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RESUMO

GUINAZI, Michele. M.S. Universidade Federal de Vigosa, abril de 2004.
Tocoferdis e tocotriendis em hortalicas, ovos e Oleos vegetais
utilizados em restaurantes comerciais. Orientadora: Helena Maria
Pinheiro-Sant’Ana. Conselheiros: Sebastiao César Cardoso Brandao, Maria
do Carmo Gouveia Pellzio e Josefina Bressan Resende Monteiro.

O presente trabalho teve por finalidade avaliar a concentragédo e a
distribuicdo dos isébmeros da vitamina E em alimentos, preparacdes e éleos
utilizados rotineiramente em dois restaurantes comerciais. Para isso, foi
otimizada uma metodologia para extracdo e quantificacdo de tocoferbis e
tocotriendis por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) nas seguintes
amostras: agrido, almeirdo cru e refogado, brécolis cru e cozido, cebolinha,
couve crua e refogada, espinafre, pimentao, ricula, salsa; gema de ovos crus e
cozidos; Oleos de canola, oliva e soja. O método empregado para extrair os
compostos consistiu em uma extracao direta com solvente (isopropanol e
hexano:acetato de etila, 85:15, v/v). Para a analise das amostras utilizou-se
sistema de fase normal, com fase mével composta de hexano:isopropanol:acido
acético (99,3;0,6;0,07) e injecées de 5 e 50 pyL das amostras, em tempos de
corridas médios de 20 minutos. A metodologia otimizada para os alimentos
analisados foi considerada simples e rapida, além de preservar os isdbmeros da
vitamina E, quando comparado aos métodos avaliados envolvendo
saponificacdo. Os resultados obtidos demonstram que a composicao de
tocoferdis e tocotriendis dos alimentos avaliados variou bastante e, em geral, os
isébmeros tocoferdis foram detectados em maior quantidade e freqiéncia; 3- e 6-
tocotrienol foram o0s compostos menos encontrados. O a-tocoferol foi o
composto predominante, com concentra¢des variando entre 0,1882 a 1,1463
mg/100g em hortaligas cruas; e 12,1401 a 18,3931 mg/100g em dbleos vegetais.
O teor de vitamina E dos alimentos preparados nos diferentes restaurantes nao
foi diferente estatisticamente, exceto entre os alimentos crus e
cozidos/refogados para alguns compostos. O processo de refogar aumenta a

concentragao de vitamina E devido a adi¢cdo de 6leo e o cozimento de brécolis e
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ovos parecem nao ter provocado grandes perdas. Dentre os alimentos
avaliados, couve, racula, agrido e 6leos de soja, canola e azeite, se consumidos
nas porcoes recomendadas, podem contribuir para uma adequacéao diaria de
vitamina E na ordem de 7,1 a 13,8%. O estudo contribuiu para a caracterizacao
nutricional dos alimentos em relagdo a vitamina E, sendo que trabalhos dessa

natureza devem ser continuados.

Xiv



ABSTRACT

GUINAZI, Michele. M.S. Universidade Federal de Vicosa; April, 2004.
Tocopherols and tocotrienols in vegetables, eggs and vetable oils
used in commercial restaurants. Adviser: Helena Maria Pinheiro-
Sant'Ana. Committee members: Sebastidao César Cardoso Brandao, Maria
do Carmo Gouveia Pellzio and Josefina Bressan Resende Monteiro.

The purpose of the presente work was to evaluate the concentration and
the distribution of the vitamin E isomers in foods, preparations and oils
frequently used in two commercial restaurants. For that, a methodology for
extraction and quantification of tocopherols and tocotrienols by HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) was optimized in the following samples:
watercress, wild chicory, broccoli, onion evergreen, spring greens, spinach,
sweet pepper, rocket, parsley; egg yolk; canola, olive and soy oils. The
employed method to extract the compounds consisted of a direct extraction with
solvent (2-propanol and hexane:etyl acetate, 85:15, v/v). In order to analyse of
the samples, a system of normal-phase was used, with a moble phase
composed of acetic hexane: 2-propanol: acetic acid (99,3;0,6;0,07) and
injections of 5 and 50 pL of the samples, in medium elution time of 20 minutes.
The methodology optimized for the analyzed foods was considered simple and
fast, besides preserving the vitamin E isomers, when compared to the
appraised methods involving saponification. The obtained results demonstrate
that the tocopherol and tocotrienol composition of the appraised foods varied a
lot and, in general, the tocopherols isomers were detected in larger amount and
frequency; B - and o&-tocotrienols were the compounds less found. The o-
tocoferol was the predominant compound, with concentrations varying between
0,1882 to 1,1463 mg/100g in raw vegetables; and 12,1401 to 18,3931 mg/100g
in vegetable oils. The vitamin content of the prepared foods in the different
restaurants was not statistically different, except between the raw and
cooked/sauteed foods for some compounds. The process of sautéing increases
the vitamin E concentration due to the oil addition and the cooking of broccoli

and eggs seem not to have caused great losses. Among the appraised foods,
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spring greens, rocket, watercress and soy, canola and olive oils, if consumed in
the recommended portions, can contribute to a daily vitamin E adequation in the
order from 7,1 to 183,8%. This study contributed to the nutritional
characterization of the foods in relation to the vitamin E, and works of this

nature should be continued.
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1. INTRODUGCAO

Desde que foi descoberta no inicio dos anos 20, a vitamina E tem sido
extensivamente estudada em diversas areas do conhecimento, uma vez que
desempenha papéis especialmente importantes na reproducado normal e em
mecanismos antioxidantes de tecidos animais e vegetais. Os estudos
iniciais, que avaliavam o efeito da nutricdo na reprodugédo de ratos, foram
capazes de identificar um fator dietético que, na ocasiao, foi considerado
determinante para a manutencao da gestagdo em animais alimentados com
dietas ricas em gordura rancificada. A partir disso, iniUmeras pesquisas foram
realizadas para isolamento e caracterizacdo desse composto, sendo que
somente em 1968 o Food and Nutrition Board reconheceu oficialmente essa
substancia como vitamina (BALL, 1998; AZZl e STOCKER, 2000).

A vitamina E tem natureza essencial e, portanto, deve ser obtida pela
dieta em niveis adequados as necessidades do organismo. Até entdo, a
sindrome de deficiéncia é considerada rara em humanos, provavelmente
devido a ampla distribuigdo desta vitamina em alimentos de origem vegetal e
alguns tecidos animais (EITENMILLER, 1997). No entanto, embora a
deficiéncia ndo represente um problema de significancia nutricional, a
ingestdo de vitamina E tem despertado interesse e preocupacao
principalmente nesta ultima década, uma vez que compde juntamente com a
vitamina C, pB-caroteno, selénio e flavondides, o grupo denominado
antioxidantes alimentares. Este grupo tem sido freqlientemente associado a
prevengcdo de doengas neurodegenerativas, aterosclerose, inflamacgéo
crénica, cancer e envelhecimento precoce (BRON e AMIS, 2001; TRABER
et al., 2001; BIERI, 2002).

Semelhante a outras vitaminas que ndo sao representadas por uma
estrutura quimica bem definida, a vitamina E possui dois grupos de
compostos lipossoluveis intimamente relacionados, que diferem na estrutura
de acordo com o numero e localizacdo de grupos substituintes no anel
cromanol. Assim, o termo genérico “vitamina E” é utilizado para designar oito
diferentes compostos, nomeados a-, -, y- € 8- (alfa, beta, gama e delta)
tocoferois e tocotriendis (AIN, 1979; RUPEREZ et al., 2001).



Os resultados das pesquisas envolvendo esses compostos foram
compilados pelo National Research Council, que estabeleceu atividades
biolégicas diferentes para os isdbmeros da vitamina E (NRC, 1989). Este
conceito foi utilizado ao longo dos ultimos anos para andlise e representacao
do teor desta vitamina nas tabelas de alimentos.

Para a publicacdo das IDR’s (Ingestdo Dietética de Referéncia) em
2000, o Instituto de Medicina dos Estados Unidos revisou as pesquisas
sobre o assunto e considerou somente o a-tocoferol como composto
biologicamente ativo (TRUMBO et al., 2003). Embora a desconsideragéo dos
demais isébmeros para a contribuicdo vitaminica em humanos esteja
causando discussdes entre os especialistas na area, a nova recomendagao
alterou o panorama de estudos relacionados e exerceu um grande impacto
sobre os dados de tabelas de composicao ja existentes (MURPHY, 2002).

O teor de vitamina E nos alimentos sofre interferéncia de muitas
variaveis, como condicbes de cultivo e colheita, caracteristicas do solo,
clima, estocagem, processamento e refinamento, entre outros
(EINTENMILLER, 1997). Isso explica, em parte, a grande variabilidade das
informagdes sobre o contetdo vitaminico encontradas na literatura e indica
que as mesmas devem ser utilizadas com cautela.

A vitamina E esta difundida em tecidos de vegetais e, em menor
proporgao, em alimentos de origem animal, como ovos e figado. Os éleos
vegetais sdo considerados as fontes mais importantes, seguidos pelas
sementes oleaginosas e vegetais folhosos verde-escuros (KRINSKY, 2003).
Dentre esses alimentos, os 6leos sdo alvo de um maior numero de estudos
e, portanto, sdo melhor caracterizados quanto ao seu conteudo de vitamina
E.

As informagdes acerca do teor de vitamina E em vegetais e ovos séo
bastante escassas e se restringem a espécies cultivadas em paises com
habitos, clima e condi¢ées de cultivo bem diferentes do Brasil. Para certos
tipos de alimentos comumente consumidos no pais ndo existe nenhum dado
sobre o conteudo de tocoferdis, o que dificulta a avaliagdo da ingestdo dessa
vitamina pela populacao brasileira.

Considerando o grande consumo desses alimentos no Brasil

(IBGE,1998) percebe-se portanto, a importancia de se analisar o seu



contetdo de vitamina E, além de outros produtos que sdo constantemente
desenvolvidos pelas industrias e instituicbes de pesquisa. Os alimentos
processados a nivel domiciliar e em Unidades de Alimentacdo e Nutricdo
(UAN) (restaurantes comerciais, institucionais, unidades hospitalares,
escolares, entre outros) também necessitam ter seu conteudo vitaminico
avaliado, como meio de estimar mais precisamente a adequacéao de vitamina
E e informar aos consumidores os niveis ingeridos (adaptado de PINHEIRO-
SANT'ANA, 1998).

O ndmero de pessoas que realizam suas refeicbes em restaurantes
comerciais e institucionais aumenta a cada ano, sendo que a estimativa de
refeicdes servidas em UAN’s no ano de em 2003 foi de aproximadamente 40
milhnées de unidades didrias, o que destaca a importancia do setor de
alimentacdo coletiva (ABERC, 2004). O conhecimento do conteudo de
micronutrientes em alimentos preparados nestes locais ainda é muito
pequeno, embora a preocupacao com a qualidade nutricional das refei¢coes
oferecidas ja seja notéria.

Surge, entdo, a necessidade de aumentar as informacdes sobre o
conteudo de vitamina E de alimentos na forma que sao consumidos pela
populacdo em restaurantes, além de avaliar a precisdo do conteludo desta
vitamina em Oleos vegetais comercializados no pais. Salienta-se também
que, embora o a-tocoferol seja o composto utilizado atualmente para
determinacdo do conteudo de vitamina E, dados sobre a distribuicdo dos
demais isébmeros devem ser ainda avaliados, por serem Uteis para a
investigacado de tocoferdis e tocotriendis como antioxidantes em diversos
sistema biologicos, sozinhos ou associados a outros componentes dos
alimentos.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar o contetdo e a distribuicdo dos isdbmeros da vitamina E em
alimentos, preparacdes e Oleos utilizados rotineiramente em restaurantes

comerciais.

2.2. Especificos

e Otimizar uma metodologia para extrair e quantificar por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) a vitamina E (tocoferdis e
tocotrienodis) em hortalicas, ovos e 6leos vegetais.

e Determinar e avaliar o conteudo dos isémeros da vitamina E em
hortalicas, ovos e Oleos vegetais utilizados  freqlentemente em
restaurantes comerciais;

e Comparar as hortalicas em relagdo ao conteudo de tocoferdis e
tocotrienais;

e Comparar os 6leos (canola, soja e oliva) em relacdo aos teores de
tocoferdis e tocotriendis;

e Avaliar a contribuicio do conteudo de a-tocoferol dos alimentos
analisados para a adequagédo da vitamina E na dieta de individuos
adultos brasileiros.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Caracteristicas Gerais da Vitamina E

A vitamina E é o termo utilizado para designar oito compostos
encontrados em tecidos vegetais e animais, de caracteristica lipossoluvel e
que podem apresentar atividade vitaminica em graus diferenciados em
sistemas biolégicos (MACHLIN, 1991).

O termo “vitamina E” foi introduzido por Evans e Bishop em 1922,
apos identificarem uma determinada substadncia em seus estudos sobre
reproducdo em ratos. Nesses trabalhos, os pesquisadores administraram
aos animais uma dieta composta de lipides a base de gordura suina e, em
seguida, observaram que a mesma induzia a uma sindrome de deficiéncia
nao conhecida, cujo resultado era a reabsorcdo fetal em fémeas em fase
gestacional. Ao incluirem vegetais frescos a dieta os sintomas eram
revertidos e, dessa forma, concluiram que os vegetais continham um fator
especifico responsavel por esse resultado (AZZI e STOCKER, 2000).

A partir de 1936, comecaram a surgir os primeiros conhecimentos
acerca da natureza multipla da vitamina E, quando dois compostos com
atividade vitaminica E foram isolados a partir do 6leo de germe de trigo.
Esses compostos foram designados como tocoferdis, da expressao grega
tokos (parto) e phorein (proximo), e posteriormente mais seis substancias
foram caracterizadas (MACHLIN, 1991).

Os oito compostos sao classificados em dois grupos: tocoferdis,
derivados do tocol; e tocotriendis, derivados do tocotrienol. Ambos os grupos
possuem um anel 6-cromanol e uma cadeia lateral de natureza isoprénica
constituida de dezesseis atomos de carbono, o que confere caracteristica
lipossolivel & vitamina E (RUPEREZ et al., 2001). Os tocoferdis sao
compostos contendo grupamentos metil-substituintes e cadeia lateral
saturada, enquanto que os tocotriendis apresentam estrutura idéntica,
exceto pela presenca de trés duplas ligagdes na cadeia carbdnica (BALL,
1998).

Tanto tocoferéis como tocotriendis ocorrem em uma variedade de

isdbmeros que sao diferenciados de acordo com o numero e localizagao dos



grupos substituintes metil no anel cromanol e designados como a (alfa), 8
(beta), y (gama) e & (delta), conforme apresentado na Figura 1 (AIN, 1979;
SHEPPARD et al., 1992).
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Fonte: AZZl e STOCKER, 2000.

Figura 1. Compostos naturais da vitamina E.

A molécula tocol exibe isomerismo 6ptico atribuido aos trés atomos de
carbono assimétricos nas posigdes 2, 4 e 8, totalizando oito formas
esteroisoméricas possiveis. Os tocotriendis possuem somente um centro de
assimetria na posicdo 2, em adicao aos locais de isomerismo geométrico
nos carbonos 3’ e 7' da cadeia insaturada. O sistema RS de configuracao
assimétrica € usado para especificar a quiralidade dos compostos da
vitamina E, de acordo com as normas da IUPAC de 1974 (BALL, 1998).

Estes centros quirais apresentam configuracées R (do latim rectus =
direita) ou S (sinister = esquerda). Na natureza, os tocoferdis ocorrem
exclusivamente como estereoisdbmeros RRR- (ou d-a-tocoferol, para isbmero
a). Ja a forma sintética, obtida a partir da reagédo entre trimetilhidroquinona
como isofitol sintético, € uma mistura racémica (all-rac-a-tocoferol) dos oito

possiveis estereocisomeros em proporgdes virtualmente iguais (RRR-, RRS-,




RSR-, RSS-, SRR-, SRS-, SSS-, SSR-). Somente um deles portanto, &
idéntico a forma natural RRR- (DROTLEFF e TERNES, 2001).

As diferencas na estereoisomeria da cadeia lateral, a despeito da
estrutura molecular idéntica, influenciam o aproveitamento dos compostos
pelo organismo. No entanto, as técnicas analiticas utilizadas comumente
para a analise de vitamina E nao distinguem os esterecisébmeros
(BIANCHINI-PONTUSCHKA e PENTEADO, 2003).

Atualmente, as principais formas comerciais disponiveis de vitamina
E, utilizadas para o enriquecimento de alimentos e na industria farmacéutica
e cosmeética, sdo os ésteres de acetato de RRR-dl-a-tocoferol, obtido de
fontes naturais através da destilagdo molecular e metilagdo da mistura dos
quatro isémeros tocoferdis ou pela hidrogenagdo de a-tocotrienol; e de all-
rac-a-tocoferol. O acetato de ao-tocoferol é a forma mais estavel e,
consequentemente, muito utilizada para a fabricacdo de suplementos e
enriquecimento de alimentos (AZZl e STOCKER, 2000).

O o-tocoferol apresenta cor amarelo-clara e aspecto oleoso e é
insoluvel em agua, mas prontamente solivel em 6leos, gorduras, acetona,
alcool, éter, cloroférmio e outros solventes organicos. A absorcao de
tocoferdis e tocotriendis na regidao ultra violeta (UV) é fraca, sendo que a
absorcdo maxima é obtida em comprimentos de ondas de 292 a 298 nm
(BALL, 1998).

Tocoferdis nao-esterificados possuem forte fluorescéncia natural, o
que permite a aplicacdo de técnicas sensiveis de andlise para deteccao de
pequenas concentracdes séricas € em outros tecidos animais e vegetais. Os
valores empregados para emissdao e excitagcdo sdo 295 e 330 nm,
respectivamente, estabelecidos por Dugan et al. (1957) e utilizados até o
presente (BIANCHINI-PONTUSCHKA e PENTEADO, 2003).

Os compostos séo estaveis ao calor e em meio alcalino na auséncia
de oxigénio e ndo sao afetados por acidos a temperaturas de até 100°C. A
oxidacao é acelerada pela exposicao a luz, calor e na presenca de ferro e
sais de cobre (BALL, 1998).



3.1.1. Mecanismos de Absorcao, Transporte e Metabolismo

Os mecanismos envolvidos nos processos de absorgdo e
metabolismo da vitamina E ainda ndo sdao bem conhecidos e tém gerado
muita controvérsia, principalmente no que diz respeito ao aproveitamento
dos diferentes isdmeros pelo organismo (BRIGELIUS-FLOHE et al., 2002).

