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RESUMO

A arvore (urucuzeiro), que fornece o fruto urucum (Bixa Orellana L.) é natural
da América do Sul e rica em corantes naturais, apresentando-se como uma solucao
promissora e sustentavel para a industria alimenticia, uma vez que pode ser
utilizado como corante natural em alimentos, bebidas e cosméticos.

Através de um estudo multi plataforma envolvendo técnicas cromatograficas e
da espectrometria de massas, o foco deste trabalho foi caracterizar e também
quantificar alguns compostos e elementos importantes presentes nas sementes de
Urucum.

Primeiramente, desenvolveu-se métodos em cromatografia liquida com
detector de arranjo de diodos (LC-DAD) e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS) para quantificacdo e identificagéo,
respectivamente, da bixina - o carotendide majoritario da semente. Na cromatografia
liquida, 0 método desenvolvido mostrou-se 3 vezes mais rapido que os métodos
previamente publicados e obteve-se concentragcdo média de bixina de 17,03 mg/g
com desvio padrao relativo (RSD) de 20,6% para os 23 produtores diferentes do
estado de Sao Paulo. Agregaram-se informac¢des com LC-MS, avaliando a massa
exata e fragmentacao da bixina através do analisador hibrido quadrupolo com tempo
de véo (Q-TOF), que apresentou erro de massa < 7ppm em todas as amostras.

Além disso, foi aplicado um método em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) para fingerprinting visando avaliar os acidos
graxos, tocoferois e fitoesterodis presentes no 6leo da semente das 23 amostras.
Dessa forma, foi possivel verificar a similaridade entre as amostras, identificando
compostos como os acidos oleico e linoleico, esqualeno, estigmasterol e
geranilgeraniol. Durante a etapa de preparo de amostra para a obtencéo do éleo da
semente foram comparados os métodos de extracédo de Bligh & Dyer e extracéo por
fluido supercritico (SFE).

Por fim, foi desenvolvido e validado um método de plasma indutivamente
acoplado com espectrometria de massas (ICP-MS) para quantificacao elementar de
metais toxicos e nao-toxicos nas amostras. Este método aplicou a diluicdo por
aerossol para avaliar simultaneamente elementos presentes em alta e baixa
concentragdo. O preparo das amostras para esta técnica utilizou um sistema de
digestao assistida por microondas. Duas amostras de referéncia certificada (MRC)



foram analisadas pelo método e apresentaram recuperacoes entre 80 — 120%. Os
valores de alguns elementos quantificados nas amostras foram comparadas com
RDC n°42 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e se encaixam nos
parametros adotados.



ABSTRACT

The tree (Urucuzeiro), which provides urucum fruit (Bixa Orellana L.) is native
from South America and rich in natural dye, so it is a sustainable and promising
solution for food industry, once it can be used as natural dye for food, beverage and

cosmetics.

A multi-platform study involving chromatographic techniques and mass
spectrometry was performed in order to characterize and quantify important

elements and compounds presents in urucum seeds.

Firstly, liquid chromatography-diode array detector (LC-DAD) and liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS) methods were developed to quantify
and identify, respectively, bixin - the major urucum seed carotenoid. The LC-DAD
developed method is three times faster than others recently published and the
average bixin concentration found was 17.030 mg/g with relative standard deviation
(RSD) of 20.6% to 23 producers from Sao Paulo state. Additional information was
obtained by LC-MS, evaluating the exact mass and bixin fragmentation using the
hybrid quadrupole-time of flight (Q-TOF) analyzer, which presented mass error <
7ppm for all samples.

Besides, a gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) method was
applied for seeds fingerprinting regarding free fatty acids, tocopherols and
phytosterols from the 23 samples. It was possible to confirm similarity between the
samples by identifying compounds as oleic and linoleic acids, squalene, stigmasterol
and geranylgeraniol. Regarding the sample preparation step to obtain the seed oil,
it was made a comparison between Bligh & Dyer and supercritical fluid extraction
methods.

Lastly, it was developed and validated a plasma inductively coupled-mass
spectrometry (ICP-MS) method to quantify toxic and non-toxic elements in the
samples. This method applied aerosol dilution to evaluate simultaneously elements
in high and low concentration. The sample preparation for this technique used a
microwave-assisted acid digestion. Two certified reference material (CRM) were
analyzed by this method and presented recoveries between 80 — 120%. The values
obtained for some elements were compared to RDC n°42 from Brazilian health
vigilance agency (ANVISA) and were within their adopted limits.
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1. Introducao

O mercado de corantes naturais é de aproximadamente 700 milhdes de euros
com taxas de crescimento anuais de mais de 10%. Um importante impulsionador
deste mercado € o efeito adverso de corantes sintéticos em criancas. Atualmente,
30% dos alimentos e bebidas usam corantes naturais. O maior desafio em converter
o restante do mercado para os corantes naturais € o custo adicional, a baixa
estabilidade e ocorréncia dos pigmentos naturais.

Em termos de legislacdo, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
limitou, desde 1999, o uso de corantes artificiais para alimentos e bebidas a uma
lista contendo 11 compostos. O FDA (do inglés, Food and Drug Administration), por
sua vez, limita este nimero a 8.1

Os carotendides sao o principal grupo de pigmentos usados para tons de
amarelo e laranja, representando 60% do volume total neste mercado. A arvore de
Annatto (Bixa orellana L.) proveniente da América do Sul pode conter acima de 5%
de carotendides nas sementes, o que é de 100-1000 vezes maior que a
concentracao comumente encontrada em cenouras, fazendo da Bixa orellana uma
solucao promissora e sustentavel de um sistema para tais pigmentos. O nivel dos
principais carotendides (bixina e norbixina) pode variar significativamente,
tipicamente de 1% a 5%, em diferentes cultivos e variacbes da planta. Ambos os
pigmentos sdo sensiveis a luz e temperatura, e insolUveis em agua.'®1®

Desta maneira, este trabalho teve como objetivo o estudo da bixina e outros
compostos de interesse, como metais e anti-oxidantes, através do uso das técnicas
de ICP-MS, GC-MS e LC-MS em amostras de urucum de forma a caracterizar e

quantificar os compostos de interesse.
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1.1 — Urucum - Bixa orellana L.

Bixa orellana, comumente conhecida Urucum, Urucueiro ou Urucuzeiro ou
ainda Annatto, pertence a familia Bixaceae e € uma planta nativa da América
Central e do Sul ha muito tempo ja conhecida por produzir pigmentos naturais.
Constitui-se por uma arvore de 3 a 6 metros contendo um dos corantes naturais
mais antigos e conhecidos. Foi nomeado em homenagem ao descobridor espanhol
Francisco de Orellana e antigamente era aplicado para pintura corporal, tratamento
de queimaduras e doengas relacionadas a estébmago, protetor solar, repelente

contra insetos e outros.!

Figura 1. Urucum, a) arvore e b) fruto com suas sementes.

Os principais compostos que sao encontrados em todas as partes da planta
incluem carotendides, apocarotendides, terpenos, terpendides, esterois, 6leos
volateis e compostos alifaticos. Estudos recentes extensos mostraram na ultima
década o isolamento de diferentes classes de fitoconstituintes, como os citados
acima, de todas as partes da planta. Estes fitoquimicos demonstram uma
diversidade de atividades farmacoldgicas que incluem antibacteriana, antifungica,
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antioxidante, anticonvulsionante, anticancerigena, antiinflamatoria,
neurofarmacoldgica e analgésica.’

O extrato obtido a partir das sementes de urucum é interessante do ponto de
vista industrial uma vez que nao € tdxico, apresenta intensa capacidade colorante
devido sua ampla faixa de coloracdo (incluindo os tons vermelho, amarelo e
alaranjado) além da estabilidade destes pigmentos frente as condicbes de
processamento?. E empregado como corante em alimentos, como queijos,
manteiga, chocolates, cereais, temperos de saladas, salgadinhos, além de
encontrar aplicacdo nas industrias cosmética e farmacéutica, como corante em
maquiagens, bronzeadores, entre outros. Extratos de annatto podem ser
encontrados em muitas formas no mercado. Podem ser na forma de pd, pasta, 6leo
ou sOlido. O uso das cores pode variar nos paises devido as diferencas de
alimentagéo que cada cultura possui.®

Novas aplicacbes para annatto tém sido descobertas, como potencial
atividade repelente para o mosquito Aedes aegypti* e efeitos benéficos para
diabetes®, por exemplo.

Em relacao a toxicidade dos extratos de urucum, o JECFA (do inglés, Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) da FAO/WHO (do inglés, Food and
Agriculture Organization/ World Health Organization) em 2002, determinou um limite
para ingestdo de extrato de urucum, composto basicamente por bixina, de
0,065 mg kg ' de massa corpérea/dia®. A FAO, periodicamente, revisa os estudos
publicados, visando manter constante atualizagdo sobre a inocuidade das
substancias utilizadas em alimentos.

Paralelamente, outros autores estudaram a toxicidade dos extratos de
urucum, e os resultados sédo contraditérios. Trabalhos prévios investigaram uma
eventual toxicidade associada ao consumo do urucum em ratas prenhas. Nesse
estudo, foram administrados por via oral até 500 mg/kg.dia de extrato (28% de
bixina) a partir da segunda semana de gestagdo e nenhum efeito adverso foi
observado nas ratas ou fetos, sugerindo que o urucum n&o apresenta toxicidade ou
embriotoxicidade nas condicdes estudadas’. Eventuais efeitos toxicos do extrato do
urucum nas células sanguineas e do célon de ratos machos, que foram submetidos

a uma alimentacao formulada com 20, 200 e 1000 ppm de extrato (5% de bixina)



por 15 semanas foram avaliados em outro estudo e os resultados obtidos indicaram
gue nao houve a ocorréncia de danos celulares.®

A toxicidade cronica do urucum ja foi avaliada em ratos alimentados por 13
semanas com dieta contendo 0,1, 0,3 e 0,9% de extrato (91,6% de norbixina) em
relacdo ao peso corpdéreo dos animais. Na concentracdo de 0,1%, nao foram
observadas alteragdes no consumo de agua, ganho de peso e nos padrdes
hematolégicos ou oftalmoldgicos. O aumento de tamanho e peso do figado foi
verificado apds duas semanas de tratamento somente nos grupos que consumiram
dietas com 0,3 e 0,9% do extrato, em ambos os sexos, constatando-se hipertrofia
hepatica nos animais submetidos as maiores concentracbes de extrato na
alimentagéo.®

Sendo assim, cabe refor¢ar que a medida que novos estudos séo realizados,
torna-se necessaria continua avaliagao da toxicidade desses pigmentos. Uma série
de estudos demonstrou que nao pode ser negligenciada uma eventual toxicidade
dos pigmentos em situagcbes especificas. Sabe-se que, embora a bixina
individualmente ndo promova danos ao material genético, quando associada ao ion
cuprico, um metal pro-oxidante, os componentes do urucum desenvolvem um efeito
oxidativo sinérgico e podem atuar de maneira deletéria sobre o DNA0. A resposta
alérgica aos componentes do urucum em camundongos foi avaliada em outro
estudo no qual o urucum desidratado e os extratos de bixina (84,10%) e norbixina
(98,18%) foram individualmente aplicados em camundongos fémeas. O urucum
desidratado promoveu discreto efeito positivo em cobaias utilizadas para identificar
potencial alergénico. Os mesmos testes foram realizados utilizando os
concentrados de carotendides, porém, mesmo aplicada em solu¢des de maiores
concentragdes (10%), a norbixina ndo provocou os mesmos efeitos. Por outro lado,
a bixina induziu a sensibilizacdo em concentracdes significativamente inferiores
(0,5%)'!. Cabe ressaltar que os experimentos que demonstraram uma eventual
toxicidade dos derivados do urucum utilizaram concentragbes amplamente
superiores aos limites de ingestdo determinados pela FAO, demonstrando que, a
luz dos conhecimentos atuais, o uso dos derivados do urucum ndo compromete a
seguranca dos alimentos quando em acordo com as recomendacdes.

O Brasil € o principal produtor mundial de Urucum, apresentando uma
producdo anual de aproximadamente 12 mil toneladas, correspondendo a mais de
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70% das 17 mil toneladas produzidas na América Latina'2. O fruto da planta consiste
de 10 — 50 sementes cobertas por uma camada fina de pasta avermelhada, macia
e ligeiramente pegajosa. Estao presentes em quantidade substancial os compostos
carotenoides, principalmente os apocarotendides bixina e norbixina e outros menos

importantes como criptoxantina, luteina, zeaxantina e metilbixina'3:1415,

1.2 Bixina

A bixina tem férmula molecular C2sH3004, e massa exata 394,214410 Da. Esta
primariamente presente como cis-bixina, contudo, trans-bixina, frans-norbixina e
cis-norbixina também sao encontrados nas sementes. As estruturas quimicas de
bixina e norbixina sdo apresentadas na Figura 2. A cis-bixina & solluvel em vérios
solventes organicos e fornece uma coloragéo laranja, entretanto & altamente
insoluvel em 6leos vegetais. Em fungé@o da sua instabilidade, a cis-bixina pode ser
facilmente convertida no isébmero trans — sua configuragcdo mais estavel, com
propriedades similares a forma cis. O isdmero trans apresenta uma coloracdo

vermelha em solugéo e é sollvel em 6leos vegetais'®.

