 170,1 + 3,2° Nd
AMILASE ’ :
. S 2 199,7 + 11,9% Nd
3 259,7 + 22,32 Nd
CONJUGASE ’ ’
Média 209,8 + 42.3* Nd
1 118,5 + 4,2° Nd
2 192,8 + 7,6° Nd
CONJUGASE 3 2845 + 10,3? Nd
Média 198,6 + 74,6" Nd
3 1 37,1 +7,32 Nd
HIDROLISE 3 36,0 + 7,92 Nd
Média 41,8 +11,78 Nd

Resultados expressos em base seca como média * desvio padrao de analises realizadas em ftriplicata.

Médias de cada lote (n=3) seguidas pela mesma letra minlscula, nas colunas, para o mesmo feijao nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

Médias dos trés lotes (n=9) seguidas pela mesma letra mailscula, nas colunas, para o mesmo feijao nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).

nd (n&o determinado).
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Figura 2. Perfil cromatografico da solugdo padrdao (A) e dos diferentes tratamentos em feijao
carioca/liofilizado. Tratamento tri-enzimatico (a-amilase, conjugase e protease) (B), di-enzimético
(a-amilase e conjugase) (C), mono-enzimético (conjugase) (D), tratamento sem hidrélise

enzimpatica (E). As condicbes cromatograficas estdo descritas no texto.
fluorescéncia (Aexc. 290nm e Aemis. 360nm).
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Entre os tratamentos enzimaticos aplicados, ndo houve diferenga significativa
a nivel de 95% para o THF. No entanto, a hidrélise enzimatica foi fundamental
para sua determinacdo. Com relagdo ao 5-MTHF, apenas com o tratamento tri-
enzimatico foi possivel a sua determinacdo. Os resultados corroboram como os
dados de Martin et al. (1990) e De Souza e Eitenmiller (1990), que afirmam a
necessidade do tratamento tri-enzimatico para a determinagdo de folatos em
alimentos.

Em relacdo a variacdo entre lotes, nos tratamentos tri-enzimatico, di-
enzimatico e sem hidrélise enzimatica, dois lotes diferiram entre si, a um nivel de
95% de significancia para analise do THF. Ja no tratamento mono-enzimatico,
todos os lotes diferiram entre si para o mesmo nivel de significancia. Essas
variagdes entre os lotes podem ser relacionadas ao estado fisioldgico das plantas,
tipo de solo, cultivo, irrigagdo, exposicdo a luz, presengca de minerais como
magnésio e potassio, que sao bastante importantes na produgao de folatos pelos
vegetais, participando de uma das etapas da biossintese dessa vitamina (SCOTT
et al., 2000).

O conteudo total de folato (THF + 5-MTHF) foi menor para o tratamento sem
hidrélise enzimatica. Quando o tratamento tri-enzimatico foi realizado, os valores
de folatos aumentaram 12, 17 e 82% em relagdo ao tratamento di-enzimatico,
mono-enzimatico e sem hidrolise enzimatica respectivamente, conforme

apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Percentual (%) de aumento no teor de folatos totais, na comparacao entre tratamentos.

Folatos Totais (ug/1009) % de aumento
M D T SH D-T M-T SH-T

Alimento

Feijao Carioca

(Phaseolus vulgaris L.) 198,6 209,8 239,2 41,8 12% 17% 82%

% de aumento = (valor de folato por T — valor de folato por S/H ou A/C ou C) + valor de folato por T x 100)
(Konings et al., 2001). M = Mono-enzimatico (conjugase); D = Di-enzimatico (amilase/conjugase); T = Tri-

enzimatico (amilase/protease/conjugase); S/H = Sem hidrdlise;
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Yon e Hyun (2003) compararam valores de folatos totais de feijdes crus
consumidos na Coreia, submetidos ao tratamento tri-enzimatico e mono-
enzimatico. Os valores encontrados foram 170 ug/100g para o tratamento mono-
enzimatico e 238 pg/100g para o tratamento tri-enzimatico. Este trabalho foi o
unico na literatura, que avaliou as diferentes formas de hidrélise enzimatica em
feijoes.

