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Avaliacao da metodologia microbioldgica para determinagao de
5-metiltetrahidrofolato em suco de caju (Anacardium occidentale L.)

Evaluation of a microbiological method for the determination of
5-methyltetrahydrofolate in cashew apple juice (Anacardium occidentale L.)
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Resumo

Embora o suco de caju seja bastante consumido no Brasil e muitos estudos sobre seu valor nutricional tenham sido publicados, a literatura
ndo reporta estudos sobre a determinagao de folatos nesse suco. Varias técnicas analiticas podem ser utilizadas visando a detec¢do da referida
vitamina. Optou-se por utilizar o ensaio microbioldgico oficial de determinagéo de folatos em alimentos, utilizando-se Lactobacillus casei
como microrganismo de teste. Foram testados a utilizagao de ultrassom e tratamento enzimético como fases preparatorias, a fim de determinar
qual a melhor metodologia a ser empregada. Foram comparados também o uso de padrdes de acido f6lico e folato. Os resultados mostraram
que o emprego de enzima ¢ indicado como fase preparatdria na determinagao desta vitamina em suco de caju. A utilizagdo de ultrassom
ndo interferiu, significativamente, nos resultados encontrados, sendo seu emprego dispensével. Os teores de folato encontrados no suco de
caju integral in natura indicam que o consumo de uma por¢ao de 200 mL do suco equivale a ingestao de aproximadamente 500 pg de folato,
valor superior a ingestdo didria recomendada para adultos.
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Abstract

Although cashew apple juice has been highly consumed in Brazil and several studies on its nutritional value have been published, no studies
on the determination of folate contents in this juice were found in the literature. Several analytic techniques can be employed for the folate
determination in foods. In this study, the microbiological assay using Lactobacillus casei was employed. Enzyme treatment and ultrasound
waves were tested as pretreatment. The use of standards of folic acid and folate were also evaluated. The results showed that the enzyme
treatment cannot be replaced by ultrasound treatment. The consumption of 200 mL of in natura cashew apple juice corresponds to a folate
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intake of 500 ug, which is higher than the recommended daily intake for adults.
Keywords: cashew apple juice; folate; enzyme treatment; ultrasound; Lactobacillus casei.

1 Introdugao

O caju (Anacardium occidentale L.) é um fruto tipico do
nordeste brasileiro e cada vez mais o seu cultivo e sua importancia
socioecondmica aumentam. O cultivo do cajueiro é realizado
visando principalmente a producdo de castanha de caju, sendo
o aproveitamento do pseudofruto ainda minimo em relagédo
a quantidade de matéria-prima disponivel. O consumo do
pseudofruto fresco ainda é limitado. Entretanto, o suco de caju
¢ amplamente aceito pela populagdo. Estima-se que, do total
produzido anualmente na regido nordeste, apenas 15% seja
aproveitado para a fabricacdo do suco, que é o segundo suco de
frutas mais consumido no Brasil (BROINIZI etal.,2007; LIMA etal.,
2007; SANCHO et al., 2007; ALCANTARA et al., 2009).

O 4cido félico, também conhecido como dacido
pteroilglutdmico, é um composto que se encontra amplamente

distribuido na natureza, estando naturalmente presente em
alimentos, geralmente na forma reduzida, como derivados
de poliglutamatos, conhecidos como folatos. Folato ¢ o termo
genérico para uma familia de compostos quimicamente
semelhantes que pertencem ao complexo B. Estas combinagoes
estdo relacionadas a muitos processos bioquimicos, incluindo o
metabolismo de aminoacidos, além de sintese, reparo e metilagao
de DNA (BARRIOS; GOMEZ, 1997; MARTINEZ et al., 2005;
OLIVEIRA, 2006; FACCO et al., 2007; TAM et al., 2009).

