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RESUMO

A presente Tese visou estudar a determinagao da vitamina
E, estabelecendo uma comparagao entre o meétodo classico modificado
com um outro método de determinacgdo, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Para efeito de comparacgao foram utilizados cinco tipos
de amostras diferentes: suplementos vitaminicos, dleos vegetais, DDOS,
farinha de germe de trigo e figados liofilizados de ratos. Os resultados
encontrados nos métodos avaliados diferiram quanto ao tipo de isdmero
encontrado e a quantidade total da vitamina E encontrada. Pelo método
classico modificado os resultados foram em mg Tocoferois totais/100g
de amostra e ndo houve diferenciagdo quanto ao isbmero. Na CLAE,
houve a separacdo dos isbmeros alfa, beta + gama e delta-tocoferdis e
do acetato de alfa-tocoferol, sendo cada um deles quantificado. Para
todas as amostras analisadas foram encontradas diferengas
significativas em termos de tocoferdis totais como por exemplo, no
método cldssico modificado e pela CLAE respectivamente: odleo de
girassol 68 e 1.426 mg T/100g; DDOS neutralizado 12.540 e 43.475
mg T/100g; Suplemento vitaminico Ephynal® 264 e 298.832 mg
T/100g e para os figados de ratos liofilizados suplementados com
vitamina E foi 16,1 contra 68,79 mg T/100g. Ficou entdo evidenciado
que a CLAE forneceu resultados mais completos em termos de isdmeros
da vitamina E, e que os métodos propostos ndo foram comparaveis, pois

ndo forneceram resultados compativeis.
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ABSTRACT

The present study aimed to study the determination of the
tocopherols (vitamin-E), establishing a comparison between the
modificated classic method of metallic ion reduction, (more particularly
cupric ions, following by complexation with specific reagents and
reading of the detection of tocopherols at 292 nm) with a more recent
method of separation, the high performance liquid chromatography
(HPLC). To attain this objective, five types of different samples had been
used: vitaminic supplements, vegetables oils, by-product of the refining
of the soy oil (DDOS), wheat germ flour and liophilized rats’ livers
supplemented or not with vitamin-E. The results found in the two
methods were different depending on the type of the found isomer and
on the quantity of vitamin E. The method of ions cupric reduction show
resultsin terms of total tocopherols and do not distinguish the tocopherol
isomers. In the HPLC, the separation of the isomers alpha, beta +
gamma and delta tocopherols and the alpha-tocopherol acetate did
occurs, being each one of then quantified. For all analyzed samples
significant differences were found in terms of total tocopherols, as for
example for modificated classic method: sunflower oil 68 and 1426 mg
T/100g; DDOS neutralized 12540 and 43475 mg T/100g; Ephynal® 264
and 298832 mg T/100g and the livers of the rats that received
supplementation from the vitamin-E 16,1 against 68,79 mg T/100g. It
was then concluded that high performance liquid chromatography
(HPLC) allowed a more detailed and accurate analysis in terms of
isomers of vitamin E and the results were not comparable with the

classic method.

XIV



INTRODUCAO

1 INTRODUGAO

A presente Tese visou estudar a determinagdo da vitamina
E, estabelecendo uma comparacdao entre o método cldssico modificado
de reducdo de ions metalicos, mais particularmente ions cupricos, e
posterior complexacdo por reagentes especificos e leitura da
absorbancia dos complexos formados (o qual determina tocoferdis
totais), com método moderno de separagdo, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

A determinacdo de vitamina E foi realizada durante anos
pelo método original de Emmerie & Engel (1938), que se tornou, por
sua simplicidade e rapidez, o mais empregado durante muito tempo
para a determinagdo de vitamina E, mais particularmente do DL-alfa-
tocoferol (forma sintética do a-tocoferol). Posteriormente, Contreras-
Guzman & Strong (1982) introduziram modificagdes substanciais no
meétodo, que proporcionaram maior estabilidade aos complexos
formados, permitindo trabalhar com vidraria comum e iluminagao
normal, além de apresentar uma velocidade de reagao maior para o
gama e delta tocoferol, sendo a determinagdo expressa como “tocoferois
totais”.

Mais recentemente, a determinacdao de vitamina E vem
sendo feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que é
uma técnica cromatografica que se baseia na separagdo fisico-quimica
de componentes de uma amostra em coluna na qual a fase estacionaria
pode ter um enchimento sélido de particulas de reduzidas dimensoes (5-
10 micra), uma fase movel liquida que € bombeada para a coluna e
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sistema de deteccdo continua do eluato. A CLAE tem capacidade de
realizar separacdes e analises quantitativas de uma grande quantidade
de compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de
poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade,
necessitando apenas que a amostra seja sollvel na fase moével. Como
toda técnica, a CLAE tem algumas Ilimitacdes: alto custo da
instrumentacgdo, alto custo de operacao, dificil analise qualitativa, falta
de detector universal sensivel e necessidade de experiéncia no seu
manuseio. Por outro lado, apresenta as vantagens de um menor tempo
de anadlise, alta resolugdo, resultados quantitativos, boa sensibilidade,
versatilidade e automatizagdo, e por isso, a técnica tem sido cada vez
mais empregada (Collins et al., 1995).

As amostras para a comparagao dos métodos acima citados
foram os suplementos comerciais comumente utilizados como o
Ephinal®, Vitax Gold e 6leo de germe de trigo e diversos tipos de dleos
vegetais comestiveis, como: soja, milho, canola, girassol, gergelim,
dendé com odleo de soja, germe de trigo, gordura de c6co; destilado da
desodorizagdo do 6leo de soja (DDOS) bruto e neutralizado, que € uma
fonte riquissima de vitamina E (Augusto, 1988), farinha de germe de
trigo, além de figados de ratos liofilizados suplementados com acidos
graxos @-3 contendo ou ndo a vitamina E, que representariam as
amostras de tecidos animais, visto que as demais amostras sao
alimentares. Os animais para experimentacao foram ratos albinos da
linhagem Wistar SPF, recém-desmamados, provenientes do Centro de
Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas. Apds periodo de
ensaio foram abatidos e seus figados foram dissecados e liofilizados
para posterior analise.



OBJETIVOS
M
- 00— R ———

2 OBIETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Padronizar a metodologia de determinagdo de vitamina E,

com vistas a obtengdo de resultados mais exatos e precisos.

2.2 Objetivo Especifico

Estabelecer uma comparagdo entre o método de
determinacdo de “tocoferdis totais” por redugdo do ion clprico, com

aqueles que utilizam a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Introducao

A vitamina E tem sido reconhecida como a vitamina
antiesterilidade, desde sua descoberta por Evans e Bishop em 1922.
Também denominada de tocoferol, a vitamina E, cuja forma mais
prevalente e ativa é o alfa-tocoferol, possui um papel importante na
manutencdo da integridade e estabilidade das membranas bioldgicas,

exercendo agdo antioxidante eficaz.

Figura 1 - Fotomicrografia eletrénica da vitamina E.

A vitamina E (Figura 1) é essencial para o crescimento e
sobrevivéncia. Entretanto, o corpo humano ndo sintetiza esta vitamina,

que deve ser provida pela dieta ou por um suplemento vitaminico.
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A rota principal de excrecdao é através das fezes. O tecido
adiposo, o figado e o musculo sdo as principais areas para o deposito da
vitamina E. O consumo de quantidades elevadas desta vitamina
aumenta seu nivel em todos os tecidos. Sabe-se agora que a vitamina E
sofre uma degradagao muito pequena no corpo. Os produtos principais
da degradacdo da vitamina E sdo quinonas e hidroquinonas do tocoferol,

dimeros, trimeros e algumas substancias solaveis.

Estudos in vitro mostraram que a oxidacao da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) somente se inicia apds o estresse oxidativo
haver depletado o contetido de antioxidante celular (Jessup et a/.,1990).
In vivo, é provavel que a magnitude do processo oxidativo e mesmo a
ocorréncia ou ndo de oxidacdo de LDL (LDL-OX) dependa do balango
entre a intensidade da agressdo oxidativa e a capacidade das defesas
antioxidantes (Witztum ,1994).

