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RESUMO. O objetivo desse trabalho foi e avaliar o teor das diferentes
formas da vitamina, em espinafres produzidos por diferentes tipo de
cultivo (organico e tradicional), distintas épocas de colheita e apos
cozimento em agua. Para tanto utilizou-se a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Espinafres cultivados de forma tradicional
e organica ndo apresentaram diferenga significativa nos teores de
folatos, assim como também ndo se observou diferenca significativa
entre valores obtidos em diferentes periodos do ano. Os niveis de
folatos medidos como 5-metilTHF e 5-formilTHF, variaram de 226
a 527 ug/100g e 4.6 to 10 pg/100g, respectivamente. O cozimento
em agua resultou em perdas de aproximadamente 74% para o 5-
metilTHF e 56% para o 5-formilTHF. Com base na determinagao da
concentracgdo de folatos na dgua de cozimento, pode-se afirmar que
as perdas se deram, principalmente, devido ao processo de lixiviagao.
Palavras-chave: Folatos, espinafte, tipo de cultivo, cozimento, época
de colheita, métodos analiticos.

INTRODUCAO

Os folatos s3o compostos pertencentes ao grupo das
vitaminas hidrossoluveis do complexo B. Sido atualmente
considerados nutricionalmente essenciais por serem
precursores de uma grande variedade de derivados que atuam
como coenzimas nas reagoes de transferéncia de carbono. Cada
uma das diferentes formas de folatos que sdo sintetizadas a
partir de reagdes de metilagdo e replicacdo celular no
organismo humano, desempenha um papel especifico no
metabolismo intracelular (1). Essa vitamina esta presente em
varias fontes incluindo vegetais verdes escuros, leveduras,
figados, grdos, produtos a base de leite fermentado entre
outros, sendo o 5-metiltetraidrofolato (5-metilTHF) o
congénere majoritario (2,3).

As deficiéncias nutricionais estdo se tornando uma das
maiores causas de preocupagdo em relacdo ao bem estar da
populagd@o mundial. No caso particular da deficiéncia de
folatos, um dos maiores problemas que acometem o organismo
humano sao os defeitos causados na sintese de acidos nucleicos
(1). Dentre os principais problemas causados pela deficiéncia
de folatos estdo as malformagdes congénitas, que tém
desencadeado campanhas de incentivo ao seu consumo em
varios paises, além de problemas cardiacos, associados ao
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SUMMARY. Folate determination in spinach. Influence of
cultivation, harvest and cooking methods. The aim of this work
was to determine vitamin contents in spinach produced by different
cultivation type (organic and traditional), harvesting period and after
cooking in water. The determination was carried out by High
Performance Liquid Chromatography. There was no significant
difference in folate contents between spinach cultivated by traditional
and organic method and there was also no significant difference
between the values obtained at different periods of the year. Folate
levels determined as 5-methylTHF and 5-formylTHF varied from
226 to 527 ng/100g and 4.6 to 10 pug/100g, respectively. Cooking in
water resulted in approximately 74% of losses of 5-methyl THF and
56% of 5-formylTHF. The mainly losses occurred by leaching.
Key words: Folates, spinach, type of cultivation, cooking, harvest-
ing period, analytical methods.

acumulo de homocisteina no sangue, doengas degenerativas,
incluindo mal de Alzheimer, por dificultar a sintese de mielina
¢ anemia megaloblastica (2-4).

Em se tratando do teor de folatos, observa-se uma grande
variagdo entre os valores apontados para um mesmo alimento.
Particularmente para o espinafre, considerado uma das maiores
fontes dessa vitamina, os dados apresentados na literatura
variam de 95,5 a 1540ug/100g, conforme apresentado no
Quadro 1. Esse fato pode ser explicado como resultado de
variagdes edafoclimaticas, ja que a sintese de folatos em
vegetais ¢ dependente de fatores como incidéncia de luz e
presenca de minerais no solo (9), da variedade de espécies,
além da propria metodologia empregada na sua determinagao.