O organismo humano depende totalmente da ingestao
alimentar diaria para suprir sua necessidade. Quantidades
apreciaveis desta vitamina podem ser encontradas em vegetais
de folhas verdes, gema de ovo, figado, rins, peixes, cereais
integrais, gérmen de trigo, legumes e em algumas frutas como
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magd, morango, mamao, laranja e caju. Folatos em alimentos sdo
encontrados principalmente nas formas de 5-metiltetrahidrofolato
(5-MTHF) e formiltetrahidrofolato (formil-THF), sendo o
5-MTHEF a forma mais abundante em produtos de origem vegetal
(BARRIOS; GOMEZ, 1997; NOGUEIRA; COZZOLINO, 1998;
MAYES, 1999; FOOD...; WORLD..., 2000; NASSER et al., 2005;
SANCHO, 2006; QUINATO; DEGASPARI; VILELA, 2007;
TAMEGA; COSTA, 2007; TAM et al., 2009).

A caréncia de folatos causa a anemia megaloblastica e
aumenta a ocorréncia de defeitos no tubo neural, que sdo defeitos
congénitos que se referem ao desenvolvimento incompleto da
medula espinhal ou do cérebro. Ensaios clinicos randomizados
e outros estudos cientificos apontam para a importancia do uso
periconcepcional desta vitamina na prevenc¢do de doencas do
tubo neural, como a espinha bifida e a anencefalia. Deste modo, a
Organizagao Mundial da Satide recomenda que todas as mulheres
em idade reprodutiva aumentem o consumo desta vitamina
(DIERKES; KROESEN; PIETRZIK, 1998; GERENCIA..., 2004;
PACHECO et al., 2006; MEZZOMO et al., 2007).

A andlise de vitaminas em alimentos envolve alguns desafios
em decorréncia da baixa concentragdo em que se encontram,
da presenca de inumeros interferentes, da complexidade da
matriz e da exigéncia de cuidados especiais devido a baixa
estabilidade desses nutrientes (CATHARINO; GODOY; LIMA-
PALLONE, 2006).

O contetido de folatos em alimentos e tecidos biologicos
normalmente é determinado por ensaios microbiolégicos
que utilizam Lactobacillus casei como microrganismo de
teste (GOLI; VANDERSLICE, 1992; ASSOCIATION...,
1996; QUIROS et al., 2004). Contudo, pode ser utilizada
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com
detec¢do em UV e/ou fluorescéncia, além de CLAE acoplada
a espectrometria de massas (PAWLOSKY; FLANAGAN, 2001;
THOMAS; FLANAGAN; PAWLOSKY, 2003).

Segundo Andriguetto et al. (2002), a maior parte do
acido folico encontrado nos alimentos naturais apresenta-se
conjugado a duas ou mais moléculas do acido glutdmico,
sendo, nesta forma, inativo. Entretanto, no pancreas, figado e
rins, existem enzimas capazes de libertar o dcido folico destes
conjugados.

Diversos autores tém reportado o uso de tratamento
enzimdtico para prepara¢do da amostra utilizada para
determinagio de folatos. De acordo com Stinson, Widmer e Moore
(2000), a utilizagdo da enzima gammaglutamiltranspeptidase
(extraida de rins de cavalo), que atua removendo proteinas da
porgéo glutamil do folato, tem sido recomendada para analise
de folatos em suco de frutas.

Como alternativa ao tratamento enzimdtico, o uso de
ultrassom como pré-tratamento para desconjugagdo de
folatos em cogumelos foi reportado como uma metodologia
rapida e eficiente para determinagdo cromatografica de folatos
(FURLANI; GODOQY, 2007).

636

Embora o suco de caju seja bastante consumido no Brasil
e muitos estudos sobre seu valor nutricional tenham sido
publicados, até a presente data, estudos sobre a determinagio
de folatos nesse suco ndo foram encontrados. Desta forma,
utilizando-se o ensaio microbioldgico oficial de determinacéo
de folatos em alimentos da AOAC (ASSOCIATION..., 1996), o
presente estudo teve como objetivo avaliar o referido método
na determinagdo de 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) em
suco de caju integral.