; N e U U
X
B) Bixina COOCH,;
L N YL WL N
X
Norbixina COOH

Figura 2. Estrutura quimica de A) bixina e B) norbixina.



Muitos outros carotendides (Ci1g, C22, Co4, Cos, C3o e Csz) ocorrem nas
sementes de urucum, mas constituem uma porcentagem menor de pigmento.’” A
bixina e a norbixina podem ser identificadas e quantificadas empregando distintas
técnicas analiticas, como a Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do
inglés, high performance liquid chromatography) 81920 espectrometria UV-VIS
(UV-VIS, do inglés, Ultraviolet-visible)'3, Ressonancia Magnética Nuclear (NMR, do
inglés, nuclear magnetic ressonance)?' e Espectrometria de massas (MS, do inglés,
mass spectrometry)??2324,

Na area da cromatografia, os primeiros trabalhos usavam cromatografia
planar e depois evoluiram para HPLC. Inicialmente eram aplicadas separacoes
isocraticas em fase reversa com colunas com fases estacionaria do tipo ODS (do
inglés, octadecylsilane) e metanol/ agua com acido acético como fase movel
obtendo separacbes de 10 minutos, mas que nao eram bem resolvidas e com
formato de pico ndo satisfatério. Por isso outras abordagens foram testadas,
incluindo troca de fase mdvel, dimensdes de colunas, natureza da fase estacionéria
e 0 uso do gradiente de fase mével. Muitos dos métodos desenvolvidos utilizam
detecgao por um comprimento de onda fixo na faixa do UV-Visivel (detectores de
UV-Vis) para a bixina ou norbixina, mas a tecnologia do arranjo de diodos (DAD, do
inglés diode-array dectector) combina sensibilidade e especificidade para andlises
qualitativas e quantitativas e ainda permite monitoramento simultaneo na analise de
isdmeros com intensidade maxima em diferentes comprimentos de onda.®

Na Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) estudos em carotendides
iniciaram na década de 1960 com instrumentacao de baixa resolugéo (40 MHz) para
atribuir frequéncias de 'H e entender melhor a estereoquimica da molécula. Mais
tarde a transformada de Fourier junto com NMR conseguiu atribuir espectros de 3C
da metil-bixina (cis e trans) usando compostos deuterados. O NMR de préton em
250 MHz foi usado para confirmar a estrutura de cis-bixina e trans-bixina e também
para identificar seu principal produto de degradagédo térmica (&cido trans-4,8-
dimetiltetrahexaenedidico). Além disso, a estrutura do menor apocarotendide
isolado da bixina foi confirmado como metil-90Z-apo-60-licopenato usando NMR de
préton em 500 MHz.16

Muitas revisdes ja foram feitas sobre a espectrometria de massas, sendo as
primeiras na década de 1990 abordando em detalhes as técnicas de ionizagéo,
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tandem MS, acoplamento com técnicas cromatograficas e reagdes de
eliminagédo '6. O primeiro método de ionizagao por eletrospray (LC-ESI-MS, do
inglés liquid chromatography-electrospray ionization-mass spectrometry) para
carotenoides empregando gradiente e fase reversa com DAD e MS em série foi em
1995. Em comum com outros carotendides, os espectros de massas de bixina e
norbixina sao caracterizados por fragmentacdes que acarretam na perda de tolueno
e xileno pela cadeia principal. A confirmacao de outros 12 carotendides usados
como corantes alimenticios foi obtida utilizando APCI (do inglés, atmospheric-
pressure chemical ionization) com LC-MS (do inglés, liquid chromatography-mass
spectrometry) em 2004'6. Nessa mesma época a bixina estava entre alguns dos
polienos estudados usando alta resolugdo no MALDI-TOF (do inglés, matrix-
assisted laser desorption ionization — time of flight) com intuito de explorar a
habilidade de moléculas organicas neutras em perder um elétron durante a
oxidacao, processo governado pela energia de ocupacéo do orbital molecular mais
alto (HOMO, do inlgés, highest occupied molecular orbital) e que pode ser estimado
por medidas de potencial.'®

Mais recentemente, foi mostrado que HPLC-DAD em combinacdo com
armadilha de ions®! e eletrospray pode ser aplicado para andlise confirmatdria de
bixina e norbixina em produtos carneos usando os ions precursores de m/z (do
inglés, mass-to-charge ratio) 379 e 395, respectivamente e ions produto de m/z 253,
291, 310 e 355 (norbixina) e m/z 317, 335, 345 e 377 (bixina)™®.

1.3 Tocoferois e Fitoesterois

O termo genérico “vitamina E” é utilizado para designar oito diferentes
compostos, nomeados a-, B-, y- e 0- (alfa, beta, gama e delta) tocoferdis e também
tocotrienbis. Ambos ocorrem em uma variedade de isbmeros que diferem na
estrutura de acordo com o numero e a localizacdo de grupos substituintes no anel

cromanol, representando na Figura 3.
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Figura 3. Estrutura quimica da Vitamina E.

A molécula de tocoferol exibe isomerismo Optico atribuido aos trés atomos
de carbono assimétricos nas posi¢coes 2, 4 e 8, totalizando oito formas
esteroisoméricas possiveis. O sistema RS de configuragdo assimétrica € usado
para especificar a quiralidade dos compostos da vitamina E, de acordo com as
normas da IUPAC (do inglés, international union of pure and applied chemistry).

Tocoferdis e tocotriendis sao encontrados em proporcdes variaveis em
plantas, sendo que as fontes principais sdo éleos vegetais, sementes oleaginosas,
vegetais folhosos verde-escuros e alimentos de origem animal, principalmente
gema de ovo e figado. Os isbmeros mais abundantes nesses alimentos sdo o y- e
o a-tocoferol. Atualmente, ndo se pode desconsiderar a utilizagdo de alimentos
enriquecidos e fortificados como fontes ricas em vitamina E.

A vitamina E tem sido extensivamente estudada em diversas areas do
conhecimento, uma vez que desempenha papéis especialmente importantes no
metabolismo de tecidos animais e vegetais. Embora a deficiéncia ndo represente
um problema de significancia nutricional, a ingestao de vitamina E tem despertado
interesse e preocupacgao principalmente nesta ultima década, uma vez que compde

juntamente com a vitamina C, B-caroteno, selénio e flavondides, o grupo
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denominado antioxidantes alimentares. Este grupo tem sido frequentemente
associado a prevencao de doencas neurodegenerativas, aterosclerose, inflamacéao
cronica, cancer e envelhecimento precoce.?®
Os 0leos vegetais comestiveis, além de possuirem altas concentragdes de
tocoferdis e alguns tocotriendis, apresentam grande consumo em nivel mundial,
constituindo, portanto, os alimentos de maior contribuicdo para a ingestao de
vitamina E. Dentre eles, pode-se citar o 6leo de soja como o principal contribuinte
para a ingestao de vitamina E pela populagdo.2®
Fitoesterdis, fitoestandis e seus ésteres sdo esterdides naturais que sao
componentes importantes na estrutura de membranas de plantas e contribuem para
regular a permeabilidade das membranas celulares — s&o estruturalmente e
funcionalmente anélogos ao colesterol em animais vertebrados. A maioria dos
fitoesterbis contém 28 ou 29 carbonos e uma ou duas ligagdes duplas Carbono-
Carbono. Os fitostano6is sao um subgrupo totalmente saturado dos fitoesterdis (ndo

contém duplas ligagdes), conforme apresentados na Figura 4. 2627

Campestanol

Stigmasterol

Figura 4. Estruturas moleculares de fitoesteréis e fitoestandis.

Fontes de alimento de origem vegetal naturalmente ricas nessa classe de

compostos incluem uma grande variedade de cereais, frutas, castanhas, legumes e
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Oleos vegetais. Ainda, alguns alimentos processados sao fortificados com
fitoesterdis, tais como: chocolates, molhos para saladas e outros. Os fitoesterois
encontrados em alimentos processados e fortificados incluem [-sitosterol,

campesterol, estigmasterol, brassicasterol e estigmastanol. 2826

1.4 Elementos Quimicos

Elementos quimicos ocorrem naturalmente na crosta terrestre e sua
concentracao no meio ambiente pode variar em diferentes regides do globo. Sua
distribuicdo é governada por propriedades do proprio metal e influéncias ambientais.
Dos 92 elementos naturais, aproximadamente 30 metais e metaldides sé&o
potencialmente téxicos aos humanos, sendo alguns deles Be, B, Li, Al, Ti, Cr, V,
Mn, Co, Ni, As, Se, Sr, Mo, Pd, Ag, Cd, Sn, Sb, Te, Cs, Ba, W, Pt, Au, Hg, Pb e Bi.

O termo metais pesados é genérico para elementos que tem massa molar maior
que 40,04 (massa atdmica do Calcio). Eles entram no ambiente por causas naturais
e antropogénicas, o que inclui: erosdo do solo, mineragédo, conteudo industrial,
intemperismo natural da crosta terrestre, escoamentos urbanos, agrotoxicos,
poluicao do ar, entre tantos outros. Embora alguns individuos sejam primeriamente
expostos a esses contaminantes em ambientes de trabalho, a grande maioria da
populacédo tem como principal rota de exposicao a dieta (alimentos e bebidas). A
cadeia de contaminacdo de metais pesados quase sempre segue uma ordem
ciclica: industria, atmosfera, solo, agua, alimentos e humanos. Embora a toxicidade
- e a resultante ameaca a saude humana - seja funcao da concentracao de metais,
€ conhecido que exposi¢cdes crbnicas a metais pesados e metaldides a niveis
relativamente baixos podem causar efeitos adversos. Por isso, existe uma
preocupacao crescente sobre exposicao, ingestdes e absorcao de metais pesados
por humanos.?®

A maioria dos metais em 6leos de semente provém da propria semente ou sao
introduzidos durante seu processamento € armazenagem, enquanto a composicao
mineral da semente depende da presenca e disponibilidade dos metais no solo onde
a planta cresceu. Outras fontes como fertilizantes e pesticidas usados na colheita
podem ser incluidos nessa variagéo.*°



Uma vez que sementes sao utilizadas para compor especiarias que podem ser
adicionadas aos alimentos de diversas formas (temperos integrais, temperos
moidos, Oleos essenciais e infusdes, entre outros), sabe-se que os condimentos
podem conter tracos de metais essenciais e toxicos em uma ampla faixa de
concentragdo, originados de matéria-prima, fontes de contaminagdo ou

adulteracéo.’!

Cadmio e Chumbo sado elementos altamente tdéxicos que se acumulam no
sistema bioldgico e tem longo tempo de meia vida. Eles ndo s&o essenciais na
nutricdo de plantas e facilmente transferidos do solo para planta. A contaminacao
destes elementos pode se estender ainda através dos fertilizantes a base de
fosfato.®? Os niveis de elementos toxicos em plantas, que ainda incluem Mercurio e
Arsénio, costumam se apresentar em faixas de pg/L, necessitando entdo de

instrumentos sensiveis para sua quantificagéo.?

O Selénio é um elemento-traco chave, necessario em pequenas quantidades
para manutengéo da saude animal. Ele existe em diferentes formas quimicas e cada
uma delas pode determinar a biodisponibilidade e toxicidade de Se no organismo.
As formas inorganicas mais comuns sao selenito e selenato, enquanto na forma
organica sao selenoproteinas, Se-lipidios, Se-aminoacidos e Se-peptideos. A
toxicidade associada ao Se organico é menor que aquela associada ao Se
inorgadnico uma vez que essa Ultima versdo nao é facilmente absorvida pelo
organismo.3* Niveis baixos de Se resultam em condigdes sub-6timas de uma ou
mais Se-proteinas que sao associadas a diminui¢cao do risco de diversas condi¢cdes
como cancer, doencas cardiovasculares, infertilidade, doengas inflamatérias e

infecgdes virais.®

Além disso, alguns elementos comuns como Potassio e Sédio sdo essenciais
para a saude e sua quantificacdo usualmente € importante para propoésitos
nutricionais. Uma vez que as concentragdes desses elementos geralmente sao
altas, instrumentos mais simples podem ser usados para realizar andlises de
amostras contendo tais elementos, ou uma diluicdo € necesséaria quando uma
determinacao simultanea com elementos tdxicos precisa ser feita.3?
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A maioria das técnicas de espectrometria atdmica necessita de pré-tratamento
das amostras. Varios métodos incluindo extracao, solubilizacdo, pré-concentracao
e diluicao sao usados para minimizar o efeito de matrizes organicas em sementes
e Oleos vegetais. Na maioria dos casos esses métodos de pré-tratamento sédo
tediosos e consomem tempo ainda com risco de contaminacéo e perda de analito
por uma mineralizagdo incompleta da matriz organica. Para isso, o sistema de

digestédo por microondas em vaso fechado tem oferecido inimeras vantagens.3?