A hipétese de que a peroxidagao lipidica desempenha
importante papel na patogénese da aterosclerose despertou crescente
entusiasmo sobre o uso de antioxidantes como agentes
antiaterogénicos. Os antioxidantes mais investigados, tanto em
experimentacdo animal, como no homem, tém sido o alfa-tocoferol
(vitamina E), beta-caroteno (precursor da vitamina A), acido ascorbico
(vitamina C), flavondides e probucol. A vitamina E € o antioxidante
lipossoliivel predominante nos tecidos e nas LDL (Esterbauer et
al.,1989). Estudos laboratoriais demonstraram que a vitamina E € um
antioxidante extremamente potente, que captura os radicais peroxila,
interrompendo a cadeia de peroxidagdo lipidica. Protege os lipides
poliinsaturados da lesdo pelos radicais livres e parece essencial a
protecdo das lipoproteinas circulantes e ao funcionamento adequado das
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membranas celulares. Adicionada ao plasma, a vitamina E aumenta a
resisténcia das LDL e da Lp (a) a oxidagao (Esterbauer et al.,1991). A
LDL em seu estado natural ndo é formadora de placas de aterosclerose.
A LDL para se tornar aterogénica, deverd sofrer a acdo dos radicais
livres e ser peroxidada. Além de prevenir a peroxidacdo lipidica, a
vitamina E parece exercer outros efeitos nos fatores de risco
cardiovasculares. Reduz a adesdo e a agregacdo plaquetaria
(Steiner,1991), inibe os fatores de coagulagdo dependentes de vitamina
K pela porcao oxidada da vitamina E2-quinona (Dowd & Zheng,1995),
bem como a estimulacdo da producdo de endotelina e atenua a inibigao
da producdo de oxido nitrico mediada pela LDL-OX (Boulanger et al.,
1992). Uma propriedade da vitamina E, compartilhada pelo probucol, €
a inibicdo da secrecdo de interleucina-1 (IL-1) pelos mondcitos,
inibindo a proteina quinase C, enzima importante nos eventos precoces
da ativacdo celular (Jackson et al.,1993). IL-1 estéd envolvida na
proliferagdo de células musculares lisas e na diferenciacdo de mondcitos,
e seus niveis estdo acentuadamente aumentados nas lesbes
ateroscleroticas (Ross,1993).

A vitamina E ingerida requer solubilizagdo intestinal pelos
acidos biliares nas micelas mistas para que possa atravessar o meio
ambiente aquoso da luz intestinal e alcancar a superficie do enterdcito
(Sokol et al.,1983). Antes da absorgdo intestinal, a maioria dos ésteres
da vitamina E é hidrolisada pelas esterases que sao ou secretadas pelo
pancreas ou encontradas na mucosa intestinal. A vitamina E € absorvida
para dentro da mucosa intestinal por um processo de difusdo passiva.
Uma vez dentro do enterdcito, a e y-tocoferol sao incorporados com 0s
outros produtos da digestdo lipidica aos quilomicrons recém-sintetizados
e das lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDLs), e sao
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transportadas através dos canais linfaticos mesentéricos e do ducto
toracico para dentro da circulagdo sistémica. Chegando ao sangue, a
vitamina E é transportada predominantemente nas lipoproteinas de alta
e baixa densidade (HDL e LDL). Os tocoferdis a € y que permanecem
nos residuos dos quilomicrons sdo transportados para o figado. No
figado, o alfa-tocoferol é secretado novamente como um componente
das VLDLs de derivagdo hepatica e talvez como lipoproteinas de alta
densidade (HDLs). O gama-tocoferol & metabolizado ou excretado pelo
figado. A proteina hepatica fixadora do tocoferol (TBP- tocopherol-
binding protein) parece desempenhar algum papel no processo de
discriminagdo hepatica, pelo qual o alfa-tocoferol é incorporado dentro
das lipoproteinas e o gama-tocoferol ndo. A distribuicdo da vitamina E
aos tecidos periféricos envolve a hidrélise dos quilomicrons pela enzima
lipase-lipoprotéica e ligagdo do LDL ao receptor celular (Traber &
Kayden, 1984).

Alguns estudos em animais mostraram que a vitamina E
pode também inibir a progressdo da aterosclerose (Simon, 1992;
Verlengieri & Bush, 1992). Em cobaias alimentadas com colesterol, o
grupo que recebeu suplemento dietético de vitamina E desenvolveu
lesdes aterosclerdticas em menor numero, quando comparado com o
grupo controle (Quiao et al., 1992). O exame histoquimico das aortas
indicou que os animais do grupo controle, em comparagao com O0S
tratados com vitamina E, tinham concentracdo de proteoglicanas
aumentada, glicocdlix reduzido na superficie endotelial e aumento da
permeabilidade endotelial. Como o glicocdlix é responsavel pelas
propriedades de superficie das células endoteliais, essas alteragbes
podem ser consideradas pro-aterogénicas, pois induzem a retengdo de
LDL na parede arterial (Elinder & Walldius, 1994).
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Em primatas, a suplementacao de vitamina E associou-se a
reducao da progressao das lesbGes ateroscleréticas da carétida, num
periodo de trés anos, embora sem alterar a histologia das lesdes
(Gaziano et al.,1992). Outros experimentos mostraram redugdo da area
de infarto do miocardio (IM) em coelhos alimentados com altas doses de
vitamina E por 10 dias (Axford-Gatley & Wilson, 1991), e em porcos que
receberam o produto por via endovenosa, sete dias antes da indugao da
isquemia (Klein et al.,1989). Em contraste, hum modelo canino de
isquemia-reperfusdao, embora a vitamina E houvesse prevenido as
arritmias letais associadas a isquemia e reperfusdo, a area de infarto
nos animais tratados com vitamina E foi maior do que nos animais
controle (Sebbag et al.,1994). Embora existam evidéncias de que a
vitamina E, em dose adequada, reverta a disfungao endotelial e reduza
a porcentagem da drea de aterosclerose da aorta de coelhos
hipercolesterolémicos, doses elevadas agravariam estas situagdes. Um
ponto, entretanto, que merece melhor elucidagdo, € a falta de
correlacdo entre a reducdo da peroxidacgdo lipidica das particulas de LDL
quando da administracdo de vitamina E e a prevista melhora da fungao
endotelial.

A pele possui um elaborado sistema antioxidante de defesa
para lidar com o stress oxidativo induzido pelo UV. No entanto, a
exposicdo excessiva a radiacdo ultravioleta pode sobrecarregar a
capacidade antioxidante cutanea, levando a danos oxidativos e
consequentemente cancer de pele, imunossupressao e envelhecimento
precoce. Embora seja relativamente facil criar uma caréncia em
vitamina E em animais, por exemplo, em coelhos e cobaias ocorre

creatinuria e distrofia muscular; em aves observa-se anomalia vascular,
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distrofia muscular e encefomaldcia, é extremamente raro observar-se
tal caréncia em humanos (Sgarbieri, 1987).

As sindromes carénciais foram recentemente descritas no
homem e reproduziram certas lesGes experimentais. Uma doenca
neuromuscular progressiva hipo ou arreflexia aparece aproximadamente
entre 18 e 24 meses de vida em criangas com colestase prolongada.
Colestase € uma sindrome clinica caracterizada pela diminuigdo do fluxo
biliar e que pode ser causada por diferentes doencas intra e extra-
hepaticas. Colestase extra-hepatica resulta da obstrucdo de ductos
biliares de maior calibre fora do figado, enquanto que colestase intra-
hepatica (CIH) desenvolve-se a partir da alteracdo no fluxo biliar tanto
em hepatdcitos quanto na arvore biliar intra-hepatica. Aos trés ou
quatro anos de idade, as criangas desenvolvem gradualmente quadro de
ataxia, oftalmoplegia e neuropatia periférica, surgindo a ataxia
apendicular ao redor dos seis anos de idade (ataxia € um termo médico
que indica desordem ou falta de coordenagcdo nos movimentos
voluntarios, contrastando com a integridade da forca muscular). Entre
oito e dez anos, outras alteracdes neuroldgicas adicionais, tais como
ptose (queda da palpebra, podendo ocasionar até a dificuldade de visdo.
Pode ser congénita ou adquirida (secundaria a traumas, doencas
sistémicas ou até involucional), fraqueza muscular proximal, parestesias
(sensagao anormal de formigamento, ferroadas ou queimagdao ao
toque); e pés cavos podem aparecer. Durante a colestase, elevados
niveis de lipides circulantes permitem a participacao de vitamina E em
sua fase ndo polar e ocorre um falso aumento da concentracdo sérica de
vitamina E. Os elementos da sindrome neuroldgica sdo multiplos:
alteracdo periférica, com degenerescéncia das membranas axonais sob

efeitos dos lipoperdxidos, sobretudo nas fibras do sistema lemniscal;
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comprometimento muscular; comprometimento do sistema nervoso

central e comprometimento retiniano (Guilland & Lequeu, 1995).

Em consumidores de dietas contendo niveis altos de acidos
graxos poliinsaturados, o requerimento de vitamina E fica aumentado.
No caso de dietas pobres em proteinas, especialmente em aminoacidos
sulfurados, mais particularmente a cistina, ocorre o aparecimento de
necrose hepatica intensa nos animais em experimentagdo. A deficiéncia
de vitamina E aumenta o efeito deletério destas dietas, enquanto a
adicdo da vitamina exerce agao preventiva da necrose. Esta necrose
hepatica é tdo intensa que, apdés um periodo latente assintomatico de 45
dias em média, os ratos desenvolvem a lesdao necrética fatal
subitamente, dentro de poucas horas ou dias. No caso da
suplementagdo com vitamina E, tanto as lesdes metabdlicas quanto as
histolégicas serdo prevenidas, ainda dentro do periodo assintomatico
(Harper et al., 1982; Pike & Brown, 1984).Ndo obstante ao exposto, o
papel primario da vitamina E € interromper a cadeia de propagagao de
radicais livres, na fase inicial da autoxidacdo lipidica (Machlin &
Bendich,1987) pela doacdo de seu hidrogénio aos radicais livres

peroxidos.