Também foram testadas fases preparatdrias com a utilizagdo
de ultrassom e tratamento enzimatico, a fim de determinar como
estes tratamentos influenciariam ou melhorariam a determinagio
da vitamina em estudo. Foram comparados também o uso
de padroes de acido fdlico e o de 5-MTHE uma vez que a
metodologia reporta o uso de acido félico como padrao.

2 Material e métodos

2.1 Reagentes utilizados

Acido tricloroacético, fosfato de potassio dibasico (Vetec),
cloreto de sddio P.A. (Vetec), glicerina P.A. (Vetec), padrdo de
acido félico (Fluka), padrdo de folato (5-methyltetrahydrofolic
acid disodium salt - Biochemika), acido ascorbico P.A. (Synth),
enzima gammaglutamiltranspeptidase tipo VI (Sigma-Aldrich),
meio de cultura Folic Acid Casei (Himedia), meio de cultura
Lactobacilli MRS broth (Difco). Os padroes de folato e a enzima,
obtida na forma liofilizada, foram armazenados a -20 °C; o
padréo de 4cido félico e os meios de cultura MRS e Folic Acid
Casei foram armazenados sob refrigeragdo a 4 °C.

2.2 Equipamentos utilizados

Estufa B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) (Marconi),
espectrofotometro (Spectrum SP-2100), aparelho de ultrassom
(Marconi Model USC, 25 kHz, 150 W) com 2,7 L de volume 1til
(dimensdes internas 14 x 24 x 9 cm), balanca analitica (Gehaka),
centrifuga (Fanem), autoclave (Phoenix), agitador de tubos
(Certomat), mixer (Braun), freezer vertical (Prosddcimo).

2.3 Amostra avaliada

A matéria-prima utilizada neste trabalho consistiu de
pseudofrutos selecionados de caju (pedunculos) sdos e maduros,
descartando-se as castanhas (verdadeiro fruto). Os pedtnculos
foram triturados em mixer de duas velocidades e o suco polposo
obtido foi mantido sob congelamento, & temperatura de -20 °C,
em freezer, até o inicio das determinagdes. O suco de caju in
natura foi entdo submetido a varios tratamentos, sendo os
ensaios realizados em triplicata. Vale ressaltar que ndo foram
adicionados aditivos, tendo em vista sua utilizagdo como
substrato no método analitico utilizado.

2.4 Microrganismo utilizado

Foi utilizada a cultura comercial liofilizada de Lactobacillus
casei ATCC 7469, recomendada pela AOAC para determinagéo
microbioldgica de vitaminas.
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2.5 Ativagdo do microrganismo

A cultura liofilizada de Lactobacillus casei foi transferida
para um tubo de ensaio contendo 8 mL de caldo MRS,
previamente esterilizado a temperatura de 121 °C, durante
15 minutos. Em seguida, foi transferido 1 mL deste tubo para
um erlenmeyer contendo 50 mL do caldo MRS e foi incubado
a temperatura de 37 °C, em estufa B.O.D., durante 15 horas.

Ap0s este periodo, foi transferido 1 mL do meio de cultura
MRS fermentado para o meio de cultura Folic Acid Casei,
previamente preparado, contendo a seguinte composicao: 4,7 g
de meio dissolvido em 100 mL de agua destilada contendo
25 mg de acido ascorbico. Foi adicionado ainda 0,3 pg.L* de
uma solucdo de acido félico (para induzir o crescimento do
microrganismo), de acordo com os escritos de Wilson e Horne
(1982). O meio foi incubado durante 18 horas a temperatura de
37 °C em estufa B.O.D., até atingir um crescimento microbiano
satisfatorio, que foi atestado com o0 acompanhamento do pH e da
biomassa. Ao final da fermentacéo, o pH apresentou um valor
igual a 5,17 e a biomassa, medida através da absorbincia em
comprimento de onda de 540 nm (ap6s a diluigdo da amostra
na proporg¢ao de 1:10) apresentou um valor igual a 0,191.