Uma vez ingerida, a absorcdo de vitamina E ocorre de forma
ineficiente em humanos, visto que somente 20 a 40% do a-tocoferol séo
absorvidos (BALL, 1998; BRIGELIUS-FLOHE et al., 2002). Ao contrario de
muitas substancias, sua absorcdo nao € dose-dependente e, ao contrério,
pode ser reduzida com o aumento da sua concentragao no meio intestinal. A
eficiéncia é comprovadamente acentuada pelo consumo simultdneo de
gordura na dieta, sendo que a quantidade necessaria para a absorgao 6tima
dos compostos da vitamina ainda nao € conhecida (SCOTT et al., 2004).
Além disso, a presencga da bile e de enzimas pancreaticas também colabora
para o aumento da absorcao (COHN, 1997).

A absorcdo maxima ocorre no intestino delgado, a partir da
emulsificagdo simultdnea com outros componentes lipossoluveis dos
alimentos, solubilizacdo e formacao de micelas, as quais sao difundidas de
forma passiva através da mucosa (COHN, 1997).

Devido a sua caracteristica hidrofébica, a vitamina E requer
mecanismos especiais de transporte no meio aquoso do plasma, fluidos
corporais e células. Desse modo, juntamente com triglicerideos,
fosfolipideos, colesterol e apolipoproteinas, os compostos absorvidos sao
incorporados aos quilomicrons nas células da mucosa e assim alcangam a
circulagdo linfatica e, em seguida, a corrente sanguinea via ducto toraxico.
Até esta etapa, existe uma grande probabilidade que nenhuma
discriminagdo ocorra entre os diferentes compostos (BRIGELIUS-FLOHE et
al., 2002).

Depois de submetidos a acao da lipase lipoprotéica, os quilomicrons
remanescentes sdo captados pelo figado e, a partir deste momento, ocorre
uma clara diferenciagdo entre os isébmeros da vitamina E com relagdo a
liberagdo no plasma (AZZl e SOCKER, 2000). No figado, uma proteina
especifica de transferéncia do a-tocoferol (a-TTP) parece ser seletiva ao

mediar a transferéncia deste composto para as lipoproteinas. A a-TTP



portanto, incorpora preferencialmente a-tocoferol a VLDL (Very Low Density
Lipoprotein) em detrimento a todas as outras formas da vitamina E (TRABER
et al., 1992; TRABER e JIALALB, 2000; BRIGELIUS-FLOHE et al., 2002).

Essa biodiscriminacdo acontece devido a afinidade diferenciada que
0s oito compostos apresentam em relagdo a a-TTP, que parece possuir
maior estereoespecificidade para a forma natural de a-tocoferol. Em
consequéncia do mecanismo de transferéncia seletivo, a maior parte dos
homologos naturais da vitamina E e formas sintéticas do a-tocoferol sao
excluidos do plasma e secretados pela bile, urina (ap6s conversédo para
formas hidrofilicas carboxietilhidrocromano-CECHs) ou outras rotas
desconhecidas (COHN, 1997).

Todas as lipoproteinas plasmaticas podem constituir veiculos de
transporte do a-tocoferol. No entanto, a a-TTP parece incorporar esse
composto preferencialmente as fragbes VLDL, que sofre o metabolismo
normal das lipoproteinas plasmaticas e é entdo distribuida aos tecidos.
(COHN, 1997; TRABER e JIALALB, 2000). Recentemente, uma proteina
ligante de tocoferdis (Tocopherol-Associated Protein - TAP), localizada nas
células de diversos tecidos, foi identificada, embora suas funcbes ainda nao
tenham sido bem caracterizadas (AZZl e STOCKER, 2000; YAMAUCHI et
al., 2001). Os pesquisadores suspeitam que essa proteina pode estar
relacionada com a retencao dos diferentes compostos da vitamina E nos
tecidos antes mesmo da discriminacao realizada pelo figado, embora sé
tenham descoberto, até entdo, uma proteina com afinidade exclusiva pelo a-
tocoferol (YAMAUCHI et al., 2001; BRIGELIUS-FLOHE et al., 2002). Isso
auxiliaria no entendimento da distribuicAo diferenciada que alguns
compostos apresentam no organismo, como no caso do y-tocoferol, que é

acumulado no tecido adiposo, pele e musculos (JIANG et al., 2001).

3.1.2. Biodisponibilidade e Atividade Biolégica de Tocoferéis e
Tocotriendis
Ao assumir que ha uma proporcionalidade entre a concentracédo do a-
tocoferol plasmatico e a encontrada nos tecidos, pode-se definir a

biodisponibilidade como sendo a proporcao entre a quantidade absorvida
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deste composto e sua liberagdo na circulagdo sanguinea. Para os demais
homoélogos, ndo se sabe se tal definicdo pode ser empregada (COHN,
1997).

Grande parte dos estudos acerca da biodisponibilidade da vitamina E
sdo comparativos, sendo a diferenga entre os compostos investigados
(SCOTT et al., 2004). Existe um interesse especial em comparar a
biodisponibilidade de a- e y-tocoferol, uma vez que embora o primeiro
possua maior biopoténcia in vivo, o y-tocoferol € um dos compostos
predominantes na dieta e, portanto, considerado relevante por sua ampla
distribuicao nos alimentos (JIANG et al., 2001; DEVARAJ e TRABER, 2003).

Com base nestes estudos, observou-se que o y-tocoferol apresentou
concentragdes plasmaticas e teciduais que correspondem entre 10 e 20%
daquelas encontradas para o a-tocoferol. Além disso, em pesquisa com
humanos verificou-se que a forma sintética da vitamina E possui cerca da
metade da biodisponibilidade da forma natural (JIANG et al., 2001; SCOTT
et al., 2004). Nas ultimas décadas, aumentou-se o interesse acerca do efeito
do estilo de vida sobre a biodisponibilidade de vitaminas. Fumo, alcool e
habitos alimentares tém sido estudados (VAN DEN BERG et al., 2002).

Assim que os mecanismos envolvendo a absorgao e metabolismo dos
oito compostos da vitamina E foram sendo parcialmente esclarecidos, a
atividade biolégica dos mesmos também passou a ser melhor investigada,
uma vez que os estudos iniciais datam de 1949. Os trabalhos classicos de
avaliagado da atividade biologica envolveram a determinagao experimental da
eficiéncia de cada homdlogo em prevenir a reabsorcao fetal em ratos e os
valores encontrados foram extrapolados para humanos sem ajustes para a
espécie (SHEPPARD et al., 1992; EITENMILLER, 1997; AZZl e STOCKER,
2000).

O National Research Council (NRC), com base em estudos realizados
com animais e humanos, destacou a existéncia de dois grupos de
compostos encontrados na natureza que possuem atividade bioldgica de
vitamina E, os tocoferoéis e tocotrienois. Dentre eles, o a-tocoferol é a forma
mais ativa, sendo que os valores para os outros compostos foram

estabelecidos em relacdo a este composto principal. Portanto, o comité
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estipulou para fins dietéticos, que a atividade vitaminica deveria ser
expressada como equivalentes de a-tocoferol (a-TE) (NRC, 1989).

A unidade de 1 a-TE foi definida como sendo a atividade de 1 mg da
forma natural de a-tocoferol. Assim, o conteudo total de a-TE de alimentos
seria estimado utilizando os fatores de conversdo baseados em sua

atividade biologica, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Atividade de vitamina E de tocoferdis e tocotriendis.

Atividade de o-TE ', °

Composto (mg/mg composto)
RRR-a-tocoferol 1,0
RRR-B-tocoferol 0,5
RRR-y-tocoferol 0,1
RRR-5-tocoferol 0,03
RRR-a-tocotrienol 0,3
RRR-B-tocotrienol 0,05
Acetato de a-tocoferil (sintético) 0,74

' A atividade bioldgica de y- e d-tocotrienol é desconhecida.

2 Equivalentes de a-tocoferol
Fonte: NRC, 1989.

Até o ano de 2000, todas as determinacdes dos isdmeros da vitamina
E realizada em alimentos foram expressas em mg de a-TE, seguindo os
valores indicados das Recommended Dietary Allowances (RDA’s) de 1989.
Neste ano, o Comité de Alimentacédo e Nutricdo (Food and Nutrition Board),
do Instituto de Medicina dos Estados Unidos publicou novas recomendacdes
para vitaminas e minerais, que substituiram as RDA’s até entdo em vigor
(NRC, 1989; IOM, 2000). Para isso, revisou trabalhos existentes sobre o
assunto e concluiu que somente a-tocoferol € um composto biologicamente
ativo da vitamina, uma vez que a sua concentragao plasmatica € mantida em
niveis consideraveis pelo organismo, enquanto que os demais compostos
absorvidos sdo quase que totalmente excretados (TRABER, 2001). Além
disso, a atividade biologica do a-tocoferol sintético foi reduzida para 50%
(BURTON et al., 1998; TRUMBO et al., 2003).



12

Assim, os valores das IDR’s (Ingestdao Dietética de Referéncia) para
vitamina E desconsideram os demais isbmeros e, portanto, tais revisdes
alteram o valor nutricional de muitos alimentos, como 6leos vegetais, molhos
para salada, margarinas e folhosos verde-escuros, em tabelas e bases de
dados de composi¢cao (MURPHY, 2002; TRUMBO, 2003).

3.1.3. Recomendacoes Nutricionais para Vitamina E

Com base em estudos de atividade biologica dos oito diferentes
compostos da vitamina E e em evidéncias acerca do papel protetor que esta
vitamina desempenha contra diversos processos patolégicos, o Instituto de
Medicina dos Estados Unidos estabeleceu novos niveis de ingestao
recomendados, direcionados a diversas faixas etarias da populagcédo
americana e canadense, mas que sdo adotados por diversos paises (IOM,
2000).

Essas recomendagbes (IDR’s) sdo valores de referéncia de
estimativas quantitativas da ingestdao de nutrientes a serem utilizadas para o
planejamento e avaliacao dietética de individuos saudaveis (TRUMBO et al.,
2003).

As definigbes da RDA’s de 1989 incluem tanto as formas naturais
como as formas sintéticas nas suas recomendacdes de ingestdo. A
quantidade indicada para consumo diario de vitamina E por individuos
adultos € de 10 mg de equivalentes de a-tocoferol (NRC, 1989). De acordo
com a nova proposta, a expressdo em mg de a-TE recomendada pelo
National Research Council superestimava a atividade vitaminica E nos
alimentos e portanto, foi substituida por mg de a-tocoferol natural e ou
sintético (IOM, 2000).

Baseados em dados de levantamentos populacionais realizados nos
Estados Unidos, verificou-se que 80% dos equivalentes de a-tocoferol
determinados nestes trabalhos eram provenientes de alimentos que
continham o a-tocoferol como composto principal (TRUMBO et al., 2003).

Para estimar a ingestdo atual de a-tocoferol, os dados de a-TE
encontrados em tabelas de composicao de alimentos devem ser corrigidos

por um fator 0,8. Dessa forma:
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mg de a-tocoferol num alimento ou refeicao = mg de a-TE x 0,8 (TRUMBO
et al., 2003).

Em geral, as IDR’s apresentam valores mais elevados quando
comparados as recomendagbes de 1989. Para individuos adultos
(considerando valores de RDA), houve um aumento de cerca de 50% na
recomendacao de ingestao, fato que tém causado muitas controvérsias entre
0s especialistas da area (BIERI, 2002). Para alguns pesquisadores, a
recomendacdo de 15 mg/dia de a-tocoferol tem por fim desempenhar papel
preventivo no surgimento de doengas relacionadas com a a¢ao dos radicais
livres no organismo, e que atualmente apresentam prevaléncia elevada na
populacado (TRABER, 2001). Outros estudiosos afirmam que o aumento na
recomendacao ndo é sustentada por nenhuma informacgao proveniente de
novas pesquisas e, dessa forma, considerada arbitrdria uma vez que a
deficiéncia de vitamina E nao é freqlentemente observada, mesmo em
populacdées com ingestao abaixo de 10 mg de a-TE/dia (HORWITT, 2001).

Segundo esses pesquisadores, as recomendacbes elevadas das
IDR’s vém atender interesses comerciais envolvendo a industria
farmacéutica e o mercado de suplementos. Além disso, a eliminagdo de
outros isdbmeros como o y-tocoferol da avaliacdo dietética da vitamina E é
bastante criticada, uma vez que o metabolismo dos compostos ainda nao é
bem conhecido e novas proteinas ligantes vem sendo descobertas
atualmente (HORWITT, 2001; BIERI, 2002).

Os riscos envolvendo o uso excessivo do a-tocoferol também tém
sido relatados na literatura. O nivel diario maximo toleravel de 1.000mg/dia
deve ser aplicado com cautela, uma vez que o0 consumo excessivo de
vitamina E pode implicar em riscos de hemorragias em humanos,
principalmente se associados a outros compostos antitromboéticos, como a
aspirina (HORWITT, 2001). Aléem disso, para se obter dietas com ofertas de
15 mg/dia de a-tocoferol, grandes quantidades de alimentos ricos em lipides
insaturados serdo necessarios (fontes principais), que por sua vez, aumenta
a necessidade de vitamina E pelo organismo, principalmente se os lipides
forem oxidados (HORWITT, 2001; BIERI, 2002).

Os valores de IDR’s para vitamina E, bem como sua comparacao

como as RDA’s de 1989, sdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Recomendagbes nutricionais de vitamina E para individuos
saudaveis de diferentes estagios de vida.

Vitamina E (mg/dia)

Estagios de
Vida "
EAR RDA/AI UL RDA (1989)
Lactentes
0-6 m - 4* ND 3
7-12m - 5* ND 4
Criangas
1-3a 5 6 200 6
4-8 a 6 7 300 7
Homens
9-13 a 9 11 600 10
14-18 a 12 15 800 10
19-30 a 12 15 1000 10
31-50 a 12 15 1000 10
51-70 a 12 15 1000 10
Mulheres
9-13 a 9 11 600 8
14-18 a 12 15 800 8
19-30 a 12 15 1000 8
31-50 a 12 15 1000 8
51-70 a 12 15 1000 8
Gestacao
<18 anos 12 15 800 10
19-30 a 12 15 1000 10
31-50 a 12 15 1000 10
Lactacao
<18 anos 16 19 800 11
19-30 a 16 19 1000 11
31-50 a 16 19 1000 11

EAR (Necessidade Meédia Estimada); RDA (Ingestdo Dietética Recomendada); Al
(Ingestdo Adequada); UL (Limite Superior Toleravel de Ingestao);

Fonte: IOM, 2000.

3.2. Funcoes da Vitamina E
E bem estabelecido na literatura que a atividade antioxidante parece
ser o principal papel biologico da vitamina E, embora ndo seja o unico

mecanismo de atuagdo dessa substancia (RUPEREZ et al.,2001).

3.2.1. Funcao Antioxidante
Juntamente com a vitamina C, B-caroteno e selénio, a vitamina E

compde o grupo de nutrientes conhecidos como “antioxidantes alimentares”,
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do qual é considerado o mais efetivo e mais abundantemente encontrado
nas membranas celulares de mamiferos (PERCIVAL, 1998; RUPEREZ et al.,
2001).

Segundo o Instituto de Medicina dos Estados Unidos (2000),
antioxidantes alimentares sao substancias encontradas nos alimentos que
reduzem significantemente os efeitos adversos de espécie reativas (radicais
livres) nas fun¢des fisioldgicas normais em humanos.

Os processos de oxidacao, tanto em alimentos quanto no organismo,
envolvem reacdes entre moléculas reativas de oxigénio e lipideos, que uma
vez iniciadas, se propagam em cadeia com geracao constante de radicais
livres. Essas espécies reativas e outros radicais livres sao capazes de reagir
diretamente com os lipideos, principalmente os compostos de &cidos graxos
insaturados, mais susceptiveis a oxidacdo (BIANCHINI-PONTUSCHKA e
PENTEADO, 2003).

O mecanismo que envolve a peroxidacao lipidica depende de um
iniciador, que pode ser a luz, calor, ions superdxido e perdxido, metais,
radiagdo e enzimas, entre outros. Radicais livres sdo entdo formados a partir
de acidos graxos e desencadeiam a propagacao das reacdes de oxidagcao
em cadeia (PINCHUK e LICHTENBERG, 2002).

A cadeia pode ser interrompida pela acdo de substdncias que
estabilizam esses radicais livres, impedindo a formacao de novos radicais e
continuidade das reagdes. A vitamina E constitui-se num dos “quebradores”
de cadeia mais eficientes, reagindo 200 vezes mais rapidamente com um
radical peroxila do que um antioxidante sintético, como o
butilhidréxidotolueno (BHT) (PINCHUK e LICHTENBERG, 2002). Outras
substancias enddégenas (catalase, superdxido-dismutase, glutadiona
peroxidase) e alimentares (vitaminas E, C, B-caroteno, flavondides) também
atuam interrompendo as reagdes de radicais livres (PERCIVAL, 1998).

A Figura 2 mostra as etapas envolvidas no processo de peroxidagcao

lipidica e agao antioxidante da vitamina E.
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Iniciacado PUFA ------- > Re

Propagacao Re + 02 ------- > ROQe

ROQOe + PUFA------- > Re + ROOH

Terminacado Re + E --—----- > Ee + ROOH

Regeneracdo Ee + C ------- >E + Ceo

Ee + GSH ------- > E + GSSG

PUFA: acido graxo poliinsaturado; Re: Radical; ROOe: radical peroxil; E: vitamina
E; Ee: radical tocoferoxil; ROOH: hidroperéxido; GSH: glutadiona oxidada; C: &cido
ascérbico; Ce: radical ascorbil; GSH: glutadiona reduzida; GSSG: glutationa

Figura 2. Oxidagao e reagdes antioxidantes envolvendo a vitamina E.

A vitamina E atua como doador de hidrogénio, interrompendo a
cadeia de reagbes pois o radical tocoferoxil formado n&o apresenta
reatividade sobre a estrutura lipidica. Esse papel antioxidante &
desempenhado de forma Unica, uma vez que interage com o ambiente
lipidico de forma acentuada devido a sua caracteristica lipofilica. Além disso,
a estrutura da vitamina E estd localizada entre os componentes da
membrana celular e assim, é uma das responsaveis pela linha de defesa
primaria das células contra o ataque de radicais livres. Possui ainda, a
caracteristica de ser o unico antioxidante que tem habilidade de regenerar-
se continuamente pela acao da vitamina C ou glutadiona (MACHLIN, 1991).

