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DETERMINATION OF a-TOCOPHEROL (VITAMIN E) IN IRRADIATED GARLIC BY HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY (HPLC). The effects of ®’Co ionizing radiations in doses of 0, 75, 100, 150, 200 and 250Gy on garlic,
upon the a-tocopherol concentration were studied. The c-tocopherol contents were established by high performance liquid

chromatography (HPLC), after direct hexane extraction from the garlic samples. The c-tocopherol was determined through normal-

phase column, and mobile phase was composed by hexane: iso-propyl alcohol (99:01 v/v), with 2mL/min flow rate and fluorescence

detector. It is statistically shown that an irradiation dose of up to 150 Gy does not affect the garlic a-tocopherol content.
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INTRODUCAO

O alho, conhecido botanicamente como Allium sativum L., pos-
sui caracteristicas acentuadas de aroma e sabor que lhe atribuem pro-
priedades condimentares que, hd muito, conferem a esta hortalica
destaque na culindria mundial e particularmente na brasileira. Além
destas formas de utilizacdo, o alho tem sido matéria-prima muito
utilizada na inddstria farmacéutica, por possuir caracteristicas de um
alimento funcional'?.

As condicdes climdticas, solos, variedades e técnicas de manu-
seio e armazenamento pds-colheita influenciam a composicio qui-
mica e, conseqiientemente, a qualidade do alho, alterando sua ade-
quacdo ao consumo caseiro ou industrial®*.

Durante o armazenamento, ocorrem perdas de peso e alteragdes
na composicio quimica dos bulbos relacionadas a transpiracio, ao
brotamento e aos ataques de pragas na fase pds-colheita’®.

Desde que haja um bom gerenciamento na pés-colheita do alho,
ele poderd ser estocado por longos periodos, sem grandes perdas na
sua composicao quimica. Isto € possivel pela aplicagdo de diferentes
métodos que estendam a dorméncia, na qual o bulbo inicia a fase de
brotamento. Durante este ultimo periodo ha um aumento dos pro-
cessos catabdlicos nos tecidos de armazenamento, 0S compostos
nutritivos sdo transportados para o broto, e a conseqiiéncia desta
mobilizacdo é a perda da qualidade do alho, devido as perdas das
propriedades organolépticas e de hidratagao®.

O uso da radiagio ionizante em alhos tem o propdsito de inibir o
brotamento e reduzir a perda de peso durante o periodo da estocagem’.

A radiagdo ionizante ¢ uma técnica bastante utilizada em diver-
sos paises para preservacdo dos alimentos, tanto in natura, como os
processados industrialmente.

Muitos paises, incluindo os em desenvolvimento, estdo utilizan-
do alimentos irradiados para a reducdo de perdas na pds-colheita,
que sdo as causas fundamentais da escassez de alimentos.

Alimentos irradiados sdo aqueles que foram tratados com um
determinado tipo de radiac@o ionizante, em condi¢des de seguranca
controlada, para se obterem algumas propriedades convenientes, tais
como: inibi¢do do brotamento; reducdo de organismos patogénicos;
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eliminagdo de insetos e parasitas, entre outras, com o objetivo de
manter a boa qualidade do alimento por mais tempo.

A exposicdo do alimento a radiagdo ionizante pode resultar em
alteragdes na composi¢do das vitaminas, sendo que a vitamina E (o~
tocoferol) € bastante sensivel a radia¢do ionizante®.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem se mos-
trado uma técnica eficiente na separagcdo e quantificacdo do o-
tocoferol, embora o principal problema desta determinacio seja a
padronizagdo das condigdes de extracdo, caracteristicas fisico-qui-
micas e estabilidade da vitamina® .

No Brasil, os alimentos irradiados comecam agora a ser uma
realidade, fazendo-se necessdrio analisar cuidadosamente todas as
alteracdes que possam vir a ser relacionadas a estes alimentos. As-
sim, a proposta deste trabalho foi a determinac¢do e quantificacao
dos teores de o-tocoferol (vitamina E) em amostras de alho irradia-
do, devido a grande importincia desta vitamina na manutengdo da
saide humana.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Para as analises foram utilizados alhos (Allium sativum L.) do
grupo roxo, sub-grupo nobre, classe 4, tipo especial, adquiridos em
mercados da cidade de Sao Paulo no periodo de 1999 a 2000 e man-
tidos a temperatura ambiente.

Reagentes e outros materiais

Reagentes: a-tocoferol (T-3251-Sigma), metanol (p.a), hidréxido
de potdssio (p.a), acetonitrila, cloroférmio, hexano e isopropanol (para
cromatografia) sendo todos da marca Merck.

A tase mével foi filtrada com membrana 0,45 um marca Millipore
(FHUPO04700). Para filtracdo das amostras foram utilizadas unida-
des filtrantes HV Millex, 0,45 pm de porosidade, da Millipore
(JBR610222).