Em realagdo ao tratamento tri-enzimatico aplicado a outras matrizes
alimenticias, Tamura e Messing (1997) obtiveram um aumento de 270% no teor
folatos em diferentes alimentos ap6s o tratamento tri-enzimatico em comparacao
ao tratamento mono-enzimatico. Lim et al. (1998) relataram que o teor de folatos
no leite humano aumentou em 85% apds o tratamento tri-enzimatico. Aiso e
Tamura (1998) obtiveram um aumento de 22,3 a 51% no valor do espinafre
quando o tratamento tri-enzimatico foi comparado ao mono-enzimatico. Shrestha
et al. (2000) relataram aumento de 4% dos folatos totais em pao branco, 33% em
arroz e 34% em macarrdo. Johnston et al. (2001) relataram aumento de cerca de
45% em conteudo de folatos de produtos lacteos apds o tratamento tri-enzimatico
em relacdo ao mono-enzimatico. Johnston et al. (2002) analisaram 56 alimentos
consumidos em fast food e obtivaram aumento de 15% a 76% nos valores de
folatos utilizando o tratamento tri-enzimatico, em relagdo ao mono-enzimatico.
Hyun e Tamura (2005) demonstraram que o método tri-enzimatico resultou em
aumento de mais de 50% no teor de folato significativo de carne, leite de vaca,

pao branco e espinafre sob o tratamento mono-enzimatico.

4. Conclusdes

O tratamento tri-enzimatico foi o mais eficiente para a determinacdo de
folatos em feijao em relagdo aos outros tratamentos, enzimatico e ndo enzimatico,
além de ser o Unico tratamento que possibilitou a deteccao do 5-MTHF, resultando
na deteccao de valor vitaminico até 17% mais elevado.
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RESUMO

As leguminosas, como o feijao, constituem excelentes fontes de carboidratos,
proteinas, fibras, minerais e vitaminas do complexo B, principalmente os folatos.
No entanto, o teor de folatos é influenciado, entre outros fatores, pelo gendtipo da
planta, assim diferentes tipos de feijao podem apresentar diferentes teores de
composigao de folatos. Outro fator importante a ser considerado € a estabilidade
das varias formas de folatos ao processamento, principalmente térmico, aos quais
os feijdes sdo submetidos antes do consumo. Contudo, o objetivo deste trabalho
foi determinar o teor de folatos em cinco variedades de feijao (carioca, preto,
vermelho, branco e de corda), crus e cozidos/liofilizados, pelo método
desenvolvido por Cunha (2013) (capitulo 2), e avaliar a perda de processamento.
Para a extracdo dos folatos foram tomados 2 g de feijdo e 20 mL de tampao
fosfato. Do extrato, 5 mL seguiram para a hidrolise tri-enzimatica, foram
aquecidos, centrifugados e analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). No processo cromatografico utilizou-se coluna Cis e sistema de eluigéo
gradiente, sendo a fase movel composta por tampéo acetato e acetonitrila, em 20
minutos de corrida. A deteccdo foi feita a Aexc. 290 nm e Aemis 360 nm e a
quantificagdo por padronizagdo externa. Ao contrario da literatura, o congénere
majoritario encontrado em todos os feijées foi o THF, cujos valores variaram de
20,3 a 1484 ug/100g nas amostras cruas e de 15,3 a 1207 ug/100g nas amostras
cozidas. E 0 5-MTHF, em menor concentracdo, variou de ndo determinado a 60,3
Hg/100g nas amostras cruas e de nao determinado a 31,3 pg/100g nas amostras
cozidas. Houve perda de folatos durante o cozimento, principlamente do 5-MTHF,
e, além disso, a analise entre lotes demonstrou diferencas significativas entre si,
que pode ser devido a diversidade das condicbes de cultivo e variagdo de
gendtipos do feijao. Contudo, o feijao cultivado no Brasil, fonte barata, acessivel e
muito consumida pela maioria da populagdo, demonstrou ser uma excelente fonte

da vitamina.

Palavras-chave: Teor de folatos, feijoes crus, feijdes cozidos/liofilizados, perda de
processamento, tetraidrofolato.
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ABSTRACT

Legumes, such as beans, are excellent sources of carbohydrates, protein, fiber,
minerals and B vitamins, especially folates. However, the folates are influenced,
among other factors, by the genotype of the plant thus,different types of beans may
have different amounts of folates composition. Another important factor to be
considered is the stability of the different forms of folates during processing,
especially heat, to which the beans are submitted before consumption. The aim of
this study was to determine the levels of folates in five varieties of raw and
cooked/lyophilized beans (carioca, black, red, white and cowpea), by the method
developed by Cunha (2013) (Chapter 2), as well as evaluate the loss of folates
during the processing. For the extraction of folates, 2 g of beans were used and
then 20 mL of phosphate buffer were added. From the extract, 5 mL were used for
the tri-enzymatic hydrolysis, they were heated, centrifuged and analyzed by high
performance liquid chromatography (HPLC). For the chromatographic process was
used a C18 column and gradient elution system, and the mobile phase were
consisted of acetate buffer and acetonitrile, totaling 20 minutes of running. The
absorbance was read made at Aexc. 290 nm and 360 nm Aemis andquantified by
external standardization. Contradicting previous reports, the major congener found
in all beans was THF, with values ranging from 20.3 to 1484 ug/100g for the raw
samples and from 15.3 to 1207 ug/100g for the cooked samples. tThe 5-MTHF,
present in a small concentration, ranged from 60.3ug/100g to not determined in the
raw samples and from 31.3 ug/100g to cooked samples. Were observed loss of
folate during cooking, especially for 5-MTHF, in addition, the analysis showed
significant differences between batches, which can be due to the different growing
conditions and variation bean genotypes. However, the beans grown in Brazil, a
cheap source, accessible and very consumed by the majority of the population,
proved to be an excellent source of vitamin.