Para garantir o controle de seguranca e qualidade desses aditivos alimentares,
o desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis para determinacdo de

elementos é de primordial importancia.®’

31



Capitulo 1

Otimizacao de método para analise de bixina por

cromatografia liquida
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2.1 Cromatografia liquida para analise de plantas

Produtos naturais podem ser muito diversos®3” e por isso apresentam
polaridades distintas®®. Dessa forma, um nimero grande de protocolos pode ser
usado nas analises por cromatografia liquida. Para melhorar a resolucdo e a
seletividade da separacao pode-se realizar uma otimizacao através da modificagao
da coluna (dimensdes ou composicdo da fase estacionaria) e das condi¢des de
analise por HPLC, tais como natureza e gradiente de fase mével, temperatura de
analise e quantidade de solvente organico na fase mével. No caso de perfil de
metabdlitos de extratos naturais a grande maioria das aplicacoes utiliza a fase
reversa sendo a fase estacionaria de escolha um grupo octadecil ligado a silica gel
(fase C18).%° Essa fase é amplamente utilizada com eluicbes em gradiente com
agua e metanol/acetonitrila. Os gradientes constituidos de agua/acetonitrila e
agua/metanol sao preferidos porque sao totalmente compativeis com a deteccéo
por espectrometria de massas usando fontes de ionizagdo como ESI ou APCI.

Em alguns casos, nenhuma das tradicionais fases estacionarias como C18
ou ainda C8 auxilia a separacao de uma mistura mais complexa ou que contenha
analitos polares e por isso fases estacionarias alternativas foram desenvolvidas, tais
como alquil C30, alquil polar, a base de compostos aromaticos, entre outras.*°
Ainda, é relatado o uso de colunas mais recentes e inovadoras como as colunas
monoliticas para a aplicagdo em analises de perfis de metabdlitos*'42. A vantagem
€ que essas colunas, por serem constituidas de um polimero com poros como fase
estacionaria, apresentam rapidez na separagdo.*>* Sua desvantagem é a menor
variedade de fases estacionéarias disponiveis comercialmente.

Uma alternativa também inovadora frente as colunas monoliticas sao as
colunas de particula superficialmente porosa. Essas particulas séo feitas de um
centro solido ndo poroso e recoberto por um material poroso e fino e, dessa forma,
apresentam alta performance e trabalham em presséo razoavel*'#?. Essas colunas
sao largamente utilizadas em diversos tamanhos de particula e ndo requerem uma
bomba de alta pressdo para eluicdo da fase moével #°. Ainda, essas colunas
apresentam menor capacidade de carregamento quando comparadas com colunas
convencionais de HPLC*, sendo que para aplicagdes usando técnicas mais
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sensiveis, como LC-MS, o volume de injecao costuma ficar abaixo da capacidade

da coluna.

2.2  Objetivos para LC-DAD e LC-MS

Desenvolver um método rapido por LC-DAD para quantificagdo de bixina nas
sementes de urucum.

Utilizar a técnica de LC-MS com analisador hibrido Q-TOF (do inglés,
quadrupole-time of flight) para identificar a bixina pela sua massa exata e avaliar
sua fragmentagao.

Comparar resultados de quantificacado entre LC-DAD e LC-MS.

2.3 Parte Experimental

2.3.1 Materiais, Reagentes e Equipamentos

Utilizou-se um HPLC da linha Infinity modelo 1260 do tipo modular com médulo
de bomba quaternaria de pressao maxima de 600 bar, amostrador automatico, forno
de colunas e detector de arranjo de diodos (Agilent Technologies, Waldbrom,
Alemanha). O LC-MS também dispde de um HPLC da linha Infinity modelo 1290 do
tipo modular com médulo de bomba binaria de pressdo maxima de 1200 bar,
amostrador automatico e forno de colunas; o espectrometro de massas com fonte
de ions eletrospray e analisador hibrido Q-TOF modelo 6550. Para o preparo de
amostra foram necesséarios o banho ultrassénico (Quimis, Diadema, Sao Paulo,

Brasil).

Durante o preparo de amostra foram utilizados os solventes acetona e metanol
(Mallinckrodt, St. Louis, USA), agua ultrapura Tipo | (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA,
USA), padrao analitico de bixina com pureza = 95.0% (Sigma-Aldrich, Missouri,
USA) e tubos de vidro com tampa (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil).

Apds o preparo de amostra, utilizou-se de filtros de seringa de membrana PES
(do inglés, polyethersulfone) com porosidade de 0,2 um (Agilent Technologies,
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Folsom, Califérnia, USA) e vials de vidro de borossilicato de 2 mL, cor @ambar (Agilent
Technologies, Santa Clara, Califérnia, USA).

2.3.2 Amostragem

As amostras de semente de urucum foram coletadas no més de agosto de
2015 em 23 propriedades diferentes da regido de Monte Castelo/SP (Latitude: 21°
17’ 68" S e Longitude: 51° 34’ 07" W). Dentre as amostras obtidas de cada
propriedade foi retirada uma aliquota representativa de aproximadamente 400 g,
que foi dividida em duas partes e embalada a vacuo em sacos plasticos
metalizados, de poliéster na parte interna e revestido na parte externa por
polietileno, para posteriores andlises. As amostras dos 23 diferentes produtores

foram codificadas com nimeros de 1 a 23
2.3.3 Preparo de Amostra

A extracdo de bixina foi feita com solucao 50:40:10 (v/v)
Acetona:Metanol:Agua em réplicas de 15 vezes durante 30 minutos cada (com
auxilio do banho ultrassénico), utilizando 9 mL da solucdo para cada 1 g de
semente’®. A quantidade e solventes adequados, bem como o tempo e niimero de
extragcdes foi previamente estudado e definido usando a metodologia de superficie
de resposta e o software Statistica '°.

O volume total final foi evaporado, resuspendido em 1,5 mL de solugéo 70:30
(v/v) agua:acetonitrila (fase mével) e transferido para o vial, apés filtracao com filtro
de seringa. Tal método de extracdo foi aplicado tanto as analises por LC-DAD
quanto aquelas por LC-MS.

2.3.4 Padrao de Bixina

Para o desenvolvimento do método cromatografico por LC-DAD e LC-MS
utilizou-se o padrao analitico de bixina. Este padrao foi obtido comercialmente em
ampola contendo 1 mg e com pureza = 95%. Estudos anteriores mostram sua
solubilidade em solventes organicos como cloroférmio, acetona, acetato de etila,

metanol, éter etilico e etanol (ordem decrescente)*’. Dessa forma, foi preparada
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uma solucao estoque de 1 mg/mL em acetona e entao diluicbes sucessivas para
obtencao das concentragdes 0,01; 0,025; 0,05; 0,10 e 0,250 mg/mL para a curva
analitica por LC-DAD e das concentragdes 5; 6; 10; 12,5; 15 e 20 ug/mL para a
curva analitica por LC-MS. Pela dificuldade de se obter uma amostra branco (livre

de bixina), nao foi possivel construir uma curva analitica na matriz da amostra.

2.3.5 Método LC-DAD

O sistema de HPLC realizou a aquisi¢do de dados no arranjo de diodos a 20
Hz, no comprimento de onda 459 nm, com referéncia em 600 nm e largura de banda
10 nm, usando o software Agilent OpenLab 2.0.

A separagao foi realizada em uma coluna Poroshell SB-Aq de 100 mm x 3,0
mm x 2,7 um em vazao de 1,0 mL/min, 20 uL de volume de injecéo, temperatura de
55 2C resultando numa corrida de 12 min, utilizando como fase movel acetonitrila

(B) e agua (A), conforme gradiente apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Gradiente de fase movel aplicado para separagcao cromatografica

por LC-DAD.
Tempo (min) % A (Agua) %B (Acetonitrila)
0 70 30
1,5 50 50
40 60
20 80
95
12 5 95

Ainda foi aplicado um condicionamento pds-analise de 3 min para equilibrio
da coluna e retorno a condicao inicial do gradiente para a préxima injecao.

O método apresentado foi adaptado da literatura, baseado em uma
publicacdo '° de 2011. O método base j& havia sido validado apresentando limites
de detecgao, limites de quantificacao, linearidade, recuperagao e precisao.
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2.3.6 Meétodo LC-MS

A separagao também foi realizada com a coluna Poroshell SB-Aq de 100mm
x 3,0 mm x 2,7 um, desta vez com vazéo de fase moével de 0,4 mL/min, 2 pL de
volume de injecao, temperatura de 55 °C resultando numa corrida de 12 min,
utilizando como fase mével acetronitrila e agua. O gradiente utilizado foi 0 mesmo
descrito para LC-DAD (Tabela 2). Um condicionamento pds-analise de 3 minutos
também foi aplicado.

Para aquisicdo dos espectros de massa utilizou-se o analisador hibrido tipo
Q-TOF com fonte ESI, utilizando os modos scan na faixa de m/z 100 — 1400 e SIM
(do inglés, selected ion monitoring) em MS/MS (do inglés, tandem mass
spectrometry) monitorando a bixina pela m/z 393,2, no modo de ionizagéo negativo.
O modo positivo foi avaliado pela m/z 395,2 mas nao foi aplicado para analise de
todas as amostras. Por fim, utilizou-se o software Agilent Masshunter Workstation

Data Acquisition versao B.06.01 para aquisi¢ao e tratamento de dados.

2.4 Resultados e Discussoes

2.4.1 Analise de bixina por LC-DAD

O método em LC-DAD foi desenvolvido com caracteristicas muito similares
ao metodo LC-MS, alterando principalmente a vazdo e o volume de injecdo. O
gradiente e condicionamento pds-andlise aplicados foram os mesmos, porém como
a vazao é maior por LC-DAD espera-se que a bixina tenha eluicao mais rapida neste
método do que no método por LC-MS.

A bixina € um composto que pode ser detectado por arranjo de diodos gracas
a nove ligagbes do tipo m-m conjugadas que conferem uma coloragdo intensa
vermelho-alaranjada'®, caracterizando a molécula como um croméforo. Através do
espectro obtido em toda regido UV-Visivel (200-650 nm) (Figura 4) € possivel
verificar as regides de absorcao mais intensas entre 450-500 nm, além de nenhuma
absorgdo na regido de 600 nm*2,
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Figura 5. Espectro de UV-Visivel obtido para bixina por LC-DAD.

De acordo com informagdes de estudos prévios e também a interpretacéo da
Figura 4 obtida durante o desenvolvimento deste método, os melhores
comprimentos de onda que poderiam ser selecionados para monitoramento sdo 459
e 487 nm, com a referéncia em 600 nm. Para este trabalhado foi escolhido
aleatoriamente o valor de 459 nm.

O solvente da fase organica (acetonitrila) foi adotado por gerar menor
pressao no sistema e ter bons resultados em relacéo a formato de pico e linha de
base, porém ainda sdo relatados na literatura o uso de metanol e acetona'®2021,
Quando comparados diretamente como fase organica para este método, metanol
ou acetonitrila, nota-se uma eluicdo mais rapida da bixina quando em acetonitrila
em relacdo ao metanol (tr = 7,6 minutos com metanol enquanto
tr = 4,6 minutos com acetonitrila) e ainda um pico mais eficiente com a acetonitrila
em relacdo ao metanol (Figura 5). A eluicdo de compostos costuma ser mais
adiantada em acetonitrila de forma geral (ndo apenas para bixina), uma vez que
este solvente tem maior forca cromatografica e por isso os analitos interagem

menos com a fase estacionaria e entdo sdo detectados mais rapidamente.
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Figura 6. Cromatogramas obtidos com diferentes fases moveis organicas
para andlise de padrado de bixina 50 mg/L. A) Metanol; B) Acetonitrila

Também testou-se a adicao de 2% de acido formico na fase movel aquosa,
entretanto isso ndo gerou mudancas significativas nas analises dos padroes e, por
isso, nao foi aplicado nas analises posteriores.

Uma etapa muito importante durante o desenvolvimento desse método foi a
escolha da coluna cromatografica. Com intuito de obter uma separacéo rapida e
eficiente, mas ainda em baixa pressdo escolheu-se uma coluna com particulas
superficialmente porosas de tamanho 2,7 um, que consegue fornecer eficiéncia
muito similar a colunas sub-2 um ao mesmo tempo em que a pressao resultante no
sistema ndo ultrapasse 600 bar, sendo assim adequada para o cromatdgrafo liquido
utilizado neste projeto. A fase estacionaria octadecilsilano (C18) que foi utilizada ja
foi citada em diversos trabalhos anteriores, com pequenas diferengas apenas na
marca e dimensoes da coluna.*® O método usado como base para desenvolvimento
desse método aplicava uma coluna C18 nas dimensoes
250 mm x 4.6 mm x 5.0um.