Nos ultimos anos tem crescido a oferta de alimentos
cultivados de formas alternativas, como a agricultura organica
(17). Entretanto, ha pouquissimos dados sobre a influéncia
do tipo de cultivo nos niveis de nutrientes. Em relagdo aos
folatos, ndo ha nenhuma avalia¢do a respeito de possiveis
alteracdes decorrentes da aplicag@o de diferentes técnicas de
cultivo. Os folatos apesar de estarem naturalmente presentes
em muitos alimentos sdo sensiveis a pardmetros como
temperatura, oxigénio e luz, entre outros. Leichter et al. (18)
investigaram o efeito do cozimento no conteudo de folatos
em vegetais e observaram que a agua de cozimento, em geral,
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apresentava maior quantidade de folatos do que o préprio
vegetal cozido. Chen et al. (15) constataram perdas em torno
de 33%, também devido a lixiviagdo.

QUADRO 1
Teor de folatos totais para espinafre em diversos estudos

Folatos totais (1g/100g)

Referéncias
302 £ 17 (2)
261 +£92 (5)
95,5 (6)
100 7
193 (8)
364 9)
224 (10)
1540 (11)
150 (12)
251 (13)
300 (14)
284 (15)
198 (16)

Dessa forma, os objetivos desse trabalho foram o
estabelecimento do teor de folatos em espinafres cultivados
em sistema tradicional e organico, verificagdo da influéncia
das diferentes épocas de colheita no teor da vitamina e
avalia¢do da estabilidade dos folatos apés o cozimento do
vegetal em agua.

MATERIAL E METODO
Produtos avaliados

Influéncia do tipo de cultivo

Foram adquiridos cinco diferentes lotes de espinafre
(Spinacea oleracea) cultivados de forma tradicional e de forma
organica (certificado por IBD), comercializados na cidade de
Campinas —SP, Brasil. Os lotes foram diferenciados pela data
de colheita, sendo cada lote representado por um macgo, que
foi finamente picado e homogeneizado. Apenas as folhas foram
utilizadas. Todas as determinagdes foram feitas em triplicatas,
imediatamente ap0s a aquisi¢do do material.

Influéncia da época de colheita

Foram adquiridos cinco diferentes lotes de espinaftre,
procedentes da cidade de Campinas—SP, Brasil, no periodo de
setembro a novembro de 2002 e outros cinco diferentes lotes,
produzidos nos meses de maio a julho de 2003. Os lotes mais
uma vez foram diferenciados pela data de colheita, sendo cada
um, representado por um mago de espinafres. As folhas foram

retiradas, picadas e homogeneizadas antes da retirada da
amostra para analise. As determinagdes foram realizadas em
triplicatas.

Influéncia do cozimento em agua

Cinco diferentes lotes do vegetal foram adquiridos em
mercados da cidade de Campinas-SP, Brasil, com datas de
colheita diferentes. Cada lote foi composto por um mago de
espinafres. As folhas foram separadas, picadas. Dividiu-se o
lote em duas por¢des, uma para a determinagdo do material
cru e outra no cozido.

Para os ensaios de cozimento, pesou-se 100,0 g de
espinafre, adicionou-se 1,0 L de dgua e cozinhou-se em fogo
médio por cinco minutos apds ebuligdo. Ao final do cozimento,
imediatamente as folhas foram escorridas. Tanto as folhas,
como a agua de cozimento, foram imediatamente esfriadas
até a temperatura ambiente, para posterior analise. O processo
de cozimento ¢ as determinagdes foram realizados em
triplicatas, para cada lote. O calculo da porcentagem de perda
foi feito através da diferenca, em base seca, do conteudo de
folatos no material cru e cozido.

Determinacgéo de umidade

Utilizou-se 0 método por secagem em estufa (Nova Etica,
400/3ND) a temperatura de 105°C até peso constante
(aproximadamente 3h). As determinagdes foram feitas em
triplicatas.

Determinacéo de folatos

Para a analise dos folatos em espinafre utilizou-se a
metodologia desenvolvida por Catharino et al. (19), adaptada
a matriz.

Para a extracdo tomou-se 10,0 g de espinafre, apds
homogeneizagao total da amostra. Os folatos foram extraidos
com 50,0 mL de tampdo fosfato, composto por Na,HPO,
(0,25mol/L)/KH,PO, (0,37mol/L), em homogeneizador tipo
Turatec (5 minutos, 27000 rpm).