A oxidacdo lipidica pode apresentar efeitos de grande impacto
bioldgico in vivo, pelo dano as membranas bioldgicas, formacado de radicais
livres e favorecimento do stress oxidativo e, em alimentos, pela oxidacdo dos
lipides e alteracédo da qualidade sensorial (HUANG et al., 2002). A oxidagao
€ considerada como um dos mais sérios problemas na industria de
alimentos, induzindo a perda na qualidade nutricional, alteracao da cor, odor
e sabor. Além disso, a seguranga do alimento pode ser comprometida, uma
vez que pode ocorrer formacao de produtos secundarios prejudiciais a saude
(BIANCHINI-PONTUSCHKA e PENTEADO, 2003).
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No organismo, a oxidacao pode causar e interferir no processo de
diversas doencas, além de ruptura da membrana celular, polimerizagdo de
proteinas, mutacées no DNA e alterar fungdes das plaquetas e macréfagos
(PERCIVAL, 1998; HUANG et al., 2002).

Stress oxidativo designa o estado em que a geracao de radicais livres
excede a capacidade organica de “depuracao” dos mesmos. Esse excesso é
um componente que tem sido constantemente associado ao
desenvolvimento de aterosclerose, doencas degenerativas, inflamacéao,
cancer e envelhecimento (PERCIVAL, 1998; IOM, 2000; LIU et al., 2003).

Desse modo, a vitamina E parece apresentar importante papel nos
mecanismos preventivos de doengas cronico-degenerativas (JIANG et al.,
2001; HUANG et al., 2002), como por exemplo:

e Doencas cardiovasculares: a vitamina E parece prevenir ou retardar o
desenvolvimento de doencas coronarianas, promovendo uma menor
oxidacao da LDL e formacéao de coagulos;

e Cancer: exerce efeito protetor ao organismo pela reducdo do dano
oxidativo, o qual pode contribuir para a carcinogénese. Também parece
acentuar a funcdo imune e bloquear a formacdo de nitrosaminas no
estbmago (nitritos da dieta);

e Catarata: maiores niveis séricos de vitamina E (suplementos) parecem
reduzir o risco de catarata;

e Doengas neuroldgicas (Parkinson, Alzheimer): resultados preliminares
indicam que as vitaminas E e C podem melhorar os sintomas dessas
patologias;

¢ Diabetes mellitus: os resultados dos estudos ainda ndo séo conclusivos,
mas supde-se que o0 dano oxidativo também contribui para o
desenvolvimento desta doenca.

Dentre os compostos da vitamina E, o a-tocoferol é apontado como
sendo 0 mais potente em sua acao antioxidante (YOSHIDA et al., 2003). No
entanto, diversos trabalhos indicam outros tocofer6is como melhores
antioxidantes. Essas controvérsias podem ocorrer devido a diferengas entre

os métodos testados, os substratos utilizados, o nivel de oxidagao
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empregado e as metodologias empregadas para monitoramento da
oxidagdo. Alguns resultados apontam atividade antioxidante dos tocoferéis
na seguinte ordem:y, d > ae B; a>p>y>0 e &> y>p>a (SERBINOVA et al.,
1992; FRANKEL, 1996).

No entanto, um ndmero cada vez maior de estudos tem apontado os
tocotrien6is como sendo os compostos mais potentes na atividade
antioxidante in vitro, mas pesquisas in vivo ainda devem ser melhor
conduzidas (SERBINOVA et al., 1992; MUTALIBI et al., 2003; YOSHIDA et
al., 2003).

Embora tenha propriedade antioxidante j& bem reconhecida, os
tocoferdis podem também atuar como pré-oxidantes em algumas condigdes,
principalmente quando estdo presentes em grandes concentracées no meio
de estudo. Assim como para a atividade antioxidante, a avaliacdo da acao
pré-oxidante dos diferentes compostos pode sofrer interferéncia do sistema
e das concentracdes testadas, do tempo de oxidacdo e do método usado
para conduzir o processo oxidativo (FRANKEL, 1996).

Observou-se atividade pré-oxidante do a-tocoferol em 6leos vegetais
muito ricos nesse composto e em presenca de metais de transicao perdxido
e sais de ferro e cobre (BIANCHINI-PONTUSCHKA e PENTEADO, 2003).

3.2.2. Papéis Nao-Antioxidantes

Os compostos da vitamina E, excetuando-se o B-tocoferol,
desempenham fungbes ndo-antioxidantes no organismo, relacionadas
principalmente a atividade bioquimica e molecular do a-tocoferol e que ainda
nao estdo muito bem esclarecidas (AZZl e STOCKER, 2000; IOM, 2000),
como:
¢ Regulacao da proteina quinase C: o a-tocoferol parece inibir a proteina
quinase C, que esta envolvida numa série de rotas metabdlicas, como as
responsaveis pela proliferacdo e diferenciacdo celular do musculo,
plaguetas e mondcitos (resposta inflamatoéria);

¢ Efeito antitrombdético: O a-tocoferol inibe algumas das reacdes que levam
a formagédo de tromboxano (potente fator de agregacao plaquetaria) e
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favorece a formacao de prostaciclina (vasodilatadora e antiagregatéria),
reduzindo esse processo;

¢ Inibicdo de enzimas: inibe a lipoxigenase e fosfolipase, enzimas que
participam da oxidacao lipidica (efeito antioxidante secundario);

e Funcdo estrutural: faz parte da composicdo da membrana das
mitocondrias, protegendo-as de danos oxidativos por meio de uma série
de reacgdes intracelulares;

e Sintese de horménios: participa da formacdo de hormoénios sexuais,
embora tenham sido observados, in vivo, prejuizos na sintese em

situagdes de deficiéncia vitaminica.

3.3. Ocorréncia da Vitamina E nos Alimentos

A vitamina E é amplamente distribuida na natureza, sendo sintetizada
exclusivamente em vegetais e acumulada, em pequenas proporgdes, em
alguns tecidos animais na forma de a-tocoferol (CHING e MOHAMED,
2001).

Os oito compostos da vitamina sdo encontrados em proporcoes
variaveis em plantas, sendo que as fontes principais sdo éleos vegetais,
germe de trigo, sementes oleaginosas, vegetais folhosos verde-escuros e
alimentos de origem animal, principalmente gema de ovo e figado
(SHEPPARD et al., 1992; SRIDHAR e LAKSHMINARAYANA, 1993; CHEN
et al., 1998). Os isbmeros mais abundantes nesses alimentos sdo o y- e 0 a-
tocoferol (JIANG et al., 2001). Atualmente, ndo se pode deixar de considerar
a utilizacao de alimentos enriquecidos e fortificados, como grandes fontes de
vitamina E.

Os Oleos vegetais, além de possuir altas concentracdes de tocoferdis
e alguns tocotriendis, apresentam grande consumo a nivel mundial,
constituindo-se portanto, no alimento de maior contribuicdo para a ingestao
de vitamina E para a populagéo. Dados de NHANES II, um levantamento de
consumo realizado nos Estados Unidos, indicam que 20% da vitamina E da
dieta americana sdo provenientes da ingestdo de Oleos e gorduras
(EINTEMILLER, 1997).
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No entanto, considerando que os 6leos vegetais sdo matéria prima e
ou entram na composicdo de muitos alimentos industrializados, este
percentual pode superar 50% (EINTEMILLER, 1997). Dentre todos os
alimentos, os 6leos sdo os melhores caracterizados quanto ao seu conteudo
em vitamina E e composicdo em isbmeros (SHEPPARD et al.,, 1992,
DIONISI et al., 1995).

Dos Oleos avaliados, o de girassol parece ser 0 mais rico em o-
tocoferol, seguido pelo de algodao, palma, canola, amendoim, oliva, milho,
soja e coco. O y-tocoferol € o composto predominante em éleos de soja e de
milho, sendo que o Oleo de palma é o que apresenta maior teor de
tocotrienois (SYVAOJA et al., 1986; USDA, 2004). O 6leo de soja, devido ao
seu grande consumo a nivel mundial, € o principal contribuinte para a
ingestao de vitamina E pela populagao (EINTENMILLER, 1997).

O conteudo de tocoferdis e tocotriendis em O6leos é diretamente
relacionado com o tipo de processamento aplicado. Assim, 6leos refinados
contém um teor vitaminico reduzido em até 80%, de acordo com as
condicdes empregadas (RUPEREZ et al., 2001). Além disso, perdas podem
acontecer depois de embalados, de acordo com as formas de estocagem,
pela exposicao a luz, oxigénio, altas temperaturas, entre outros (SIMONNE e
EITENMILLER, 1998; BARRERA-ARELLANO et al., 2002). A utilizacdo de
6leos na cocgao, especialmente em frituras, € uma das grandes fontes de
degradagdo dos compostos, com perdas variando entre 40 a 98%
(CARLSON E TABACHI, 1986; GORDON e KOURIMSKA, 1995; WYATT et
al., 1998).

Entre os vegetais, os folhosos sdo freqlentemente apontados na
literatura como boas fontes de vitamina E (PIIRONEN et al., 1986; SRIDHAR
e LAKSHMINARAYANA, 1993). O composto predominante nesses vegetais
€ o a-tocoferol, que estd localizado nos cloroplastos, sendo que sua
concentracdo parece ser alta em tecidos verde-escuros, moderada em
folhas de crescimento rapido e verde-claras e em frutas coloridas e baixa em
raizes e tubérculos (PIIRONEN et al., 1986).

De acordo com PIIRONEN et al. (1986), vegetais que apresentam
teores superiores a 1mg de a-tocoferol/100g, podem ser considerados fontes

ricas. Espinafre, salsa e pimentdo sdo vegetais freqientemente citados na
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literatura como ricos em a-tocoferol (CHING e MOHAMED, 2001; USDA,
2004).

As informagdes sobre conteludo de vitamina E em vegetais folhosos
sd0 muito escassas e os estudos existentes apresentam dados de vegetais
cultivados comumente no local, sendo que muitas hortalicas encontradas no
Brasil ndo sdo consumidas nestes paises.

Uma grande variagdo nos valores de a-tocoferol pode ser observada
em vegetais, que pode ser causada, além da variabilidade entre as espécies,
por fatores como variedade da planta, distribuicdo desigual dos compostos,
sendo que partes ricas mas nao-comestiveis podem ser descartadas, grau
de maturagao, condi¢des de cultivo e do solo, clima e aplicacdo de métodos
diferentes para analise, entre outros (PIIRONEN et al., 1986; HEINONEN et
al., 1997).

Com relagéo aos alimentos de origem animal, os ovos apresentam o0s
maiores conteudos em vitamina E, no entanto, o efeito do enriquecimento da
alimentagdo de aves, comum em muitos paises, ndo pode ser esquecido
(SYVAOJA et al., 1985; KANG et al., 1998).

Nao foi encontrado nenhum dado ou estudo anterior com relagcao ao
teor de vitamina E de alimentos cultivados e ou produzidos no Brasil.

Uma vez que as recomendacoes de ingestdo de 6leos e gorduras
vém cada vez mais sendo controlada por érgaos ligados a Nutricdo e
profissionais da saude e, por outro lado, o consumo de vegetais tem sido
estimulado, pode-se perceber a importancia de se conhecer o valor nutritivo
(macro e micronutrientes) desses alimentos.

No Brasil, os resultados do ultimo levantamento de consumo de
alimentos a nivel nacional, incluidos na Pesquisa de Orgcamentos Familiares
1995-1996 (POF), indicam que as hortalicas, embora de ocorréncia comum
para grande parte da populagdo, ainda ndo sdo ingeridas na quantidade
sugerida pela “Piramide de Alimentos” (PHILIPPI et al., 1999). Os dados
mostram que o consumo per capita anual de hortalicas folhosas é de
aproximadamente 2,8 kg, 0 que representa uma média diaria de apenas 7,7
gramas. Os dados de consumo de ovos e 6leos, respectivamente 4,3 e 7,5
kg/ano/pessoa, indicam que estes alimentos sdo de grande consumo pela
populacao (IBGE, 1998).



22

Esses dados indicam que existe uma grande lacuna a ser preenchida,
com conhecimentos cada vez mais exatos acerca do valor nutricional de
alimentos e praticas de educagao nutricional, a fim de estimular o consumo

de vegetais, alimentos ricos em nutrientes, pela populacao brasileira.

3.4. Metodologia para Determinacao de Tocoferois e Tocotriendis em
Alimentos

A complexidade estrutural e os diferentes potenciais antioxidantes do
grupo de compostos com atividade de vitamina E requerem que técnicas
analiticas fidedignas e seguras sejam aplicadas para a extragao, separacao,
identificacdo e quantificagdo dos componentes individuais em diversos tipos
de matrizes de amostras (KAMAL-ELDIN et al., 2000).

Além disso, a ocorréncia natural de certos compostos em quantidades
muito reduzidas faz com que seja necessario 0 uso de recursos e
procedimentos analiticos sofisticados para concentragdo da amostra,
obtencdo de resolucao eficiente e deteccao sensivel dessas substancias
(ABIDI, 2000).

Diversas técnicas tém sido aplicadas para separagao, purificacao e
quantificacdo de tocoferdis e tocotriendis nas mais variadas matrizes
organicas e podem ser utilizadas de acordo com os objetivos de analise e da
natureza da amostra (ABIDI, 2000; ABIDI e RENNICK, 2001).

Entre as técnicas empregadas, podem-se citar as colorimétricas,
cromatografia de camada delgada, a cromatografia gasosa, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia, além de algumas ainda em desenvolvimento, como
a eletroforese capilar (KAMAL-ELDIN et al., 2000; LEE et al., 2000; ABIDI e
RENNICK, 2001).

Desde que foi utilizada para a analise de antioxidantes lipidicos, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) tem sido extensivamente
aplicada e é preferida pela grande maioria dos pesquisadores da area. Isso
porque, em geral, envolve etapas menos prejudiciais a amostra quando
comparada a cromatografia gasosa, muito utilizada até entdo (SHIN e
GODBER, 1993).

A primeira separagao entre a- e y-tocoferol e dos demais compostos

ocorreram em 1973 e 1974, respectivamente. Atualmente, esta separacao
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pode ser realizada por CLAE utilizando tanto sistema de fase normal, como
de fase reversa. Para a andlise de tocoferdis e tocotriendis, o sistema de
fase normal tem sido o de maior uso entre os trabalhos recentemente
publicados, embora apresente desvantagens como o0 gasto de um longo
tempo para equilibrio da coluna, baixa reprodutibilidade e o emprego de
solventes orgéanicos volateis prejudiciais (ABIDI, 2000; CERT et al., 2000).

Ja o sistema de fase reversa, que apresenta maior estabilidade,
durabilidade e melhor reprodutibilidade dos tempos de corrida nas analises
de vitamina E, ndo é eficiente em separar os isbmeros y- e - tocoferdis e ou
tocotriendis utilizando colunas de octadecilsilano (ODS). A introdugdo de
novas colunas poliméricas nesse sistema parece separar esses dois
compostos (RUPEREZ et al., 1999; ABIDI e MOUNTS, 1997; ABIDI, 1999).

E importante destacar que, a escolha do sistema de andlise utilizado
depende dos compostos da vitamina E que se objetiva detectar. Portanto,
andlises mais simples sao preferencialmente conduzidas em sistema de fase
reversa, que proporciona analises mais rapidas e reprodutiveis. Por
exemplo, o sistema de fase reversa com colunas tradicionais pode ser
utilizado como a deteccado de a-tocoferol isolado ou a analise de alimentos
que possuem composicdo em isébmeros e ou matrizes menos complexas
(ABIDI e MOUNTS, 1997; TORRE et al., 2001; GOMEZ-CORONADO e
BARBAS, 2003).

A otimizacado dos parametros experimentais (fase estaciondria, fase
mével, vazao e tipo de eluicdo, entre outros) & imprescindivel para uma
separacao e quantificacao eficazes dos compostos presentes nas amostras.

A eficiéncia na resolugado dos isdbmeros y- e B-, sejam tocoferdis ou
tocotriendis, € um dos critérios mais utilizados para avaliar a adequagéao das
condicdes da andlise cromatografica dos compostos da vitamina E. A
semelhanga na estrutura desses dois compostos faz com que a retengéao
ocorra em tempos muito proximos, dificultando sua separagdo em
determinados tipos de fase estacionaria. A seletividade apresentada por
algumas colunas de fase normal se deve a diferenciacdo que ocorre com
base na posicao dos substituintes metil no anel cromanol de isémeros y- e B-
e sua interacdo com o grupamento —OH da coluna (INDYK, 1988; SHIN e
GODBER, 1993).
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A maior parte dos trabalhos utilizando fase normal emprega colunas
de silica nao-ligadas com didmetros das particulas entre 3 € 5 ym, de
diversas especificacdes de fabricacdo, onde a retencdo ocorre na ordem
0o<P<y<d (KAMAL-ELDIN et al., 2000; PYKA et al., 2001).

Considerando essas colunas, a fase mdvel de utilizagdo mais comum
€ composta de hexano adicionado de uma variedade de modificadores
organicos, como o éter dietilico, éter diisopropilico, metanol, isopropanol e
dioxano. Esses reagentes, utilizados em pequenas quantidades, elevam a
polaridade da mistura solvente a ponto de favorecer a resolugdo dos
compostos (KAMAL-ELDIN et al., 2000). O uso de isopraponol em pequenas
concentragdes na fase a base de hexano tende a melhorar a separagéo dos
compostos - e y- (ABIDI, 2000).

A adicao de éteres pode implicar em risco de formacgao de peréxido e
consequentemente, degradacdo dos compostos. J& o uso de alcoois é
acompanhado pela dificuldade em obter uma proporcao exata na fase
mével, uma vez que volumes relativamente muito pequenos desses
reagentes sdo necessarios devido a sua alta polaridade (HU et al., 1996).

Shin e Godber (1993) avaliaram o efeito de diferentes fases moveis
sobre a estabilidade e reprodutibilidade de colunas de fase normal e
observaram uma reducao nos tempos de retencéo para cada composto com
o aumento do numero de injecées. Tempos de corrida comparativamente
mais curtos também foram obtidos apds a adi¢cdo de acido acético numa das
fases testadas. O acido acético parece aumentar a estabilidade da coluna,
provavelmente por competir com agua (pequenas quantidades presentes
nos reagentes) e outras substancias polares pela ligagdo aos grupos
hidroxila da coluna.

A eluicdo isocratica € utilizada na maior parte dos trabalhos
encontrados na literatura e os tempos de corrida relatados variam entre 5 a
120 minutos. Utilizando as mesmas condi¢gdes cromatograficas, corridas
curtas sao inversamente relacionadas com a resolucdo dos compostos, 0
que determina a importancia da otimizagdo das condigdes analiticas, a fim
de se obter uma corrida rapida com maxima resolugdo analitica (ABIDI,
2000; PYKA et al., 2001).
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Kamal-Eldin et al. (2000), comparando diferentes colunas na analise
cromatografica de tocoferdis e tocotrienois, observaram que para todas as
colunas de silica testadas os compostos eluiram na ordem a-T (tocoferol) <
a-T3 (tocotrienol)< B-T< y-T < B-T3 < y-T3 < d-T < &-T3.