As colunas cromatogréficas utilizadas foram: silica, marca
CLC-SIL Shim Pack- Shimadzu (0,40 ¢cm x 25 ¢cm, 5 ym) e C
5 pum, 250 mm x 4,6 mm, da marca Vydac 201TP54.
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Equipamentos

Para o preparo das amostras e das fases moéveis foram utilizados
0s seguintes equipamentos:
*  Espectrofotdmetro marca Beckman, modelo DU-70
e Balanga analitica marca A&D, modelo HA - 202M
e Balang¢a semi-analitica, marca Marte, modelo AS 2000
e Evaporador rotativo, marca Heidolph WB 2000
e Microtriturador marca Tecnal , modelo Turratec TE102
*  Degaseificador (gas Hélio), marca Shimadzu, modelo DGU-2A

As andlises por CLAE foram efetuadas em cromatégrafo liquido
da marca Shimadzu, composto de bomba (LC-10ADVP), injetor
automatico (SIL-10ADVP), forno com temperatura controlada (CTO-
10ASVP), detectores de fluorescéncia (RF-10AXL) e de arranjo de
fotodiodo (SPD-M10AVP) e computador com Software (CLASS-
VP 5.032) para aquisi¢ao dos dados.

METODOS
Irradiacio das amostras

A irradiac@o das amostras foi realizada pela Empresa
EMBRARAD (Empresa Brasileira de Radiagdes) em fonte de “Co,
Nordion JS-700, com atividade aproximadamente de 1500 kCi e uma
taxa de dose de 2,7 kGy/h. As doses utilizadas na irradiacdo das
amostras para a andlise do o-tocoferol foram: 0; 75; 100, 150 ; 200
e 250 Gy '°. As amostras foram processadas em embalagens de sacos
plésticos de 250 g em duplicata, para cada dose proposta, € mantidas
a temperatura ambiente.

Determinacio do c-tocoferol

Saponificagdo

O método de saponificacio foi baseado no procedimento de AL-
Abdulaly e Simpson'!. Antes da saponificacéo os alhos foram des-
cascados com faca e triturados em liqiiidificador, ambos de modelo
doméstico. Foram pesados cerca de 5 g da amostra. As amostras,
foram adicionados 30 mL de KOH metandlico 15% (m/v). A mistu-
ra permaneceu uma noite no escuro sob atmosfera de nitrogénio.

A mistura foi transferida para um funil de separacio sendo adi-
cionados cerca de 50mL de éter etilico, ficando em repouso por 5
min para completa separagio entre as fases. A fase inferior
(metandlica) foi recolhida e a etapa de extracdo repetida duas vezes,
com tempo de agitacdo de 10 min cada uma. Os extratos etéreos
foram combinados e lavados com dgua destilada até a remogao da
dgua residual. A seguir, o éter etilico foi removido em evaporador
rotativo. Ao residuo foram adicionados 100 mL de hexano:
isopropanol 99:01 v/v. Esta solucdo foi filtrada em membrana de
0,45 um, sendo injetados 10 pL no cromatégrafo.

Extragdo

Os métodos de extracao foram baseados nos procedimentos de Gong
e Ho? , Malik et al.?, Al-Abdulaly e Simpson'' , com modificagdes.

As amostras foram trituradas previamente em um liqiiidificador
e, em seguida, foram pesados cerca de 5 g da amostra, e adicionados
20 mL do solvente extrator, sendo testados hexano, heptano e éter
etilico. As amostras foram novamente trituradas usando microtritu-
rador com tempo de 2 min cada uma, e a etapa de extracao repetida
3 vezes. A seguir, o solvente foi removido em evaporador rotativo.
Ao residuo foram adicionados 100 mL de hexano: isopropanol
99:01 v/v (fase movel). Esta solugdo foi filtrada em membrana de
0,45 um, sendo injetados 10 pL. no cromatégrafo.
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Condigoes cromatogrdficas

Foram testados métodos cromatograficos de fase reversa e nor-
mal.

O método de fase reversa, segundo Malik et al.?, utilizou sistema
isocrético, coluna C ¢, 5 um, 250 mm x 4,6 mm, da marca Bakerbond.
Para testar este método, utilizou-se uma coluna com as mesmas
especificagdes, porém de marca diferente (Vydac 201TP54). A fase
movel foi composta de acetonitrila: metanol: cloroférmio (47:47:6
v/vIv), vazdo de 1,5 mL/min. Foi utilizado o detector UV a 292 nm
para determinacdo da vitamina E.

O método de fase normal com elui¢@o isocrdtica baseou-se na
literatura'*'* com fase mével hexano: isopropanol (99:01v/v), vazido
de 2 mL/min e detec¢do por fluorescéncia (lambda excitagdo =
295 nm e lambda emissdo = 330 nm)".

As fases moveis foram filtradas e degaseificadas durante 10 min.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacio das condicdes utilizadas na determinacao do
o-tocoferol

Apesar de ser um procedimento bastante utilizado, pode-se veri-
ficar na Tabela 1 que a saponifica¢do seguida de extragdo com éter
etilico € o método de menor eficiéncia para recuperacio da fracdo
lipossolivel. Para esta determinagdo, foi utilizada a cromatografia
liquida de fase normal, conforme método'® - descrito anteriormente.