Na cromatografia liquida, a eficiéncia da coluna cromatogréfica esté
diretamente ligada ao tamanho de particula (de forma inversamente proporcional),
ou seja, quanto menor for o tamanho de particula, maior sera a eficiéncia obtida e
com isso mais estreitos os picos cromatograficos serdo e consequentemente é

maior a capacidade de pico da coluna. Por utilizar essa coluna mais eficiente e em
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comprimento ligeiramente menor que trabalhos prévios (100 mm), a eluicdo da
bixina foi rapida e, portanto, a corrida p6de ser mais curta. Alguns trabalhos recentes
com esse tipo de sistema relataram tempos de retencéo entre 18 e 38 minutos. -5
Tempos de retencdo menores ja foram obtidos, porém com sistemas de

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e com possivel co-
eluicao de picos.?°

Por fim, foi avaliada a taxa de aquisicdo de dados do detector de arranjo de
diodos a 20, 40, 80 e 120 Hz. Na Figura 7 sédo apresentados os resultados na menor

e maior taxa de aquisicao de dados avaliadas, respectivamente
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Figura 7. Cromatogramas obtidos por LC-DAD do padrao de bixina 50 mg/L
avaliando a taxa de aquisi¢cao de dados do detector em A) 20Hz e B)120 Hz.

Por tratar-se de um método a baixa pressao e que nao utiliza colunas com
tamanho de particulas inferior a 2 um, a mudanca na taxa de aquisicao de dados
nao fornece mudangas significativas nos cromatogramas, conforme apresentado.

Apoés todos os testes para desenvolvimento e otimizagdo do método por LC-
DAD, as diluicbes da solucdo estoque do padrdo analitico de bixina nas
concentracées 0,01; 0,025; 0,05; 0,10 e 0,250 mg/mL foram utilizadas para

min



construcao da curva de analitica (Figura 8), visando a quantificacao do analito nas
amostras provenientes dos 23 produtores.

2000

| y=29818x — 223,93
8000

7000 E

%9 R2=0,9935

5000
4000

3000 §

2000

Intensidade (mAU)

1000

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentracdo (mg/mlL)

Figura 8. Curva analitica para bixina obtida por LC-DAD em triplicata nas
concentracdes: 0,01; 0,025; 0,05; 0,10 e 0,250 mg/mL de acordo com o método da
Tabela 2.

E importante citar que foi estudado o uso de acetona ou fase mével (70%
agua e 30% acetonitrila) para as diluicbes dos padrdoes. Notou-se que ambas
poderiam ser utilizadas, porém optou-se por utilizar a diluicdo com fase mével uma
vez que tratam-se de baixas concentracées de bixina (ndo ha risco portanto de
precipitagdo) e porque dessa forma assemelha-se mais as condigbes de
solubilizacdo das amostras.

Com a curva analitica construida as amostras foram analisadas e em seguida
quantificadas para a bixina de acordo com a equagéo da reta obtida. E importante
mencionar que para quantificagdo de acordo com a curva analitica previamente
obtida a maioria das amostras necessitou de diluicdo para atender as expectativas
de concentracdo pré-estabelecidas. Os valores finais de concentragcdo (Cextrato)
foram calculados considerando o volume final de solucao no vial (Vvia), 0 volume de
extrato tomado como aliquota inicial (Vextrato) € @ concentracao calculada no vial

(Cvial), conforme equacao abaixo.
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Cvial X Vvial
Vextrato

Cextrato =

Para cada amostra (que se refere a um produtor) foram realizadas analises em
triplicata. A Figura 9 ilustra um cromatograma representativo da analise de uma

amostra com deteccao em 459 nm.

DAD1A Sig=459.04.0 Ref=600.0,10.0
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Figura 9. Cromatograma da amostra 11 para a quantificagcdo da bixina por LC-
DAD em 459 nm, com tr = 4,59 minutos.

A Tabela 2 mostra a média da quantificacdo para cada amostra com seu
desvio padrao obtido na determinagao da concentracao de bixina a partir da curva
analitica. Os valores s@o apresentados em mg/g, levando em consideracdo a massa
de semente utilizada, o fator de concentracao do processo de extragcéo e o fator de
diluicdo para a injecéo.

Os fatores mais importantes a serem considerados na dificuldade em
quantificar bixina nas sementes sdo a heterogeneidade das amostras e o alto efeito
matriz que deve existir. A curva analitica foi preparada em solvente enquanto as
amostras sofrem do efeito matriz pela presenca de lipidios, proteinas, agucares,

entre outros interferentes.

O efeito de matriz pode influenciar a performance da andlise tanto na identificacéo
quanto quantificagdo de um analito. Na parte quantitativa ele pode limitar a
reprodutibilidade, linearidade e exatiddo dos métodos, sendo imprevisivel uma vez
que sua ocorréncia é estritamente relacionada a natureza da amostra. Embora o
efeito matriz ndo possa ser completamente evitado durante algumas anaises, ele

pode ser minimizado ou compensando otimizando o preparo de amostra, as



condicoes da cromatografia liquida e até mesmo uma selecao cuidadosa da técnica

usada. Um exemplo de facilmente diminuir o efeito matriz € diluir a amostra.5!52

Tabela 2. Resultados da quantificagdo de bixina em amostras de semente de
urucum por LC-DAD (n=3).

Amostra Média t Desvio (mg/g)

1 16,1 +3,2
2 1593 + 339
3 23,1 £8,0
4 112,5 +96,4
5 27,2+11,5
6 18,3+0,8
7 14,8 +2,3
8 16,4 £ 0,7
9 15,4 +0,2
10 21,8+1,5
11 13,6 +1,2
12 14,8 + 3,0
13 14,4 + 0,1
14 14,9+2,0
15 14,8 +0,3
16 159+25
17 222+7,3
18 13,7+1,9
19 16,0 +1,7
20 14,3 +0,6
21 18,1 £3,7
22 15,56 +0,3
23 16,5+4,4

Para estes dados, em uma quantidade significativa de amostras foi
necessario remover uma das trés medidas por ter sido observado um valor muito
diferente em relagdo a todos as demais. Na maioria das vezes, atribuiu-se essa
diferenca a medida 3. Logo, conclui-se que durante o terceiro procedimento de
extragcdo para estas amostras podem ter ocorrido falhas que acarretaram em
quantificacdes inadequadas. Ainda, analisando as médias apresentadas na Tabela
3 constata-se que para as amostras 2 e 4 houve uma grande diferenca de valor em
relagdo as outras amostras. Avaliando as trés medidas de cada uma dessas

amostras, especificamente, foi possivel compreender que os valores foram muito
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altos porque haviam medidas com valores extremamente discrepantes, e por isso

sao consideradas anémalas e, portanto, foram descartadas.

Excluindo a situagcado da medida 3 em grande parte das amostras e a situagao
especifica das amostras 2 e 4, ambas explicadas acima, os resultados obtidos séo
considerados satisfatorios tendo em vista a complexidade das amostras
trabalhadas. Desconsiderando as amostras anémalas, o valor médio das 21
amostras é de 17,03 = 3,51 mg/g com RSD (do inglés, relative standard deviation)
de 20,6%. Ainda sem as amostras anémalas, estes valores foram colocados em um
histograma (Figura 10), demonstrando a frequéncia de concentragdo de bixina na

populacao de amostras trabalhada.

Histograma: [Bixina] (mg g”') em amostras de Urucum (n=21)
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Figura 10. Histograma de concentracéo de bixina em mg/g em 21 amostras

de urucum.

Observa-se pelo histograma que existem muitas amostras com concentracdo
entre 14 e 16 mg/g e quase todas as amostras estdo dentro do intervalo de
12 — 24 mg/g, sendo essa ultima informacgao importante para comparacdo com um
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estudo recente' que indica a faixa de 12 — 23 mg/g para amostras de urucum
obtidas de um mercado local em Campinas/SP em agosto de 2008.

2.4.2 Analise de bixina por LC-MS

O método por LC-MS foi otimizado através de testes de diferentes fases
moveis, solubilidade de amostras, vazao de fase movel e volume de injecao,
visando obter principalmente estabilidade da linha de base e intensidade dos ions
satisfatéria nos espectros de massas. Alguns parametros designados para o
LC-DAD puderam ser mantidos e aplicados neste método por LC-MS. No que tange
as dimensdes da coluna cromatografica, é interessante mencionar que o didmetro
interno de 3,0 mm da coluna utilizada neste trabalho forneceu versatilidade para
aplica-la tanto no método por LC-DAD, na vaz&o de 1,0 mL/min, quanto no método
por LC-MS, aplicando vazao de 0,4 mL/min. O uso dessa coluna em LC-DAD resulta
em menor consumo de fase mével frente aquelas de 4,6 mm de diametro interno
(mais conhecidas e rotineiramente aplicadas nesse tipo de sistema) enquanto para
o método de LC-MS permite trabalhar nas mesmas vazdes que as aplicadas em
colunas de 2,1 mm (também mais conhecidas e rotineiramente aplicadas para a

espectrometria de massas).

As primeiras andlises foram feitas com solucdo de padrdo de bixina na
concentragdo de 0,015 mg/mL. O &acido férmico foi relatado como modificador
organico da fase mével que favorece a ionizacdo em modo positivo'®, entretanto,
no modo de ionizag&do negativo os testes com acido formico favoreceram a formacéo
de diversos adutos, deixando a linha de base mais ruidosa, picos com baixa
intensidade e ainda o surgimento de outros ions de m/z similar ao da bixina. Para
LC-MS, sabe-se que é necessario favorecer a ionizacao para melhores resultados
e considerando que a bixina € uma molécula com carater acido (pka = 4.8 5%), sua
ionizacao sera desfavorecida em meios acidos. Independente do solvente organico,
é preferivel manter a molécula em meio neutro ou entdo alcalino para favorecer sua
forma desprotonada. Por conta dessas informacoes e testes adicionais em meio
alcalino e neutro, ficou definido o uso de fase mével acetonitrila e agua, sem adicéao
de &cidos ou bases. Por esses motivos, ndo foi aplicado por LC-MS, assim como
por LC-DAD, o uso de modificadores de fase moével.
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Apesar de ter selecionado o0 modo de ionizagdao negativo para o trabalho,
uma vantagem notavel do uso do modo positivo de ionizagdo € o maior numero de
compostos eluidos usando o modo scan, o que pode ser Util para investigacao de
compostos desconhecidos, realizando uma varredura de todos os ions e assim
obtendo um screening da amostra. A Figura 11 mostra uma comparagao do numero
de picos cromatograficos identificados como compostos na amostra realizando o
scan na faixa de massas de m/z 100-1400, no modo positivo € no modo negativo

de ionizagao, respectivamente.

Cpd 177: 11.505: + ECC Scan Annatto22.d

L ﬁ - A i KML, “

2 3 4 5 9 10
Counts vs. Acqwsmon Tlme (min)

Figura 11. Cromatogramas de ions totais da varredura de ions em uma
amostra representativa de semente de urucum, comparando o numero de
compostos identificados A) no modo positivo de ionizagado: 177 e B) no modo
negativo de ionizagao: 72.
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Avaliando o modo positivo de ionizagdo com amostras de semente de

urucum, foi possivel identificar a bixina protonada ([M+H]* = 395,21) (Figura 12), na

qual trés amostras diferentes foram analisadas em modo scan.
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Figura 12. Espectro de massas de amostras de semente de urucum

analisadas por LC-MS em modo de ionizagao positivo e varredura na faixa de

massas 100-1400.
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Para avaliar essa identificacao, os valores de massa exata atribuidos a bixina

protonada nessas analises (MMmedida) podem ser comparados com o valor de massa

exata da bixina protonada calculada (MMcaiculada), baseada na informagéo de massa
exata da férmula molecular C2sH3104 (395,222235 Da), conforme a seguinte

equacao.
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MM medida—MMcalculada
MMcalculada

AMM (ppm) = x 108

Este erro de massa pode ser positivo ou negativo, e € importante sempre
usa-lo em comparagdes com medidas unicas, e ndo um valor médio gerado através
de diversas medidas.”’