Dentre as técnicas de detecgdo cromatografica, a fluorescéncia é
utilizada para a analise de tocoferdis e tocotrien6is na maior parte dos
trabalhos realizados com CLAE. Essa preferéncia pela detecgdo de
fluorescéncia é atribuida a sua maior seletividade, sensibilidade e
especificidade em comparacéo a detecgéao por UV (ABDOLLAHI et al., 19983;
RUPEREZ et al., 2001).

A identificagdo dos compostos pela comparagdo dos tempos de
retencdo dos obtidos nas amostras com os dos padrdes € uma pratica
comum entre os pesquisadores e tem se mostrado bastante confiavel. No
entanto, como levantado por Bianchini-Pontuschka e Penteado (2003), o
tempo de retencdo de um composto na matriz alimentar pode ser diferente
do observado nos padrdes vitaminicos puros. Isso indica que, para amostras
contendo outras substancias que sao detectadas nos comprimentos de onda
especificos, a identificacdo dos compostos deve ser feita com cautela e
observando os dados existentes na literatura.

De uma forma geral, é necessario que os compostos de interesse
sejam isolados para posterior analise cromatografica. Os procedimentos de
isolamento variam de acordo com a matriz da amostra e podem variar desde
etapas complexas e com uso de multiplos reagentes e equipamentos, a
etapas simples, como diluicdo da amostra em solvente organico (GIMENO et
al., 2000; LUQUE-GARCIA e CASTRO, 2001).

O tratamento da amostra é uma etapa considerada critica no
processo analitico e representa a principal fonte de erros, além de tempo
consumido e grande gasto financeiro com reagentes e outros materiais
(LUQUE-GARCIA e CASTRO, 2001).

Exceto para a andlise de 6leos vegetais, os quais podem ser diluidos
em solvente organico e injetados diretamente na coluna, a vitamina E deve
ser extraida da matriz da amostra e, quando em baixos teores, deve ser
também concentrada (DIONISI et al., 1995; CERT et al., 2000; RUPEREZ et
al., 2001).
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O tratamento com solventes organicos e, em muitos casos, emprego
da saponificacdo, é imprescindivel para a purificagdo das amostras e
extracao dos compostos da matriz organica. O processo de extracao permite
romper as estruturas nas quais a vitamina E pode estar associada
(membranas, lipoproteinas, particulas de gordura); eliminar interferéncias de
moléculas de alto peso molecular tais como proteinas ou carboidratos, que
sao insoluveis em fases organicas; e propiciar um meio no qual os
compostos podem estar totalmente soltveis (INDYK, 1988; LUQUE-GARCIA
e CASTRO, 2001).

Para tocoferdis e tocotriendis, a etapa de tratamento envolve com
freqUéncia o emprego da saponificagdo da amostra total ou de uma fragéo
lipidica isolada (PIIRONEN et al., 1984; INDYK, 1988; LEE et al, 2000). O
procedimento classico é realizado por aquecimento de KOH em etanol ou
metanol, seguido pela extragcdo com solventes orgénicos dos componentes
insaponificaveis, como a vitamina E, enquanto acidos graxos, gliceréis e
outras substancias potencialmente interferentes permanecem na fase
alcalina (RUPEREZ et al., 2001). A extragdo com uso da saponificagdo pode
ser influenciada pelo tipo e concentracao do solvente organico utilizado e os
niveis de lipides presentes na amostra (UEDA e IGARASHI, 1990).

O uso da etapa de saponificagdo representa maior tempo consumido
e aumento da complexidade do processo de tratamento da amostra, sendo
que meétodos alternativos de extracdo tém sido testados por diversos
pesquisadores com resultados semelhantes ou superiores, o que tém
demonstrado que a saponificagcdo nem sempre é necessaria (PIIRONEN et
al., 1984; ALBALA-HURTADO et al., 1997; LEE et al., 1999).

Além disso, a saponificacdo pode promover a oxidagdo de vitaminas
lipossoluveis e, portanto, representar perdas durante o processo de andlise.
Para isso, o uso de antioxidantes como butilhidroxitolueno (BHT), acido
ascorbico, pirogalol, sozinhos ou combinados, tem sido recomendado para
evitar a degradacdo dos compostos da vitamina E durante esta etapa
(RUPEREZ et al., 2001).

A extracao direta com solventes organicos tem sido empregada para
a anadlise de tocoferéis e tocotriendis como alternativa a saponificacdo e

envolve um numero menor de operacdes que agiliza a etapa de tratamento



27

da amostra. O solvente comumente utilizado € o hexano, sozinho ou com
adicao de pequenas proporcdes de solventes mais polares, como o etanol,
acetado de etila ou éter diisopropilico (HU et al., 1996; LUQUE-GARCIA e
CASTRO, 2001).

De qualquer forma, observa-se na literatura que métodos com ou sem
emprego da saponificacdo tém sido aplicados para os mesmos tipos de
amostras.

O aumento da consciéncia ambiental, tais como a necessidade de
eliminar o uso de reagentes organicos e reduzir a incineragdo, é
responsavel, em parte, pelo direcionamento das pesquisas envolvendo
novas técnicas de extragcao e analise de vitaminas. Alguns trabalhos ja estao
extraindo vitaminas lipossoluveis de alimentos e ou preparagdes a partir do
uso de dioxido de carbono na forma de extracdo de fluidos supercritica
(SFE). Esta técnica é rapida e requer pouco ou nenhum uso e desperdicio
de reagentes pesados (LUQUE-GARCIA e CASTRO, 2001; RUPEREZ et al.,
2001).

3.5. Importancia de Estudos sobre Valor Nutritivo e Estabilidade de

Nutrientes em Unidades de Alimentacao e Nutricao

A escassez e discrepancia das informacdées relacionadas a alimentos
e preparagdes € uma queixa comum entre profissionais da area de nutrigao
e de alimentos, além dos consumidores em geral. Observa-se que tabelas
de composicao de alimentos e muitas pesquisas da area descrevem valores
para alimentos ndo processados (in natura) e comercialmente preparados.
Isso indica uma lacuna nas informagbes acerca do valor nutricional de
alimentos e preparagdes na forma que sao utilizados a nivel domiciliar e em
UAN'’s, quer seja em restaurantes institucionais ou comerciais.

As vitaminas sdo um dos mais importantes nutrientes que determinam
a qualidade nutricional de alimentos. Considerando que as mesmas sao
afetadas pelo processamento em graus variados, o estudo do conteudo e
estabilidade se reveste de grande importancia pratica (WYATT et al., 1998).

A coccdo e o processamento tém efeito determinante sobre o

conteudo vitaminico final de um alimento ou preparacdo e todas as
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operagdes envolvidas devem ser melhor estudadas (HEINONEN et al.,
1997).

O crescimento do setor de alimentacdo a nivel mundial reforca a
importancia de estudos sobre valor nutritivo nesse segmento, uma vez que
0s procedimentos utilizados para preparagdo dos alimentos em grandes
quantidades podem ser bem diferentes dos comumente conhecidos e
aplicados em nivel domiciliar e laboratorial, principalmente em relacdo a
equipamentos, tempo e temperaturas aplicadas (HEINONEN et al., 1997).

Essa importédncia ganha dimensdes ainda maiores quando os
numeros do setor sdo avaliados. O Brasil ndo se diferenciou da tendéncia
mundial e, segundo a Associacdo Brasileira das Empresas de Refeicoes
Coletivas, o setor apresenta expectativa de crescimento anual de 10% e um
potencial tedrico para producédo de 40 milhdes de refeicdes diarias (ABERC,
2004).

Esses numeros sao reflexo de uma pratica atual, onde um numero
cada vez maior de individuos fazem suas refei¢cdes fora do lar (CAMPOS et
al., 2003). Portanto, a preocupacdo acerca do valor nutricional da
alimentacdo gradativamente se move em direcdo a alimentagdo em
Unidades de Alimentacdo e Nutricdo, embora os estudos ainda nao
acompanhem a evolucao do setor.

Mesmo levando em conta todas as dificuldades que envolvem as
pesquisas dessa natureza, alguns estudos tém sido desenvolvidos em
restaurantes institucionais e, em menor proporcao, em restaurantes
comerciais com relagdo ao conteudo e estabilidade de vitaminas,
principalmente carotendides e vitaminas hidrossoluveis (PINHEIRO-
SANT'ANA et al, 1998 e 1999a e b; CAMPOS et al., 2003, SA e
RODRIGUEZ-AMAYA, 2003).

No Brasil, nenhum estudo foi encontrado sobre o contetdo de
vitamina E em alimentos e preparagdes, tanto a nivel laboratorial como de
UAN'’s. Considerando que essa vitamina € muito susceptivel ao oxigénio, luz
e calor, informagbes dessa natureza possibilitam a avaliacdo real de
consumo (EINTENMILLER, 1997).

Os estudos freqlentemente conduzidos em Unidades de Alimentacao

e Nutricdo (UAN) para avaliagdo do teor e estabilidade de vitamina E séo
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freqientemente relacionados a 6éleos vegetais utilizados em frituras
(HASSAPIDOU et al., 1994; GORDON e KOURIMSKA, 1995; BARRERA-
ARELLANO et al., 2002).

A degragao de a-tocoferol em 6leos utilizados em frituras depende do
tipo de 6leo, tempo de uso e a temperatura ao qual € submetido. Em geral,
perdas variam entre 30 a 60% (SIMONNE e EITENMILLER, 1998;
HOLOWNIA et al., 2000; VERLEYEN et al., 2001).

Nenhum estudo foi encontrado acerca da estabilidade de tocoferdis
em vegetais, para avaliar perdas que podem ocorrer nos processos de
higienizacao, pré-preparo e coc¢gao dos mesmos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Matéria Prima

Utilizou-se alimentos de origem vegetal e animal comumente
preparados em restaurantes comerciais de Vigosa, MG, além de O6leos
vegetais adquiridos no comércio local. Os alimentos foram selecionados de
acordo com o conteudo de vitamina E indicado pela literatura (aqueles
considerados como fontes mais importantes), sendo que para a maior parte
das hortaligcas analisadas néo foi encontrada nenhuma informacéo especifica
sobre seu teor de vitamina E.

Dezessete alimentos e/ou preparagdes fizeram parte deste estudo:

a) Hortaligas (EMBRAPA, 2004):

e Crus: agriao (Nastrirtium officinale), cebolinha (Allium
schonoeprasum), espinafre (Spinacea oleracea), pimentdo verde
(Capsicum annuum), racula (Eruca sativa) e salsa (Petroselium
crispum);

e Cru e cozido: brocolis (Brassica oleracea var italica);

e Crus e refogados: almeirdo (Hieracium commursonil) e couve

(Brassica oleracea var acephala).

b) Alimento de origem animal: Gema de ovo (crua e cozida).
c) Oleos: soja, canola e de oliva.

4.1.2. Reagentes e Outros Materiais

Para o preparo das amostras utilizou-se os seguintes reagentes com
grau de pureza para analise (p.a.): acetato de etila, hexano e isopropanol da
Synth, Brasil; sulfato de sddio anidro da Vetec, Brasil; butilhidroxitolueno
(BHT) da Synth, Brasil.

Os padrdes vitaminicos utilizados foram os isbmeros a-, B-, - € 6-

tocoferol e tocotrienol, da Calbiochem®, EMD Biosciences, Inc., EUA.
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As fases moveis foram preparadas utilizando reagentes grau
cromatografico: hexano e isopropanol da Mallinckrodt, EUA e &cido acético
da Merck, Brasil.

Para a filtragdo das amostras utilizou-se papel de filtro n® JP41 J.
Prolab, Brasil; seringas descartaveis esterilizadas de 3 mL, da Rymco,
Colémbia; unidades filtrantes HV Millex, em polietileno, 0,45um de
porosidade, da Millipore, Brasil.

4.1.3. Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados para extragcdo da
vitamina nas amostras: microtriturador, modelo MA 102, Marconi; bomba de
vacuo modelo CA Fanen; evaporador rotativo Q-344.1, Quimis;

As fases méveis foram degaseificadas em vibrador ultrassénico T-14
Odontobrés.

Para varredura dos espectros de absorcao dos padrdes vitaminicos
foi utilizado espectrofotobmetro UV 1601, Shimadzu.

Para a determinacao de soélidos totais, utilizou-se estufa de circulagéao
forcada de ar, Fanen 320-SE e balanga analitica, Ohaus Explorer.

As analises por CLAE foram realizadas em cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia Shimadzu, equipado com bomba de alta pressdo, modelo LC-
10AD VP; injetor automatico SIL-10AF com alga de amostragem de até
50uL; coluna LiChrosorb 5u Si60 Phenomenex 250 x 4 mm; detector de
fluorescéncia modelo RF-10A XL; software "Multi System" modelo Class VP
6.1.

4.2, Métodos

4.2.1. Restaurantes Colaboradores

Nove restaurantes comerciais localizados na regido central da cidade
de Vigcosa foram pré-selecionados e contatados, para colaborar com o
levantamento sobre alimentos e preparagdes freqlentemente oferecidos
nestes locais. Considerando os habitos alimentares da regido, a semelhanga

dos procedimentos operacionais e a periodicidade de entrada dos alimentos
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selecionados no cardapio, dois restaurantes foram escolhidos e convidados
a colaborar com este estudo, apds o esclarecimento dos seus objetivos. Em
seguida, acompanhou-se as etapas de pré-preparo e preparo dos alimentos
selecionados nestes estabelecimentos para registro de variaveis de tempo e

temperatura empregados em cada processo.

4.2.2. Condicoes de Preparacao e Coleta dos Alimentos

Os alimentos foram preparados nos restaurantes selecionados de
acordo com os métodos de rotina utilizados em cada local, possibilitando a
analise do conteudo vitaminico em condigdes reais de preparacdo e
consumo. Os métodos de armazenamento, higienizagdo, pré-preparo e
preparo utilizados nos restaurantes estdo descritos nas Tabelas 3 e 4.

Uma vez preparados, amostras dos alimentos foram coletadas,
embaladas em sacos plasticos e papel aluminio, identificadas e levadas ao
laborato6rio, onde foram armazenadas em geladeira sob temperatura de 0°C
a +5°C até o momento da extracao e analise.

Ap6s a coleta das amostras, todo o processo de analise, ou seja,
extracdo dos compostos vitaminicos, andlise cromatografica e determinagao
dos solidos totais, foi realizado em um periodo maximo de cinco dias. A
etapa de extragao foi concluida nos dois primeiros dias.

E importante destacar a dificuldade enfrentada na coleta de amostras,
durante o periodo de analise. Vegetais folnosos como espinafre, almeirédo e
brécolis, de uso menos freqlente nos restaurantes selecionados e mais
susceptiveis ao periodo de chuvas, nem sempre estavam disponiveis para a
compra no mercado. Conseqlentemente, ndao eram preparados nos
estabelecimentos apesar de fazer parte da composicdo do cardapio
corrente. Além disso, a padronizac¢do dos cardapios e dos procedimentos de
preparacao nos restaurantes ainda € pequena, gerando uma dificuldade
adicional na coleta das amostras que prejudicou o cumprimento do

cronograma das analises.
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Tabela 3. Condi¢cbes de armazenamento e higienizagcédo de hortalicas e ovos nos restaurantes comerciais
colaboradores.

Restaurantes
Alimento 1 2
Recebimento no dia da utilizacdo; Armazenado em Recebimento no dia da utilizagdo; Armazenado em
Agrido, Almeirdo, recipientes de polietileno at¢é o momento da recipientes de polietleno até o momento da
Cebolinha, Couve, higienizacdo (aproximadamente 4 horas), em higienizacdo (aproximadamente 3 horas), em

Espinafre, Rucula e
Salsa.

Pimentao Verde

Brocolis

Ovos

temperaturas em torno de 20 a 30°C; Higienizagao
apenas com agua corrente.

Armazenado em temperatura ambiente por
aproximadamente 48 horas; Higienizacdo com agua
corrente; Refrigerado a 10°C ap6s pré-preparo por
aproximadamente 16 horas.

Armazenado sob temperatura de refrigeracdao (em
torno de 10°C); Higienizagao por imersdao em agua;
Refrigerado a 8°C apds pré-preparo por
aproximadamente 2 horas.

Armazenado sob temperatura ambiente por
aproximadamente 72 horas; Higienizacdo com agua
corrente.

temperaturas em torno de 20 a 30°C; Higienizagao
apenas com agua corrente.

Armazenado em temperatura ambiente por
aproximadamente 24 horas; Higienizacdo com agua
corrente; Refrigerado a 8°C apds pré-preparo por
aproximadamente 4 horas.

Armazenado sob temperatura de refrigeracdo (em
torno de 8°C); Higienizagao por imersdo em agua e
lavagem em agua corrente; Refrigerado a 8°C apéds
pré-preparo por aproximadamente 4 horas.

Armazenado sob temperatura ambiente por
aproximadamente 48 horas; Higienizacdo com agua
corrente.
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Tabela 4. CondicAes de preparo de hortalicas e ovos nos restaurantes comerciais colaboradores.

Alimento

Restaurantes

1

2

Agridao, Espinafre e
Rucula

Cebolinha, Salsa e

Pimentao Verde

Almeirao e Couve

Brocolis

Ovos

Retirada de partes nao-comestiveis (caules);
armazenados em temperatura ambiente até o
momento de servir (aproximadamente 2 horas).

Retirada de partes nao-comestiveis e fatiamento em
cortes comuns de uso (rodelas, tiras e cubos, para
cebolinha, salsa e pimentdo, respectivamente);
armazenamento a temperatura ambiente até o
momento de utilizagdo em outra preparagédo ou
salada (aproximadamente 4 horas).

Retirada de partes ndo comestiveis e fatiamento em
tiras; armazenamento em temperatura ambiente até
o momento do preparo; Refogado em o6leo por 3
minutos.

Retirada de partes ndo comestiveis e
armazenamento em temperatura ambiente até o
momento do preparo; Cozido sob imersdo em agua
(100°C) por aproximadamente 35 minutos.

Cozido sob imersdao em &agua
aproximadamente 25 minutos.

(100°C) por

Retirada de partes nao-comestiveis (caules);
armazenados sob temperatura ambiente até o
momento de servir (aproximadamente 3 horas).

Retirada de partes nao-comestiveis e fatiamento em
cortes comuns de uso (rodelas, tiras e cubos, para
cebolinha, salsa e pimentdo, respectivamente);
armazenamento sob refrigeracdo (8°C) até o
momento de utilizagdo em preparagdes ou salada
(aproximadamente 5 horas).