Toda atividade celular requer energia. Esta energia provém
de certos alimentos que a célula obtém, como € o caso dos agucares. A
"queima" celular de aglcares em presenga de oxigénio € chamada de
respiracdo celular aerébia. Este processo é realizado pela maioria dos
seres vivos, animais ou vegetais, e fornece a célula a energia necessaria
as suas atividades. Esta energia é proveniente da "desmontagem” da
glicose, que pode ser, simplificadamente, resumida na quebra gradativa
das ligagdes entre carbonos, saindo o CO,; e remogdo dos hidrogénios

10
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da glicose, em varios momentos do processo; e por fim sua oxidagdo na
cadeia respiratéria, com liberag@o de energia. Nessa cadeia respiratoria,
98% do O, é reduzido & dgua. As vezes, porém, a mitocondria deixa
escapar um elétron solitario, que € logo roubado pelo oxigénio (os 2%
restantes de oxigénio). Com um elétron a mais, o oxigénio escapa - ele
agora é o radical superdxido (O, com um elétron extra). Mas logo
encontra uma enzima protetora, a superoxido dismutase, que lhe doa
um de seus elétrons. Com dois elétrons a mais reagindo com o
hidrogénio, a molécula se transforma na inofensiva agua oxigenada, que
normalmente vira agua ao encontrar certas enzimas (catalase,
peroxidase) e vitaminas do complexo B. Um radical livre &€, portanto,
uma molécula ou um atomo que possui um elétron livre em sua camada
externa e, por serem instaveis e com elevada reatividade, tendem a
acoplar o elétron ndo pareado em estruturas proximas, realizando
processos de oxidagdo ou atuando como redutores de elétrons e,
portanto, os antioxidantes (vitaminas A, C e E) diminuem este processo.
Os radicais livres tém geralmente uma curta duracdo de vida e sua
recombinacdo € quase imediata. Eles tém uma forte tendéncia para
estabilizar sua Orbita externa, a captar um elétron de um outro atomo
ou molécula que se torna uma forma radicalar. Portanto, eles sdo muito
reativos e dificeis de serem estudados. A principal fonte de energia das
células aerdbias é a respiracdo celular ou a oxidagao enzimatica de
nutrientes pelo O, (Hennekens & Gaziano,1993). O resultado desta
reacdo € a formacdo de H,O conforme a reagao seguinte:

O+ 4H "+ 4 = 2H,0

Contrariamente a reacdo normal, um certo numero de
reacdes enzimdticas ou ndo podem causar transferéncias elétricas

monovalentes, formando radicais toxicos. Podendo ser:

11
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v 0.+ ion superoéxido;
4 H>0, perdxido de hidrogénio;
v OH- radical hidroxila.

Os radicais livres sdo formados na mitocondria, que pode ser
considerada o motor das células. E nas mitocdndrias que a célula produz
energia a partir da glicose e do 0,. E neste processo que os radicais
livres sdo formados imediatamente neutralizados pelas enzimas
existentes dentro da mitocondria. Essas enzimas tém varios minerais na
sua composicao como: ferro, manganés e selénio. No caso de deficiéncia
na sintese dessas enzimas por falta dos minerais necessarios, ou no
excesso de O; a ser metabolizado, teremos um aumento dos radicais
livres que podem escapar da mitocondria atingindo a célula e a corrente
sanglinea, sendo entdo combatidos pelas vitaminas antioxidantes, como
a vitamina C, A, E onde o seu sitio ativo se localiza no grupo -OH na
posigdo 6 do anel cromano (Gilligan et a/,1994), riboflavina e por outras
enzimas que tém cobre, zinco e selénio na sua composicdo. Os radicais
livres ndo neutralizados pelas substancias antioxidantes causam danos
ao organismo. Varias condigdes causam aumento dos radicais livres:
cigarro (100 mil novos radicais livres por tragada), drogas, alcool,
infecgbes, asma, céncer, diabetes, hipoglicemia, hipertensdo arterial,
exercicio intenso em pessoas sem condicionamento fisico apropriado,
stress profissional, escolar ou familiar, alimentacdo inadequada,
poluicdo ambiental, radiagdes solares, entre outras. A ingestdo
adequada dos minerais e das vitaminas que atuam no sistema
antioxidante do organismo contribuem para que os radicais livres
permanecam dentro dos limites fisiolégicos ndo causando danos
(envelhecimento e patologia) ao organismo (Hennekens &
Gaziano,1993).

12
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3.2 Mecanismo de agao da vitamina E.

Pela acao da enzima cicloxigenase, o acido araquiddnico
(acido graxo poliinsaturado de 20 carbonos, adquirido através da dieta
ou da quebra do &cido linoleico, um &cido graxo essencial. E o precursor
dos leucotrienos, prostaglandinas e tromboxanos, através da via
cicloxigenase, que pode ser inibida pelo &acido acetil salicilico,
indometacina e outros antiinflamatérios ndo hormonais, ou pela via
lipoxigenase. Os derivados do acido araquidénico tém papel importante
em varios processos fisioldgicos, como na reacdo inflamatdria,
agregagao plaquetaria, tonus e permeabilidade vascular) da origem a
varias substéancias vasoativas e geradoras de respostas sobre estas
moléculas. Alguns deste compostos como a prostaglandina E2 (PGE2)
desempenham agdes importantes no sistema imunolégico. A PGE2
suprime a producgao de citoquinas (proteinas secretadas pelos leucdcitos
que cumprem diversas fungbes como: inibir a replicacdo de virus,
ativacao do complemento, etc), entre elas se encontra a interleucina.
Igualmente sdo inibidos pela PGE2 as substancias de proliferacdo de
linfécitos antigeno induzida, a geracdo de anticorpos e a atividade
citolitica da célula T. A PGE2 interfere também no sistema de sinais
celulares, inibindo o fluxo intracelular do cdlcio e a expressdo da
mensagem para a IL-2. Existem evidéncias que a PGE2 e outros
produtos da cascata da ciclooxigenase, aumentam com O
envelhecimento, e se tém observado em idosos um aumento da inibigdo
proliferativa dos linfécitos na presenca de PGE2. A vitamina E contribui,
de forma especial, para a estabilizagdo das membranas lisossomiais,
mitocondriais e dos capilares e, conseqlientemente, para a manutencao
da resisténcia normal dos eritrocitos. Ainda baseada nessa acgdo, a
vitamina E promove um aumento da atividade fagocitdria. A vitamina E
intervém em diferentes fases da sintese do &cido araquidbnico e,

13
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portanto, atua no metabolismo das prostaglandinas e com isto ela pode
contratacar estas acbes ja que sua fungdo antioxidante reduz a
formagdo de hidroperdxidos que constituem o substrato da
ciclooxigenase. Outro mecanismo de agdo da vitamina E consiste na
protecao das membranas e componentes citoplasmaticos das células por
inibicdo ndo enzimatica da lipoperdxidacdo (Machlin & Bendich, 1987).

3.3 Fontes de vitamina E.

A vitamina E é encontrada principalmente em plantas e, em
altas concentragdes, em sementes oleaginosas como soja, algodao,
milho e girassol, e no germe de trigo. Os tecidos animais, bem como
frutas e hortalicas em geral, contém pequenas quantidades da vitamina.
Uma fonte ndo convencional e de notavel conteldo de vitamina E é o
destilado da desodorizacdao do 6leo de soja, obtido no processo de refino
do 6leo, também conhecido por DDOS. Na verdade, o DDOS consiste de
uma mistura complexa de acidos graxos livres, acilglicerdis, aldeidos
insaturados de elevado peso molecular, hidrocarbonetos, esterdis,
lipides oxidados ndo identificados, além de todos os isébmeros do
tocoferol (Naudet & Cecchi, 1970). Devido ao alto conteido de
tocoferdis totais, de 8,5 a 12,4% (Augusto, 1988), sendo que no
Laboratério de Lipides do DePAN/FEA da Unicamp, tem-se encontrado
teores que vao de 5,8 a 9,9%, o DDOS ja vem sendo estudado no
sentido de ser utilizado como antioxidante natural em alimentos (Hassan
El-Mallah, 1990).

14
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3.4 PRINCIPAIS FORMAS ATIVAS DA VITAMINA E

Os compostos que compreendem o grupo da vitamina E
dividem-se em duas classes distintas , ambas derivadas de um anel
cromanol. A primeira série, os tocoferdis, derivam do tocol (2-metil-2-
(4,8,12-trimetiltridecil) cromanol (I, R'= R*= R’*= H), que contém uma
cadeia lateral isoprendide saturada de 16 carbonos (cadeia de fitilo)
exemplificada na Figura 2; a segunda série, os tocotriendis(2-metil-2-
(4,8,12-trimetiltrideca-3,7,11,trienil) cromanol, contém uma cadeia
lateral com tripla insaturagdao nos carbonos das posicdes 4 , 8 e 12 da
cadeia lateral. Dentro de cada série, os compostos somente diferem no
nimero e na posicdo de grupos metil na estrutura anelar. Os tocoferdis
sao isOmeros designados alfa (5, 7, 8-trimetiltocol), beta (5,8-
dimetiltocol), delta (7,8-dimetiltocol) e gama (8-metiltocol) como
demonstrado na Figura 3. A estrutura anelar dos tocotriendis € similar
aquela dos tocoferdis. A denominagdo tocoferol € derivada das palavras
gregas “tokos” (parto) e “phero” (suportar a dificuldade), mas a
importancia biolégica dos tocoferdis € muito maior do que a etimologia
da palavra pode estar indicando (Pike & Brown, 1984).