Aplicando a equagao mencionada acima encontra-se que a amostra Annatto
20 (Figura 12) tem um erro atribuido de -11 ppm. Ademais, analisando os dados de
erro de massa, de forma geral, foi possivel constatar que as analises em modo de
ionizagao positivo demonstraram erro de massa maior que aquelas em modo de
ionizagao negativo. Esse foi um dos fatos que motivou, durante o desenvolvimento
de método, a escolha do modo negativo de ionizacao para este trabalho. A Figura
13 demonstra um exemplo de identificacdo da bixina com baixo erro de massa

atrelado.

x10 4 |©25 H30 04: - Scan (rt: 9.551-9.584 min, 3 scans) Annatto_1/.d
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Figura 13. |ldentificagéo da bixina em amostra de semente de urucum com

erro de massa de -0,28 ppm.

Nas condi¢coes do método por LC-MS a bixina eluiu em aproximadamente 6,7
minutos e pode-se observar uma linha de base pouco ruidosa e a intensidade de
ions satisfatéria. O espectro de massas em modo de ionizagcdo negativo para o
padrdo de bixina mostra o ion m/z 393,20566 como ion mais intenso (Figura 14).

Adicionalmente foi realizada uma andlise no modo MS/MS com
fragmentacao da bixina, usando a informacao do tempo de retencao identificado.
Essa andlise foi realizada entdo num modo chamado de Product lon (ion produto),
fazendo referéncia a ions produzidos pela fragmentacdo de um composto que esta



49

no tempo de retencao selecionado. Do resultado gerado, foi feita uma busca de
espectros na base de dados para indicacao de uma possivel estrutura molecular. A
sugestdo do software €& apresentada na Figura 15 (A), nomeada como
[C25H3004 — H] (bixina desprotonada) e que também pode ser confirmada pela sua
estrutura molecular. Os principais fragmentos gerados pelo composto que foi
confirmado como bixina estdao contidos na Figura 15(B).
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Figura 14. Espectro de massas para o padrao analitico de bixina a 15 mg/L

em modo de ioniza¢do negativo.
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Figura 15. Identificacdo da bixina A) busca de espectros de massas na base de
dados do software com erro de 1,4 ppm e B) espectro de fragmentacao do padrao
de bixina.



Neste modo MS/MS, os principais fragmentos da Figura 14(B) que permitem
a caracterizacao da bixina em modo negativo sdo os ions m/z 349, referente a perda
de -COO radicalar, bem como m/z 317 e m/z 361 que caracterizam perda de
CH30OH+COO radicalar e perda de CH3OH respectivamente'®. Suas estruturas sdo
apresentadas na Figura 16.

NN NN

m/z = 349 COOCHg

A Y Tl e 0 Y N

m/z =317 coO

i i e e i Al el

m/z = 361 co

Figura 16. Estruturas dos fragmentos da bixina de maior intensidade encontrados
em espectro MS/MS (modo de ionizagao negativo).

Estes fragmentos também s&o visualizados nos espectros de massas das amostras.
A Figura 16 apresenta um espectro de massas MS/MS da amostra 14, no qual sdo

indicados os ions dos fragmentos apresentados e novamente suas estruturas.
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Figura 17. Espectro MS/MS da amostra 14 com os trés principais fragmentos da
bixina e seu ion desprotonado.

Nota-se na Figura 17 a baixa intensidade do ion desprotonado, devido a sua
fragmentacdo, e a maior intensidade dos fragmentos. O ion m/z 349 é o mais
intenso, seguido do ion m/z 317 e por fim o ion m/z 361.

Uma vez que a bixina e seus fragmentos foram confirmados em todas as
amostras de urucum, avaliou-se a constru¢do de uma curva analitica para bixina. A
maioria das quantificagdes em LC-MS é feita usando analisadores triplo quadrupolo
devido a sua alta sensibilidade, principalmente em aplicacdes de analitos em baixa
concentragdo. No entanto, trabalhos prévios mostram que € possivel fazer
quantificacdes com Q-TOF?® respeitado a faixa linear de concentragdo deste
analisador, que tende a ser menor que as dos triplos quadrupolo.

A curva analitica foi construida na faixa de concentracao de 5 a 20 pg/mL
com 6 pontos e nas seguintes concentragdes: 5 pug/mL; 6 pg/mL; 10 pg/mL; 12,5
pg/mL; 15 pg/mL e 20 pg/mL (Figura 17).
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Figura 18. Sobreposicao dos cromatogramas dos ions extraidos (m/z

,2) nas concentracdes 5; 6; 10; 12,5; 15 e 20 pg/mL utilizadas para a

construcao da curva analitica.

A curva analitica que foi gerada através destes cromatogramas (Figura 18) é

mostrada na Figura 19 com sua equacéo da reta e coeficiente de determinacao (R?).
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Figura 19. Curva analitica obtida com respectiva equacao da reta e coeficiente

de determinacao para quantificacdo de bixina por LC-MS.
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Foram realizados alguns testes de diluicado para obter a melhor proporgao
solvente:extrato, considerando a intensidade do ion m/z 393,2.

Através do software Masshunter Quantitative algumas amostras foram
quantificadas de acordo com a equacdo da curva analitica (Figura 19 e
Figura 20c). Usando as ferramentas de software quantificou-se a bixina na amostra
18, apresentando concentracao de 15,1990 ug/mL. Nas quantificacées por LC-MS
sao fornecidas as informacgdes de separacao cromatografica

(Figura 20 a), espectro de massas (Figura 20 b) e quantificacéo (Figura 20 c).
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Figura 20. Exemplo de quantificacao para a amostra 18, sendo apresentados (a)
cromatograma do ion extraido para a bixina (m/z 393,2) em modo de ionizacao
negativo, (b) espectro de massas no tempo de retencao da bixina e (c)

quantificacao de acordo com a equacéao da reta.

A concentragéo de bixina encontrada na amostra 18 foi de 15,2 pg/mL em
solucdo. Levando em consideragdo a massa de semente e as diluigbes realizadas
durante o preparo de amostra, obtem-se a concentracao de 12,9 mg/g de semente.
Comparando os conjuntos de resultados das quantificacées por LC-MS e LC-DAD
e realizando os testes estatisticos, teste-t e teste-F, conclui-se que os conjuntos de
dados sao equivalentes.
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O numero de trabalhos que fazem uso das técnicas de LC-DAD e LC-MS, da
mesma forma como abordado neste capitulo, para quantificar e identificar
compostos em plantas e alimentos tem crescido constantemente 798081 e por isso

infere-se que esta abordagem apresentada € adequada e atual para o tema.

2.5 Conclusao

Um método rapido por LC-DAD foi desenvolvido e utilizado para
quantificacdo de bixina em todas as amostras. Os principais parametros avaliados
no desenvolvimento do método foram composicdo da fase moével e gradiente,
comprimento de onda monitorado e referéncia e a taxa de aquisicdo de dados. As
amostras 3, 5, 10 e 17 destacaram-se pela maior concentragédo de bixina, todas
superiores a 20 mg/g. As amostras 2 e 4 foram consideradas anémalas por
apresentarem concentragdes muito discrepantes das demais e portanto tiveram
seus valores descartados. O valor médio de bixina encontrado nas sementes foi de
17,03 mg/g e estd de acordo com a estimativa previamente publicada’® que
menciona o intervalo de 12 a 23 mg/g baseado em amostras de semente de urucum
de outra localidade do estado de Sédo Paulo em 2008.

Com a mesma coluna cromatografica (fase reversa, C18 de particulas
superficialmente porosas), um método LC-MS com fonte ESI foi desenvolvido para
identificacao da bixina através da sua massa exata (analisador hibrido Q-TOF). Por
apresentar menor erro de massa nas amostras, 0 modo de ionizagao negativo foi
aplicado no método. Todas as amostras tiveram erro de massa < 7 ppm. Ainda,
usando o modo MS/MS foi possivel identificar os principais fragmentos da bixina,
sendo eles C24H3002" (m/z 349), Ca3sHasO (m/z 317) e Ca24H2603 (m/z 361),
apresentando suas estruturas e o espectro de massa MS/MS das amostras.



Capitulo 1l

Fingerprinting da semente de urucum por cromatografia
gasosa

55



56

3.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
para analise de plantas

A técnica de GC-MS (do inglés, gas chromatography-mass spectrometry)
também tém possibilitado separacdes e identificacbes de compostos de misturas
complexas na pesquisa de produtos naturais. O GC-MS utilizado com coluna tipo
capilar demonstra alta capacidade de pico e usando El (do inglés, electronic
ionization) as massas, ainda que com resolugdo nominal, geram espectros padrao
que podem ser facilmente pesquisados em bancos de dados, uma vez que a energia
de ionizacao é fixada em 70 eV.

Entretanto, a restricdo primaria do método é que os analitos devem ser
volateis e termicamente estaveis e por isso a técnica é restrita a analise de
compostos volateis de origem vegetal (6leos essenciais, fragrancias, aromas, etc)?.
O GC-MS pode ser util também para analise de constituintes ndo-volateis uma vez
que etapas de derivatizagdo e enriquecimento das amostras sejam aplicados
previamente. 545 Portanto, embora andlises por LC-MS ndo necessitem de uma
etapa de derivatizagdo, GC-MS continua sendo uma das técnicas analiticas mais
empregadas com alta aplicabilidade em metabolémica de produtos naturais,
especialmente para analise de metabdlitos primarios.56-57

Para aumentar a volatilidade e estabilidade térmica dessas moléculas,
diversos derivatizantes podem ser usados para proteger os grupos funcionais tais
como OH, COOH, NH e SH. Como exemplo, reacdes de alquilacao, sililacao e
acilagdo tem sido utilizadas.®®%* Contudo, as etapas de derivatizagdo podem
aumentar a complexidade da anadlise pela possibilidade de reacdo incompleta,
introducdo de erros e aumento do tempo de andlise total.%®

Devido a alta reprodutibilidade da fragmentacdo de massas observada em
El, uma das grandes forcas em GC-EI-MS (do inglés, gas chromatography-
electronic ionization-mass spectrometry) € a possibilidade da comparacéo fiel entre
instrumentos baseado na identificagcdo de compostos pela pesquisa e comparagéao
com uma biblioteca.>®



3.2 Objetivos

Obter o perfil de acidos graxos, tocoferdis e fitoesterois nas 23 amostras de
sementes de urucum. Verificar as similaridades e diferencas das amostras,
utilizando bases de dados disponiveis com informagdes complementares sobre os
principais compostos encontrados.

Avaliar o método de preparo de amostra para obtencao do 6leo da semente,
verificando a necessidade de cada etapa do processo para, se possivel, otimizar a

extracao.

3.3 Parte experimental
3.3.1 Materiais, Reagentes e Equipamentos

As andlises por GC-MS foram realizadas em um equipamento modelo
7890A/5975 com fonte El inerte (Agilent Technologies Inc. Santa Clara, USA) e
coluna cromatogréfica de fase HP-5ms, de composi¢éao 5% fenil e 95% poli-dilmetil-
siloxano (Agilent Technologies Inc. Santa Clara, USA). Para o preparo das amostras
utilizaram-se os solventes cloroférmio, iso-octano, metanol (Mallinckrodt, St. Louis,
USA) e agua ultrapura Tipo | (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, USA), além de
almofariz e pistilo de porcelana, pipetas de vidro tipo pasteur e nitrogénio liquido. O
derivatizante escolhido foi o N,O-bis-trimetilsilil-trifluoroacetamida (BSTFA) 1%
trimetilclorosilano (TCMS) (Cerilliant, Texas, USA). Ao final, as amostras foram
transferidas para vials de vidro de borosilicato de 2 mL, cor ambar (Agilent
Technologies, Santa Clara, Califérnia, USA).

3.3.2 Meétodo GC-MS

A injecao da amostra foi feita no modo split na razao 1:10, volume de injecéo de 2
uL e temperaturas do injetor e MS ambos a 280 °C. O gas Hélio foi empregado
como gas de arraste com vazao de 1 mL/min. A separagdo foi feita utilizando uma
coluna HP-5ms de 30 metros de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25
um de espessura do filme e um gradiente de temperatura durante a analise (Tabela
3. A temperatura da linha de transferéncia entre o CG e o MS foi de 250 °C e o
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sistema de aquisi¢do de dados foi efetuado através do software ChemStation versao
E.02.01 que acompanha base de dados de espectros contidos na biblioteca
espectral NIST MS versao 8.0.