Retirada de partes ndo comestiveis e fatiamento em
tiras; armazenamento sob refrigeragao (8°C) até o
momento do preparo; Refogado em 6leo em
temperatura por 2 minutos.

Retirada de partes ndo comestiveis e
armazenamento em temperatura ambiente até o
momento do preparo; Cozido sob imersdo em agua
(1009) por aproximadamente 20 minutos.

Cozido sob imersdo em &agua
aproximadamente 15 minutos.

(100°C) por
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Para a analise do conteudo vitaminico em 6leos, os mesmos foram
adquiridos no comércio local e as determinacbes conduzidas em trés
repeticées. Para uma melhor representatividade da andlise, tomou-se o
cuidado de adquirir unidades dos 6leos que fossem da mesma marca,

porém, provenientes de diferentes lotes de fabricagéo.

4.2.3. Determinacao das Condicoes de Extracao dos Compostos
Vitaminicos

Para a extragdo dos compostos da vitamina E, diferentes métodos
descritos na literatura foram testados e avaliados de acordo com a resposta
obtida na separacgao (resolugéo) e quantificagdo dos compostos por CLAE.

Métodos envolvendo saponificacao utilizando diferentes combinacdes
de tempo, temperatura e concentracao de hidréxido de potassio (KOH), além
de técnica de extracao direta com solventes, foram avaliados para a analise

dos compostos neste estudo.

4.2.4. Determinacao das Condicoes Cromatograficas

A eficiéncia da separacdo cromatografica dos oito compostos da
vitamina E foi avaliada a partir de testes com diferentes propor¢cées dos
componentes da fase movel, vazdo de fluxo e comprimento de onda de
maior sensibilidade do detector, de acordo com condi¢des sugeridas pela
literatura. Para isso, utilizou-se a CLAE e um sistema de fase normal, para
maior facilidade na separacdo dos isbmeros, especialmente dos pares y- €
B- tocoferdis.

A identificagdo dos compostos foi feita a partir da comparacdo dos
tempos de retengdo obtidos para padrdées e amostras, analisados sob as
mesmas condicées, além da comparacdo dos resultados quantitativos
observados com a literatura, para verificar coeréncia dos dados. A analise

quantitativa da vitamina foi realizada utilizando-se padronizagao externa.
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4.2.5. Otimizacao do Método de Preparo das Amostras e das
Condicoes de Analise por CLAE

4.2.5.1. Extracao dos Compostos Vitaminicos
Os procedimentos testados para a extracao dos compostos durante a
etapa de otimizacdo da preparacdo das amostras para a analise

cromatografica estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Condicdes de extracdo avaliadas para determinacao de tocoferdis
e tocotriendis em amostras de hortalicas e ovos por CLAE.

Condicoes de Extracao Analise Original Referéncia
Saponificacdo sob aquecimento Determinagédo de a- e LEE et al.,
e Uso de KOH 60%, a 70°C por 50 minutos y-tocoferol e 2000.

e Extragdo com etanol e hexano tocotrienol em tomate
e brocolis
Saponificacao a temperatura ambiente Determinagao de PIIRONEN
e Uso de KOH 50%, em temperatura tocoferéis e et al., 1984
ambiente, overnight. tocotriendis em e 1986.
e Extragdo com etanol e hexano hortaligas, frutas e
dietas.
Extracao direta com solventes
e Uso de isopropanol e mistura solvente Determinagao de LEE et al.,
composta por hexano e acetato de etila tocoferois em 1999.
(85:15, v/v). cereais infantis
extrusados.

Por apresentar os melhores resultados neste trabalho, o método
envolvendo extracao direta com solvente foi utilizado para a extracdo dos
isdbmeros da vitamina E, conforme descrito a seguir.

O procedimento de extracdo (baseado em LEE et al., 1999) envolveu
a extragcdo dos isdmeros, evaporagao dos solventes e a redissolucao para
volume conhecido. Para tanto, as seguintes etapas foram realizadas:

e Pesou-se em torno de 10 gramas de amostra (em balanga analitica com
4 casas decimais);

e Em seguida, adicionou-se 4 mL de agua deionizada aquecida
(aproximadamente 80°C), cerca de 5 gramas de sulfato de sédio anidro e

misturou-se com espatula;
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e Acrescentou-se 10 mL de isopropanol e 1 mL de hexano contendo 0,05%
de BHT . Apds a adicdo de 25 mL de mistura solvente (hexano: acetato
de etila, 85:15, wv/v), as amostras foram trituradas utilizando
microtriturador em velocidade média, durante 1 minuto;

e Uma vez trituradas, as amostras foram filtradas a vacuo, utilizando papel
de filtracao rapida;

e Lavou-se o residuo retido pela filtracdo com 15 mL de mistura solvente.
Em seguida, transferiu-se 0 mesmo para o tubo de trituragéo e a etapa de
extracdo foi repetida adicionando-se 5 mL de isopropanol e 30 mL de
mistura solvente, com posterior homogeneizacao e filtragcao a vacuo;

e O residuo foi novamente lavado com 5 mL de mistura solvente;

e Transferiu-se o filtrado para um baldo e evaporou-se o0s solventes em
rotavapor, utilizando temperatura de 70°C.

e Em seguida, dissolveu-se as amostras em mistura solvente e transferiu-
se quantitativamente o liquido para balées volumétricos de 25 mL, sendo
o volume completado com mistura de hexano e acetato de etila (85:15,
V/V);

e Apds a completa homogeneizagdo no baldo volumétrico, tomou-se uma
aliquota de 5mL e evaporou-se em nitrogénio gas, armazenando-se em
vidros @mbar hermeticamente vedados sob temperaturas de -5° a 0°C,
até o momento da andlise cromatografica.

Todas as operagOes foram efetuadas ao abrigo da luz natural e
fluorescente, utilizando-se vidraria de cor ambar ou protegdo com papel
aluminio.

A andlise dos 6leos ndo necessitou da etapa de extracdo, uma vez
que os mesmos foram apenas diluidos em hexano (0,1g da amostra em 10
mL de hexano) e injetados diretamente na coluna para analise (adaptado de
DIONISI et al., 1995).

4.2.5.2. Preparo dos Padroes Vitaminicos

Isbmeros a-, B-, y- e - tocoferdis e tocotriendis foram utilizados para
0 preparo dos padrdes. Solugdes estoques de cada um dos oito compostos
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foram preparadas a partir da pesagem de 5 mg de cada padréo, que foram

dissolvidos em hexano contendo 0,01% de BHT e o volume completado para

100 mL, obtendo-se concentracées em torno de 50 pg/mL.

Para analise cromatografica e quantificacdo dos compostos, foram
realizadas diluicbes apropriadas da solucdo estoque a fim de se obter
concentracbes comparaveis aos teores encontrados nas amostras. Para
isso, preparou-se solugbes contendo a mistura dos oito isébmeros em
diferentes concentragdes, conforme descrito a seqguir:

e Solucdo Padrao 1 - Concentracao teérica de 5 pyg/mL de cada isémero:
2,5 mL da solugdo estoque de cada composto foram pipetados,
adicionados em bal&o volumétrico, dissolvidos e completados para 25 mL
com hexano contendo 0,01% de BHT;

e Solucao Padrao 2 - Concentracao tedrica de 2,5 ug/mL: 5 mL da Solucao
Padrdo 1 foram pipetados, adicionados em baldo volumétrico, dissolvidos
e completados para 10 mL com hexano contendo 0,01% de BHT;

e Solucdo Padréao 3 - Concentracao tedrica de 0,5 pg/mL: 1 mL da Solucao
Padrdo 1 foram pipetados, adicionados em baldo volumétrico, dissolvidos
e completados para 10 mL com hexano contendo 0,01% de BHT.

As concentragdes de todas as solugdes padrao foram corrigidas de
acordo com a pureza de cada isbmero, que por sua vez foi monitorada pelos
valores de coeficiente de absortividade molar (E'*;¢m) correspondentes e de
absorvancia mensurados em espectrofotbmetro. Para calculo da
concentracdo real do padrao e, consequentemente da pureza, utilizou-se a

seguinte equagao:
Creal (Hg/mL) = Absorvancia maxima x 10% E'*y¢m
A Tabela 6 apresenta os coeficientes de absortividade especificos e

os comprimentos de onda (A) utlizados para a determinacdo da
concentracao real dos padroes.
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Tabela 6. Coeficientes de absortividade molar especificos e comprimentos
de onda maximos para tocoferdis em solucao de etanol a 96%.

Compostos A max nm E™1cm
a - Tocoferol 294 70,8
B - Tocoferol 297 86,4
y - Tocoferol 298 92,8
6 - Tocoferol 298 91,2

Fonte: Scott (1978) citado por Lee et al., 1999.

Uma vez que os valores especificos para tocotriendis ndo sao
encontrados na literatura, utilizou-se os coeficientes de absortividade molar e
os comprimentos de onda maximos de cada isébmero tocoferol
correspondente para calculo da concentracdo real do a-, B-, y- e o-
tocotrienol, como indicado por PIIRONEN et al. (1984). A determinag¢do da
pureza foi feita a partir da leitura espectofotométrica de solugcdes-padrao
preparadas em etanol a 96% e os dados foram extendidos para as solugdes
utilizadas em hexano.

Os resultados obtidos a partir da inje¢cdo cromatogréafica de volumes
crescentes dos diferentes padroes foram utilizados para construcdo da
curva-padrao de cada composto. Desse modo, foi feita uma correlagao linear
entre as areas dos picos e as concentragdes injetadas de cada composto. A
equacao de regressao linear obtida para cada isémero foi utilizada para
quantificar o conteudo vitaminico nas amostras de alimentos estudadas.

4.2.5.3. Determinacao dos Compostos Vitaminicos

A otimizacdo da separacdo e a deteccdo dos oito isbmeros foram
realizadas a partir de testes com diferentes condi¢gdes cromatograficas,
conforme descrito na Tabela 7. A escolha dos componentes da fase movel e
dos comprimentos de onda de excitagdo e emissao foi feita considerando a
utilizacdo de sistema de fase normal e condi¢gdes descritas na literatura em
trabalhos com analises semelhantes (ABIDI, 2000; RUPEREZ et al., 2001).
Na maior parte dos casos, a separagdao dos isdmeros y-tocoferol e [3-
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tocotrienol foi o parametro determinante para avaliacdo das condigdes

testadas.

Tabela 7. Condi¢cbes cromatogréficas testadas para determinacédo de tocoferdis e
tocotriendis em hortali¢cas e ovos por CLAE.

Fase Moével ( r:ll_lljrﬁn) Agriiiégga(%ﬁ)e Referéncia

ABIDI, 2000; RUPEREZ

X 1,0 290 & 330 etal., 2001

HX:IP (99:1) 1,0 285 e 325 lzh(l)lggK 1988; ABIDI,

HX:IP (99,1: 0,9) 1,0 285 e 325 |2-(|)50% et al., 1999; ABIDI,

HX:IP (99,4: 0,6) 1,0 290 e 330 ABIDI, 2000.

HX:IP (99,4: 0,6) 1,5 285 e 325 ABIDI, 2000; RUPEREZ
et al., 2001

HX:IP (99,5: 0,5) 1,0 290 e 330 CHEN et al., 1998;
ABIDI, 2000.

HX:IP (99,7: 0,3) 1,0 290 e 330 DIONISI et al., 1995;
ABIDI, 2000. ]

HX:IP (99,7: 0,3) 1,5 285 e 325 ABIDI, 2000; RUPEREZ
et al., 2001

HX:IP:HAC (99,35: 0,6: 0,05) 1,0 290 e 330 ABIDI, 2000.

HX:IP:HAC (99,33: 0,6: 0,07) 1,0 290 e 330 ABIDI, 2000.

HX:IP:HAC (99,33: 0,6: 0,07) 1,0 285 e 325 ABIDI, 2000.

HX:IP:HAC (99,33: 0,6: 0,07) 1,5 290 e 330 ABIDI, 2000.

HX:IP:HAC (99,33: 0,6: 0,07) 2,0 290 e 330 ABIDI, 2000.

HX: Hexano IP: Isopropanol

HAC: Acido Acético

A resolugcdo dos compostos foi avaliada segundo Snyder e Kirkland

(1979), especialmente a separagdo entre y-tocoferol e B-tocotrienol, que foi

avaliada segundo os coeficientes de resolugdo (Rs) como mostrado na

Figura 3.
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(Rs) = 0,6 (ruim); 0,8 (insuficiente); 1,0 (suficiente); 1,25 (muito bom)
Fonte: SNYDER e KIRKLAND, 1979.

Figura 3. Separacao de compostos por CLAE de acordo do coeficiente
de resolucao (Rs).

As analises dos compostos vitaminicos foram conduzidas utilizando-
se a condicao cromatografica que apresentou o melhor resultado. Assim, as
condic¢des selecionadas incluiram: coluna LiChrosorb 5u Si60, com 250 mm
de comprimento e 4 mm de diametro interno; detecgéo por fluorescéncia a
290 nm de excitagdo e 330 nm de emissdo; fase médvel composta de
hexano/isopropanol/acido acético (99,33:0,6:0,07), com vazdo de 1
mL/minuto.

Apoés extracao, as aliquotas das amostras secas em nitrogénio foram
redissolvidas em 2 mL hexano e filtradas através de unidades filtrantes com
porosidade de 0,45 um. As analises foram realizadas injetando-se de 1 a 30

e 50 uL dos diferentes padrdes e de dois volumes diferentes para cada
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amostra, a fim de se obter a deteccdo de todos os compostos em
quantidades apropriadas para a identificacao e quantificacdo. Dessa forma,
injetou-se 5 yL para andlise do a-tocoferol, uma vez que o mesmo excedia a
capacidade de deteccdo em praticamente todas as amostras em volumes
maiores; e 50 uL, para detecgdo dos demais compostos que ocorrem em
menor concentragao.

A injecdo dos dleos na coluna cromatogréfica foi realizada apds
diluicdo de 0,1g da amostra em 10 mL de hexano, seguida por filtragdo em
unidades filtrantes com porosidade de 0,45 um (adaptado de SYVAOJA et
al., 1986; DIONISI et al., 1995).

4.2.5.4. Determinacao da Faixa de Linearidade

A faixa de linearidade foi obtida utilizando-se as condi¢coes
cromatograficas otimizadas anteriormente, a partir da injecdo, em triplicata,
de volumes crescentes (1 a 50 pL) da solugdo padrdo. Desse modo,
conseguiu-se resultados de uma faixa ampla de concentragdes dos padroes,
a partir dos quais a linearidade foi determinada. Para isso, efetuou-se uma
andlise de regressao linear utilizando os valores das areas dos picos e suas
concentragcdes correspondentes, para cada composto. O coeficiente de
correlacdo (R?) obtido em cada caso foi utilizado para avaliagdo da
linearidade (ALBALA-HURTADO et al., 1997).

4.2.5.5. Analise da Recuperacao dos Padroes

Uma vez otimizados todos os procedimentos para extragdo e analise
dos compostos vitaminicos, testes de recuperagdo dos padrées foram
efetuados a partir da adicdo de concentragbes conhecidas dos compostos
em amostras de agrido, rucula, pimentéo e salsa.

Para a avaliacdo e determinacao da recuperagao, as amostras foram
cuidadosamente homogeneizadas e pesadas em dois tubos, de forma a
obter duas aliquotas bem semelhantes. A uma das amostras, adicionou-se
padrées em concentracdes suficientes para representar cerca de 50% do

conteudo vitaminico original de cada vegetal analisado, sendo o outro tubo
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utilizado como controle. Em seguida, os dois tubos de cada amostra foram
submetidos aos processos de extracao e analise. Todos os procedimentos
foram realizados em ftriplicata e as amostras injetadas em duplicata. Os
valores de recuperacdo foram obtidos a partir da diferenca percentual entre

os teores analisados e adicionados.

4.2.5.6. Analise Estatistica dos Resultados

Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado
em esquema fatorial, cujos fatores foram dois restaurantes, dez tipos de
alimentos e trés repeticdes. As amostras de almeiréo, brécolis, couve e ovo
foram coletadas cruas e cozidas/refogadas.

Para a comparagcado de médias do teor dos compostos nos alimentos
entre os dois restaurantes, aplicou-se o teste de t Student, a nivel de 5% de
probabilidade (0=5%).

Para a avaliagdo do efeito dos restaurantes sobre os teores
vitaminicos de diferentes alimentos e para a comparacao das médias dos
teores dos alimentos, agrupou-se os mesmos em “folhosos” (agrido,
almeirdo cru, couve crua, espinafre e rucula) e “temperos” (cebolinha, salsa
e pimentdo). Foi realizada entdo uma analise de variancia, cujo modelo
seguiu 0 esquema da Tabela 8.

Para a comparacdo de médias dos valores dos compostos entre os
alimentos de cada grupo, aplicou-se o teste de amplitude mdultiplas de
Duncan (a = 5%).

Todas as analises estatisticas foram conduzidas utilizando-se o
software SAS (Statistical Analisys System).

Tabela 8. Andlise de varidncia do teor vitaminico de
hortalicas e ovos utilizados em restaurantes
comerciais.

Graus de Liberdade

Fonte de Variacao

Folhosos Temperos
Restaurante (R) 1 1
Alimento (A) 2
R*A 4 2

Residuo -
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacao do Método de Extracao dos Compostos Vitaminicos

Os resultados das analises por CLAE mostraram que o uso de cerca
de 10 gramas de cada amostra foi suficiente para originar cromatogramas
adequados para a identificacdo e quantificagdo dos oito isdmeros da
vitamina E.

Dos trés métodos de extragéo testados, a extracao direta da vitamina
com solventes organicos apresentou os melhores resultados, tanto em
relagdo a separacdo dos oito isdmeros, especialmente os compostos y-
tocoferol e B-tocotrienol, quanto aos valores analiticos detectados para a
area do pico dos compostos, como mostrado na Tabela 9. A otimizagéao
deste método para andlise de tocoferdis e tocotriendis em vegetais, ovos e
6leos foi considerada um avango, uma vez que se baseou em um método
original para determinacdo, apenas, de tocoferdis em cereais infantis

extrusados.

Tabela 9. Avaliagdo das condigdes de extracdo para determinacdo de
tocoferdis e tocotriendis em amostras de hortalicas e ovos por
CLAE.

. ~ Resolucéo dos Valores
ndi Extr g
Condigdes de Extragao Compostos’ Analiticos®
Saponificagdo sob aquecimento + ---
Saponificacao a temperatura ambiente + -
Extragéo direta com solventes +++ +++
"(Rs): ---(Rs<0,6); -(Rs=0,6); +(Rs= 0,7 a 0,8); ++ (Rs=0,9); +++ (Rs= 1,0 a
1,25)
Rs: 0,6 (ruim); 0,8 (insuficiente); 1,0 (suficiente); 1,25 (muito bom)
2 Valores das areas dos picos observados: - - - valores inferiores; - - valores

intermediarios; +++ valores superiores

Fonte: SNYDER e KIRKLAND, 1979.