15
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Figura 2 - Estrutura quimica do tocoferol.

O RRR-a-tocoferol é o isbmero mais largamente distribuido
na natureza e é o mais biologicamente ativo de todos os compostos com
atividade vitaminica E. A atividade antioxidante e bioldgica dos varios
isdbmeros dos tocoferdis sao diferentes, sendo que o &-tocoferol tem
somente 50% da atividade antioxidante do a-tocoferol, apesar de ser a
principal forma existente na dieta humana (Kayden & Traber, 1993). O B
e o y-tocoferol possuem respectivamente 40% e 10% de atividade em
relacdo ao a-tocoferol. O y-tocoferol existe em maior quantidade nos
6leos vegetais e, conseqientemente, € absorvida em maior quantidade
do que o a-tocoferol (Sgarbieri, 1987).

A maior importancia dos tocotriendis estda na inibicao da
biossintese do colesterol, reduzindo o risco de radicais livres em doengas
degenerativas, como potente antioxidante com propriedades
multiterapéuticas na prevencdo e tratamento de varias doengas e
estados patoldgicos. A estrutura dos tocoferdis e tocotriendis € a

seguinte:
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Tocotrienol Molecule
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Figura 3 - Estrutura quimica dos isdmeros da vitamina E - tocoferdis e
os tocotriendis.
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4 MATERIAL E METODOS

4. 1 Amostras

4.1.1 Trés tipos de suplementos vitaminicos comerciais
comumente utilizados, mais particularmente: O Ephynal® 400 mg -
(acetato de DL-a-tocoferol), proveniente da Roche; Vit%Gold 6mega-3
EPA, proveniente do Laboratorio Vitagold® e o Oleo de germe de trigo,

da Bionatus Laboratdrio Botanico Ltda.

4.1.2 Oleos vegetais alimentares: Oleos especiais Liza®: 6leo
de canola com émega-3, 6leo de milho com dmega-6, 6leo de girassol
com vitamina E e oOleo de soja; Oleo de gergelim, da Industria
Alimenticia Istambul Oriente Nasser Zacharias Ankara; oleo de dendé
misto com 6leo de soja, da ICPA Cepéra Ltda; gordura de coco,
proveniente do Refino de Oleos Brasil;

4.1.3 Destilado da desodorizacdo do 6leo de soja (DDOS) bruto
e neutralizado, proveniente da Granol Industria Comércio e Exportagao
S/A;

4.1.4 Farinha de germe de trigo, da Pro Natura, Minori
Alimentos Naturais Ltda;

4.1.5 Figados dissecados e liofilizados de ratos Wistar
suplementados com acidos graxos o-3, contendo ou nao vitamina E.

18



MATERIAL E METODOS

Tanto no método por reducdo de ions cupricos utilizando a
espectrofotometria (método classico modificado) como na cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizados 4 lotes de cada
produto com duplicata. Foram excluidos o maior e o menor valor e
assim foi obtida a média das seis andlises com o mesmo perfil (n=6).

4.2 EQUIPAMENTOS NECESSARIOS PARA AS ANALISES

4.2.1 Para o método classico modificado

Balanca analitica; espectrofotébmetro; tubos de ensaio de 30
a 70 ml com tampa protegida internamente com teflon ou p.v.c.;
pipetas graduadas de 1.5, 5 e 10 ml e volumétricas de 3, 5,10, 20 e 25
ml; baldes volumétricos de 25, 50 e 100 ml (ANEXO 1).

4.2.2 Equipamentos para a CLAE

4.2.2.1 Método Gimeno et al

CLAE; coluna C18 (4,6 mm x 25 cm); microseringa 20plL;
Centrifuga 3000 g/ 5 min; Ependorf com 1,5 ml de volume e transparente;
micro/macropipeta e filtro com poro de 0,45 um (ANEXO 2).

4. 2. 2. 2 Método Hung et a/

CLAE; coluna C18 (4,6 mm x 25 cm); microseringa 20plL;

centrifuga 10000 rpm/ 5 min; rotavapor a vacuo, temperatura do banho
entre 30 - 50°C (ANEXO 3).
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4. 3 CURVAS DE CALIBRACAO DOS EQUIPAMENTOS

As curvas de calibragdo sao os mais conhecidos sistemas
lineares na representagdo de dados experimentais. Nestes casos, 0s
desvios da linearidade sdo geralmente atribuidos a efeitos quimicos e
fisicos que ndo foram preliminarmente levados em conta e que se
tornam agentes complicadores na analise matemadtica dos dados. A
natureza da medida efetuada depende da técnica empregada, tal como
a luz absorvida ou emitida (métodos espectrofotométricos ) e a area ou
altura de picos cromatograficos (métodos cromatograficos). Para a
comparagao entre os meétodos propostos tornou-se imprescindivel

realizar uma curva de calibracdo nos equipamentos utilizados.

Ndo existe uma definicdo universal para o estabelecimento
correto da faixa linear, e muito menos um procedimento sistematico
bem estabelecido para sua determinag¢do. Sua avaliacao € geralmente
baseada em dois parametros, calculados a partir dos pontos
experimentais disponiveis para construcdo da curva: residuos de
interpolacao e razdes (Sinal / Massa) ou (Sinal / Concentragao).
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4.3.1 Curva de calibracdo para o método classico modificado

Para o método classico modificado foi realizada apenas a
curva de calibragdo para o alfa-tocoferol, visto que no método utiliza-

se como padrdo apenas o alfa-tocoferol (Figura 4).

Alfa-tocoferol
Coeficiente Regressao = 0, 9908
Tipo da curva: linear

Y= 0, 0188x + 0, 2949

| =
Curva de calibracao para o alfa-
tocoferol
25
y = 0,0188x + 0,2949 215
2
S
E
<0 1'5
]
5 |
3 R 0,7127
< 0’5 | 1
0 |
0 50 100 150
[ C (alfa-tocoferol) mg/ml

Figura 4 - Curva de absorbancia a 545 nm em fungdo da concentracdo, para

solugao de alfa-tocoferol.
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4.3.2 Curvas de calibracao para a CLAE

Delia-tocoferol

External Standard Anatyss
Resp. Fact RSD: 12.22%
Curve Type: Linear
Ongin: Force (Edited)
Corr. Coef.(R7): 0.990061
y = +3.3940e+003x

Beta-tocoferol

External Standard Analyss
Resp. Fact RSD: 1947%
Curve Type: Linear
Ongin: Force (Edited)
Corr. Coef.(R%): 0.981057
y= +7.0162e+003x
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Alfa-tocoferol Acetato
External Standard Analysis External Standard Analysis
Resp. Fact RSD: 20.82% Resp. Fact RSD: 1923%
Curve Type: Linear Curve Type: Linear
Origin: Force (Edited) Origin: Force (Edited)
Corr. Coef.(R?): 0.968104 Cofr. Coef.(R%): 0.998933
y= +2.0177e+003x y= +6.5386e+002x
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FIGURA 5- Curvas de calibracdo da esquerda para a direita de cima para baixo:
delta-tocoferol, beta-tocoferol, alfa-tocoferol e o acetato de alfa-tocoferol,

obtidas através da altura do pico em fungdo da concentragao do isbmero a ser

analisado (pg/mL) em uma absorbancia de 292 nm.
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4.4 REAGENTES NECESSARIOS PARA AS ANALISES

4.4.1 Reagentes necessarios para o método classico modificado

Solugdo padrao estoque RRR - o - tocoferol; cuproina (272
biguinolina)- CisH12N> ; acetato cliprico di-hidratado; uréia para analise;
acido ascoérbico; hidréxido de potdssio; etanol absoluto; sulfato de sddio
anidro e o acido acético glacial (ANEXO 4).

4.4.2 Reagentes necessarios para o método por CLAE

Todos os solventes sdo de grau analitico para CLAE: Agua
ultrapura proveniente do sistema Milli-Q; padrdes de tocoferdis com
grau de pureza > 95% para CLAE, dissolvidos em etanol e estocados em
frascos de cor &mbar numa temperatura de -20° C; hexano; metanol e
etanol absoluto (ANEXO 5).