Keywords: Levels of folates, raw beans, cooked/lyophilized beans, processing
loss, tetrahydrofolate.
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1. Introducéao

O feijao € um alimento tradicional na mesa dos brasileiros, cultivado por
pequenos e grandes produtores, e apresenta consumo médio de 17,6 kg/hab/ano
(IBGE, 2013). Os feijoes mais consumidos no Brasil sdo do género Phaseolus
vulgaris L., chamados feijoes comuns, € do género Vigna unguiculata Walp.,
conhecido como feijao de corda (CONAB, 2013). Segundo o Regulamento Técnico
do Feijao (2008), os géneros citados sao classificados como feijao preto, branco,
cores e misturado, de acordo com a cor do tegumento.

A leguminosa € uma excelente fonte de proteinas (18-25%), é rica em fibras
dietéticas (3-7%) e apresenta baixo teor de gordura (1-4%). Além disso, feijoes
secos contém altos niveis de carboidratos (61-76%) e nao contém colesterol
(DURANTI, 2006). Em relagdo aos micronutrientes, sdo uma boa fonte de minerais
como ferro, célcio e zinco e vitaminas do complexo B, destacando-se os folatos
(HEFNI et al., 2010).

Os folatos pertencem a classe de vitaminas do complexo B, sédo sollUveis em
agua, e também sdo chamadas de vitamina B¢, Bg ou M. Previnem problemas de
desenvolvimento no tubo neural de fetos, e estdo associados a prevencado de
doencas cardiovasculares por diminuir o nivel de homocisteina plasmatica
(GREGORY e QUINLIVAN, 2002; IYER e TOMAR, 2009; DONG et al., 2011).
Descritos como moléculas sensiveis, podem ser degradadas pelo calor, luz e
oxidagéo, que leva a clivagem em uma pteridina e um acido para-aminobenzdico
permanecendo ligado a uma cadeia poliglutamica, mas sem funcédo biolégica
(SCOTT et al., 2000), e devido ao seu carater hidrofilico, podem ser facilmente
eliminados por lixiviagdo (STEINDAL et al., 2006; LIMA-PALLONE et al., 2008).

Os métodos utilizados para a analise de folatos devem apresentar algumas
caracteristicas indispensaveis, como a separacao individual das suas diferentes
formas (CATHARINO e GODOQY, 2004). Devido ao uso de enzimas amiloliticas,
proteoliticas e de conjugases, 0 método de extracdo tri-enzimatica é o mais
amplamente usado para a determinacdo de folatos em matrizes alimentares.

Seguido pela analise por cromatografia, faz com que seja possivel obter dados
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sobre as varias formas de folatos (ARCOT e SHRESTHA, 2005; HYUN e
TAMURA, 2005; STEINDAL et al., 2006).

Assim, o objetivo deste trabalho foi aplicar o tratamento tri-enzimatico e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a determinacdo do teor de
folatos em cinco diferentes variedades de feijdes, crus e cozidos, bem como

quantificar as perdas vitaminicas no processo de cozimento.

2. Materiais e Métodos

2.1. Amostra

Amostras de feijao carioca, feijao preto e feijdo branco de uma unica marca,
foram adquiridos em supermercados da cidade de Campinas (SP). O feijao
vermelho foi adquirido em Uba (MG) e o feijao de corda em Fortaleza (CE). Para
cada lote, duas embalagens de 1kg foram homogeneizadas e 200g da amostra
foram tomadas para os diferentes tratamentos. As anadlises foram realizadas em
trés lotes diferentes, sendo cada lote em triplicata para cada amostra, exceto para
o feijao branco, cujo produto sé foi encontrado em dois lotes diferentes.

Na andlise dos feijoes crus, os graos foram moidos em moinho analitico
(IKA® modelo A-11) até obter a farinha do feijao. Posteriormente foram peneirados
em peneira de 20 mesh para obter um p6 homogéneo, acondicionados em plastico
laminado e hermeticamente embalados, evitando o contato com a luz e oxigénio.
Posteriormente, foram armazenados em temperatura de congelamento (-18°C) até
o momento da analise.