2.6 Preparacao das solugées-padraées de vitaminas

As solugdes-padrao de acido félico e 5-MTHF foram
elaboradas a partir de solugdes-estoque, de concentra¢des iguais
a 1 mg.L'". Foram realizadas dilui¢es seriadas até atingirem a
concentracdo final de 0,01 mg.L".

2.7 Preparagdo de cultura-estoque em glicerol

Paraa elaboracéo das culturas-estoque de Lactobacillus casei,
foram separados dez tubos de ensaio estéreis com tampa de rosca
e, em seguida, foi acrescentado, a cada um deles, 2,5 mL de glicerol
(glicerina) estéril e 2,5 mL de meio Folic Acid Casei fermentado
(descrito no item 2.5). As culturas-estoque foram armazenadas
em freezer a temperatura de —20 °C. O procedimento foi baseado
na metodologia descrita por Wilson e Horne (1982).

2.8 Preparagdo do tampao fosfato

Foram preparados 100 mL de uma solu¢édo-tampao a partir
de fosfato de potassio dibasico (50 mM) acrescido de 0,15 g de
acido ascorbico; 50 mL desta solugio teve o pH ajustado para
6,1 com H,PO, (4cido fosférico) e 50 mL teve o pH ajustado
para 8,5 com NaOH (hidréxido de sddio).

2.9 Preparacgdo da solugdo salina

Foram preparados 50 mL de solu¢do de NaCl, de
concentragdo igual a 9 g.L". A solugdo foi esterilizada em
autoclave durante 15 minutos a temperatura de 121 °C.

2.10 Tratamento enzimdtico

O ensaio foi realizado empregando-se a enzima
gammaglutamiltranspeptidase, a fim de verificar sua atuagdo
na desconjugacido dos folatos presentes na amostra de suco de
caju natural.

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 30(3): 635-640, jul.-set. 2010

Para isto, foram adicionados, em eppendorf, 1 mL de
tampdo fosfato (ajustado em pH igual a 6,1), 100 pL de
suco de caju e aproximadamente 4 mg de enzima. A mesma
composicdo foi adicionada em outro eppendorf, diferindo
apenas no pH do tampéo fosfato, sendo este ajustado a 8,5 (a
fim de determinar qual a melhor condi¢ado para a realizagdo
do experimento).

Apos este procedimento, os recipientes foram mantidos
por 12 horas a temperatura de 25 °C. Apds este periodo
procedeu-se a inativagdo da enzima pelo emprego de calor,
segundo metodologia descrita por Rader, Weaver e Angyal
(1998).

2.11 Metodologia empregada para a determinagio
de 5-metiltetrahidrofolato

Foi utilizado o ensaio microbiolégico oficial de determinagio
de folatos em alimentos, segundo a AOAC (ASSOCIATION...,
1996), utilizando-se o microrganismo Lactobacillus casei como
microrganismo de teste.

Inicialmente pesou-se 1 g da amostra de suco de cajueaela
se adicionaram 10 mL de tampao fosfato. Em seguida, a mistura
foi agitada em vortex por 3 minutos e centrifugada durante
10 minutos a 7000 rpm. Foi realizado o ajuste do pH para 6,2,
com NaOH (hidréxido de sédio) e o volume foi completado até
20 mL, com tampao fosfato. A amostra foi entdo diluida (com
tampao), através de dilui¢des seriadas, até atingir a diluigdo de
1:2000, uma vez que o método é linear para amostras contendo
folatos na faixa de nanogramas.

Ap&s este procedimento, foi adicionado 1,5 mL da amostra
diluida a tubos de ensaio contendo 1,5 mL de meio Folic Acid
Casei (com pH igual a 6,2), sendo autoclavados em seguida, a
temperatura de 121 °C durante 5 minutos.

Em seguida, foi transferido, assepticamente, 1 mL da
cultura-estoque de Lactobacillus casei para um erlenmeyer
contendo 25 mL de solugdo salina estéril. Apos agitagio manual,
foram transferidos 50 pL desta mistura aos tubos de ensaio (que
continham a amostra e o meio de cultura ja esterilizados). Os
ensaios foram realizados em triplicata.