4.5 SOLUCOES NECESSARIAS PARA AS ANALISES:

4.5.1 Solugdes necessarias para o método classico modificado

Solugdo padrdo estoque RRR - o - tocoferol, 0.1% em

heptano; solugdo padrdo de trabalho; cuproina (22 biquinolina), solugao a

0,5% em tolueno; acetato cuprico di-hidratado, solucdo a 0,5% em agua

destilada; uréia, solucdo a 2,5% em etanol absoluto; &acido ascérbico

solucdo a 5% em dagua destilada; hidroxido de potassio, solucdo a 50% em

agua destilada; hidréxido de potassio alcodlico (fazer na hora); etanol
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70%; sulfato de soédio, solucdo a 1.25% em agua destilada e etanol
absoluto (ANEXO 6).

Os solventes heptano, tolueno e o etanol absoluto foram
purificados com acetato clprico para evitar interferentes na analise das
amostras.

4.5.2 SolugOes necessarias para o método por CLAE

Dioxano P.A. A.C.S.; isooctano (2,2,4, trimetilpentano) P.A.-
A.C.S.; éter de petrdleo (bp 30-60°C); acetonitrila comum: metanol
para CLAE (ANEXO 7).
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5 METopos

5.1 Método classico por reducao de ions ciapricos

O método é baseado na redugdo de ions cdpricos e posterior
complexagdo dos ions cuprosos com 2,2’'biquinolina (cuproina) ou com
2,9dimetil, 4,7'difenil, 1,10 fenantrolina (batocuproina), e tem como
principal vantagem a excepcional estabilidade de ambos os complexos, o
que permite trabalhar com vidraria comum e iluminagdo normal, além
de apresentar uma velocidade de reagdo maior para o gama e delta-
tocoferdis, sendo a determinacdo expressa em “tocoferdis totais”. A
reagao entre o a-tocoferol e a cuproina (Oliveira & Reis, 2001) esta
demonstrada na Figura 6 a seguir:

CH
3 CI-{ C"la C!-I3 CI-I3
CH, o 3 | | |
(CHp)3— CH— (CH,);— CH — (CH,);— CH—CH,

HO Alfa-tocoferol

CH, CH; OC,H,

H,C o) CH3
+ 2Cu** + Cuproina (L,) — 2 Cu(L,) + R
CH,

Alfa-tocoferdxido
Figura 6. Reagdo entre o a-tocoferol e a cuproina.
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0 complexo Cu (L2)+ é determinado
espectrofotometricamente a 545 nm (cuproina) ou a 478 nm
(batocuproina). Um equivalente de tocoferol reduz dois equivalentes de
cobre, ou seja, 1 mol de alfa-tocoferol reduz dois atomos de cobre e
esta reagdo se completa em 10 segundos, assim como para beta e
gama-tocoferodis, j& para o delta-tocoferol a reagdo se completa entre
60-90 segundos. A segqiiéncia de etapas deste método tem como
objetivo eliminar a interferéncia das plastoquinonas e outros compostos
terpénicos que apresentam alguma atividade redutora. A metodologia
fica bastante simplificada, pois a determinagdo completa é realizada em
tubos com tampa rosqueada, sendo eliminada a saponificagdo das
amostras, condigdo que € absolutamente necessaria nos outros métodos
descritos na literatura. O espectrofotémetro utilizado foi o DU - 70
Spectrophotometer da Beckman. Os calculos necessarios para a
quantificagdo das amostras seéguem o0 Manual de Aulas Praticas
desenvolvido no Laboratério de Lipides do DEPAN da UNICAMP. O
procedimento analiticos para as analises das amostras encontram-se no
Anexo.

CALCULO:

Tocoferois totais (mgT/1 00g) = ug T totais no padrio x Abs. amostra x f (mL)x 100

1000 x Abs. do Padrdo x peso da amostra (g)

Onde: f (fator de diluigdo) = para dleos e gorduras = 25 ml|
f = para farinha de germe de trigo e figados = 10 mi
f = para o DDOS = 500 ml
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5.2 Método por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O método oficial da “Sociedade Americana dos Quimicos de
Oleos” - AOCS Official Method Ce 8-89 (AOCS, 1993) vem sendo muito
utilizado para a anélise da vitamina E, utilizando-se uma coluna de silica
em fase normal e detector de fluorescéncia. Atualmente, os métodos
que utilizam fase reversa tém tido grande desenvolvimento, constituindo
em mais de 70% dos procedimentos recentemente publicados.

A metodologia aplicada & anélise de dleos e gorduras foi
uma adaptagdo do método de Gimeno et aJ. (2000), que é um método
direto e rapido, sem prévia saponificacdo, de medida de tocoferois (a, B
+ v e 3) em Oleos vegetais por CLAE em fase reversa com detecgdo por
ultravioleta (UV). Os dleos vegetais foram diluidos em hexano e uma
aliquota (200uL) é retirada e adicionada ao metanol (600 uLl). Os
tocoferéis foram detectados a 292 nm e a eluicao ocorreu em menos de
8 minutos apés a injecdo. Foram realizadas adaptacdes ao método para
adequagdo da coluna cromatogréfica utilizada, fase moével, tempo de
corrida e volume de injecdo. Seu procedimento analitico encontram-se
no Anexo. As adaptacdes foram as seguintes:
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METODO ORIGINAL

METODO ADAPTADO

TIPO DE COLUNA ODS-2 (4,4 mm x C 18 (4,6 mm x 25 cm)

15 cm)

FASE MOVEL Metanol - agua Metanol (100%)

(96 + 4, v/v)

VOLUME DE INJECAO 50 pL 20 uL

TEMPO DE CORRIDA 6 minutos 8 minutos

SOLUCAO STANDARD 300 pg/ml de acetato de Nao utilizada

a - tocoferol em etanol)

A metodologia para farinha de germe de trigo e figado
liofilizado foi a mesma utilizada por Hung et a/ (1980), também com
algumas adaptagGes a seguir e seu procedimento analitico encontra-se

no Anexo:

METODO ORIGINAL

METODO ADAPTADO

FASE MOVEL

ABSORB. PARA o - TOC.

VOLUME DE INJECAO
TEMPO DE CORRIDA
COLUNA

TIPOS DE FIGADOS

Metanol - agua
(90 + 10, v/v)
280 nm
10 pL
25 minutos
C18 (3,9 mm x 30 cm)

Figados de peixes

frescos

Metanol (100%)

292 nm
20 pL
10 minutos
C18 (4,6 mm x 25 cm)

Figados de ratos

liofilizados
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6 RESULTADOS

6. 1 Resultados por espectrofotometria

Para efeito de comparagdo os resultados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia foram convertidos convenientemente de mg
Tocoferdis totais/100g. Foram encontrados os seguintes resultados:

Oleos vegetais:

« Oleo de canola = 62 + 4,3 mg T/100g;

« Oleo de milho = 86 + 5,7 mg T/100g;

« Oleo de girassol = 68 + 4,9 mg T/100g;

» Oleo de dendé com 6leo de soja = 83 + 5,7 mg T/100g;

» Oleo de soja = 116 + 1,7 mg T/100g;

» DDOS bruto = 9720 + 490 mg T/100g;

» DDOS neutralizado = 12540 + 2138 mg T/100g;

« Oleo extr.da farinha de germe de trigo= 30 + 0,35 mg T/100g;
» Oleo de gergelim = 48 + 0,13 mg T/100g e

e Gordura de céco = 16 + 0,88 mg T/100g.

Suplementos vitaminicos:

e Ephynal® = 264 + 21 mg T/100g,
* Vita Gold® = 129 + 16 mg T/100g,
» Oleo de germe de trigo = 119 + 16 mg T/100g;
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Figados de ratos liofilizados:

e Figados de ratos sem suplementagdo = 1,4 + 0,2 mg T/100g;
» Figados de ratos suplementados com Oleo de soja=4,1 + 0,5 mg T/100g;

e Figados de ratos suplementados com ©-3 sem vitamina E
3,4+ 0,2mg T/100g;

e Figados de ratos suplementados com ©-3 com vitamina E por um
periodo de 15 dias = 16,1 + 0,65 mg T/100g.
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6.2 Resultados e cromatogramas por CLAE

3 D000 —)
2 D000 —

10000 —| 3

L/L ‘
00000 T —

T
o
Filanama: CSLARMODUL K1 EUEDS 7 BTN Chanmal. 4. = TNNIS

Figura 7. Cromatograma padrdo da vitamina E, utilizando apenas os
tocoferdis. Condigdes da analise: separagao em fase reversa com deteccdo
em UV 292 nm, fase mével 100% metanol (MeOH), fluxo de 2,0 mL/min,
temperatura de 45°C, coluna C18-varian (4,6 mm x 25 cm), volume de
injecdo de 20uL e eluicdo em 10 minutos.

Tabela:

Numero 1 = Delta - tocoferol;

Numero 2 = Gama e Beta - tocoferdis , onde ambos os isOmeros possuem o
mesmo tempo de retengdo para esta coluna utilizada e esta fase movel,
Nimero 3 = Alfa-tocoferol;

NUmero 4 = Acetato de alfa-tocoferol.