Na anadlise dos feijdes cozidos, foi realizada a cocgdo dos grados em panela
de pressdo doméstica (Pressionela® 3L), seguindo as recomendacdes do
fabricante presentes no rétulo de cada marca. Os feijdes foram lavados e cozidos
em 800 mL de agua (proporcao 1:4) por 30 minutos. Apenas o feijao branco foi
submetido ao remolho por 4h, antes do cozimento, e cozido por 10 min conforme
as caracteristicas dos graos. Apdés o cozimento, os grdos e o caldo foram
homogeneizados em liquidificador industrial (Colombo®) por 5 minutos, até obter

uma consisténcia uniforme do alimento. Em seguida, foram congelados por 12h e
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submetidos a liofilizagao, utilizando o liofilizador (LS3000 - Terroni®), por 24h. O
pd obtido na liofilizacdo foi acondicionado em plastico laminado e embalado
hermeticamente para evitar o contato com a luz e oxigénio, sendo armazenado em

temperatura de congelamento (-18°C) até o momento da analise.

2.2. Determinacao de umidade

O teor de umidade das amostras cruas e liofilizadas foi determinado para
verificar o percentual de agua e soélidos secos. Utilizou-se o método por secagem
em estufa (Nova ética 400/3ND, N¢ série 0766/00) a temperatura de 105°C, até
peso constante (aproximadamente 15h). As determinagdes foram feitas em
triplicata.

2.3. Reagentes

Os padrdes de folatos, (6S)-5,6,7,8-tetraidrofolato de sédio (THF) e (6S)-5-
metil-5,6,7,8-tetraidrofolato (5-MTHF), foram adquiridos dos laboratérios Dr.
Schirck’s (Jona, Switzerland). As solu¢des estoque dos padrdes foram preparadas
individualmente, na concentragcdo de 200 pg/mL, com diluicdo em solugéo
extratora (tampao fosfato 0,1 mol/L - NaxHPO4 e KH2PO4 - contendo 1% de &cido
ascérbico e 0,1% de 2-mercaptoetanol). As solucbes de trabalho foram
preparadas a partir destas solugdes estoque.

As enzimas utilizadas foram a-amilase (Aspergillus oryzae - Type X-A),
protease (Streptomyces griseus - Type XIV) e a conjugase (Kidney acetone
powder, porcine/ rim de porco) todas adquiridas na Sigma Chemical [St. Louis,
MO, USA].

Para o preparo, cada enzima foi pesada separadamente e diluida no mesmo
tampao de extragdao das amostras (tampao fosfato 0,1 mol/L - Na,HPO4 e KH2PO4
- contendo 1% de &cido ascoérbico e 0,1% de 2-mercaptoetanol), e o pH foi
ajustado para 5,0 com HCI (2 mol/L) e para 7,0 com KOH (2 mol/L), de acordo
com as etapas do tratamento e ponto 6timo da conjugase/a-amilase e protease
respectivamente. As solugdes das enzimas foram preparadas antes de cada
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hidrolise, com 30 a 60 minutos de antecedéncia nas seguintes concentragdes: a-
amilase e conjugase (20 mg/mL) e protease (2 mg/mL).

Para a fase mével, foi utilizada acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker Chemical
Co.), acido acético grau HPLC (J.T. Baker Chemical Co.) e agua purificada no
sistema Milli-Q (Millipore®) para o tampao acetato. Os reagentes foram fosfato de
sédio monobasico anidro (Nuclear, Brasil); fosfato de potassio monobasico anidro
(Synth, Brasil); hidréxido de potassio (Synth, Brasil); acido cloridrico (Chemco,
Brasil); acido ascérbico (Mallinckrodt Chemicals); 2-mercaptoetanol (Sigma,
Brasil); todos com grau de pureza para analise. As fases mdveis foram filtradas
em filtros Millipore® de PVDF, com poros de 0,45 um de diametro.

2.4. Extracao e Hidrélise da Amostra

A metodologia de extragdo utilizada foi desenvolvida por Cunha (2013)
(capitulo 2) para a amostra estudada.

Para a analise tanto do feijao cru como cozido, 2g de feijao foram pesados
em tubos de centrifuga de 50 mL, utilizando balanga analitica (Sartorius®
BP221S), e adicionou-se 20 mL de tampéao de extracédo (tampao fosfato 0,1 mol/L
- NagHPO4 e KHyPO4 - contendo 1% de acido ascérbico e 0,1% de 2-
mercaptoetanol). Os tubos de centrifuga foram protegidos com papel aluminio
para evitar o contato do extrato com a luz. Em seguida, os extratos foram
homogeneizados durante 30 segundos em homogeneizador do tipo vortex
(Phoenix®) e depois submetidos a atmosfera de nitrogénio por 3 minutos, e
vedados com tampa.