A coluna Microsorb-MV, ODS-2, Sum, 250X4,6mm d.i.
(Rainin Instrument Company) foi utilizada para o processo
cromatografico, protegida por uma coluna de guarda Bondesil
C, e Sum, 10X4,6mm d.i (Varian). Os folatos foram separados
em sistema de eluigdo por gradiente, iniciando com 100% de
solugdo aquosa de acido acético (2%), a pH 2,8, chegando
em 25 minutos a 76% de solucdo de acido acético e 24% de
acetonitrila, mantendo-se essa propor¢ao até 30 minutos, com
fluxo de 0,5 mL/min. As condig¢des iniciais foram retomadas
e a coluna re-equilibrada durante 15 minutos, antes da proxima
inje¢do. A deteccdo foi feita em detector de fluorescéncia e
arranjo de diodos (DAD). Para THF, 5-metil THF, 5-formilTHF
utilizou-se o comprimento de onda de leitura (A) a Aexcitagdo
de 290 nm e Aemissdo de 360nm. Para o 10-formilAF utilizou-
se 0 mesmo Aexcitagéo e o Aemissdo de 445nm. Ja para o 10-
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metilAF utilizou-se o A de 290nm, em DAD. A identificagio
das diferentes formas da vitamina foi feita por comparacéo
dos tempos de retengdo, obtidos com padrdes analisados nas
mesmas condi¢des, co-cromatografia e pela comparagdo dos
espectros de absorcao e fluorescéncia, obtidos.

Reagentes

Os padrdes de tetraidrofolato (THF), 5-metil-5,6,7,8-
tetraidrofolato de céalcio (5-metilTHF), 10-metil- acido-folico
(10-metilAF), 5-formil-5,6,7,8-tetraidrofolato de calcio (5-
formilTHF), 10- formil-acido-folico (10-formilAF) foram
adquiridos do Laboratorio Dr. Schircks (Jona, Suiga). A
acetonitrila grau cromatografico, o acido acético e o hidroxido
de potassio, grau analitico foram adquiridos da Merck, Brasil.
O acido tricloroacético, fosfato de potassio monobasico anidro
e fosfato de sodio dibasico anidro grau analitico, foram
adquiridos da Synth, Brasil. A dgua utilizada no preparo das
amostras e das fases moveis, foi purificada no sistema Milli-
Q (Millipore). As fases moveis foram filtradas em filtros
Millipore (HAWP ¢ FHLP 04700 Millipore), com poros de
0,45um de didmetro.

Equipamento

Utilizou-se um cromatografo a liquido Agilent
Technologies série 1100, com injetor automatico com
capacidade de 1 a 100uL, degaseificador, bomba quaternaria,
equipado com detector de arranjo de diodos (DAD — UV-
visivel) e de fluorescéncia, dispostos em sequéncia. O sistema
foi controlado pelo software HP-Chemstation, que permitiu o
melhor tratamento dos dados.

Anélise Estatistica
Utilizou-se o programa GraphPad Prism (versao 2.01) para
analise de variancia.

RESULTADOS

Duas formas da vitamina foram detectadas e identificadas,
sendo o tempo de retencdo para 5-metilTHF e para 5-
formilTHF de aproximadamente 20,5 ¢ 22,6 minutos,
respectivamente, conforme apresentado na Figura 1, onde ¢
possivel observar-se o perfil cromatografico do extrato de
espinafre ¢ dos padrdes de folatos. O teor de folatos totais
encontrado nas amostras avaliadas no trabalho variou de 300
a 610 nug/100g, aproximadamente, enquanto Iwatani et al. (3)
encontram 302 + 17 g/100g para espinafres comercializados
em Sydney, Australia. De acordo com Pandrangi ¢ Laborde
(20) amostras de espinafres cultivados na Pensilvania, USA
apresentaram teor de folatos totais variando de 84 a 225 ug/
100g (média de 160 = 42 nug/100g).