31



RESULTADOS

00400 —
0.0300 2
0.0200 —
1
3
0.0100 —
0.0000 -_———J L—/k
L) T T T L] T T T T
10 20 30 40 50 0 o 80 90
Filaname: CSTARMODULEISKUKTI2 TRUN Channal: & = TS
0.0400 —
2
0.0300 —
0 N0 —
3
00100 —
1
0.9000 —
T T T T T T L] T . P
10 20 30 40 50 3] 70 80 =11
Filanama: C:SIARMODULELS KUKIZ9RUN Channal: A = TWVES

Figura 8A e 8B- Cromatogramas dos éleos de soja (8A) e milho(8B) da
marca comercial Liza®. Condicdes da anélise: separacao em fase
reversa com deteccdo em UV 292 nm, fase modvel 100% metanol
(MeOH), fluxo de 2,0 mL/min, temperatura de 45°C, coluna C18-Varian
(4,6 mm x 25 cm), volume de injecdo de 20uL e eluicdo em 10 minutos.
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Figura 9A e 9B - Cromatogramas dos 6leos de girassol(9A) e canola
(9B) da marca comercial Liza®. Condicdes da andlise: separacdo em
fase reversa com deteccdo em UV 292 nm, fase mével 100% metanol
(MeOH), fluxo de 2,0 mL/min, temperatura de 45°C, coluna C18-Varian
(4,6 mm x 25 cm), volume de injecdo de 20uL e eluicdo em 10
minutos.
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Figura 10A e 10B- Cromatogramas dos 6leos de gergelim (10 A) e de
dendé misto com 6leo de soja (50/50) (10 B). Condicbes da analise:
separagdo em fase reversa com detecgdo em UV 292 nm, fase mével
100% metanol (MeOH), fluxo de 2,0 mL/min, temperatura de 45°C,
coluna C18-Varian (4,6 mm x 25 cm), volume de injecdo de 20uL e
eluicdo em 10 minutos.
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Figura 11A e 11B - Cromatogramas da gordura de cbco (11 A) e do
Oleo extraido da farinha de germe de trigo (11 B). CondicBes da
analise: separacdo em fase reversa com deteccdo em UV 292 nm, fase
mdvel 100% metanol (MeOH), fluxo de 2,0 mL/min, temperatura de
45°C, coluna C18-Varian (4,6 mm x 25 cm), volume de injegdo de 20uL
e eluicdo em 10 minutos.
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Figura 12A E 12B - Cromatogramas do Destilado de desodorizagdo do dleo
de soja (DDOS) na forma bruta (12 A) e neutralizada (12 B). Condicbes da
analise: separacdo em fase reversa com deteccdo em UV 292 nm, fase
moével 100% metanol (MeOH), fluxo de 2,0 mL/min, temperatura de 45°C,
coluna C18-Varian (4,6 mm x 25 ¢m), volume de injecdo de 20pL e eluicdo
em 10 minutos.
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Figura 13A e 13B- Cromatogramas dos suplementos Ephynal® (13 A) e
Vita Gold® (13 B). Condicdes da anilise: separagdao em fase reversa com
deteccdo em UV 292 nm, fase mével 100% metanol (MeOH), fluxo de 2,0
mL/min, temperatura de 45°C, coluna C18-Varian (4,6 mm x 25 cm),
volume de injegdo de 20pL e eluicdo em 10 minutos.
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Figura 14 - Cromatograma do dleo de germe de trigo. Condicbes da
analise: separacdo em fase reversa com detecgdo em UV 292 nm, fase
movel 100% metanol (MeOH), fluxo de 2,0 mL/min, temperatura de 45°C,
coluna C18-Varian (4,6 mm x 25 cm), volume de injecdo de 20uL e eluicdo
em 10 minutos.
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Figura 15A e 15B- Cromatogramas dos figados de ratos sem
suplementacdo com vitamina E (15 A) e suplementados com dleo de soja
por um periodo de 45 dias (15 B). Condigbes da analise: separacdo em fase
reversa com deteccdo em UV 292 nm, fase mével 100% metanol (MeOH),
fluxo de 2,0 mL/min, temperatura de 45°C, coluna C18-Varian (4,6 mm x
25 cm), volume de injecdo de 20uL e eluicdo em 10 minutos.
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Figura 16A e 16B - Cromatogramas dos figados de ratos suplementados
com 6mega -3 sem vitamina E (16 A) e com vitamina E (16 B). Condicdes
da andlise: separacdo em fase reversa com deteccdo em UV 292 nm, fase
movel 100% metanol (MeOH), fluxo de 2,0 mL/min, temperatura de 45°C,
coluna C18-Varian (4,6 mm x 25 cm), volume de injecdo de 20uL e eluicdo
em 10 minutos.
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7 Discussio

Cada isbmero da vitamina E (alfa, beta, gama e delta)
possui um indice de absorbancia diferente. Para o alfa-tocoferol ;O
comprimento da onda, é de 292 nm, beta-tocoferol 296 nm, gama e
delta-tocoferdis 298 nm; assim, optou-se em utilizar a absorbancia do
alfa-tocoferol 292 nm como a absorbancia padrdo, uma vez que este
isdbmero estd presente em quantidades superiores em relacdo aos
demais isdmeros e possui maior atividade bioldgica.

Os dois métodos, de Gimeno, et al. e Hung, et al, utilizados
pela cromatografia liquida de alta eficiéncia foram adaptados as
condigdes do laboratério ndo interferindo significativamente na
qualidade da andlise. No método cléssico modificado os resultados
obtidos foram em mg de tocoferdis totais/100g de amostra e na CLAE
ug/mL. Para efeito de comparagao todos os resultados pelo método da
CLAE foram convertidos convenientemente em mg de tocoferdis
totais/100g.

Os figados dos ratos utilizados passaram por um processo
de liofilizagdo a fim de manterem a integridade da vitamina E
possibilitando assim a sua conservacao e facilidade no manejo para a
execugao das analises.

As analises transcorreram num periodo de quatro meses e
as amostras foram conservadas em locais secos e ausentes de luz uma
VE€z que a vitamina E é altamente reativa e de facil oxidagao. Foi
utilizada a cor vermelha, nos resultados obtidos pelos dois métodos,
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para evidenciar o método que mais se destacou em cada amostra
analisada.

Nos dleos vegetais analisados, por serem produtos de
prateleira, foram encontradas quantidades satisfatorias de vitamina E.
A Food and Nutrition Board (2000), através da “Ingestdo Alimentar de
Referéncia” (DRI), recomenda uma ingesta diaria de 15 mg/dia para
homens e mulheres adultos saudaveis. Baseado nesta recomendac&o os
dois métodos sdo satisfatdrios. Eles conseguem quantificar na amostra o
minimo necessario para se determinar a vitamina E. Isto é conseguido
também nos suplementos vitaminicos, no 6leo extraido da farinha de
germe de trigo e nos figados liofilizados dos ratos.

Ao compararmos o quanto cada método quantifica, a CLAE
quantifica mais tocoferdis que o método classico. A CLAE consegue
separar e quantificar cada isdbmero da vitamina E, no caso os tocoferdis,
€ 0 acetato de alfa-tocoferol. J& o método por redugdo de ions clpricos
(método cldssico modificado) o resultado foi obtido em termos de
tocoferdis totais (soma de todos os tocoferdis), impossibilitando assim
ndo s6 que tipo de isdbmero a amostra possui, mas a sua quantificacdo
também.

Analise dos resultados

Ao comparar os Oleos vegetais quanto aos resultados
encontrados verifica-se que os valores obtidos pelo método Classico em
nenhum momento foram superiores aos obtidos pelo método por CLAE.
Este fato pode ser observado no quadro a seguir:
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OLEOS METODO POR REDUGCAO DE METODO POR CROMATOGRAFIA

IONS cuPRrICOS LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(mg T/100 g) (mg T/100 g)

Canola 62 526

Milho 86 557

Girassol 68 1426

Dendé + soja 83 382

Soja 116 790

Gergelim 48 202

Gordura de c6co 16 2939

Oleo extraido da 30 579

Farinha de Germe de
trigo (método Hung)

Analisando o perfil dos tocoferdis nos 6leos vegetais e gordura temos
que:

Alfa- Beta-Gama- Delta- Acetato de
tocoferol tocoferodis tocoferdis  alfa-tocoferol

(mgT/100g) (mgT/100g)) (mgT/100g) (mgT/100q)
Canola 184 127 Tr. 215
Milho 272 244 41 n.d.
Girassol 778 48 n.d 600
Dendé+soja 107 114 69 92
Soja 256 335 199 n.d.
Gergelim n.d. 202 n.d. n.d.
Gordura de 707 719 500 1013
céco
Oleo extraido 251 207 76 45
da farinha de
Germe trigo

Tr. —tragos  n.d.- ndo detectado
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A partir da andlise deste perfil conclui-se que:

v O método classico modificado detecta com certeza
beta e gama-tocoferdis, comprovado através da CLAE pelo
cromatograma do 6leo de gergelim;

v’ Atraves do perfil do 6leo de soja constata-se que € o
detentor da mais alta carga de delta-tocoferol em relagao aos dleos de
canola, milho, girassol e dendé + soja. Portanto o método cldssico
modificado detecta também o delta-tocoferol;

v 0 dleo de girassol possui mais alfa-tocoferol que o dleo
de soja e de milho o que é comprovado pela CLAE. Verificou-se também
que possui beta e gama-tocoferol em pouca quantidade e ndo possui
delta-tocoferol. Portanto o método cldssico modificado determina o alfa-
tocoferol;

v Os oOleos de milho, soja e gergelim n3o possuem
acetato de alfa-tocoferol, e a gordura de cdco pPOssui 0 maior indice das
amostras analisadas. Ao verificarmos os valores encontrados pelo
método cldssico (p. 51), esta amostra possui @ menor quantidade de
tocoferdis totais. Isto aponta para um indicativo que para analise de
6leos, o método cldssico modificado é falho na determinacgdo do acetato
de alfa-tocoferol.