Os tubos foram colocados em agua em ebulicao (98°C — 100°C), por 10
minutos, e agitados por duas vezes nesse intervalo. Posteriormente, foram
resfriados em agua gelada (5°C) até alcancar a temperatura ambiente (30°C).
AplGs esta etapa, seguiu-se para a centrifugacao durante 1,5 minutos a 4000g
(4°C) (Centrifuga SANYO/ Harrier 18/80). Do liquido sobrenadante, tomou-se 5
mL, que foi transferido para um novo tubo, onde foi realizada a etapa de hidrdlise.
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O tratamento tri-enzimatico (a-amilase, conjugase e protease) foi aplicado,
visto que este foi 0 melhor método de deteccdo das formas de folatos estudadas
(CUNHA, 2013).

Os 5 mL do extrato foram transferidos para um novo tubo de centrifuga e
tiveram o pH ajustado para 5,0 usando HCI (2 mol/L). Foram entdo adicionados
1,5 mL da solugéo de conjugase (20 mg/mL) e 1,5 mL da solugéo de a-amilase (20
mg/mL). A solugdo foi incubada no banho metabdlico (Marconi®), com
temperatura mantida a 37°C, sob agitacdo durante 3 horas. Apds a incubacgao, os
tubos foram retirados e o pH ajustado a 7,0 usando KOH (2 mol/L). Foi adicionado
ao tubo 1,5 mL de solucédo de protease (2mg/mL) e os tubos foram novamente
incubados no banho a 37°C, sob agitagdo por 1 hora. Por fim, foi submetido ao
banho quente (98-100°C) por 5 minutos para inativagdo das enzimas, e
posteriormente arrefecidos em banho frio (5°C) por 3 minutos. Em seguida, a
amostra foi centrifugada durante 20 minutos a 4000g (4°C), o sobrenadante foi
recolhido e filtrado em filtros de membrana de PVDF (Millipore®) de poro de 0,22

um de didmetro e injetado imediatamente no cromatografo liquido.

2.5. Condigbes Cromatograficas

Para a determinacéo dos folatos foi utilizada a metodologia desenvolvida por
Catharino e Godoy (2004), avaliada para a matriz.

Apls a injecao de 30 pL do extrato hidrolisado de feijao, os folatos foram
separados em um cromatografo liquido HP (HELWETT PACKARD) série 1100,
com degaseificador, bomba quaternaria, sistema de injecdo automatica,
detectores de arranjo de diodos (DAD) (UV-Visivel) e de fluorescéncia dispostos
em série. Foi utilizada uma coluna cromatogréafica C1g com particulas de 3 ym, 10
mm x 4,6 mm d.i. (Acer®, Scotland) e sistema de eluicdo por gradiente com vazao
de 0,5 mL/min, desenvolvido com 100% de solucdo acidificada (2% de &cido
acético; pH ajustado para 2,8 com KOH) no inicio, chegando em 15 min a 76% de
solucdo acidificada e 24% de acetonitrila (v/v). A partir desse ponto voltou-se as
condicdes iniciais (100% fase mével acidificada), mantendo-se por 5 minutos para

condicionamento da coluna. As duas formas de folatos (THF e 5-MTHF) foram

57



detectadas utilizando-se a fluorescéncia natural desses compostos (Aexc. 290 nm
e Aemis 360 nm). Todo o sistema foi controlado pelo programa Chemstation-HP,
que também gerencia o sistema de aquisicao e tratamento de dados.

A identificacdo dos folatos foi feita por comparacdo entre os tempos de
retengéo, obtidos com os padrdes analisados nas mesmas condigbes, por co-
cromatografia e pelos espectros obtidos com a utilizacdo do detector de
fluorescéncia. A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa através da
construgédo de curva analitica com sete niveis de concentragao, sendo cada ponto
injetado em triplicata. As faixas de concentragdo das curvas foram de 5,4 a 350
ng/mL para o THF e de 4,2 a 35 ng/mL para o 5-MTHF.

3. Andlise Estatistica

A analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey foram aplicados usando o
software Statistica (versdo 7.0) para identificar possiveis diferencas significativas
(p <0,05) no teor de folatos entre as diferentes variedades de feijdes, bem como

as diferencas entre os lotes.