Observa-se que, embora os métodos de extragdo envolvendo
saponificagcdo ndo tenham interferido de forma importante na separacao

cromatografica, os mesmos foram determinantes na preservacdo dos
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isbmeros. Isso significa que, para as amostras analisadas neste trabalho, a
etapa de saponificacdo independente da temperatura e tempo aplicados
exerceu efeito destrutivo sobre o conteldo de vitamina E, semelhante as
observacoes feitas em estudos anteriores (LEE et al., 1999; De Leenheir et
al. (1979) citado por RUPEREZ et al., 2001).

De fato, a saponificacdo envolve o uso de reagentes danosos as
vitaminas de modo geral, sendo que a vitamina E apresenta susceptibilidade
variavel devido a resisténcia diferenciada de cada isbmero (LEE et al.,
2000). Compostos mais sensiveis a saponificagdo, como o &-T, 6-T3 e y-T
(UEDA e IGARASHI,1990), foram totalmente degradados nos testes que
empregaram essa etapa, enquanto que a extragdo direta permitiu que os

mesmos fossem preservados e detectados em niveis quantificaveis.

5.2. Determinacgao da Pureza dos Padroes

Para uma quantificagdo adequada do teor vitaminico nas amostras, foi
necessario verificar a pureza dos padrdoes dos oito isbmeros. A Tabela 10
apresenta os valores referentes ao monitoramento da pureza em solugdes

preparadas a partir dos padrdes adquiridos.

Tabela 10. Comprimento de onda maximo, absorvancia e pureza dos padroes
de tocoferdis e tocotriendis em solucao de etanol 96%.

Concentragdo Concentracao

o N max Absorvancia . Pureza
Padrao (nm) (A) Real Tedrica (%)
(ng/mL) (Mg/mL)

a-T 292 0,380 53,67 55,00 97,58
B-T 2955 -296,5 0,477 55,21 57,00 96,86
y-T 297 — 298 0,475 52,08 57,00 91,37
o-T 297 — 298 0,468 50,23 56,00 90,05
a-T3 289,5 — 291 0,343 48,45 54,00 89,72
B-T3 296 0,447 51,74 56,00 92,39
y-T3 298,5 —299,5 0,497 53,56 57,00 93,86
o-T3 297 — 298,5 0,484 53,07 56,00 94,77

a (alfa); B (beta); y (gama); e & (delta); T (tocoferol) e T3 (tocotrienol).
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Observa-se que todos os oito padrdes apresentaram altos niveis de
pureza. No entanto, a ndo correcdo das concentragdes tedricas poderia
implicar em erros na quantificacdo dos compostos das amostras. As
concentracdes reais das solugdes utilizadas neste estudo sao mostradas na
Tabela 11.

Tabela 11. Concentragdes reais dos padrdes utilizados para quantificagéo
dos compostos vitaminicos, corrigidos segundo a pureza.

Solucdo  Solucao Padrao Solucao Padrao Solucao Padrao

Padrao Estoque 1 2 3

(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)
a-T 51,7174 51717 2,5859 0,5172
B-T 52,3044 5,2304 26152 0,5230
v-T 48,4261 4,8426 24213 0,4843
o-T 47,7265 4,7726 2,3863 0,4773
a-T3 46,6544 4,6654 2,3327 0,4665
B-T3 50,8145 5,0814 2,5407 0,5081
V-3 51,6780 5,1678 2,5839 0,5168
6-T3 51,1758 5,176 25588 05118

a (alfa); B (beta); y (gama); e & (delta); T (tocoferol) e T3 (tocotrienol).

5.3. Otimizacao das Condi¢oes Cromatograficas

A avaliagdo qualitativa da interferéncia das condi¢ées cromatograficas
na separacao dos isémeros, especialmente y-tocoferol e B-tocotrienol, em
amostras de hortalicas e gema de ovos esta apresentada na Tabela 12. De
acordo com os resultados, observa-se que fases moveis freqlientemente
utiizadas em estudos semelhantes, compostas principalmente por hexano e
ou isopropanol, ndo foram eficientes (resolugbées < 0,6) em promover uma
separacao satisfatéria desses dois compostos. A separacdo somente foi
obtida, na coluna utilizada neste estudo, quando pequenas concentragdes
de acido acético foram incorporadas a fase mével, como indicado por Shin e
Godber (1993).

Dentre as proporgbes testadas, a fase movel composta por hexano:

isopropanol: &cido acético (99,33: 0,6: 0,07) apresentou os melhores
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resultados em termos de eficiéncia de separagdo dos compostos de
interesse. Cabe salientar que, a separacdo entre os dois compostos de
interesse sO foi considerada satisfatéria com a adicdo de acido acético a
fase, mesmo em pequenas concentragcbes. Shin e Godber (1983)
mencionaram em seu trabalho que o acido acético favorece a estabilidade
da coluna de silica e, portanto, pode auxiliar no processo de resolugao.
Considerando a combinagdo dos demais parametros avaliados, o0s
comprimentos de onda de deteccao a 290 nm para emissao e 330 nm para
excitacao, além de uma vazao de fluxo da fase mével de 1mL/minuto, foram
condi¢gdes que permitiram que a separagdo dos compostos fosse mantida e

proporcionaram niveis superiores de detecgao por fluorescéncia.

Tabela 12. Avaliacdo das condicdes cromatograficas para determinagao de
tocoferdis e tocotriendis em amostras de hortalicas e ovos por
CLAE.

Resolucao

Condicoes Cromatograficas
y-TeB-T3

HX; 1TmL/min; Aex 290 € Agm 330 nm ---
HX:IP (99:1); 1mL/min; Agx 285 € Agm 325 nm
HX:IP (99,1: 0,9); TmL/min; Agx 290 € Agm 330 nm ---
HX:IP (99,4: 0,6); 1mL/min; Aex 290 € Aey, 330 nm -
HX:IP (99,4: 0,6); 1,5mL/min; Agx 285 € Agm 325 nm ---
HX:IP (99,5: 0,5); 1mL/min; Agx 290 € Agy, 330 Nnm -
HX:IP (99,7: 0,3); 1mL/min; Aex 290 € Agy, 330 nm -
HX:IP (99,7: 0,3); 1,5mL/min; Agx 285 € Agm 325 nm ---
HX:IP: HAC (99,35: 0,6: 0,05); TmL/min; Agx 290 € Agm 330 Nnm +
HX:IP: HAC (99,33: 0,6: 0,07); TmL/min; Agx 290 € Agm 330 Nnm +++
HX:IP: HAC (99,33: 0,6: 0,07); TmL/min; Agx 285 € Agm 325 nm +
HX:IP: HAC (99,33: 0,6: 0,07); 1,5mL/min; Agx 290 € Agr 330 Nm -
HX:IP: HAC (99,33: 0,6: 0,07); 2,0mL/min; Aex 290 € Agm 330 nm -

);
);
);
);

"(Rs): ---(Rs<0,6); - (Rs = 0,6); + (Rs= 0,7 & 0,8); ++ (Rs=0,9); +++ (Rs= 1,0 a
1,25)
Rs: 0,6 (ruim); 0,8 (insuficiente); 1,0 (suficiente); 1,25 (muito bom)

Fonte: SNYDER e KIRKLAND, 1979.
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A coluna de silica utilizada neste estudo promoveu uma boa
separacao dos isbmeros y-tocoferol e B-tocotrienol, o que esta coerente com
o relatado na literatura para o mesmo tipo de fase estacionaria (ABIDI, 2000;
KAMAL-ELDIN et al., 2000; PYKA et al., 2001). A resolugao obtida (entre 1,0
e 1,25) foi considerada suficiente para a quantificacdo dos dois compostos
com confiabilidade (SNYDER e KIRKLAND, 1979).

No entanto, observou-se uma grande variabilidade nos tempos de
corrida durante a otimizacao das condicoes cromatograficas, o que fez com
gue esta etapa fosse a de conclusdo mais demorada. Essa variagdo, embora
em menores niveis, continuou presente na fase de analise das amostras, 0
que resultou em diferencas nos tempos de retencdo obtidos para as
mesmas. DIONISI et al. (1995) levantaram essa questdo em seu trabalho,
afirmando que o sistema de fase normal apresenta a grande desvantagem
de baixa reprodutibilidade de tempos de retengédo, além do equilibrio da

coluna e do tempo de analise serem mais demorados.

5.4. Analise Qualitativa da Vitamina E

A Figura 4 apresenta um perfil cromatografico tipico obtido para a
mistura das solucbes-padrao dos oito isbmeros da vitamina E. A eluicdo dos
compostos na coluna e fase movel utilizadas seguiu a ordem caracteristica e
ja bem estabelecida pela literatura para andlises utilizando sistema de fase
normal, a saber: o-T —» a-T3 — B-T —» y-T —» B-T3 —» y-T3 — &-T — &6-T3
(ABIDI, 2000).

As Figuras 5 a 18 mostram cromatogramas tipicos das amostras
analisadas neste trabalho. Verifica-se que o método de preparo das
amostras, embora nao tenha promovido uma purificacdo excelente dos
extratos, permitiu a perfeita identificagdo e quantificagdo dos compostos de

interesse.
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Figura 4. Andlise por CLAE da mistura de padroes de tocoferdis (T) e
tocotriendis (T3). (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama; (d)= delta.
Condi¢des cromatograficas: Fase moével: 99,35% de hexano +
0,6% de isopropanol + 0,07% de 4&acido acético; coluna
Lichrosorb Si60; deteccao por fluorescéncia (Aex 290 e Agm 330
nm) , vazdo 1mL/min; injec&o 20 pL.
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Figura 5. Analise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotrienois (T3) em

amostra de agriao. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama; (d)= delta.
Condicbes cromatograficas: conforme Figura 4. Inje¢cdo 50 pL.
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Figura 7. Analise por CLAE de tocoferbis (T) e tocotriendis (T3) em

amostra de almeirao refogado. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama;
(d)= delta. Condi¢coes cromatograficas: conforme Figura 4.
Injecéo: 5 pL.
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Figura 9. Anadlise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em

amostra de brécolis cozido. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama;
(d)= delta. Condi¢des cromatograficas: conforme Figura 4.
Injecéo 50 pL.
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Figura 10. Analise por CLAE de tocoferois (T) e tocotriendis (T3) em
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Figura 11. Analise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em
amostra de couve refogada. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama;
(d)= delta. Condigbes cromatogréficas: conforme Figura 4.
Injecéo 4 pL.
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Figura 12. Analise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em
amostra de cebolinha. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama; (d)= delta.
Condicoes cromatograficas: conforme Figura 4. Injegéo 50 pL.
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Figura 13. Analise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em
amostra de espinafre. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama; (d)= delta.
Condigdes cromatograficas: conforme Figura 4. Inje¢cdo 50 pL.
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Figura 14. Analise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em
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amostra de pimentao. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama; (d)= delta.
Condigdes cromatograficas: conforme Figura 4. Inje¢cdo 50 pL.
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Figura 15. Analise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em

amostra de rucula. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama; (d)= delta.
Condigbes cromatograficas: conforme Figura 4. Inje¢cdo 50 pL.
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Figura 16. Analise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em

amostra de salsa. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama; (d)= delta.
Condigbes cromatograficas: conforme Figura 4. Inje¢cdo 50 pL.
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Figura 17. Analise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em
amostra de gema de ovo crua. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama;
(d)= delta. Condigbes cromatogréficas: conforme Figura 4.
Injecao 50 pL.
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Figura 18. Analise por CLAE de tocoferois (T) e tocotriendis (T3) em
amostra de gema de ovo cozida. (a)= alfa; (b)=beta; (y)=
gama; (d)= delta. Condi¢des cromatograficas: conforme Figura
4. Injecao 50 pL.

Observando-se os cromatogramas das hortalicas e ovos analisados,
verifica-se que todos os compostos da vitamina E ocorreram nas amostras,
sendo 0 a- e o y-tocoferol os isbmeros predominantes. Os demais
compostos ocorreram em pequenas quantidades, sendo o &-tocotrienol o
isbmero mais raro nas amostras analisadas.

Os dados qualitativos sdo coincidentes com as informacdes
encontradas na literatura (PIIRONEN et al., 1986), que indicam que o a-
tocoferol € o composto predominante em hortaligas folhosas verde-escuras e
ovos, enquanto que isébmeros como B-tocoferol, B-tocotrienol e y-tocotrienol
ocorrem em menor quantidade.

Nas amostras refogadas, observa-se que mesmo em quantidades
pequenas de injecao (5 pL), compostos como a--tocoferol, y-tocoferol e &-
tocoferol apresentam picos que, em alguns cromatogramas, excedem o
registro do detector, indicando que o Oleo adicionado aumenta a

concentracdo dos mesmos nos alimentos preparados desta forma.
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O cozimento de brécolis e ovos, aparentemente reduziu a ocorréncia
e area do pico de alguns compostos, podendo indicar uma possivel
degradacao dos isébmeros devido a exposicdo do alimento a  altas
temperaturas e tempo prolongado de coccédo, conforme apresentado na
Tabela 4 deste trabalho.

O tempo de analise, embora com pequenas variagdes, girou em torno
de 20 minutos para a eluicdo dos compostos de interesse. No entanto,
considerando que as amostras possuem outros compostos que sao
detectados por fluorescéncia nessa faixa de comprimento de onda, o tempo
de corrida atingiu cerca de 45 minutos para amostras como couve, brécolis e

salsa (Figuras 19 a 21).
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Figura 19. Analise por CLAE de amostra de couve crua de tocoferois (T) e
tocotriendis (T3) (Corrida completa). (a)= alfa; (b)=beta; (y)=
gama; (d)= delta. Condi¢des cromatograficas: Conforme Figura
4. Injecdo: 50 pL.
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Figura 20. Analise por CLAE de amostra de brécolis cru de tocoferois
(T) e tocotriendis (T3) (Corrida completa). (a)= alfa; (b)=beta;
(y)= gama; (d)= delta. Condi¢cbes cromatograficas: Conforme
Figura 4; Injecao 50 pL.
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Figura 21. Andlise por CLAE da amostra de salsa de tocoferdis (T) e

tocotriendis (T3) (Corrida completa). (a)= alfa; (b)=beta; (y)=
gama; (d)= delta. Condigbes cromatograficas: Conforme
Figura 4. Injecéo 50 pL.
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Os cromatogramas obtidos para os 6leos (Figuras 22, 23 e 24)
mostram que a composicao dos isébmeros variou bastante de acordo com a
espécie vegetal da qual o 6leo é originado (CERT et al., 2000). Apesar da
identificacao ter sido comprovada pela injecdo da mistura de padrbes no
mesmo dia, o tempo de reten¢do dos 6leos se mostrou diferente das outras
andlises, devido principalmente a variabilidade encontrada do sistema de

fase normal, como ja discutido anteriormente.
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Figura 22. Analise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em
amostra de 6leo de oliva. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama; (d)=
delta. Condi¢des cromatogréficas: conforme Figura 4. Injecao
50 pL.

O perfil cromatografico do 6leo de oliva mostra que o a-tocoferol é o
composto principal, enquanto os demais ocorrem em menores quantidades,
sendo que em estudos anteriores nem chegaram a ser detectados
(SYVAOQJA et al., 1986; DIONISI et al., 1995; USDA, 2004).
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Figura 23. Analise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em
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amostra de dleo de canola. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama; (d)=
delta. Condicdes cromatograficas: conforme Figura 4. Injecao
50 pL.
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Figura 24. Analise por CLAE de tocoferdis (T) e tocotriendis (T3) em

amostra de 6leo de soja. (a)= alfa; (b)=beta; (y)= gama; (d)=
delta. Condi¢des cromatogréficas: conforme Figura 4. Injecao
50 pL.
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Os 6leos de canola e de soja apresentaram um perfil cromatografico
semelhante, onde o y-tocoferol foi 0 composto predominante. O a-tocoferol e
o PB-tocoferol ocorrem em menores concentracdes. O dleo de soja
apresentou o d-tocoferol, composto que ocorre com menor freqiéncia em

outros alimentos.

5.5. Analises Cromatograficas Quantitativas

5.5.1. Curvas-Padrao para Determinacdo de Tocoferdis e
Tocotrienodis

As curvas-padrao obtidas a partir da correlagao entre os teores
dos compostos e a area dos picos correspondentes, bem como as equagoes
de regresséo linear, estdo apresentadas nas Figuras 25 e 26.
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Figura 25. Curvas-padréao para os isdmeros tocoferdis (tracada com valores
médios de inje¢coes em triplicata). A) a-tocoferol; B) B-tocoferol;
C) y-tocoferol; D) &-tocoferol
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Figura 26. Curvas-padrao para os isémeros tocotriendis (tracada com
valores médios de injecoes em triplicata). A) a-tocotrienol; B) B-
tocotrienol; C) y-tocotrienol; D) &-tocotrienol

5.5.2. Faixa de Linearidade

Os resultados da faixa de linearidade obtidos para tocoferdis e

tocotriendis,
apresentados na Tabela 13.

utilizando as condicbes otimizadas neste estudo sao

Pode-se observar que a faixa de linearidade para cada composto foi

ampla, o que garante a obtencdo de dados confiaveis, considerando as

faixas analisadas. O coeficiente de correlagdo (R?) foi maior que 0,995 em

todos os casos.
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Tabela 13. Faixa linear obtida para tocoferbis e tocotriendis
determinados por CLAE.

Padrio Faixa Linear
a-T 2,65 - 92,75 ng
B-T 2,70 - 135,0 ng
y-T 2,65-132,5ng
5T 2,65 - 132,5 ng
a-T3 2,50 - 130,0 ng
B-T3 2,75-137,5ng
y-T3 2,75 -137,5 ng
6-T3 2,70 - 135,0 ng

5.5.3. Recuperacao dos Padroes

Os valores obtidos da recuperagdo dos padrdes em amostras de

agrido, pimentao verde, rucula e salsa estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Recuperagdo de padrées de tocoferdis e tocotriendis em
amostras cruas de agriao, pimentao, rucula e salsa.