Tabela 3. Gradiente de temperatura do método GC-MS para anadlise de acidos

graxos, tocoferdis e fitoesterdis em sementes de urucum.
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Taxa (°C/min) Temperatura (°C) Tempo de Equilibrio (min)
40 0
8 270 0
15 280 5

3.3.3 Preparo de amostra

Para a andlise simultanea de &cidos graxos, tocoferdis e fitoesterdis®®
utilizou-se o 6leo extraido do urucum, sem pigmento. Para obter as sementes de
urucum preparadas de forma adequada para a analise de GC-MS, quatro principais
etapas foram necessarias, sendo elas: 1) lavagem da semente; 2) trituracdo das
sementes; 3) extracéo de Bligh & Dyer®' e 4) derivatizacao. Inicia-se este processo
com 0,6 g de amostra. A etapa 1 foi realizada em agua corrente de forma manual e
deixado secar (da mesma forma que sera abordado em seguida, com detalhes, na
secao 3.3.4 deste Capitulo). Na etapa 2 utilizou-se um kit de almofariz e pistilo e
nitrogénio liquido para auxilio na trituragdo das amostras. A etapa 3 foi feita em
tubos de vidro com tampa e usando cloroférmio, 4gua e metanol como solventes
extratores com auxilio de vortex e centrifuga. Primeiramente adicionou-se 1,4 mL
de agua ultrapura, 4 mL de metanol, 2 mL de cloroférmio e agitou-se por 5 minutos
em vortex. Nesta mistura foi adicionado mais 2 mL de cloroformio e agitou-se
novamente em vortex, por 2 minutos. Por fim, adicionou-se 2 mL de agua ultrapura
e agitou-se por 5 minutos no vértex. A mistura foi centrifugada por 5 minutos. O
resultado foi um liquido bifasico com a parte solida das sementes intermediando os
liquidos imisciveis. O sobrenadante (parte aquosa) foi descartado e a parte organica
foi transferida usando pipetas pasteur de vidro para um vial para secagem usando
gas Nitrogénio (Figura 21).
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Figura 21. Amostras submetidas a extracéo de Bligh & Dyer. O sobrenadante foi
descartado enquanto o liquido mais escuro (camada inferior) foi evaporado sob N2

para obter o 6leo da semente de urucum.

Em seguida, o extrato foi submetido ao processo de derivatizacdo® (etapa 4),
na qual utilizou-se a proporgéao 1:2 éleo: BSFTA 1% TCMS. De forma geral com a
quantidade inicial de amostra utilizada obteve-se pequenas quantidades de éleo da
semente (variando entre 0,003 e 0,005 g), e por isso a quantidade de BSTFA 1%
TCMS sempre foi adicionada de acordo com a propor¢cdo mencionada acima mas
sendo calculada individualmente para a quantidade de 6leo obtida em cada
amostra. Por fim, uma diluicdo em iso-octano® foi feita, visando obter um volume
total no vial de cerca de 400 a 500 pL (Figura 21). Aguardou-se 3 horas para inicio

das andlises.
3.3.4 Determinacao de po6 vermelho da semente de urucum

Para avaliar a porcentagem do pd vermelho que recobre a semente do
urucum foram pesadas em balancga analitica cinco sementes de cada uma das 23
amostras. Em seguida, as sementes foram lavadas manualmente em agua corrente,
de maneira a retirar todo o p6 vermelho, e deixadas em local seco e ventilado por
24h. Entao foram novamente pesadas. Esse procedimento foi realizado em triplicata
e a proporcao de pd vermelho e semente sem o pd foram expressas em
porcentagem de massa (% m/m). Na Tabela 4 encontram-se os resultados de média

e desvio para a quantidade de p6 vermelho nas 23 amostras de urucum.



Figura 22. Amostras de 6leo de urucum em vial apds a derivatizagdo com BSTFA.

3.3.5 Extracao por Fluido Supercritico

Esta opgéo de preparo de amostra foi avaliada durante o trabalho na tentativa
de obter um método simples e rapido para remover os interferentes da semente e
possibilitar a andlise de acidos graxos, tocoferdis e fitoesterdis por GC-MS. A
extracao foi feita em sistema comercial SFE modelo 7071 da Applied Biosystem
(Speed SFE Laboratory System, 7071, Applied Separations, Allentown, USA)
equipado com bomba pneumatica e forno elétrico, com recipientes de extracédo de
6,57 e 290 mL (Thar Designs, CL 1373, Pittsburg, USA). O solvente utilizado foi
diéxido de carbono (99,2% CO2, Gama Gases Especiais Ltd., Sdo Bernardo do
Campo, Brasil), que foi resfriado a 263 K em banho termostatizado (Marconi, MA-
184, Piracicaba, Brasil) antes de atingir a bomba. O recipiente foi montado no forno,
mantido na temperatura selecionada. O extrato foi coletado em vials de vidro &mbar
de 100 mL, submersos em banho de gelo a pressdo ambiente. O valor total de CO2
foi medido com um totalizador de fluxo (LAO, modelo G0,6, Osasco, Brasil); o CO2
nao foi re-circulado. Apds a extragéo, o vial de vidro ficou em um dessecador por 10
minutos para total eliminacdo do CO2. Todas essas condi¢des reproduzem um

estudo publicado recentemente ja otimizado para sementes de urucum.*

3.4 Resultados e Discussoes
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Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados da determinacdo de pé

vermelho nas sementes de urucum, em relagéo ao seu peso total.

Tabela 4. Porcentagem do pd vermelho nas sementes de urucum (% m/m).

Amostra Média £ Desvio
(% m/m)
1 11,00 £ 0,07
2 12,59 + 0,06
3 13,08 + 0,78
4 10,39 + 0,63
5 14,26 £+1,12
6 14,27 £ 0,52
7 9,73 + 1,04
8 12,84 £1,72
9 11,99 £ 1,62
10 13,93 + 0,56
11 11,13 £ 0,54
12 14,21 £1,92
13 11,81 £ 0,35
14 13,46 £ 0,23
15 10,96 + 0,94
16 13,61 £ 0,69
17 13,72 £ 0,80
18 14,54 + 0,70
19 8,81 +1,22
20 11,97 + 0,91
21 10,85 + 0,47
22 10,51 £ 1,52

N
w

11,94 £ 2,23




Devido a alta massa molar e baixa volatilidade dos tocoferoéis e fitoesterois a
analise por GC-MS requer uma etapa de preparo de amostras envolvendo
derivatizagdo. O mecanismo da reagédo de derivatizacdo € mostrado na Figura 23,
onde ROH s&o os esterdis e o trimetilsilano € o grupo reativo do BSTFA.

HiC CHy | F
T 5+, 8- CHs

R—OH + HC—Si—X m==| R—O—S—X | = HC—Si—B—R + H—X

CH, H chy CHy

Figura 23. Mecanismo da reagao ocorrida no processo de derivatizagao por

sililacao de esterois.

Esta reacao caracteriza-se por uma substituicao nucleofilica bimolecular,
onde os hidrogénios ativos de ROH sao substituidos pelo grupo silano, o que diminui
a polaridade e aumenta a volatilidade dos compostos.

Apo6s o preparo de amostra das sementes de urucum as analises por GC-MS
foram feitas com corridas de 37 minutos. Todas as amostras apresentaram um perfil
cromatografico muito similar, observando-se primeiramente a eluicdo de acidos
graxos, seguidos pelos tocoferdis e por fim os fitoesterdis — moléculas conhecidas
como acido hexadecandico (ou acido palmitico), acido octadecaenodidico (ou acido
estearico), esqualeno, gama-tocoferol, estigmasterol e beta-sitosterol foram
detectadas em todas as amostras.

A Figura 24 ilustra com mais detalhes as regides caracteristicas de cada uma
das classes de compostos presentes. A regido designada como 1 refere-se a
localizacdo dos &cidos graxos, seguido pela regiao 2 referente aos tocoferdis e
tocotreindis e, por fim, a regido 3 onde encontram-se os fitoesterois. Os valores de
m/z escolhidos para os cromatogramas de ion extraido observados na Figura 22
referem-se a picos intensos observados para todos os compostos relevantes de
cada uma das regides, sendo m/z 117 para os acidos graxos, m/z 129 para
fitoesterdis e m/z 209 e 223 para tocoferdis.
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Figura 24. Representacao das regides dos acidos graxos (1), tocoferdis e
tocotriendis (2) e fitoesterois (3) obtidos na analise da amostra 2 por GC-MS.

Para obter informacdes mais detalhadas dessas regides fez-se entdo uma
integracao de todos os picos cromatograficos utilizando threshold de 17,0, visando
ao mesmo tempo a eliminagdo de ruido sem perda de possiveis compostos de
interesse.

Analisando a primeira regiao dos cromatogramas encontrou-se uma grande
quantidade de derivados de acidos carboxilicos de cadeia alifatica longa
(conhecidos como acidos graxos), na forma derivatizada. Dois dos mais
importantes, que sdao mencionados e apresentados os espectros de massas, sao
os acidos oleico (CisH3402) e linoleico (C1sH3202), que puderam ser detectados
através de pesquisa na base de dados da biblioteca NIST 8.0 (Figura 25). Ambos
acidos contém 18 carbonos e 2 atomos de oxigénio na sua féormula molecular,
divergindo apenas no numero de atomos de hidrogénio presentes (pela diferenca
no numero de insaturagdes na estrutura molecular). Apesar de muitas semelhancas
estruturais eles possuem uma grande diferenca de ponto de ebulicdo, que é uma
das caracteristicas que a cromatografia gasosa pode usar para diferenciar os
analitos.
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Figura 25. Comparacao dos espectros de massas experimental e teorico,
respectivamente, para (a) acido oleico e (b) acido linoleico.

Ainda estudando a primeira regido do cromatograma, de forma geral

atribuida aos acidos graxos, foi identificado o composto geranilgeraniol, um

diterpeno de alcool que desempenha papel em varios processos bioldgicos e

sempre é citado por trabalhos da area como um dos principais constituintes da parte
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oleosa da semente de urucum (Figura 26). Sabe-se que sua concentragdo pode
chegar a 1% da semente seca. %17

Abundance Scan 1858 {14.709 min): Annate_15.D\datams (-1840) (-
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Figura 26. Identificacdo do geranilgeraniol pela biblioteca NIST através da
comparacao de espectro de massas (superior) da amostra e (inferior) do banco de
dados.

Além da busca em biblioteca de todos os picos cromatograficos mais
intensos, é possivel analisar estes dados extraindo ions especificos. Para
tocoferdis e tocotriendis, por exemplo, os ions de maior interesse seriam m/z 209,
223 (ja apresentados) e também m/z 237 que indicam a presenca de sigma-
tocoferol, gama-tocoferol e alfa-tocoferol, respectivamente. Para os fitoesterois
pode-se utilizar o ion m/z 129 para esta avaliacao, por ser um fragmento muito
comum observado em campesterol e beta-sitosterol.

Com uma avaliagdo mais detalhada nos cromatogramas e espectros de
massas de todas as amostras, com foco na regidao dos tocoferdis e fitoesterdis como
gama-tocoferol, estigmasterol e beta-sitosterol, pode-se mencionar as amostras 10
(intensidade 540.000), 6 (intensidade 460.000), 17 e 8 (intensidade 400.000) como
aquelas com maior presenca de tocoferdis e fitoesterois, destacando-se dentre

todas as demais.

Estes analitos sdo escolhidos para estudo mais profundo em diversas areas
uma vez que tocoferdis sdo poderosos anti-oxidantes (previnem stress oxidativo in

vivo) enquanto os fitoesterdis podem inibir absor¢do de colesterol e por isso ajudam



a prevenir doencas circulatérias e cardiacas em humanos. A adicdo de urucum em
alimentos processados € vantajosa por enriquecer naturalmente os alimentos com
tais compostos, ao invés da realizacédo de processos quimicos para fortificagao. 028

A Tabela 5 lista alguns dos compostos encontrados, incluindo acidos graxos,
tocoferdis, fitoesterdis e outras classes de compostos.

Ainda foram investigadas as funcées de compostos diferentes dos acidos
graxos, tocoferdis e fitoesterodis, mas que foram encontrados em algumas amostras.
Um exemplo é o Dotriacontano, presente na Tabela 5, um alcano de férmula
molecular Cs2Hes, que tem sido apontado em estudos como um potencial agente
antiTB (tuberculose) quando presente em plantas do cerrado brasileiro.55

Todas as determinagdes de analitos apresentadas foram feitas através da
biblioteca NIST 8.0 com indice de similaridade minimo (match factor) de 800,
considerado um bom fator a ser utilizado para afirmar que um espectro refere-se
aquele compostos sugerido da biblioteca.t®

Os analitos ainda foram consultados em base de dados especificas de
plantas como a Golm Database e PMN Database e todos estdo mencionados como
compostos tipicos de plantas. Para geranilgenariol, por exemplo, constam as
informacdes adicionais de que ele atua como substrato em reacdes bioquimicas
para geracao do plaunotol, um composto que desempenha papel importante como
agente antibacteriano, antineoplasico, indutor de apoptose,
anti-ulcera e metabdlito vegetal. Sabe-se que essa reacao bioquimica ocorre em
todas as plantas do reino Viridiplantae.

O 4acido linoleico é parte de diversas reacdes bioquimicas, podendo ser
consumido como substrato durante a oxidacao de alcanos, por exemplo, ou sendo
formado durante a degracao de triacilgliceréis e a degradacdo da ceramida. O
estigmasterol € um dos produtos principais na sintese de esterois pelas plantas,
mas a depender do substrato pode-se gerar brassicasterol ou crinosterol em seu
lugar.
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Tabela 5. Principais compostos encontrados nas sementes de urucum por GC-MS
e identificados pela biblioteca NIST.