Na Figura 1c estd apresentado o perfil cromatogréfico do padriao
de o-tocoferol em coluna de fase normal .

Este método proporcionou boa deteccio para o o-tocoferol da
amostra de alho, conforme Figura 1b. A utilizagdo da cromatografia
de fase reversa® foi descartada, pois ndo propiciou boa resolugido
para o a-tocoferol da amostra (Figura 1a) .

Os resultados das andlises por CLAE mostraram que o alho con-
tém teores significativos de o-tocoferol, proximos aos encontrados
na literatura®'s.

A andlise estatistica mostrou diferencas (P>0,05) entre os resul-
tados da Tabela 1 para as extragdes com hexano, heptano e éter etilico.

Tabela 1. Comparacdo dos teores do o-tocoferol determinados por
CLAE em amostras de alho utilizando saponificacdo e diferentes
solventes de extragdo

Estimativa do
Desvio padrio

Médias (**)
ug de o-tocoferol por
g de amostra

Variaveis (*)

Eter Etilico (CS) 2,65 0,29
Eter Etilico (SS) 5,66 0,22
Heptano (SS) 5,92 0,13
Hexano (SS) 6,95 0,08

(*) CS= saponificacdo seguida de extra¢do; SS = extracdo direta com
solvente; (**) média de 3 amostras em duplicata

A curva analitica do oi-tocoferol apresentou boa linearidade dentro
das faixas de concentra¢des estudadas (50 a 150% do nivel nominal
de concentracio da amostra). A regressao linear para esta curva, y =
A + Bx, onde A = coeficiente linear, B= coeficiente angular, r*=
coeficiente de correlagdo, foi: y = 6.10% . x + 0,0008, r*>= 0,9954.

Verificou-se que a adi¢@o de padrdo diluido em solvente & amos-
tra antes do procedimento de andlise, propiciou a recuperagdo de
95,30% do o-tocoferol estudadas (as amostras foram preparadas em
trés niveis de concentragdo na faixa de 50% a 150% da quantidade
nominal da amostra)'’.
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Tabela 2. Efeitos da irradiacdo sobre os teores do o-tocoferol em

alho determinados por CLAE

Dose Gy de
radiagdo ionizante

o-tocoferol

pg/g

Estimativa do
Desvio padriao

O a
75¢
100 *
1502
200 °
250"

6,87
6,86
6,84
6,83
6,50
6,41

0,18
0,24
0,10
0,14
0,16
0,11
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Figura 1. Cromatogramas do a-tocoferol em alhos (a) fase movel:
acetonitrila: metanol: cloroformio (47: 47: 6 v/iv/v); coluna C |9 vazao: 1,5
mL/min; detector UV (292 nm); T, = 3,44 min. (b) fase movel: hexano:
isopropanol (99:01 v/v); coluna de silica; vazdo: 2 mL/min; detector de
fluorescéncia (Aex = 295 nm e Aem = 330 nm); T = 2,80 min. (c) Padrao de
a-tocoferol, condigoes iguais a (b)

Os valores obtidos para os limites de detecgdo (LD) e
quantificacio (LQ) do a-tocoferol foram: LD = 0,59 pyg/mL e LQ =
0,98 ug/mL. LD e LQ foram obtidos das dreas de picos do padrio
com, respectivamente, trés e cinco vezes a altura do ruido'®".

Os valores de o-tocoferol com e sem aplicagdo da radiagio gama,
estdo apresentados na Tabela 2.

Os teores de o-tocoferol obtidos variaram entre 6,41 - 6,87 (Ta-
bela 2), estes resultados foram similares aqueles relatados por Malik
et al.> que trabalharam na andlise de o-tocoferol em alhos por CLAE.

® média de 4 amostras com duplicata; * ndo houve diferenga
significativa (P< 0,05); ° houve diferenca significativa (P< 0,05)

De acordo com Kwon et al.'’ a dose de radiagio ionizante mini-
ma necessdria para evitar o brotamento no alho é de 75Gy, sendo
assim, verificamos que ndo houve perdas nos teores de o-tocoferol,
quando o alimento € submetido a esta dose.

CONCLUSOES

A extracdo direta foi mais satisfatéria que o procedimento mais
complexo de saponifica¢do seguido de extracdo, mostrando-se uma
metodologia rdpida e eficiente para a recuperagdo do o-tocoferol.

O hexano foi o extrator mais eficiente para a recupera¢do do o
tocoferol nas amostras analisadas.

A cromatografia de fase normal com sistema de eluico isocratica
foi adequada para a resolugdo do o-tocoferol.

O efeito da radiac@o ionizante sobre os teores de o-tocoferol em
alho mostrou diferengas (P < 0,05) somente quando as doses aplica-
das foram de 200 e 250 Gy.
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