FIGURA 1

Perfil cromatografico dos padrdes de folatos (A) e do

extrato de espinafre (B). Coluna Microsorb-MV, ODS-2,
Sum, 250X4,6mm. Fase movel: 100% de solucao aquosa de

acido acético (2%) no inicio da corrida, chegando em 25

minutos a 76% de solucdo de acido acético e 24% de

acetonitrila. Fluxo de 0,5mL/min. Detecg@o por
fluorescéncia (Aexc. 290nm e Aemis.360nm)

SmetiTHF

Influéncia do tipo de cultivo

Os dados referentes ao teor de 5-metilTHF e 5-formilTHF
se encontram na Tabela 1. O 5-metilTHF foi a forma
predominante de folato encontrada, tanto no espinafre cultivado
de forma tradicional, como no organico, representando, em
média, 99% do teor de folatos totais. Observa-se que para os
diferentes lotes de espinafre cultivados de forma tradicional o
teor de 5-metilTHF variou de 386,0 a 550,4 1g/100g, ja para 5-
formilTHF os valores ficaram entre 4,0 ¢ 6,3 [1g/100g. No caso
dos lotes de espinafre organico, os valores para essas mesmas
formas da vitamina oscilaram entre 295,3 ¢ 599,9 ug/100g e 5,0
a 7,7 ug/100g, respectivamente. Observou-se diferenga
significativa (p<0,05) no teor de folatos entre os lotes, porém,
entre os valores médios obtidos, para os dois tipos de cultivo,
ndo houve diferenca significativa (p>0,05).

Influéncia da época de plantio

Os resultados mostraram que o teor de 5-metilTHF variou
de 225,8 a527,3 ug/100g no periodo de setembro a novembro
e de 386,0 a 550,4 ug/100g no periodo de maio a julho,
enquanto os teores de 5-formil-THF ficaram entre 4,6 ¢ 7,8
1g/100g e 4,0 e 6,3 ng/100g, nos mesmos periodos avaliados.
Os valores estdo apresentados na Tabela 2. A analise estatistica
dos dados mostrou nao haver diferenga significativa, entre os
valores obtidos nas distintas épocas do ano avaliadas (p>0.05),
entretanto, entre lotes foi verificada diferenca significativa.
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TABELA 1
Teor de folatos em espinafres cultivados de forma
tradicional e organica

Cultivo/ Lote Teor de 5-metilTHF Teor de 5-formilTHF

(1g/100g) (1g/100g)
M + DP %CV M+DP %CV
1 5504+ 45a 0,8 6,3+ 06a 9,5
2 511,5+8,6b 1,7 6,1 +05a 8,2
Tradicional 3 386,0+£73c¢c 19 43+03Db 7,0
4 5203+56a 1,1 40+£0,5b 12,5
5 3978+69c¢ 1,7 58+04a 6,9
Média dos lotes 4732+ 75,7 15,9 53+1,1 20,7
1 5999+45a 0,8 7,7£0,5a 6,5
2 2953+29c¢ 1,0 6,9+05a 7,3
Organico 3 5589+69b 1,2 72+04a 5,6
4 302,7+74c 24 59+02b 3,4
5 5904+41a 0,7 50%£02b 4,0

Mcédia dos lotes 4694 £ 156,3 33,3 6,5+ 1,1 16,9

* Valores sdo médias de determinagdes em duplicatas.

** M = DP %CV : média dos valores estimativa do desvio padrdo %
coeficiente de variagdo.

***|etras iguais na mesma coluna, para o mesmo tipo de cultivo, significa
ndo haver diferenca significativa (p>0,05).

TABELA 2
Teor de folatos em espinafres cultivados em diferentes
épocas do ano

Setembro — Novembro 2002

Lote/Periodo 5-metilTHF 5-formilTHF

(1g/100g) (1g/100g)

M = DP %CV M + DP %CV
1 527,3 9,5b 1,8 78+ 0,5a 6,4
2 485,6+29a 0,6 75+ 03a 4,0
3 2744+38a 1,4 5104 a 7.8
4 2258+23a 1,0 46+02a 4.4
5 2558+10,9a 4,3 9,9+05a 5,1
Média dos lotes 353,8 £ 141,2 40,0 7,022 31,4
Maio — Junho 2003
Lote/Periodo
5-metilTHF 5-formilTHF
(1g/100g) (1g/100g)
M = DP %CV M + DP %CV

1 550,4+45b 0,8 6,3+ 0.6a 9,5
2 511,5+86a 1,7 6,1 +05a 8,2
3 386,0£73a 1,9 43+03a 7,0
4 520,3+56a 1,1 4,0+0,5b 12,5
5 3978+£69a 1,7 58+04a 6,9
Média dos lotes 473,2 £75,7 15,9 53+1,1 20,7

* Valores sdo médias de determinagdes em triplicatas.