Nome Tempo de Numero CAS
retencao (min)

Alfa-D-Arabinofuranose, TMS 4.1 020585-61-9
Acido citrico, tetra-TMS 4,2 014330-97-3
Acido Tetradecanoico, TMS 4,5 018603-17-3
Adenina, di-TMS 4.8 017995-04-9
Longifoleno 5,7 000475-20-7
Acido 9-cis-Hexadecendico, TMS 7,2 1000333-19-8
Acido Hexadecanoéico, TMS 7,5 055520-89-3
Palmidrol 10,1 000544-31-0
Acido Heptadecanéico, TMS 10,3 055517-58-3
Acido 9,12-Octadecadienoico (Z,Z2), TMS 11,9 056259-07-5
Acido 13-cis-octadecendico, TMS 12,0 1000333-58-8
Acido 11-cis-octadecendico, TMS 12,1 1000333-60-2
Acido 9-trans-octadecendico, TMS 12,3 096851-47-7
Acido Oleico, TMS 12,4 021556-26-3
Acido Octadecanoico, TMS 12,8 018748-91-9
Trans-Geranilgeraniol 13,1 024034-73-9
Trans-Farnesol, TMS 13,3 1000079-12-1
Acido Eicosanoico, TMS 18,3 055530-70-6
Acido 5,8,11-Eicosatrienéico, TMS 18,4 1000333-53-6
Fosfato de 3-Inositol, hepta-TMS 18,9 055568-91-7
Acido Heneicosanéico, TMS 20,7 1000333-86-8
Acido Docosanodico, TMS 22,1 074367-36-5
Acido Tetracosanéico, TMS 24.2 074367-37-6
Esqualeno 24,3 000111-02-4
Delta Tocoferol, TMS 25,2 052704-11-7
Gama Tocoferol, TMS 26,5 002733-27-9
Dotriacontano 29,2 000544-85-4
Campesterol, TMS 31,3 1000331-83-5
Estigmasterol, TMS 32,8 014030-29-6

Beta Sitosterol, TMS 33,5 002625-46-9
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Quaisquer compostos podem ser consultados nesse tipo de base de dados
para obter informacdes detalhadas das moléculas bem como sua atuacdo como

metabdlitos, analitos ou substancias de referéncia.

No que diz respeito ao preparo de amostra para essas analises, que consistiu
na extracao do 6leo da semente de urucum, sabe-se que 6leos também podem ser
extraidos de sementes aplicando pressao a frio (CPE, do inglés, cold pressing
extraction) e com uso de fluido supercritico de dioxido de carbono. Esta ultima se
tornou muito buscada como opgao no preparo de amostra uma vez que remove
completamente o solvente do extrato enquanto o didxido de carbono volatiliza
quando exposto a atmosfera. O método de extracdo por fluido supercritico (do
inglés, supercritical fluid extraction) ja foi aplicado previamente para outras amostras

em GC-MS, como cha, tomate e chia. 636267

Comparando os perfis cromatograficos de amostras preparadas com fluido
supercritico e preparadas com método tradicional de lavagem, trituracdo e extracao
de Bligh & Dyer (Figura 27) é possivel notar que menos picos sao detectados nas
amostras preparadas com método por fluido supercritico. Este ndo conseguiu extrair
a mesma quantidade de compostos, apesar de apresentar-se como um método ser
rapido e envolver pouco manuseio no laboratério, o que seria uma grande vantagem
para aplicacdo do método na industria ou em necessidade de analisar muitas
amostras em espaco curto de tempo.

Em outra tentativa de facilitar o processo de preparo de amostra para as
analises por GC-MS foram injetadas amostras de semente de urucum sem algumas
etapas do processo de preparo de amostra (lavagem e trituracdo). Esse teste
avaliou a necessidade do preparo de amostra bem como ratificou a suspeita de que
estas etapas ndao podem ser retiradas do processo, pois todas contribuem para o
sucesso do resultado da andlise por GC-MS. Duas amostras diferentes, escolhidas
aleatoriamente, foram preparadas mas sendo uma delas apenas com a extragao de
Bligh & Dyer enquanto uma delas foi preparada novamente pelo procedimento
completo convecional (lavagem, trituracdo e extracdo de Bligh & Dyer). Os
resultados dos cromatogramas TIC estdo sobrepostos na Figura 28.
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Figura 27. Sobreposicao dos cromatogramas TIC (do inglés, total ion
chromatogram) obtidos por GC-MS para amostra 23 comparando metodologia de
preparo de amostra SFE (preto) com método tradicional (azul).
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Figura 28. Sobreposicao dos cromatogramas TIC de duas amostras (preto e azul)
sem preparo de amostra comparado com método de lavagem, trituracao e Bligh &
Dyer (vermelho).
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Por fim, as etapas de lavagem com agua e trituracao foram avaliadas
separadamente, verificando se apenas uma delas seria suficiente para obter os
resultados desejados. Na Figura 29 estdo os cromatogramas de uma mesma



70

amostra na qual sementes foram submetidas ao preparo de amostra completo,

preparo apenas com lavagem das sementes e preparo apenas com maceracao das

sementes.
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Amostra 20 — Sem lavagem com agua, com
masceracao e Bligh & Dyer (vermelho)
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Figura 29. Sobreposi¢cdao dos cromatogramas TIC comparando preparo de
amostra completo (azul) e preparo de amostra com auséncia das etapas de
lavagem (vermelho) e trituragdo (preto).

Novamente é possivel confirmar que todas as etapas do processo de preparo

de amostra sdo estritamente necessarias. Sem a etapa de lavagem com agua ou

s

sem a etapa de trituracdo o numero de compostos encontrados é reduzido

drasticamente.

Ainda existe a possibilidade de otimizacdo do método de extragcao por fluido

supercritico, que nao foi avaliada neste trabalho, mas que poderia otimizar os

resultados.

Ressalta-se que durante todos os testes de preparo de amostra, 0 processo

de derivatizacao foi executado ao final, sem modificacdes ao seu protocolo. Esta

etapa necessita ser realizada independentemente do preparo prévio da amostra

conforme discorrido no inicio deste capitulo.



3.5 Conclusao

Um método por GC-MS para identificacdo de acidos graxos, tocoferois e
fitoesterbéis em sementes de urucum foi apresentado. Foi possivel identificar valores
de m/z que sao caracteristicos para cada classe de compostos e também
apresentar compostos importantes em cada classe que foram encontrados nas
amostras. As bases de dados PMN e Golm podem ser consultadas para colaborar

com informacdes adicionais sobre os compostos no metabolismo das plantas.

Em uma abordagem rapida e sem uso de instrumentacdo dedicada, foi
possivel constatar que as sementes de urucum contém, em média, 12,24% (m/m)
de po6 vermelho. Dentre todas, a amostra 7 foi a unica que apresentou valor menor
que 10%.

A etapa de derivatizacao foi fundamental para a identificacdo dos compostos
pela técnica de cromatografia gasosa. Avaliando as etapas do preparo de amostra,
uma a uma, concluiu-se que a lavagem e trituracdo sdo necessarias e contribuem
para os bons resultados das andlises. A extracao por fluido supercritico (SFE) nédo
conseguiu reproduzir os resultados obtidos com a extragéao Bligh & Dyer.
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Capitulo IV

Plasma acoplado indutivamente a espectrometria de

massas para analise elementar de sementes de urucum
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4.1 Plasma acoplado indutivamente a espectrometria de massas (ICP-MS)

para analise de amostras complexas

Os instrumentos de ICP-MS (do inglés, inductively coupled plasma - mass
spectrometry) evoluiram muito nas Ultimas décadas. Novas tecnologias para
solucionar as analises de amostras complexas foram desenvolvidas, como celas de
reacao e colisdo para minimizar o efeito das interferéncias por ions poliatémicos e
ions de dupla carga, sistemas do tipo tandem MS/MS que permitem seletividade
nas celas de reacao e quadrupolos hiperbdlicos com resolucao unitaria de massa
menor que 1 e deteccdo de ions com abundancia de 107 para melhor

sensibilidade.®®

Quanto ao sistema de introducdo de amostra, a diluicdo por aerossol tem
sido proposta recentemente para a andalise de amostras complexas como urina®,
adgua do mar’®, mel”’ e materiais geoldgicos’. Por isso, podem se aplicar as
sementes de urucum, também de alta complexidade (ainda ndo ha na literatura
estudos envolvendo esta técnica com este tipo de semente). A estratégia para lidar
com essa amostra consiste em aplicar um fluxo perpendicular de argénio na saida
da camara de nebulizagdo. Quando comparado com a diluicdo convencional (de
bancada ou por injecdo em fluxo), o impacto da diluicdo por aerossol na
sensibilidade é substancialmente menor, uma vez que menos amostra é introduzida
no plasma, menos energia é perdida com o processo de dessolvatagdo e uma
energia maior no plasma é obtida. A diluicdo por aerossol pode também aumentar
a vida util dos consumiveis do instrumento, especialmente os cones de interface e
lentes ibnicas, que podem ser danificados por alto teor de sélidos. No instrumento
utilizado durante o trabalho, o sistema HMI (do inglés, high matrix introduction) tem
uma tecnologia que utiliza auto otimizacao da diluicdo do aerossol para aumentar a
tolerancia a matriz, reduzir a densidade do aerossol e a densidade de vapor de agua
no plasma. Trabalhos anteriores mostram uso eficiente do ICP-MS acoplado ao HMI
para determinacédo de mais de 25 elementos em matrizes complexas, como solo e
sedimentos de rio. Amostras aquosas também podem ser investigas usando
cromatografia liquida acoplada a ICP-MS com HMI.”3

4.2 Objetivos



Desenvolver e validar um método para quantificar elementos essenciais e
toxicos em amostras de urucum atraveés da digestao assistida por microondas e ICP-
MS, utilizando um acessorio para realizar a diluigdo de aerossol para elementos em
alta concentragao.

4.3 Parte Experimental

4.3.1 Materiais, Reagentes e Equipamentos

Utilizou-se um sistema de plasma indutivamente acoplado com
espectrometro de massas quadrupolo simples, modelo 7900 (Agilent Technologies
Inc., Téquio, Japao) que necessita de gas Argbnio e Hélio de alta pureza (99,999%
White Martins, Sdo Paulo, Brasil) e um sistema de digestdo assistida por
microondas Multiwave GO (Antoon Par, Graz, Austria). Foram utilizadas a solucéao
de tune (10 pg/L Li, Y, Tl, Co e Mg em 5% HNO3) para calibracdo do instrumento,
solucdo de padrao interno para ICP-MS (100mg/L Li, Sc, Y, In, Tb e Bi em 5%
HNO:3s), solucdo padrao de Mercurio (10ug/mL de Hg em 5% HNOs3) e solucéo
padréo de calibracao (1000ug/mL Ca, Fe, K, Mg, Na; 10 ug/mL Ag, Al, As, Ba, Be,
Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Th, Tl, U, V e Zn) (Agilent Technologies Inc,
Santa Clara, USA) para elaboragdo das curvas analiticas. Para o preparo das
amostras foram empregados os reagentes de alta pureza acido nitrico 65% (m/m)
(Merck, Darmstadt, Alemanha), agua oxigenada 30% (v/v) (Merck, Darmstadt,
Alemanha). Durante a validagcdo foram avaliadas amostras de referéncia da NIST
(SRM NIST 1573A) e da Embrapa Pecuaria Sudeste RM-Agro E1001a (FO-01/12).
Todas as solugdes foram preparadas em tubos de polipropileno de 50 mL (Corning,
NY, USA) e com agua ultrapura Tipo | (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, USA).

4.3.2 Preparo de solucoes dos padroes elementares

Foram preparadas solugcbes aquosas com 0,1% de acido cloridrico, 4% de
acido nitrico e 1% de peréxido de hidrogénio em tubos de polipropileno de 50mL, a
partir dos respectivos padroes analiticos. As concentracdes foram de 0,2; 0,4; 0,6;
0,8 e 1,0 ug/L para Hg. Para Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se,
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Tl, U, V e Zn as concentra¢des foram de 0,4; 1,0; 2,0; 4,0; 10; 20; 40; 100; 200 e
1000 pg/L. Para Ca, Fe, K, Mg e Na as concentracées foram de 0,04; 0,1; 0,2; 0,4;
1,0; 2,0; 4,0; 10; 20 e 100 mg/L.

4.3.3 Preparo de Amostra

Foram utilizadas 0,5 g de semente em vaso fechado de Teflon com 2,0 mL
de &cido nitrico 65%, 0,5 mL de solucao de peroxido de nitrogénio 30% e 5,0 mL de
agua ultrapura. O vaso foi fechado e colocado no Sistema Multiwave GO de
digestao assistida por microondas.