4. Resultados e Discussao

Os dados sobre o teor de folatos no feijao cru e cozido foram expressos em
base seca para efeito de comparacéo, e, portanto, a umidade foi determinada
(Tabela 1). Com base na média da umidade das variedades de feijdes, observou-
se que para amostras cruas os valores variaram de 12 a 12,9%, e encontra-se de
acordo com o estabelecido pelo Regulamento Técnico do Feijao (2008), que prevé
0 maximo de 14% de umidade para os graos. Ja para as amostras
cozidas/liofilizadas, houve uma variacéo de 2 a 5,4% no teor de umidade.
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Tabela 1. Determinacao de umidade (g/100g) nas amostras de feijées crus

e cozidos.
) TRATAMENTO
FEIJOES LOTES CRU COzIDO/
LIOFILIZADO
1 11,9 £ 0,06 6,7 £ 0,00
Feijao Carioca 2 12,0 £ 0,01 4,8 +0,00
(Phaseolus vulgaris L.) 3 12,2+ 0,05 2,5+0,07
Média 12,0 £0,1 46+1,8
1 12,0 £0,16 2,91£0,04
Feijao Preto 2 12,0 £ 0,03 7,0 £ 0,01
(Phaseolus vulgaris L.) 3 12,9 £ 0,04 45+3,9
Média 12,3+£0,5 41+32
1 12,7 £ 0,08 5,9+0,12
Feijao Vermelho 2 13,2+ 0,06 6,4 £ 0,01
(Phaseolus vulgaris L.) 3 12,9 £ 0,07 3,8 +£0,01
Média 12,9+0,2 54+12
Foigo B 1 13,6 £1,6 6,3 £ 0,03
(Phasgltjyi?s vrjlggcr)is L.) 2 19+16 420,45
Média 12,8+1,6 52+15
1 12,0 £ 0,05 2,1+£0,06
Feijao de Corda 2 12,3+ 0,33 2,3+0,02
(Phaseolus vulgaris L.) 3 14,1 +0,13 1,7 £ 0,06
Média 129+1,0 20+0,2

Valores séo médias de determina¢des em triplicatas.
M + DP: média dos valores + estimativa do desvio padréo.

Os resultados dos teores de tetraidrofolato (THF) e 5-metiltetraidrofolato (5-
MTHF) em base seca estdo apresentados na Tabela 2. Foram consideradas as
cinco variedades de feijao analisadas e as formas de tratamento (cru e cozido).
Apos o tratamento enzimatico, os teores de folatos obtidos para os feijoes
variaram de 20,3 a 1484 ug/100g para THF nas amostras cruas e de 15,3 a 1207
1g/100g nas amostras cozidas. Em relacdo ao 5-MTHF, os resultados variaram de
nao determinado a 60,3 pg/100g nas amostras cruas e de néo determinado a 31,3
ng/100g nas cozidas.

O tetraidrofolato (THF) foi encontrado em todas as variedades de feijoes
como composto majoritario, e o 5-metiltetraidrofolato (5-MTHF) apenas nao foi
encontrado no feijao de corda. De acordo com Rychlik et al. (2007) a abundancia
das isoformas de folatos pode ser bastante diferenciada nas leguminosas, por
exemplo, em ervilhas congeladas, lentilhas secas, feijao verde o 5-MTHF foi a
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forma mais abundante. Ja em feijées frescos e em soja o THF foi predominante, o
que corrobora os dados deste trabalho.

Comparando os resultados encontrados neste estudo com os valores de
folatos da base de dados USDA (2013) (394 pg/100g para feijao seco e 130
1ug/100g para feijao cozido), observa-se que, no geral, os teores de folatos foram
mais altos para os feijoes brasileiros, com excecéao do feijao branco.

Ruggeri et al. (1999) compararam o teor de folatos de alguns itens
alimentares consumidos na ltalia, dentre eles o feijao cozido, que continha 18,5
pMg/100g de folatos totais. Para feijao verde cru, Melse-Boonstra et al. (2002)
encontraram uma concentracao de folato total correspondente a 380 ug/100g. Han
e Tyler (2003) obtiveram como resultados para feijdoes crus 117 - 506 ug/100g,
lentilha 68 - 433 pg/100g e ervilha seca 21 - 274 ug/100g. Yon e Hyun (2003)
encontraram valores de folatos totais de 238 ug/100g para feijées consumidos na
Coreia. Devi et al. (2008) analisaram alguns alimentos da dieta da populacao Fiji
(Australia), dentre eles, graos longos (Vigna sesquipedalis L.), que apresentou 130
Mg/100g de folato. Hefni et al. (2010) avaliaram 24 itens alimentares em relagao ao
conteudo de folatos da dieta comumente consumida no Egito. Dentre os
alimentos, o feijao apresentou 106 pg/100g de folato.

Paiva et al. (2012) determinaram o teor de folatos para diferentes alimentos,
dentre eles o feijao verde cru cultivado no Brasil, utilizando o tratamento di-
enzimatico (conjugase e protease) e identificacdo das diferentes formas por
cromatografia liquida. O valor encontrado foi 357 pg/100g e a Unica forma
identificada na amostra foi o 10-formiltetraidrofolato (10-FTHF). Em relacdo ao
conteudo de folatos, os valores sdo bastante semelhantes aos encontrados para o
feijdo carioca.