** M = DP %CV : média dos valores estimativa do desvio padrdo %
coeficiente de variagdo.

***|etras iguais na mesma coluna, para o mesmo tipo de cultivo, significa
nao haver diferenca significativa (p>0,05).

Influéncia do cozimento em agua

Na Tabela 3 encontram-se os valores obtidos para a
determinacdo da umidade das amostras in natura ¢ cozidas.
Para os lotes de espinafre in natura a umidade média foi 94,4%,
enquanto que para o vegetal cozido o valor obtido foi 92,9%.
Esses valores indicam que ap6s o cozimento,
aproximadamente 1,5 % da agua contida no vegetal foi
perdida. Iwatani et al. (3) encontraram 92 % de umidade em
espinafres frescos, disponiveis comercialmente em Sydney,
Australia.

TABELA 3
Determinagdo da umidade das amostras de espinafres in
natura e cozidas

Espinafre/lotes Umidade (%)
M + DP %CV
1 93,8£0,3 0,3
2 94,2+ 0,1 0,1
In natura 3 94,7+ 0,4 0,4
4 94,7 £ 0,1 0,1
5 94,6 £ 0,1 0,1
Meédia dos lotes 94,4+ 0.4 0,4
1 92,2+0,3 0,3
2 92,5%0,5 0,5
Cozido 3 93,2+0,4 0,4
4 93,3£0,3 0,3
5 932+04 0,4

Meédia dos lotes 92,9+0,5 0,5

M + DP - média dos valores e estimativa do desvio padrdo de determinacdes
em triplicatas.
%CV — coeficiente de variagao.

A Tabela 4 apresenta o teor de folatos nos lotes de
espinafres crus e cozidos, bem como a concentra¢do das
diferentes formas da vitamina na agua de cozimento e as
perdas totais ocorridas devido a degradacdo térmica da
vitamina e ao processo de lixiviag@o. Para essas amostras 5-
metilTHF e 5-formil THF foram detectados e constatou-se que
aproximadamente 58% do teor de 5-metilTHF e 39% de 5-
formilTHF migraram para a agua de cocgdo, sendo parte
(aproximadamente 20 %) dessas duas formas da vitamina,
provavelmente, degradada durante esse processamento
caseiro. Essa constatacdo corrobora com as afirmagoes de
Leichter et al. (18) e Chen et al. (15) que, também, verificaram
que a maior perda da vitamina se deve a lixiviagdo. A
degradacao térmica da vitamina também foi verificada. De
acordo com Scott et al. (4) as reagdes de oxidacao que levam
a destruicao do 5-metilTHF levam a formagao de 4a-hidroxi-
5-metildiihidrofolato, que ndo apresenta atividade vitaminica.



DETERMINACAO DE FOLATOS EM ESPINAFRE — AVALIACAO DA INFLUENCIA DO TIPO DE CULTIVO 85

TABELA 4
Teor de folatos em espinafres in natura, cozido e na agua de cozimento e pocentagem
de perda total da vitamina

Espinafre/ Folatos In natura Cozido Agua de Cozimento % Perda Total
Mz=DP %CV M*=DP %CV Mz=DP %CV Mz=DP %CV
5-MetilTHF
(1g/100g)
1 527,3£9,5 1.8 1174+ 4,1 3.5 300,3+4,9 1,6 77,7
2 485,6 £ 12,9 2,7 90,5+ 11,5 12,0 320,6 2,9 0,9 81,4
3 274,4+3.8 1.4 83,5+2.4 2,9 1382+2,7 1,8 71,9
4 2258+73 32 77,0 £ 4,8 6,2 106,8+5,9 4,7 65,8
5 255,8+10,9 4,3 64,5+3,7 5,7 130,1+£2,2 1,7 74,8
Média dos valores 353,8+£141,2 40,0 87,6 +20,1 229 205,2+96,7 7,1 743 +£59 8,0
5- FormilTHF
(1g/100g)
1 7.8+ 0,5 6,4 32+ 0,2 6,3 35105 143 59,0
2 7,5+£0,3 4,0 3,6+0,3 8,3 24+0,1 42 52,0
3 5,1+04 7.8 2,2+0,1 4,6 1,7£0,1 59 56,9
4 4,6+0,2 44 2,1+0,1 4.8 1,5£02 133 54,4
5 9,9+0,5 5,1 40£04 10,0 40+0,1 22 59,6
Média dos valores 70122 314 3,0+0,8 26,7 2,7+1,3 48,1 56,4+£32 57

* Valores sdo médias de determinag¢des em triplicatas.