Procedeu-se a incubag¢do dos tubos por 18 horas a
temperatura de 37 °C, em estufa B.O.D. Decorrido o tempo
de incubagio, procedeu-se a leitura da biomassa, através da
determinagdo da absorbancia em espectrofotometro ajustado
em comprimento de onda de 540 nm.

2.12 Amostras submetidas ao ultrassom e dcido

A metodologia empregada obedeceu as etapas descritas
no item anterior, diferindo apenas antes da etapa de agitagdo
e centrifugacio, em que o suco foi previamente submetido ao
ultrassom por 15 minutos e, em seguida, adicionado de 0,30 mL
de acido tricloroacético 0,5 M, de acordo com os escritos de
Furlani e Godoy (2007). A mesma dilui¢do final (1:2000) foi
realizada para as amostras previamente submetidas ao ultrassom
e acido.

637



5-metiltetrahidrofolato em suco de caju

2.13 Amostras submetidas a tratamento enzimdtico

A metodologia empregada obedeceu as etapas descritas
no item 2.11, diferindo apenas antes da etapa de agitagdo e
centrifuga¢io, em que o suco foi previamente submetido ao
tratamento enzimatico, de acordo com os estudos de Rader,
Weaver e Angyal (1998). A mesma dilui¢do final (1:2000)
foi realizada para as amostras previamente submetidas ao
tratamento enzimatico.

2.14 Curva de calibragio

Para a constru¢io da curva de calibra¢do foram utilizadas
solucdes-estoque de acido folico e 5-MTHE, previamente
preparadas, de concentragdes iguais a 0,01 mg.L™. Vale ressaltar
que, mesmo ndo tendo sido adicionado acido félico ao suco, o
método oficial da AOAC (ASSOCIATION..., 1996) utiliza curva
construida com esta vitamina. O procedimento consistiu em
adicionar fragdes de concentragdes conhecidas da solu¢ao de
acido félico e 5-MTHE em tubos de ensaio contendo 1,5 mL
de meio Folic acid casei (com pH igual a 6,2), completando-se
seu volume para 3 mL com tampao fosfato (pH 6,2). Os tubos
foram esterilizados por 5 minutos a 121 °C (conforme indicagao
do fabricante do meio Folic acid casei). Apds resfriamento,
foram transferidos 50 uL da solugdo salina contendo o
microrganismo Lactobacillus casei, segundo o procedimento
descrito no item 2.11. Os tubos foram incubados a temperatura
de 37 °C, por 18 horas em estufa B.O.D. Sua leitura foi feita
em espectrofotometro, ajustado em comprimento de onda
igual a 540 nm. A curva de calibragio foi construida através de
regressdo linear, com o auxilio do software OriginLab versao
7.0 (Microcal Corporation), considerando-se oito pontos
experimentais com concentra¢do variando de 0,1 a 1,4 ng de
5-MTHEF ou de acido fdlico.

2.15 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos & analise de varidncia e
teste de Tukey, considerando intervalo de confianga de 95%
de probabilidade. O software OriginLab 7.0 foi utilizado para
tratamento dos dados.

3 Resultados e discussiao

A Tabela 1 sumariza os resultados obtidos para determinagéo
de folatos em suco de caju integral.

Tabela 1. Resultados obtidos para determinagdo de folato em suco
de caju integral.