Os diferentes lotes dos feijdes crus do tipo carioca, branco e de corda nao
apresentaram diferengas estatisticas a um nivel de 95% de significancia para o
THF. J& os feijoes crus, preto e vermelho, apresentaram diferencas entre os lotes,
no mesmo nivel de confiangca. Em relacao aos feijdes cozidos, a Unica amostra
que nao apresentou variacao entre lotes foi do feijao branco, os demais tiveram

diferencas estatisticas significantes (95%) para o THF. Em relacdo ao 5-MTHF,
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Tabela 2. Comparagéao entre teores de folatos (ug/100g) em feijao de diferentes variedades e tratamentos.

Teor de Folatos em ug/100g de feijdo em base seca

TRATAMENTO Média de perda (%)
FEIJOES LOTES THF e 5MTHF THF coAbo 5MTHF THF 5-MTHF
1 374,8 + 12,67 35,5 + 2,7 351,2 +6,7° 29,3+28%
Feijdo Carioca 2 320,5 +30,0° 13,9+1,1° 339,9 + 16,1%° 10,9 +0,9°
(Phaseolus vulgaris L.) 3 371,1+22,7° 36,5 1,6° 304,6 26,7 19.6+2,7° 7 30
Média 355,5+32,9°F¢  286+11,2"5C 331,9 + 26,4 ¢ 20,0 + 8,1 AC
1 488,0 + 27,2° 23,0 +1,7° 502,8 +0,1° 19,0 £ 0,9°
2 477,0 +6,2° 22,0 £2,1° 479,3 + 13,17 31,3+3,12
Feijao Preto a a b b
(Phaseolus vulgaris L.) 3 715,0 £ 15,9 60,3+2,6 407,5+ 16,8 16,6 + 0,9 17 37
Média 560,0+112,8°%F  350+19,0°®  463,0+455"5F¢ 220+7,0°%C
1 601,0 + 16,8° 24,3 +1,0° 501,6 + 15,8° 11,2 £ 0,7
Feijéio Vermelho 2 609,0 + 16,0° 33,8+ 1,1 559,0 + 4,0 5,0 £0,4°
(Phaseolus vulgaris L.) 3 811,1 +30,2° 243 +1,0° 420,9 +12,5° 2,1+0,0° 27 77
Média  673,8 + 105,0% € 27,0 +5,0°%°¢ 4940 + 61,27 5F 6,2 + 4,0°°
1 20,3 + 1,62 3,5+0,3° 17,8 £ 1,42 1,8 £0,22
Feijao Branco 2 23,0 0,82 8,6 + 0,22 15,3+ 1,42 0,2+0,0° o4 83
(Phaseolus vulgaris L.)  \Média 21,7+1,9%° 6,0 +2,8°AD 16,5+ 1,8"P 1,0 £0,8"°
1 1420,0 + 46,02 nd* 851,0 +77,3° nd
Feijio de Corda 2 1484,0 + 78,0° nd 1207,0 + 103,52 nd
(Vigna unguiculata Walp.) 3 1474,0 + 109,02 nd 843,0 + 38,0° nd 34 nd
Média  1458,0 + 34,0%* nd 966,0 + 209,0" B nd

Resultados expressos em base seca como média * desvio padréo de analises realizadas em triplicata.
Médias de cada lote (n=3) seguidas pela mesma letra minuscula, nas colunas, para o0 mesmo feijao, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

(95%).

Médias de cada lote (n=9) seguidas pela mesma letra minuscula (italico), nas linhas, para as mesmas formas de folatos de um mesmo feijao, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (95%).
Médias dos trés lotes (n = 9) seguidas pela mesma letra mailscula, nas colunas, para as diferentes variedades de feijao, nao diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey (95%).
nd (n&o determinado).

% de perda (valor do composto na amostra cozida/valor na amostra crua x 100).
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todas as variedades de feijdes e formas de tratamento analisadas apresentaram
diferencas significativas (95%) entre os lotes, sendo que no feijao de corda nao foi
possivel determinar o composto.

Essas diferengas entre lotes podem ser explicadas por uma série de fatores
que afetam o nivel de folatos, ja que a sintese em vegetais é dependente de
fatores como incidéncia de luz e presenca de minerais no solo, do gendtipo de
cada espécie, aléem da prépria metodologia empregada na sua determinacéo
(LIMA-PALLONE et al., 2008; HEFNI et al., 2010).

Em relacdo as perdas de processamento, houve uma grande variacao entre
os diferentes tipos de feijao. Os feijdes carioca, preto e vermelho foram
submetidos as mesmas condi¢ées de processamento, e obtiveram valores muito
diferentes de perda, que provavelmente pode estar relacionada as caracteristicas
instrinsecas dos graos. Em relacdo ao feijao branco, as condicbes de
processamento indicam que as perdas foram maiores e devido a lixiviacao.
Embora o tratamento térmico tenha sido mais brando, o feijao foi colocado de
molho por 4h e a agua descartada antes do cozimento. Por pertencer a uma
espécie diferente, pode-se explicar o fato de no feijado de corda as perdas desse
composto ser maior quando comparadas as variedades da outra espécie, e o fato
de ter sido encontrado apenas o THF.