** M % DP %CV: média dos valores + estimativa do desvio padrao % coeficiente de variagao.

Observou-se que os valores para 5-metilTHF variaram
225,8a527,31g/100gede 52a 117,4 ng/100g, para espinafres
crus e cozidos, respectivamente. Ja para o 5-formilTHF o teor
ficou entre ¢ 4,6 2 9,9 pg/100g e 2,1 a 3,6 ng/100g, para as
mesma amostras. Constatou-se também uma grande variagdo
entre os lotes, tanto para 5-metil THF quanto para 5-formilTHF,
que provavelmente se devem as diferentes condigdes
edafoclimaticas ocorridas durante o plantio até a colheita, ja
que a sintese de folatos pelos vegetais ¢ bastante influenciada
por fatores como luz e composicao do solo.

Quanto a porcentagem de perda total das diferentes formas
da vitamina, verificou-se aproximadamente 75% de 5-
metilTHF e 57% de 5-formil THF, o que confirma as
observagdes de alguns pesquisadores (1) de que o 5-formilTHF
¢ mais estavel do que o 5-metilTHF. Os valores obtidos neste
trabalho foram superiores aos declarados por Chen et al. (18)
que observaram perda de 33% no teor de folatos totais,
utilizando um método microbioldgico, apos o cozimento de
espinafre em agua, entretanto estdo proximos aos observados
por De Souza e Eitenmiller (13) que apontaram perdas de 83
% de perda da vitamina e Puupponen-Pimia et al (21) que
observaram 70 % . McKillop et al (22) verificaram que 51%
dos folatos foram pedidos apo6s cozimento de espinafre em
agua.

Esses dados sdo muito importantes e indicam a
instabilidade e o teor dessa vitamina quando o espinafre ¢é
consumido apds cozimento em agua, sua forma mais comum
de ingestdo, além de colaborar com pesquisas realizadas na
area de saude, que relacionam o consumo de determinados

tipos de alimentos pela populagdo, com a diminui¢do ou
aumento de incidéncia de doengas carenciais ou cronicas.

No Brasil sdo consumidos menos de 0,4 g de espinafre/
pessoa/dia (0,156 kg/pessoa/ano) de acordo com dados do
IBGE (23). Aproximadamente 360 pug de folatos sao fornecidos
apos o consumo de 100 g espinafre cru e 90 pg da vitamina
sdo encontrados no vegetal cozido. A biodisponibilidade dos
folatos ¢, em média, 50% (4). Considerando-se que a
recomendagdo para ingestao diaria de folatos ¢ de 200 pg/dia
para adultos e de 400 pg/dia para gestantes, o consumo de 0,4
g de espinafre/dia pode contribuir para a ingestdo de menos
de 1% das necessidades de gestantes e adultos.

CONCLUSOES

A determinagdo da influéncia do cozimento no teor da
vitamina, mostrou que para as duas formas de folatos avaliadas,
a maior parte ¢ perdida por lixiviagdo. Para evitar esse tipo de
perda da vitamina, a 4gua de cozimento também deveria ser
ingerida, ja que dada a sua consisténcia o espinafre raramente
¢ consumido sem cozimento.

Em relacdo a influéncia do tipo e época de cultivo,
considerando-se nao haver diferenca significativa entre os lotes
avaliados nos dois ensaios, pode-se concluir que essas duas
variaveis nao parecem causar diferenga no teor de folatos, de
acordo com os dados observados para as amostras avaliadas
neste trabalho.

As amostras de espinafre avaliadas no trabalho
apresentaram alta quantidade de folatos, entretanto, a hortaliga
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¢ pouco consumida pela populagdo brasileira. O incremento
no consumo de espinafre, juntamente com a agua utilizada na
cocgao, poderia ser de grande importancia para que a ingestao
diaria recomendada da vitamina seja atingida.
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