. 12 Recuperacao
Recuperacao (%)
Composto Média (%)
Agriao Rucula Pimentao Salsa + DP
o-T 97,6 98,4 99,1 98,2 98,3 + 0,62
B-T 96,4 94,9 98,6 94,0 96,0 + 2,01
v-T 101,4 98,7 100,2 97,8 99,5 + 1,59
o-T 100,4 83,7 97,8 97,0 94,7 + 7,50
a-T3 98,0 99,3 98,3 98,8 98,6 + 0,57
B-T3 96,7 93,5 94,1 95,2 94,9 + 1,41
y-T3 99,1 98,7 99,9 100,01 99,4 + 0,63
6-T3 97,2 87,5 92,5 88,0 91,3 +4,53

" Médias de 3 repeticoes
2 o de Recuperagao = (Teor final do composto) - (Quantidade do composto adicionado)/
(Teor inicial) x 100
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Verifica-se que a recuperacdo dos padroes nas amostras avaliadas
variou entre 83,7 e 101,4%. A taxa de recuperagao foi inferior para os
isdbmeros 6-, como ja observado em estudo anterior (PIIRONEN et al., 1986).
Os demais resultados variaram entre 96,0 e 99,5% em média, e indicam que
a metodologia otimizada para analise dos compostos da vitamina E em
hortalicas e ovos demonstra ser precisa e, portanto, pode ser empregada
com seguranga.

Os valores aqui encontrados apresentam-se semelhantes aos
encontrados por Lee et al. (1999) ao extrair os compostos diretamente com
solventes, onde obtiveram valores médios para recuperacao de 84%; 96,4%;
101% e 100,4%, para a-, 3-, y- e &-tocoferol, respectivamente.

5.5.4. Determinacao dos Compostos nas Amostras

Os teores de tocoferdis e tocotriendis das amostras de hortalicas e
ovos analisados crus e apds preparagao nos dois restaurantes selecionados,
estdo apresentados nas Tabelas 15 e 16.

O o-tocoferol foi 0 composto predominante em todos os alimentos
avaliados, exceto nas hortalicas preparadas de modo refogado, nas quais o
teor de vy-tocoferol foi superior devido, principalmente, ao tipo de 6leo
utilizado no preparo, como sera discutido posteriormente (ver Tabela 19).

Observa-se que a composicdo em tocoferdis e tocotriendis variou
amplamente de acordo com o tipo de alimento avaliado neste estudo, mas
de forma geral, os isébmeros tocoferdis foram encontrados em quantidades
superiores aos tocotriendis e em um maior numero de amostras. Além do o-
tocoferol, as hortaligas analisadas apresentaram quantidades moderadas de
y-tocoferol, pequenas de (- e &-tocoferdis, e teores baixos de a-, y- € B-
tocotriendis. O isbmero &-tocotrienol ndo esteve presente e ou nao foi
detectado em quantidades consideraveis em nenhuma das amostras
avaliadas.
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Tabela 15. Teores (Média = Desvio Padrao) de tocoferdis e tocotriendis em hortalicas cruas preparadas em restaurantes

comerciais, em mg/100g (base umida).

Alimento Rest. a-T B-T y-T S-T a-T3 B-T3 y-T3 5-T3
R1 0,4194* + 0,104 0,0093% +0,002 0,1281% +0,019 Tr 0,007* +0,003 0,0824°+ 0,106 0,0368° + 0,018 -
Agriao -
R2 0,7161*+0,341 0,0145* +0,007 0,1581% + 0,053 Tr 0,01 +£0,004 0,0627% +0,049 0,0341% + 0,009
Cebolinha R1 0,2431* + 0,030 0,0219° +0,024 0,2807%+0,055 0,0696° +0,048 0,015 +0,011 tr 0,0679% + 0,015 tr
R2 0,4944% + 0,375 0,0603*+0,102 0,1391*+0,125 0,1604% +0,218 0,0183%+ 0,011 tr 0,502% + 0,156 tr
Espinafre R1 0,1806% + 0,003 0,0004% +0,012 0,0092% + 0,002 0,0055% + 0,001 - - - -
R2 0,1957% + 0,027 0,0004% +0,015 0,0116%+ 0,006 0,0072% + 0,001 tr - tr -
Pimentio R1 0,3404% + 0,178 0,0049% + 0,002 0,0194°+0,015 0,0088 + 0,006 - 0,0131% £ 0,009 0,02°+ 0,006 -
R2 0,1852% + 0,044 0,0051%* +0,001 0,0181% £ 0,02 Tr - 0,0047% +£0,006  0,528°% + 0,502 tr
Ricula R1 1,0861% + 0,255 0,0244% +0,012 0,3842% + 0,140 Tr tr 0,0064 £ 0,002 0,02% + 0,006 -
R2 0,6789%+0,120 0,0117*+0,001 0,1895% + 0,040 Tr 0,0071 £ 0,001 - 0,03% + 0,002 -
Salsa R1 0,8586° + 0,350 0,0097% + 0,004 0,2223%+ 0,056 0,0044%+0,001 0,0151% + 0,006 - 0,191% + 0,051 tr

R2 0,818%+0,379  0,006* + 0,003

0,1606° + 0,018

0,01% £ 0,003

0,0277% + 0,005

0,2647° £ 0,072

tr

Rest. = Restaurante R1 = Restaurante 1 e R2 = Restaurante 2

Médias (n=3) seguidas da mesma letra na coluna, por alimento — comparagao entre restaurantes - ndo diferem entre si pelo Teste de t Student (0=5%).

(tr): quantidades tragos (detectada somente em uma das repeticoes).

(-):

nao detectado nas amostras analisadas.
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Tabela 16. Teores (Média + Desvio Padrao) de tocoferdis e tocotriendis em hortalicas cruas e cozidas/refogadas e ovos crus e
cozidos preparados em restaurantes comerciais, em mg/100g (base Umida).

Alimento Rest. a-T B-T y-T S-T a-T3 B-T3 y-T3 5-T3
a a a a

Almeirao Cru R1 0,3031" + 0,061 0,0043°+£0,002 0,2131°+0,022 0,015 +0,011 0,0061 + 0,001 - 0,0337 £ 0,018 tr

R2 0,5243% + 0,021 0,0076% + 0,004 0,2653*+0,015 0,0058% + 0,001 - - tr -
Almeirao R1 0,5635b + 0,044 0,0356b +0,012 1 ,7368ID + 0,222 0,4252ID +0,071 0,0081 + 0,001 - 0,0484° + 0,040 -
Refogado

R2 1,9544% + 0,215 0,1627% +0,009 6,7884%+ 0,918 2,0161*+0,123 - - 0,0804% + 0,091 -

T R1 0,3568% + 0,026 0,0086% + 0,003 0,1511*+0,033 0,0052% + 0,001 0,0149%+0,006 0,1124 +0,060 0,0169% + 0,006 -

Brécolis Cru

R2 0,4744% £ 0,090 0,0107* +0,002 0,3062*+0,169 0,0065%+ 0,001 0,0123% + 0,003 tr tr -
Brocolis R1 0,2953b +0,137 0,0058%+0,003 0,0791*+0,043 0,004*+0,001 0,0074%+0,002 0,026 + 0,009 0,0144% + 0,007
Cozido

R2 0,5821*+ 0,113 0,0032% + 0,001 0,1164*+0,012 0,0047% £ 0,001 0,0147% + 0,005 tr tr -
c R1 0,9691%+ 0,321 0,0291* +0,031 0,3971*+0,221 0,1974*+0,020 0,0579+0,034 0,0704 +0,102 0,0405% + 0,017 tr

ouve Crua

R2 1,3234% + 0,244 0,0569% + 0,032 0,2465%+ 0,101 0,0273%* + 0,007 tr - 0,082 + 0,058 tr
Couve R1 1,399b +0,419 0,0978b +0,041 2,8729%+ 1,138 0,6927b + 0,465 0,0326%+ 0,035 tr tr tr
Refogada

R2 2,35612 £ 0,229 0,209% + 0,341 4,2945% +3,754 1,837*+0,346 0,0747* +0,078 - 0,2837 + 0,228 -
Ovo (gema) R1 0,8263% + 0,095 0,0086 + 0,002 tr tr 0,0858% + 0,008 tr - -
cru

R2 1,12712+ 0,179 - - 0,0043 +0,0003 0,0888% + 0,002 - 0,0169 £ 0,012 -
Ovo (gema) R1 0,71 66° + 0,05 tr 0,2043b + 0,045 tr 0,0735°+ 0,013 0,1717 £ 0,222 tr -
Cozido

R2 1,0141% £ 0,062 - 0,5475% + 0,044 tr 0,0818% + 0,007 - 0,0147 + 0,008 -

Médias (n=3) seguidas da mesma letra na coluna, por preparagao, nao diferem entre si pelo Teste de t Student (a= 5%). R1 e R2 = Restaurante 1 e 2.



67

Poucos estudos s&o encontrados na literatura avaliando a
composicao isomeérica completa da vitamina E em hortalicas. Além disso, os
trabalhos encontrados geralmente trazem dados do conteudo vitaminico de
hortalicas comumente produzidas e consumidas nos paises de origem, o
que faz com que muitos dos alimentos analisados nestes estudos néo
tenham dados anteriores para comparagao, como ja destacado por Ching e
Mohamed (2001). O mesmo ocorreu neste estudo, uma vez que, analisando
a literatura publicada a nivel mundial, nenhuma informacgéo foi encontrada
acerca dos compostos da vitamina E em alguns alimentos como agrido,
almeirdo, couve e rucula. Com relagdo aos teores de vitamina E em
alimentos brasileiros, nenhum estudo foi encontrado na literatura.

Considerando as hortalicas aqui avaliadas como pertencentes ao
grupo de folhosos verde-escuros, de forma geral os resultados obtidos se
assemelham aos dados encontrados na literatura (SHEPPARD et al., 1992),
principalmente para os isdmeros tocoferdis, uma vez que a presenca e
concentracdo de tocotriendis se apresentam bastante varidveis entre os
trabalhos ja realizados (PIIRONEN et al., 1986; AZZI e STOCKER, 2000).

Essas variagbes podem ser conseqiiéncia da acao de inumeros
fatores, muitos dos quais inviaveis de se controlar em um estudo como este,
que objetivou avaliar as condigbes reais de obtencao no mercado comum de
alimentos, as formas de armazenamento, preparacado e distribuicao aos
clientes em restaurantes comerciais. Deste modo, as diversas variedades
existentes para algumas hortalicas, a prépria distribuicdo desigual da
vitamina no alimento, as condigdes de cultivo, a intensidade da luz solar
recebida, o tempo de cultivo, a época de colheita e as formas de
armazenamento e manipulagdo, desde 0 momento de saida do campo até a
etapa de preparacdo pelos restaurantes, podem explicar as diferengas do
conteldo ou mesmo a ocorréncia ou ndao dos compostos nas amostras
analisadas (PIIRONEN et al., 1986; EITENMILLER, 1997).

Além das fontes de variacao citadas, os diferentes métodos analiticos
utilizados para determinacdo dos compostos, bem como as condigdes e
procedimentos empregados para a manipulacao e preparo das amostras

para andlise, podem apresentar interferéncia direta no contetdo final de
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vitamina E detectado nos alimentos. Vale também salientar que os tocoferéis
e tocotriendis sdo sensiveis a luz e ao ar, sendo que a degradacao parcial
ou total de um ou mais compostos pode implicar em erros importantes de
quantificacao (DIONISI et al., 1995; LUQUE-GARCIA e CASTRO, 2001).

Com base nos resultados obtidos observou-se que os teores dos
compostos para alguns alimentos apresentaram uma variacao consideravel
entre as repeticdes e entre os dois restaurantes. No entanto, exceto para os
alimentos que foram cozidos ou refogados, essas diferencas néao
apresentaram significancia estatistica para nenhum dos is6bmeros
determinados.

Os resultados indicam que as hortaligas e ovos utilizados nos dois
restaurantes sofreram acéo de fatores relacionados ao cultivo (hortalicas
provenientes de locais de cultivo diferentes), colheita e transporte que,
embora induzam certa variabilidade entre as repeticdes, parecem nao
exercer papel determinante no conteudo vitaminico entre as amostras dos
dois restaurantes. Isso pode ser também confirmado pelo fato de que as
hortalicas (os folhosos, principalmente) que chegam do campo e foram
preparadas e servidas em poucas horas nao diferiram significantemente em
seus teores de vitamina E.

Uma vez que as amostras foram coletadas ja prontas para serem
consumidas ou antes de serem utilizadas em outras preparacdes (para o
caso de cebolinha, salsa e pimentao), nao foi possivel conhecer o contetudo
inicial da amostra (no momento da recepg¢ao no estabelecimento), o que
impossibilitou a avaliagdo criteriosa do efeito das condi¢des de manuseio
dentro dos restaurantes sobre os compostos da vitamina E.

No entanto, considerando que exista uma certa homogeneidade dos
teores da vitamina E quando os alimentos chegam do campo, pode-se inferir
que os procedimentos utilizados para armazenamento, pré-preparo e
preparo das amostras nos estabelecimentos n&o exerceram efeito
significante sobre o contedudo vitaminico, a ponto de induzir variacées
superiores as consideradas esperadas devido aos fatores intrinsecos
(variedade, cultivo e outros) ja mencionados.
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As temperaturas e tempos de espera diferenciados, utilizados nos
dois restaurantes para o pré-preparo, preparo € a exposicao do alimento
parecem nao ter sido determinantes (a=5%) sobre o contelddo vitaminico das
amostras analisadas. Isso pode ser bem exemplificado para o pimentéo, que
¢ fatiado e armazenado até o momento do uso por 16 horas no Restaurante
1 e por 4 horas, no Restaurante 2, sob temperaturas de 10° e 8°C,
respectivamente. Essa grande diferenca no tempo de exposigdo da matriz
do alimento ao ar e a luz parece nao ter efeito prejudicial sobre o nivel dos
compostos da vitamina E, considerando teores iniciais homogéneos.

J& para os alimentos que foram cozidos e refogados, os teores
vitaminicos obtidos foram significantemente diferentes entre os restaurantes,
o que indica que os métodos de preparacdo empregados em cada local tém
interferéncia sobre o conteudo final das amostras.

Observando-se os resultados dos alimentos que foram refogados
(almeirdao e couve), houve um aumento no teor dos compostos em relacédo
as suas amostras cruas devido a adicdo de 6leo. Considerando que o 6leo
de soja foi utilizado para refogar essas hortalicas em ambos os restaurantes,
verifica-se que o0s isébmeros que apresentaram uma elevacdo mais
significativa seguem o perfil dos compostos predominantes do 6leo de soja,
como o a-, 0 y- e o d-tocoferol (SYVAOJA et al., 1986; EITENMILLER,
1997).

Os valores encontrados para a-tocoferol em brécolis (0,3568 a 0,4744
mg/100g) se assemelham aos dados de Azzi e Stocker (2000) e Piironen et
al. (1986), que encontraram teores de 050 e 0,68 mg/100g,
respectivamente. Lee et al. (2000) encontraram valores deste composto em
brécolis variando de 0,62 a 1,08 mg/100g, ao utilizar diferentes metodologias
de extracdo. No entanto, os valores superiores de y-tocoferol, além da
detecgao de isbmeros como B- e &-tocoferol e a-tocotrienol, fazem com que
o brécolis analisado neste estudo tenha uma composi¢ao isomérica diferente
das analises realizadas em trabalhos anteriores. Observa-se também que a
metodologia utilizada neste estudo foi eficiente em extrair os isbmeros de

menor concentracao.
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Estudos realizados com ovos indicam que os compostos da vitamina
E sdo encontrados somente na gema, enquanto que a clara praticamente
nao contém essa vitamina. No entanto, a maior parte dos trabalhos que
avaliaram o conteudo de tocofer6is em ovos, utilizaram o alimento
enriquecido, uma vez que a adi¢cdo de vitamina E a racdo de aves € uma
pratica comum em varios paises (SYVAOJA et al., 1985; KANG et al., 1998).

Esse mesmo fato foi mencionado por SYVAOJA et al. (1985), ao
encontrarem teores de 5,50 m/100g de a-tocoferol na gema crua, valor muito
superior ao relatado por outros estudos. Teores de a-tocoferol variando de
0,5 a 2,75 mg/100g (BAUERFEIND, 1977 e Mclaughlin e Weihrauch, 1979,
citados por SYVAOJA et al., 1985; AZZl e STOCKER, 2000) podem ser
considerados proximos ao encontrado neste estudo, onde as concentragdes
variaram entre 0,8263 a 1,1271 mg/100g na gema crua. Os isbmeros B- e y-
tocoferdis e a-tocotrienol também foram detectados no trabalho de Syvaoja
et al. (1985), sendo que em nenhum outro estudo esses isdbmeros foram
encontrados.

Quando agrupados por caracteristicas semelhantes ou de uso, a
analise de variancia da interacao alimento e restaurante nao foi significante,
0 que permitiu a comparacao dos teores médios das hortaligas, calculados a
partir das seis repeticoes, desconsiderando os diferentes restaurantes nas
quais as mesmas foram coletadas. Dessa forma, os teores médios dos
compostos da vitamina E para as hortalicas cruas analisadas estdo
apresentados nas Tabelas 17 e 18. Para isso, dois grupos foram separados
para comparagao: folhosos (agrido, almeirdo, couve, espinafre e rdcula) e
temperos (cebolinha, pimentédo e salsa).

De acordo com os resultados obtidos para o grupo de folhosos,
observa-se que os conteudos de a-, B-, y-tocoferol e a-tocotrienol séo
diferentes entre as hortalicas analisadas, sendo que 0s outros isdmeros nao
diferiram estatisticamente entre os cinco alimentos. Dessa forma,
considerando o teor de a-tocoferol, a couve é a hortalica que apresentou o
maior conteudo (1,1463 mg/100g) seguida pela rucula (0,8825 mg/1009),
agriao e almeirdo (0,5678 e 0,5251 mg/100g, respectivamente) e espinafre
(0,1882 mg/100g).
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Nenhuma informagéao foi encontrada na literatura acerca do contetdo
de vitamina E de agrido, almeirdo e racula, hortalicas que, neste estudo,
apresentaram conteudo consideravel de a-tocoferol. Uma vez que séo
folhosos consumidos com freqiiéncia em certas regides do Brasil, esses
resultados representam uma contribuicdo importante para o conhecimento
do valor nutritivo desses alimentos.

Somente um dado foi encontrado informando o teor de a- e y-tocoferol
da couve (1,92 e 0,23 mg/100g, respectivamente), em trabalho realizado por
Kurilich et al. (1999) citado por Bianchini-Pontuschka (2003). As amostras
avaliadas neste estudo apresentaram concentragcbes semelhantes,
apontando a couve como uma boa fonte de a-tocoferol.

Ja para espinafre, alguns estudos apontam este vegetal como uma
boa fonte de vitamina E, com valores de a-tocoferol variando entre 1,22 a
1,8 mg/100 g (PIIRONEN et al., 1986; AZZI e STOCKER, 2000), sendo que
nestes trabalhos nenhum outro isémero foi detectado. Contrariando esses
dados, o teor médio obtido neste estudo (0,1882 mg/100g de a-tocoferol)
para as amostras de espinafre analisadas foi inferior ao mencionado pela
literatura. As variagdes ja citadas, como as variedades usadas no Brasil e
condicdes de solo, podem ser 0s principais responsaveis por esses
resultados.