Com relagdo ao DDOS bruto e neutralizado, ambos os
métodos avaliaram o DDOS neutralizado €OmO 0 mais rico em termos de
tocoferdis. Fica evidente que a CLAE quantificou maior quantidade de
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tocoferéis que o método classico modificado. Quando o DDOS é
neutralizado ocorre uma concentracdo dos lipidios e com isto uma
concentracdao da vitamina E. Por isso os dados encontrados foram

condizentes com o esperado:

DDOS METODO POR REDUCAO DE  METODO POR CROMATOGRAFIA
IONS CUPRICOS LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(mgT/100qg) (mgT/100g)
Bruto 9720 21634
Neutralizado 12540 43475

Analisando o perfil dos tocoferdis no DDOS bruto e neutralizado temos:

Alfa-tocoferol

Beta-Gama Delta-tocoferol Acetato de

(mgT/100g) tocoferdis (mgT/100g) alfa-tocoferol

(mgT/100g) (mgT/100g)
Bruto 3548 8114 9569 403
Neutralizado 7774 15811 17848 2042

Analisando o perfil dos isOmeros encontrados por CLAE
temos que tanto o DDOS bruto como o neutralizado possuem
quantidades de acetato de alfa-tocoferol bem menores em relacao aos
demais tocoferdis. Sendo assim os valores encontrados pelo método
classico modificado devem-se somente aos tocoferdis.

Quanto aos suplementos vitaminicos, pode-se observar no
quadro a seguir que ambos métodos mostraram uma ordem quanto aos
valores de tocoferdis totais

assemelhada, mas a quantidade

determinada pelos métodos foi muito diferente.
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SUPLEMENTOS METODO POR REDUGAO ~ METODO POR CROMATOGRAFIA
VITAMINICOS DE {ONS CUPRICOS LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(mgT/100gq) (mgT/100qg)
Ephynal® 264 298832
Vita Gold® 243 249722
Oleo de germe de 119 14729
trigo
Perfil dos tocoferdis nos suplementos vitaminicos:
Alfa- Beta-Gama Delta- Acetato de
tocoferol tocoferdis tocoferois alfa-
(mgT/100g) (mgT/100g) (mgT/100g) tocoferol
(mgT/1009)
Ephynal® 815 n.d. n.d. 298017
Vita Gold® 548 28 20 249126
Oleo de germe 430 109 n.d. 14190
de trigo

n.d.- Nao detectado

Por outro lado, analisando-se o perfil dos suplementos,
tracando-se um perfil dos tocoferdis, dados estes fornecidos pela CLAE,
pdde-se observar que o0s suplementos vitaminicos Ephynal® e
Vita Gold® possuem a maior quantidade de acetato de alfa-tocoferol de
todas as amostras analisadas. Possuem também alfa-tocoferol em
quantidades pequenas quando comparadas ao acetato da amostra, mas
mostram-se satisfatérias quando comparadas aos dleos. Com este fato
pbéde-se ser inferido que o método cldssico modificado detectou o alfa-
tocoferol mas ndo o acetato de alfa-tocoferol.
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Com os figados liofilizados de ratos, no tocante aos
tocoferdis totais, foi observado que:

FIGADOS LIOFILIZADOS DE  METODO POR REDUCAO METODO POR CROMATOGRAFIA

RATOS DE fONS CUPRICOS LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(mgT/100g) (mgT/100g)
Sem suplementagao 1.5 19,0
Suplementagdo com 4,1 57,4

oleo de soja

Suplementacdo com 3,4 23,68
o-3 sem vitamina E

Suplementacao com 16;1 68,79

®-3 com vitamina E

Apesar das diferencas em termos das quantidades
encontradas, os dois métodos demonstraram que os figados de ratos
suplementados com vitamina E apresentaram maior quantidade de
vitamina E em relagdo aos demais figados analisados.
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Perfil dos tocoferéis nos figados de ratos:

com o-3 com

vitamina E

_

Figados de ratos Alfa- Beta-Gama Delta- Acetato de |

tocoferol tocoferdis  tocoferol alfa-
(mgT/100q) (mgT/100q) (mgT/100g) tocoferol
(mgT/100g)

Sem 4,8 2,9 8,6 2,7

suplementacéo

Suplementados 40,6 n.d. 16,8 n.d.

com o6leo de soja

Suplementados 3,33 2,58 11,02 6,75

com o-3 sem

vitamina E

Suplementados 35,55 738 25,86 n.d.

n.d.- Ndo detectado

Uma das referéncias utilizadas no desenvolvimento desta

Tese foi o livro do MacCance & Widdowson’s the Composition of Foods

(MacCance, 1997), onde alguns teores de vitamina E dispostos est3o de

acordo com aqueles determinados pelo método cldssico modificado por
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Contreras-Guzman & Strong (1982), mas inferiores aqueles
determinados por CLAE. E digno de nota o fato de que sé foram
encontradas trés citacdes na literatura, de 1945 a 2002 (Sanchez-
Moreno, 2002; Gutkoski et a/, 1997; Yeransian et al, 1985), do método
classico modificado por Contreras-Guzman & Strong (1982), fora do

ambito da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP.
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8 CONCLUSOES

Pelo desenvolvimento desta Tese de Mestrado, na qual
utilizou-se a comparagdo de dois métodos de analise de vitamina E; de
um lado a cromatografia liquida de alta eficiéncia e de outro a utilizacdo
do método cldssico modificado, através da reducdo de ions clpricos e
espectrofotometria, pdde-se concluir que:

1. Os métodos ndo apresentaram resultados compativeis,
portanto ndo sdo métodos comparaveis:

2. Ficou evidente que a CLAE quantifica maiores
quantidades de tocoferdis do que o método cldssico modificado;

3. A CLAE consegue separar e quantificar os isdmeros da
vitamina E, no caso os tocoferdis, a diferenca do método classico
modificado, onde esta separacdo n3o ocorre, sendo sua determinac3o
€xpressa em mg de tocoferdis totais/ 100 g da amostra;

4. A CLAE permitiu demonstrar que o método classico
modificado determina: alfa, beta, gama e delta tocoferdis;

5. Ha fortes indicativos que, 0 método cldssico modificado
€ falho na determinacdo do acetato de alfa-tocoferol e este fato pode
ser explicado com base nas amostras que possuiam o acetato de alfa-
tocoferol, pois quando o isémero (alfa-tocoferol) da vitamina E,
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encontrava-se sob forma de sal, o acetato de alfa-tocoferol, o0 método
cldssico modificado, o qual pela sua metodologia n3o realiza
saponificagdo nas amostras, é falho na sua detecgdo, o que é um fato
importante, pois é particularmente esta forma de isbmero, a mais
estavel e prevalente na maioria dos alimentos, tecidos animais e
especialmente nos suplementos vitaminicos.
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ANEXO 1- Equipamentos necessarios para as analises - para o
método classico modificado.

Os suplementos vitaminicos, 6leos, gordura de céco,
farinha de germe de trigo e os figados liofilizados com e sem
suplementagao da vitamina E foram preparados de acordo com a
metodologia a sequir:

v’ Balanga analitica da marca Ohaus Analytical Sandard
AS200;

v Banho-maria modelo 102 da Fanem;

v' Espectrofotémetro DU - 70 Spectrophotometer da
Beckman.;

v" Tubos de ensaio de 30 a 70 ml com tampa protegida
internamente com teflon ou p.v.c. da Pyrex®;

v Pipetas graduadas de 1.5, 5 e 10 ml e volumétricas de
3, 5,10, 20 e 25 ml da Pyrex®;

v’ BalGes volumétricos de 25, 50 e 100 ml da Schott

Duran

ANEXO 2 Equipamentos necessarios para as analises - para a
CLAE - Método Gimeno et al.

v" A Coluna utilizada: C;g Bondapak (4,6 mm x 25 cm);
v Centrifuga: 3.000g por 5min;
v" Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE,

equipamento utilizado foi da marca Varian 9012 com forno
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N K % K X xR

da Varian Mistral e detector Varian 9050 variable
wavelength UV/VIS.