McKillop et al. (2002) observaram depois de ter submetido o feijdo verde e
espinafre ao vapor, que a degradacgao pelo calor n&o foi o principal mecanismo de
perda durante o cozimento, mas sim a perda por lixiviagcado. Em concordancia com
esse estudo, Delchier et al. (2013) analisando feijao verde fresco, obtiveram
perdas significativas de folatos que foram difundidos para o liquido de cozimento,
que continha 1/5 da quantidade inicial da vitamina.

Xue et al. (2011) avaliaram as perdas de folatos em feijao branco submetido
ao remolho antes do cozimento, e as perdas por métodos de processamento com
e sem o uso de pressdo. Os resultados mostraram que as perdas de folatos foram
maiores em feijdes que foram submetidos ao remolho antes da coccdo e em
relacdo ao processamento, houve reducdo de 16,3 a 84,9% no conteludo de
folatos dos feijées cozidos sem uso de pressao, e reducao de 45,6 a 93,5% para
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feijdoes submetidos a pressao. Portanto, a perda de folato foi ainda maior quando o
feijao ficou de molho e foi cozido sob pressdo. Em concordancia com o estudo,
neste trabalho o feijdo branco reduziu em até 83% o teor de 5-MTHF apéds ser
submetido a maceragéo (4h) e cocgao sob pressao (10 min).

Embora a perda por lixiviacdo seja a mais ressaltada na literatura, é
importante destacar que as leguminosas, sao consumidas com o aproveitamento
do caldo, onde se concentram as maiores perdas vitaminicas no cozimento
(DELCHIER et al., 2013). Por isso, o feijao ainda matém grande parte dos folatos
devido ao consumo do grao e do caldo, representando uma boa fonte da vitamina
para grande parte da populacao.

Na Tabela 3 foram apresentados os teores de folatos para as diferentes
variedades de feijdo, bem como o percentual (%) das necessidades atingido com
0 consumo de uma porcao da preparagao.

Tabela 3. Representacdo do consumo de uma porcéo de feijdo cozido (grdo e caldo) de diferentes

variedades, no suprimento das necessidades diarias de um individuo adulto.

Teor de folato Ingestao diaria recomendada para adultos (pg/dia)

(Mg/100g)
Feijoes Base base  ANVISA (2005) % atingida (%g%*) % atingida
Feijao Carioca 350 122 51 31
Feijao Preto 485 204 85 51
Feijdo Vermelho 500 238 99 60
Feijao Branco 17 9 240 ug <A1 400 pg <1
Feijao de Corda 965 353 147 88

Fonte: ANVISA (2005) e USDA (2013).

Dados do IBGE (2011) mostram que no Brasil sdo consumidos em média
182,9 g de feijao/pessoa/dia, portanto, considerando a média dos teores de folatos
encontrados nesse trabalho para as diferentes variedades de feijao cozidos, pode-
se concluir que o consumo de feijao pode suprir mais de 50% das necessidades
diarias de um individuo adulto de acordo com as recomendagbes da ANVISA
(2005).
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5. Conclusodes

Os feijoes cultivados e consumidos no Brasil apresentam teores expressivos
de folatos. Estes variam de acordo com as espécies e cultivares, sendo 0s
maiores teores encontrados no feijao de corda, em relacdo as outras espécies
mais comumemnte consumidas. Dessa forma, mesmo apds o processamento, o

feijao ainda representa uma boa fonte de folatos na dieta.
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CONCLUSOES GERAIS

A metodologia de hidrdlise tri-enzimatica demostrou ser fundamental para a
determinacao de folatos em feijdes. Apenas duas formas foram determinadas, o
tetraidrofolato (THF) e o 5-metiltetraidrofolato (5-MTHF), sendo o THF majoritario
em todas as variedades.

O teor de folatos variou de acordo com a espécie e tipo de feijao, sendo no
feijao de corda encontrada a maior concentracao de THF e no feijao branco, uma
concentracao muito reduzida de folatos.

Em relacdo as perdas por processamento, de modo geral, todos os feijoes
reduziram o teor vitaminico apds o cozimento, sendo o 5-MTHF mais suceptivel a
degradacao térmica e perdas por lixiviacao.

Assim, o feijao, alimento tipico da cultura da brasileira, representa uma fonte
acessivel e barata de folatos e deve ser priorizado na dieta do brasileiro como
forma de atingir as necessidades diarias do nutriente, desse modo, evitando as
doencas causadas pela sua caréncia.
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