Amostras Folato (mg.L")*
0,876 + 0,125
0,852 +0,19924

1,628 £ 0,303

Acido félico (mg.L")*
0,320 %+ 0,1002
0,300 % 0,160
0,926 + 0,245%8

Sem tratamento
Submetido ao ultrassom
Submetida a tratamento
enzimatico a pH 6,1
Submetida a tratamento
enzimatico a pH 8,5

2,581 0,080 1,695 £ 0,064%F

*Padréo utilizado na curva de calibragdo. As diferenqas estatisticas, segundo o teste de
Tukey, com nivel de confianga de 95%, sdo denotadas por letras mindsculas diferentes
na coluna e letras maitsculas diferentes na linha.
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De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, houve
diferenga significativa entre os resultados obtidos utilizando-se
5-MTHEF e acido félico como padrio para o ensaio. Resultados
bastante diferentes foram obtidos comparando-se os valores
de 5-MTHEF obtidos para o suco com estes dois padrdes, tanto
para suco analisado sem tratamento prévio como para todos
os tratamentos estudados neste trabalho. Resultados bastante
superiores foram encontrados para as determinagdes realizadas
utilizando-se 5-MTHF como padrio. Estes resultados indicam
que, mesmo sendo o acido folico mais estavel e de menor custo,
sendo, portanto, sua utilizagio como padrao desejavel por razdes
econdmicas, sua utilizagdo em determinag¢des microbiologicas
de suco de caju, baseadas no crescimento de Lactobacillus casei,
pode levar a resultados subestimados.

Ao comparar os resultados encontrados para a amostra
sem tratamento prévio e submetida ao tratamento de ultrassom,
verifica-se que o tratamento da amostra com ultrassom nio
apresentou influéncia significativa nos resultados obtidos.
Este comportamento foi observado para ambos os padroes
utilizados. Dessa forma, a metodologia de ultrassom néo é capaz
de desconjugar os folatos presentes no suco de caju e torna-los
disponiveis a0 microrganismo.

Ja a atuagdo da enzima proporcionou a liberagdo do
5-MTHE, que porventura estava ligado a matriz do alimento.
Deste modo, sua utilizagdo é importante a fim de ndo subestimar
a real quantidade de vitamina presente. Além disto, de acordo
com a Tabela 1, é possivel constatar que, em pH mais elevado
(8,5) houve uma maior atuagdo enzimatica sobre a amostra,
demonstrando que a enzima utilizada neste trabalho é mais
eficiente em pH 8,5 para a liberagdo do 5-MTHF no suco em
estudo.

Nio é possivel comparar os resultados obtidos neste
trabalho com resultados obtidos por outros autores, pois nao ha,
até o momento, trabalhos publicados sobre a determinagio de
folatos em suco de caju. Entretanto, vale ressaltar que os teores
de 5-MTHF encontrados no suco de caju integral in natura
(2,581£0,080 mg.L) indicam que o consumo de uma porgéao de
200 mL do suco equivale a ingestao de aproximadamente 500 ug
de 5-MTHE, valor superior a IDR (ingestdo didria recomendada)
de folatos para adultos (291 ug) na Europa (BREE et al., 1997).
No Brasil, encontramos apenas a IDR para o acido félico. De
acordo com a RDC n° 269 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), a IDR para adultos de acido folico é de
240 pg e para gestantes a IDR é de 355 pg (BRASIL, 2005).
Deste modo, ¢ necessdrio realizar a conversao destes valores,
baseada nos pesos moleculares das referidas vitaminas (dcido
folico: 441,40 e 5-MTHEF: 503,42). Encontramos entdo que a
IDR para adultos de 5-MTHF deve ser igual a 273 ug e para
gestantes 404 pig. Em ambos os casos, a quantidade de vitamina
encontrada no suco ¢ superior as IDRs recomendadas.

4 Conclusoes

Os resultados obtidos demonstraram que o microrganismo
Lactobacillus casei se desenvolveu melhor em meio de cultura
contendo 5-MTHF como padrio, ndo sendo recomendado o
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uso de acido félico para determinagdo microbioldgica desta
vitamina.

O emprego de tratamento enzimatico para a preparagio
da amostra proporcionou resultados mais elevados na
determinacdo de 5-MTHE, sendo, entdo, indicado como fase
preparatoria na determina¢do microbiologica desta vitamina
em suco de caju.

A utilizagdo de ultrassom e acido ndo interferiu,
significativamente, nos resultados encontrados, sendo seu
emprego dispensavel.
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