Dessa forma, de acordo com as amostras avaliadas, o espinafre
cultivado nesta regido apresenta teor bem inferior aos encontrados em
estudos anteriores, para hortalicas cultivados na Finlandia e EUA.



Tabela 17. Teores de tocoferdis e tocotriendis (Média = Desvio Padrao) para hortalicas folhosas preparadas em restaurantes

comerciais, em mg/100g (base umida).
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Alimento a-T B-T v-T 5-T a-T3 B-T3 y-T3 5-T3
Agriao 0,5678°+ 0,278 0,0119°+0,005 0,1431°+0,039 0,0163%+0,003 0,0088°+ 0,003 0,0706%+ 0,064 0,0355% + 0,013 -
Almeirdio  0,5251°+0,447 0,0051°+0,003 0,2261®°+ 032 0,0127°+0,010 0,0061° +,0002 - 0,0312% + 0,016 -
Couve 1,1463%+ 0,323 0,0430%+0,032 0,3218*+0,174 0,0143*+0,012 0,0472°+0,035 0,0704°+0,102 0,0613% + 0,045 -
Espinafre 0,1882% + 0,019 0,0004° +,0001 0,0104° + 0,004 0,0064%+0,001 0,0055° =+- ) 0,0203* +- )
Rucula 0,8825° +0,285 0,0180°+0,010 0,2869%+0,141 0,0077%+0,006 0,0111°+0,003 0,0064%+,0014 0,2739% + 0,422 -

Médias (n= 6, exceto para almeirdo n=4) seguidas de pelo menos uma letra na coluna nao diferem entre si (a=5%), pelo teste de Duncan.



Tabela 18. Teores de tocoferodis e tocotriendis (Média + Desvio Padrao) para hortalicas utilizadas como temperos em restaurantes

comerciais, em mg/100g (base umida).
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Alimento o-T B-T v-T 5T a-T3 B-T3 y-T3

6-T3

Cebolinha 0,3688° + 0,275 0,04112+0,069 0,2099° +0,116 0,1059*+0,125 0,0167°+0,010 0,0231%+0,019 0,0730 + 0,109
Pimentao 0,2628° + 0,144 0,0050% +,0009 0,0188° +0,016 0,0079° +,0045 - 0,0089% +,0076 0,2739% + 0,422

Salsa 0,8383%+0,327 0,0078%+,0035 0,1915°+0,050 0,0078%+0,004 0,0214%+ 0,008 - 0,0755% £ 0,057

Médias (n=6)seguidas de pelo menos uma letra na coluna nao diferem entre si (a=5%), pelo teste de Duncan.
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Seguindo a tendéncia dos folhosos, o grupo dos temperos também
apresentou o a- e o y-tocoferol como os isébmeros principais, com teores
diferindo significantemente entre as trés hortalicas. Os demais isdmeros
ocorreram em quantidades pequenas, mas de relevancia para o sistema
antioxidante do proprio vegetal.

O contetdo em a-tocoferol da salsa (0,8383 mg/100g) foi
significantemente maior que o de cebolinha e pimentdo (0,3688 e 0,2628
mg/100g, respectivamente). Os valores obtidos para essas amostras sao
mais baixos que o0s encontrados na literatura para as mesmas hortalicas
(SHEPPARD et al., 1992). Piironen et al. (1986), avaliando os teores de
tocoferdis e tocotriendis em diversos hortalicas e frutas consumidas na
Finlandia, ndo detectaram tocotrienéis e &-tocoferol em nenhuma das
amostras, mas encontraram 3,58; 2,16 e 1,58 mg/100g de a-tocoferol para
salsa, pimentdo e cebolinha, valores esses bem mais altos do que os
observados neste estudo. Novamente, fatores relacionados ao solo,
variedade da planta e outras condi¢cées de cultivo podem ter interferéncia
nestes resultados.

Com relagdo ao conteudo de vitamina E das hortalicas que foram
comparadas com dados apontados em trabalhos realizados anteriormente,
pode-se afirmar que, para as amostras analisadas, as hortalicas dessa
regido do Brasil (zona da Mata de Minas Gerais) sdo mais pobres em a-
tocoferol do que avaliadas na Europa e EUA.

Os maiores valores de a-tocoferol entre as hortalicas analisadas
foram encontrados em hortalicas folhosas verde-escuros (couve, rucula,
salsa, agrido), como indicado pela literatura. No entanto, somente a couve
apresentou conteudo superior a 1mg/100g (base Umida), podendo ser
considerada uma fonte rica em vitamina E.

Em resumo, observou-se a escassez de dados para comparac¢ao dos
isbmeros da vitamina E em hortalicas e ovos. Os poucos trabalhos
encontrados, em geral, ndo detectaram os isdmeros presentes em menor
concentracdo nesses alimentos. Tais achados podem ser devidos a
auséncia verdadeira desses compostos nas amostras analisadas, a

utilizacdo de métodos de extracdo danosos a vitamina, ou ainda a utilizacao
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de métodos de andlise que nao detectaram os compostos. Portanto, a
deteccao de compostos como B- e d-tocoferdis e alguns tocotriendis neste
estudo indica que as hortalicas e ovos analisados os contém em sua matriz,
mesmo em menor quantidade, além de indicar que a metodologia utilizada
foi eficiente em extrair e detectar os isbmeros de menor concentracao.

Por terem sido utilizados em algumas preparacdes analisadas neste
trabalho, a avaliagdo dos teores de vitamina E em O&leos comumente
utilizados em restaurantes comerciais mostrou-se pertinente. Os resultados
obtidos para 6leos de soja, de canola e 6leo de oliva extra-virgem séo
apresentados na Tabela 19.

Observa-se que, de modo geral, os 6leos avaliados contém elevadas
quantidades de isémeros tocoferois, sendo que pequenas concentragdes de
y-tocotrienol foram detectadas. Diversos estudos mostram que o0s
tocotrien6is ndo sdo compostos de ocorréncia comum em 6leos de soja e
canola, e sdo apontados como os melhores marcadores para avaliacdo da
pureza de 6leo de oliva (SYVAOJA et al., 1986; EITENMILLER, 1997). A
presenca de pequenas quantidades de tocotriendis no éleo de oliva, como
encontrado neste estudo, pode indicar adicdo de outros tipos de 6leo que
contém tocotriendis (DIONISI et al., 1995).

Com relacao aos teores de a-tocoferol, o 6leo de canola apresenta
um conteudo significantemente maior que os 6leos de soja e oliva para as
amostras analisadas. No entanto, considerando a utilizacdo desses 6leos,
pode-se apontar o 6leo de soja como uma das principais fontes de vitamina
E para as populagbes ocidentais, uma vez que é o 6leo comestivel mais
difundido e utilizado como matéria-prima de outros produtos alimenticios,
como margarina e maionese (EITENMILLER, 1997).

Exceto para o de oliva, o y-tocoferol foi o composto encontrado em maior
concentracao nos 6leos analisados, especialmente no de soja, bem como na
maioria dos Oleos vegetais (EITENMILLER, 1997; JIANG et al., 2001). A
riqueza em y-tocoferol e a grande utilizagcdo do 6leo de soja o tornava a
principal fonte de equivalentes de ao-tocoferol, antes da revisdo das
recomendacdes pelo Instituto de Medicina dos Estados Unidos. Apds a

indicacdo de uso das IDR’s, a grande concentracdo do composto €
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Tabela 19. Teores de tocoferois e tocotrienois (Média + Desvio Padrdo) em 6leos vegetais, em mg/100g.

Oleo a-T B-T v-T 5-T a-T3  B-T3 y-T3 5-T3
Oliva 14,0436+ 1,681 0,4741° +0,087 1,5150° +0,157 0,3691° +0,190 - ) 1,2283% + 0,088 -
Canola 18,3931% +0,964 5,1578% +1,429 39,0238 + 8,929 1,1900° + 0,031 - - 1,1416% +0,218 -
Soja 12,1401°+ 1,624 2,8146° + 0,441 64,2734% +3,982 22,5727 +1,220 - - 0,8104% +0,141 .

Médias seguidas (n=3) de pelo menos uma letra na coluna nao diferem entre si (a=5%), pelo teste de Duncan.
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totalmente desprezada para aproveitamento nutricional em humanos, mas
seu papel como um dos principais colaboradores no sistema antioxidante de
vegetais ndo pode ser esquecido (JIANG et al., 2001).

Além de concentracbes moderadas de B-tocoferol, & interessante
destacar que os Oleos vegetais apresentam quantidades apreciaveis de 6-
tocoferol, um dos mais potentes antioxidantes em alimentos, o que indica a
forte correlacdo antioxidante existente entre a vitamina E e a presencga de
acidos graxos insaturados (AZZl e STOCKER, 2000). Neste estudo, o éleo
de soja apresentou um conteudo em &-tocoferol significantemente maior que
os demais 6leos analisados.

Estudos realizados na Finlandia, Estados Unidos e Espanha informam
teores em 6leo de soja que variam entre 1,2 a 11,91; 1,4 a 69.86 € 16,6 a
23,87 mg/100g para a-, y- e 5-tocoferol, respectivamente (SYVAOJA et al.,
1986; BIANCHINI-PONTUSCHKA, 2003; USDA, 2004). Comparando os
valores encontrados para estes compostos nas amostras de 6leo de soja
avaliadas neste estudo (12,14; 64,27 e 22,57 mg/100g, para a-, y- € o-
tocoferol, respectivamente), observa-se que os resultados sdo semelhantes
aos dados mencionados acima, e indica que o 6leo de soja brasileiro é uma
fonte importante de vitamina E.

Os resultados obtidos para éleo de oliva (14,04 mg/100g de a-
tocoferol) também sao condizentes com os valores encontrados na literatura
(10,70 a 19,2 mg/100g), embora a maior parte dos estudos nao tém
detectado outros isdmeros além do a-tocoferol em suas analises (SYVAOJA
et al., 1986; DIONISI et al., 1995; USDA, 2004).

Os valores encontrados para a- e y-tocoferol para o 6leo de canola
(18,39 e 39,02 mg/100g, respectivamente) se mostram condizentes com
teores indicados na literatura (13,2 a 41; e 4,2 a 21,8 mg/100 g, para a- e y-
tocoferol), apesar da grande variagdo no teor dos compostos que parece
existir nesse tipo de Oleo (SHEPPARD et al., 1992; BIANCHINI-
PONTUSCHKA, 2003).

E importante ressaltar que as andlises foram conduzidas com 6leos
refinados, a fim de estimar o consumo real pela populacdo. No entanto, a

literatura € unanime em afirmar que grandes perdas de vitamina E ocorrem
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durante a etapa de extracao e refinamento do 6leo, onde altas temperaturas
sdo utilizadas, bem como na estocagem do produto, por processos de
oxidacao iniciados pela luz e efeito do oxigénio (AZZl e STOCKER, 2000;
CERT et al., 2000). Syavoja et al. (1986), estudando o efeito do refinamento
sobre o teor de vitamina E em dleos vegetais, observaram perdas de 10 a
33% de a-tocoferol, 20 a 33% dos demais tocoferdis e aproximadamente
50% de tocotriendis.

Considerando a importancia dos alimentos analisados neste estudo
(hortalicas, ovos e Oleos) na ingestdo diaria da populagdo brasileira, é
interessante fazer um paralelo entre os resultados aqui obtidos com a
quantidade recomendada de vitamina E a ser consumida.

Dessa forma, a contribuicAo do consumo de hortalicas e Oleos
analisados para a ingestao diaria recomendada de vitamina E é mostrada na
Figura 27.

Hl Couve

E Ruacula

H Agriao

E Almeirao
Espinafre

E Oleo de Canola
E Azeite de Oliva
B Oleo de Soja

% Adequacao da Vitamina E

Alimentos

Figura 27. Adequacéo a ingestéo dietética de referéncia para vitamina
E (considerando os teores de a-tocoferol) a partir do
consumo de hortaligas e éleos.

Para realizar essa comparacdo, tomou-se como base a
recomendacao diaria de vitamina E para um individuo adulto, além de

porcdes de hortalicas e 6leos que sao indicadas pela Piramide de Alimentos,
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um guia alimentar ja bem estabelecido. A adequacao pbde ser calculada
portanto, a partir da recomendacao de 15 mg de a-tocoferol/dia e a ingestao
de 3 porcoes de hortalicas folhosas e 1 porcao de 6leo ao dia. Para isso, 60
g de hortalicas e 9 gramas para 6leos foram por¢cées médias utilizadas para
esse calculo (PHILLIPPI et al., 1999; IOM, 2000).

Observa-se pela Figura 24, que a ingestdo de alguns folhosos
analisados, como a couve e rucula, em quantidades recomendadas pela
Piramide, contribui de forma relevante para a adequacdo dietética de
vitamina E. O consumo de couve nas por¢des utilizadas promove uma
adequacao de 13,8%, seguida pela rucula (10,6%), agrido (7,1%) e almeirdo
(7,0%). O espinafre, pelo menor conteudo em a-tocoferol obtido neste
estudo, promove uma adequacgao de 2,3%. Os 6leos de canola, oliva e soja
sdo importantes para a ingestao didria de vitamina E, pois em pequenas
quantidades, fornecem uma adequagéao relevante.

No entanto, é interessante ressaltar que cada vez mais o0s
especialistas e comités de alimentagdo e nutricado tem recomendado 0 uso
moderado de 6leos e gorduras e o maior consumo de frutas e hortalicas,
para a promo¢ao € manutencdo da saude (TRICHOPOULQOU et al., 2001;
USDA, 2004).

Nesse sentido, é possivel dizer que, embora as hortalicas avaliadas
nao possuam valor de a-tocoferol semelhante aos 6leos, a ingestdo
freqliente e em quantidades adequadas desses alimentos pode contribuir de
forma consideravel para a adequacao diaria.

Portanto, a avaliacdo dos isbmeros da vitamina E em alimentos
comumente consumidos pela populacdo, como hortalicas, ovos e éleo,
fornece dados importantes sobre o seu valor nutritivo, além de contribuir
para a caracterizagdo do potencial antioxidante desses alimentos.

A composicdo de vitamina E demonstra ser bastante variavel,
conforme ja discutido anteriormente, o que ressalta a importancia de estudos
de composicao de alimentos brasileiros, produzidos e manipulados sob
condicdes locais, que permitam refletir com maior veracidade o consumo dos

nutrientes pela populagao.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste estudo conclui-se que:

Os métodos otimizados para extrair e quantificar os oito compostos da
vitamina E nos alimentos analisados foram eficientes e permitiram a
obtencado de resultados confiaveis, o que foi considerado um avanco, ja
que baseou-se em um método original para determinagédo, apenas, de
tocoferdis em cereais infantis extrusados. A detecgédo e quantificagdo dos
oito isbmeros da vitamina E por CLAE foi realizada em apenas duas
corridas para cada alimento, utilizando tempos médios de corrida de

aproximadamente 20 minutos;

O método da extracao direta com solventes, otimizado para extracao dos
tocoferdis e tocotriendis nos alimentos analisados, foi considerado
simples e rapido, além preservar os isdbmeros da vitamina E, quando
comparado aos métodos envolvendo saponificacdo que foram avaliados

neste estudo.

A composicao de tocoferois e tocotriendis dos alimentos analisados neste
estudo variou bastante de acordo com o tipo de alimento. Em geral, os
isébmeros tocoferois foram detectados em maior quantidade e freqiiéncia;
B- e &-tocotrienol foram os compostos menos encontrados, sendo que
este Ultimo nao detectado em nenhum alimento, a ndo ser em

quantidades traco;

O a-tocoferol foi o composto predominante em todos os alimentos
avaliados, exceto nos 6leos de soja e canola.

O teor de vitamina E dos alimentos preparados nos dois diferentes
restaurantes variou consideravelmente, mas nao foram diferentes

estatisticamente, exceto entre os alimentos crus e cozidos/refogados. A
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variagdo encontrada para os alimentos crus foi considerada resultante da

acao de fatores relacionados ao cultivo, intrinsecas ao alimento;

Entre os vegetais folhosos analisados, a couve apresentou o maior
conteltdo em o-tocoferol, seguida pela racula, agrido, almeirdo e

espinafre.

Entre as hortalicas consideradas como temperos, a salsa apresentou o
maior conteudo em a-tocoferol, seguida pela cebolinha e pimentéo;

Entre os alimentos cozidos e ou refogados, o cozimento de ovos e
brécolis nas condicées avaliadas parecem nao ter provocado grandes

perdas dos compostos;

O processo de refogar aumentou o conteudo de vitamina E em niveis

variados, devido a adicao de éleo de soja em quantidades diferenciadas;

Os 6leos vegetais analisados mostraram ser ricos em a-tocoferol,
especialmente o azeite de oliva. Os éleos de soja e canola apresentaram

teores mais elevados de y-tocoferol, seguidos pelo a-tocoferol;

Os alimentos avaliados neste estudo contribuem de forma relevante para
a adequacao diaria de vitamina E, se consumidos em porgoes
adequadas. A maior adequacao foi encontrada para a couve, seguida do
6leo de canola, racula, azeite de oliva, 6leo de soja, agrido, almeirdo e

espinafre.

Os resultados obtidos neste estudo representam uma grande
contribuicdo para a caracterizacdao nutricional dos alimentos avaliados,

uma vez que trabalhos desta natureza sao inexistentes no Brasil.



82

7. CONSIDERACOES FINAIS

Os teores de a-tocoferol aqui determinados, bem como a composigcao
em isdmeros, apontam caminhos interessantes para o desenvolvimento de
outros trabalhos. Apés a conclusédo deste estudo e avaliagdo dos resultados
obtidos, pontos interessantes e novos questionamentos surgiram, devendo

receber atengéo posteriormente, como:

e Caracterizacdo em relacdo ao teor de vitamina E de outras hortalicas e
temperos utilizados no Brasil, como  taioba, mostarda, horteld,

manjericao;

e Determinacédo e quantificacdo dos compostos da vitamina E dos demais

6leos vegetais utilizados no Brasil;

e Avaliacdo da estabilidade do a-tocoferol em Oleos utilizados em
processos de fritura;

e Anadlise de vitamina E em outros tipos de alimentos, como cereais

integrais e frutas, especialmente as regionais;

e Avaliacdo do efeito dos processos de preparagao utilizados com
frequéncia em Restaurantes em relagdo a preservagao da vitamina E e

outras vitaminas em alimentos preparados;

e Continuidade das pesquisas em relagdo ao conteudo e estabilidade de

vitaminas em alimentos.
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