Fase movel: metanol = 100% MeOH da Mallinckrodt AR®;
Fluxo: 2.0 mi/min/ 10 min

Temperatura: 45°C

Detecgdo: UV 292 nm;

Volume de injegdo: 20 pL;

Eluigdo em 10 minutos;

Ependorf da PLASTIBRAND® com 1,5 ml de volume e

transparente;

v" Micro/Macropipeta da Socorex ISBA S.A;

ANEXO 3 -

Filtro com poro de 0,45 um.

Equipamentos necessarios para as analises - para a

CLAE - Método Hung et al.

v

CLAE, equipamento utilizado: marca Varian 9012 com

forno da Varian Mistral e detector Varian 9050 variable
wavelength UV/VIS;

v
v
v
v
v

v

Coluna: C18;

Fase movel: metanol = 100% MeOH;
Fluxo: 2.0 mL/min/ 10 minutos;
Temperatura: 45°C;

Detecgdo : UV 292 nm;

Volume de injegdo: 20 puL;
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v’ Eluigdo completa em 10 minutos
v Centrifuga 10.000 rpm /5 min;

¥ Rotavapor a vacuo, temperatura do banho entre 30 -
50°%C;

ANEXO 4- Reagentes necessarios para o método classico
modificado.

v' Solugdo padrdo estoque RRR - « - tocoferol da Calbiochem-
Novabiochem Corporation ;

<

Cuproina (22 biquinolina) - CisHi2N> - Sigma Chemical
Corporation;

Acetato cuprico di-hidratado;

Uréia para andlise - Merck S.A:

Acido ascérbico da Merse;

Hidréxido de potassio da Chemco;

Etanol absoluto da Ecibra;

Sulfato de sédio anidro da Vetec Quimica Fina Ltda;

T

Acido acético glacial da Mallinckrodt Chrom AR.

ANEXO 5 - Reagentes necessarios para o método por CLAE

Todos os solventes sdo de grau analitico para CLAE:
v Agua ultrapura proveniente do sistema Milli-Q;
v" Padrbes de tocoferdis com grau de pureza > 95% para CLAE,

proveniente da Calbiochem-Novabiochem Corporation
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(San Diego, CA - EUA), dissolvidos em etanol e estocados
em frascos de cor &mbar numa temperatura de -20° C:

v Hexano: Merck S.A.;

Metanol: Mallinckrodt Chrom AR®;

<

v'" Etanol absoluto: Ecibra.

ANEXO 6 - Solucdes necessarias pPara o método classico modificado.

Solugdo padrdo estoque RRR - « - tocoferol, 0.1% em heptano;

v’ Solugdo padrdo de trabalho: diluir 1 ml da solugdo padrdo estoque

A

.

com 20 ml de heptano;

Cuproina (272 biquinolina), solucdo a 0,5% em tolueno: pesar 25
mg de cuproina e dissolver em 5 ml de tolueno;

Acetato cuprico di-hidratado, solugdo a 0,5% em agua destilada;
Ureia, solugdo a 2,5% em etanol absoluto;

Acido ascérbico, solucdo a 5% em dgua destilada;

Hidroxido de potdssio, solugdo a 50% em agua destilada;
Hidroxido de potdssio alcodlico: medir 30 ml da solugdo de KOH
50% em Aagua destilada e completar a 100 ml de etanol absoluto;
Reagente de complexacdo: 4 ml da solugao de cuproina + 20 ml
da solugdo de acetato clprico, completar com solucdo de uréia e
adicionar 2-3 gotas de &cido acético * (fazer na hora);

Etanol 70% (70 ml de etanol + 30 ml de dgua destilada);

Sulfato de sddio, solugdo a 1.25% em &gua destilada

Etanol absoluto.
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ANEXO 7 - Solugées necessarias para o método por CLAE.

v Dioxano P.A. A.C.S., ISO da Merck;

v' Isooctano (2,2,4, trimetilpentano) P.A.-A.C.S. - Nuclear;
v Eter de petrdleo (bp 30-60°C) da Chemco:

v Acetonitrila comum da Synth;

v' Metanol para CLAE da Mallinckrodt AR®.
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ANEXO 8 - Procedimento Analitico para o Método Classico

modificado para amostras de oleos vegetais, suplementos
vitaminicos e DDOS.

Amostra: Pesar 0,4 - 0,59 + 25 ml heptano (homogeinizar )
U

Amostra: Transferir 8 ml da camada superior (heptano) + 2,5 ml |
acido ascorbico +2,5 ml KOH alcodlico

Padrao: Transferir 8 ml da solucdo padrdo de trabalho + 2,5 ml
acido ascorbico +2,5 ml KOH alcoélico

Branco: Transferir 8 ml de heptano puro + 2,5 ml acido ascorbico
+2,5 ml KOH alcodlico

U

Agitar vigorosamente por 2 minutos
U

Transferir 5 ml da camada superior (heptano) + 5 ml de etanol
70%
agitar por 1 minuto

U

Transferir 3 ml da camada superior (heptano) + 5 ml do reagente
de complexagdo
e agitar vigorosamente por 2 minutos

Deixar sedimentar
U

Transferir 3 ml da camada inferior + 0,5 ml de etanol puro
U

Ler a absorbancia a 545 nm.
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ANEXO 9 - Procedimento Analitico para o Método Cléssico

modificado para amostras de farinha de germe de trigo e figados
liofilizados.

Amostra: Pesar entre 2,0-2,5 g em tubos de ensaio de 70 ml|

Y

Adicionar 20 ml de etanol absoluto, tampar hermeticamente

Aquecer em banho-maria a 85°C por 30 min., agitando
ocasionﬁlmente
Esfriar e adicionar 10 ml de heptano, misturar bem e agitar por 2
minutos
U
Adicionar 20 ml de sulfato de sddio a 1,25% e agitar durante 2
minutos
U
Deixar separar as camadas, os tocoferdis ficam na camada
superior
U
Amostra: Transferir 8 ml da camada superior (heptano) + 2,5 ml
acido ascorbico +2,5 ml KOH alcodlico

Padrao: Transferir 8 ml da solugdo padrdo de trabalho + 2,5 ml
acido ascorbico +2,5 ml KOH alcodlico

Branco: Transferir 8 ml de heptano puro + 2,5 ml &cido ascérbico
+2,5 ml KOH alcodlico
U

Agitar vigorosamente por 2 minutos

Transferir 5 ml da camada superior (heptano) + 5 ml de etanol
70% e agitar por
1 minuto

U
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Transferir 3 ml da camada superior (heptano) + 5 ml do reagente
de complexagd@o e agitar vigorosamente por 2 minutos

Deixar sedimentar
U
Transferir 3 ml da camada inferior + 0,5 ml de etanol puro

y

Ler a absorbancia a 545 nm.

ANEXO 10 - Procedimento Analitico para o Método por CLAE, para

amostras de dleos vegetais, suplementos vitaminicos, gordura de
coco e DDOS - Método Gimeno et al.

Diluir o 6leo com hexano (1+10, v/v)
U
Transferir 200 plL da solugdo para o Ependorf
U
Adicionar 600 uL de metanol
U
Centrifugar (3.000g por 5 min)
U
Filtrar a solugdo com um filtro de poro de 0,45 um
U

Injetar na CLAE
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ANEXO 11 - Procedimento Analitico para o Método por CLAE, para

amostras de farinha de germe de trigo e figados liofilizados -
Método Hung et al.

Pesar 2,0-2,5 da amostra
J

Homogeneizar com 15 ml de Dioxano-Isooctano (20+80, v/v)
U

Centrifugar a 10.000 rpm por 5 min a 25°C
U

Retirar 5 ml do sobrenadante e descartar num béquer

U
O sobrenadante é homogeneizado com 15 ml de Dioxano-Isooctano
por 1 min
U

Centrifugar novamente a 10.000 rpm por 5 min a 25° C

Retirar 5 ml do sobrenadante e descartar num béquer

U

Secar a vacuo no rotavapor com temperatura < 50 ° C

Extrair com 5 ml de acetonitrila comum, usando filtro de vidro

J

O filtrado é extraido com 15 ml de Isooctano

U

Adicdo de 5 ml de acetonitrila comum, usando filtro de vidro

U

O filtrado é extraido com 10 ml de Isooctano
J
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Adicao de 5 ml de acetonitrila comum, usando filtro de vidro

U

O filtrado € extraido com 5 ml de Isooctano

U

Secar a vacuo

U

O residuo é dissolvido em éter de petrdleo

Transferir tudo para um tubo de ensaio

U

Secar com nitrogénio

Dissolver com 1 - 2 ml de metanol - 100% MeOH
J

Injecdao na CLAE
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ERRATA

p. XIII e XIV
Trocar 298832 por 99611

p.2
2¢ paragrafo, apos ~..posterior analise”, acrescentar (Sinnhber & Yu, 1958;
pellet & Young, 1980; Mossé, 1990; Reeves et al., 1993).

p.27
1°paragrafo, apds”...recentemente publicados”, acrescentar (AOAC,1995).

p.40
Trocar os valores

298832 por 99611
249722 por 83241

815 por 272
298017 por 99339
548 por 183

28 por 9

20 por 7

249126 por 83042

p.44
Trocar “(p.51)" por (p.29).