A programacéo de digestao consistiu em um aquecimento gradativo por 30
minutos até 180°C e mantido constante por mais 20 minutos, totalizando 50 minutos
no procedimento de preparo de amostra. O sistema permitiu preparar
simultaneamente até 12 amostras. Apos a digestédo, o conteudo foi transferido para
tubos de polipropileno e diluidos com agua ultrapura ao volume final de 50 mL.

Figura 30. Sementes de urucum em vaso fechado a) antes da digestao; b)
apos a digestao.

Para apresentar um teste de adicdo e recuperacao, a amostra 1, escolhida
aleatoriamente, foi fortificada no inicio do preparo de amostra, participando de todo



processo de extracao e analise. No total foram realizadas fortificacbes em 4 niveis
de concentracao diferentes, variando de 0,0006 a 10 mg/L; buscando assim se
aproximar da melhor forma possivel as concentragcbes que poderiam ser

encontradas nas sementes

4.3.4 Método ICP-MS

O instrumento ICP-MS modelo 7900 contém um gerador de estado sélido de
radiofrequéncia do plasma operando a 27 MHz e octapolo de quarta geracao para
remocao de interferéncias isobaricas através da discriminagdo de energia cinética
usando gas Hélio de alta pureza. O sistema foi equipado com uma conexao
adicional entre a camara de nebulizagao e a tocha para que um fluxo perpendicular
de gas argbnio fosse introduzido, criando diluicao de aerossol. A introducédo de
amostras foi feita através de tubulacdo de PVC (do inglés, polyvinyl chloride),
camara de nebulizagao do tipo passo duplo, nebulizador inerte e tocha de quartzo.
Os parametros instrumentais adotados no método de diluicao por aerossol (HMI He)
e no método sem diluicao por aerossol (He), bem como os isétopos monitorados em

cada um deles, estao descritos na Tabela 6.
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Tabela 6. Parametros de operacao do ICP-MS para aquisicao de dados.

77

Parametro Metodo He Método He
HMI
Poténcia do plasma (W) 1.600 1.600
Vazao do gas do plasma (L/min) 15 15
Vazao gas auxiliar (L/min) 1,0 1,0
Temperatura camara de nebulizagao (°C) 2 2
Velocidade da bomba peristaltica (rps) 0,10 0,10
Vazao do gas de nebulizagdo (L/min) 0,3 1
Vazao do gas diluidor (L/min) 0,7 0,0
Voltagem das lentes ibnicas (V) Autotune Autotune
Vazao de He na cela de colisdo (mL/min) 45 45
Voltagem das lentes do octapolo (V) Autotune Autotune
Faixa de massa (m/z) 6-270 6-270

2TAlF, T5As+, 197Bg+,
9Be+, 111Cd*, 59C0*,
52Cr+, 83Cu+, 201Hg",
55Mn*, %Mo+, 23Na,
60Njj+ 208Ppy+ 121Gh+)
78Gg+, 205T|+ 238+

51V+ GGZn

44Ca+ 56Fe+

Isétopos monitorados (m/z) 3o+ 24
+’ g+

4.4 Resultados e Discussoes

No método proposto, as medidas foram feitas em triplicata com tempo de
analise de 13,5 segundos por amostra. A Figura 31 apresenta o espectro de massas

gerado por uma das amostras.

A faixa de massa avaliada (m/z 6 — 270) apesar de pequena é adequada para
métodos em ICP-MS uma vez que contempla a massa dos principais elementos
quimicos da tabela periddica. O espectro de massas tem resolucdo unitaria e a
carga dos analitos ionizados € +1. No método sempre sdo obtidos dois espectros



A)

B)

de massa por amostra sabendo que alguns elementos estdo sendo quantificados
com diluicao por aerossol (HMI He) e outros sem diluigcao (He).

2 £ ) 50 £ £ 8 % 160 o 150 150

Figura 31. Espectro de massas obtidos por ICP-MS na andlise da amostra 15 em
A) método He HMI e B) método He.

Com auxilio dos padrdes foram construidas as curvas analiticas para todos
os elementos mencionados. Assim, foram obtidos a equacéo da reta, o coeficiente
de determinacgéo (R?) e o limite de deteccédo (LD) para cada um deles. A faixa de
concentragéo utilizada para as curvas analiticas foi determinada de acordo com a
concentracao esperada para elementos téxicos e elementos essenciais. Ainda uma
faixa maior de concentracdo foi aplicada para elementos em que nao havia
informacao prévia nem expectativa de concentracdo média em sementes. Na Figura
32 é apresentada a curva analitica para Mg, na qual o padréo interno foi Sc e foi
utilizado o método com diluicdo por aerossol.
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Figura 32. Curva analitica para quantificacdo de Magnésio por ICP-MS.

Além da curva para Mg, sdo apresentadas as curvas para Cd (Figura 33) e Cr
(Figura 34), visando assim representar cada uma das diferentes faixas de

concentragao utilizadas para as curvas analiticas neste trabalho.

111 Cd [He] ISTD 115 In [ He]
107 |y =0,0086x +1,1986x10%

s

R2 = 0,9999 /'
LD = 0,00178 pglL /~

i

1000
Conc{ugl)

Figura 33. Curva analitica para quantificacdo de Cadmio por ICP-MS.
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Figura 34. Curva analitica para quantificacdo de Cromo por ICP-MS.

Os calculos de limite de detecgdo instrumental foram feitos pelo software,
aplicando a equacao abaixo, onde BEC equivale a razado entre concentragao do
branco e inclinagdo da reta e SD € a variacao da concentracao da medida do branco.

LD inst =3 X BEC X SD

As cores verde e azul nas linhas do espectro de massas e também nos
pontos das curvas analiticas fazem distincao ao tipo de aquisicao feito pelo detector,
que pode ser na forma pulsada (azul) ou analdgica (verde). Esse mecanismo é

automatico do instrumento, ndo tendo influéncia no método analitico em questéo.

O método proposto foi validado, sendo fornecida a linearidade e MLOQ (do
inglés, method limit of quantification) para cada elemento (Tabela 7). O MLOQ foi
calculado através do SD também, conforme abaixo.

MLOQ = 10 x SD
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Tabela 7. Figuras de mérito para método desenvolvido por ICP-MS.

Padrao Modo de Linearidade

Analito Interno Aquisicao (R?) MLOQ (ug/kg)
Be Sc He 1,0000 4.3
Na Sc He (HMI) 1,0000 2.193
Mg Sc He (HMI) 1,0000 399
Al Sc He 1,0000 553
K Sc He (HMI) 1,0000 9,9
Ca Sc He (HMI) 1,0000 132
\'/ Sc He 1,0000 25
Cr Sc He 1,0000 14
Mn Sc He 1,0000 53
Fe Sc He (HMI) 1,0000 103
Co Sc He 1,0000 0,71
Ni Y He 1,0000 4,0
Cu Y He 0,9999 74
Zn Y He 1,0000 40
As Sc He 1,0000 4.5
Se Sc He 1,0000 18
Mo Y He 1,0000 9,0
Cd Y He 1,0000 0,61
Sb Y He 1,0000 4,7
Ba Lu He 1,0000 5,2
Hg Bi He 0,9998 2,0
TI Bi He 1,0000 6,4
Pb Bi He 1,0000 0,72
U Bi He 1,0000 0,16

Para varias aplicagbes em ICP-MS séo utilizados os padrdes internos para
correcao de interferéncias fisicas, como por exemplo a diferenca de viscosidade
entre solugdes, durante a determinacdo elementar. Os elementos usados como
padrdo interno para cada analito sdo mostrados pela primeira vez na Tabela 6 e sua
seleg&o seguiu trés principais critérios, sendo eles: (1) proximidade da massa do
is6topo do padrao interno com a massa do isétopo do analito, (2) primeira energia
de ionizacao similar entre o padrao interno e o analito e (3) tendéncia a reacdes de

transferéncia de carga no plasma.”®

Pela Tabela 7, nota-se que sdédio apresenta alto MLOQ. Isso ocorre
primeiramente porque o método de aquisicdo para este elemento ndo usou a
diluicao por aerossol e por isso € menos sensivel. O método foi desenvolvido dessa
forma por esperar uma alta concentragdo mais alta de soédio nas amostras.
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Durante a validacdo utilizou-se as duas amostras referéncia certificada
(CRM, do inglés certified reference material) de folhas de tomate proveniente da
NIST (SRM NIST 1573A) e de Brachiaria Brizantha cv Marandu (conhecido como
capim marandu) proveniente da Embrapa Pecuaria Sudeste RM-Agro E1001a (FO-
01/12). Os resultados de concentracao foram obtidos em quintuplicata e as

exatidées sao apresentadas na Tabela 8.

Ainda no processo de validagdao da metodologia, apresenta-se a Tabela 8
com valores do teste de adigao e recuperacéo feito em uma amostra aleatoria. Uma
amostra aleatéria de semente de urucum foi escolhida para um teste de adicédo e
recuperacao. Os valores apresentados contemplam a menor concentracao que
apresentou resultados de recuperacao entre 80 — 120% para cada um dos

elementos.

O elemento que teve recuperacao satisfatéria em menor concentragéo foi o

Hg, enquanto entre as maiores concentragbes destacam-se o K e o Ca.

Apos os testes de validagédo, todas amostras foram analisadas e seus
resultados finais de concentracdo elementar e respectivos desvios padrdao sdo
apresentados nas Tabelas 10, 11 e 12. Cada uma delas contempla elementos
presentes em mesma faixa de concentracdo. Os elementos colocados no rodapé

logo abaixo de cada tabela ficaram abaixo do MLOQ apresentado na Tabela 7.
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Tabela 8. Teste de exatidao dos elementos com as amostras de referéncia

certificada.
Analito Padrao CRM Concentracao Resultado Exatidao (%)
Interno certificada (mg/kg)
(mg/kg) (n=5)
Na Sc NIST 1573a 136,1 £3,7 1243 +4,8 91
Mg Sc NIST 1573a 12,000 10,321 + 308 86
Mg Sc Embrapa 2,950 + 440 2,800 + 61 95
E1001a
Al Sc NIST 1573a 598,4 +7,1 486,8 + 48 81
K Sc NIST 1573a 26,760 =480 27,151 £ 1,073 101
K Sc Embrapa 12,000 + 2,400 12,600 + 742 104
E1001a
Ca Sc NIST 1573a 50,450 + 550 46,386 + 1,138 92
Ca Sc Embrapa 4,370 £ 580 4,746 £ 176 108
E1001a
\') Sc NIST 1573a 0,835 + 0,034 0,694 + 0,004 83
Cr Sc NIST 1573a 1,988 + 0,034 1,622 + 0,092 82
Mn Sc NIST 1573a 246,3 + 7,1 235,1 +1,8 95
Mn Sc Embrapa 76,0 £18,5 748 +£2,2 98
E1001a
Fe Sc NIST 1573a 367,5+4,3 296,3 +4,0 81
Fe Sc Embrapa 91 £13 7715 85
E1001a
Co Sc NIST 1573a  0,5773 £0,0071 0,524 + 00,0028 91
Ni Y NIST 1573a 1,582 + 0,041 1,286 + 0,006 81
Cu Y NIST 1573a 4,70 £ 0,14 3,95+0,19 84
Cu Y Embrapa 4,0x0,7 3,3%0,1 83
E1001a
Zn Y NIST 1573a 30,94 + 0,55 28,00 + 1,33 91
As Sc NIST 1573a  0,1126 +0,0024 0,111 + 0,004 99
As Sc Embrapa 1,69 £ 0,70 1,77 £ 0,07 104
E1001a
Se Sc NIST 1573a  0,0543 £ 0,0020 0,0602 + 0,006 111
Cd Y Embrapa 19,9 £ 51 174 +11 87
E1001a
Sb Y NIST 1573a  0,0619 £ 0,0032 0,0665 + 0,0036 107
Ba Lu NIST 1573a 63 52 +3,4 83
Hg Bi NIST 1573a  0,0341 £0,0015 0,031 +0,0032 92
Pb Bi Embrapa 40+1,8 42+0,3 105

E1001a




Tabela 9. Recuperacoes para amostra de urucum fortificada.

Analito Padrao interno Fortificacao Recuperacao

(mg/L) (%)
Be Sc 0,50 93
Na Sc 5,00 103
Mg Sc 5,00 108
Al Sc 1,00 99
K Sc 10,0 116
Ca Sc 10,0 118
' Sc 0,50 94
Cr Sc 0,50 96
Mn Sc 0,50 107
Fe Sc 5,00 91
Co Sc 0,50 96
Ni Y 0,50 97
Cu Y 0,50 97
Zn Y 0,50 99
As Sc 0,50 109
Se Sc 0,50 110
Mo Y 0,50 93
Cd Y 0,50 97
Sb Y 0,50 96
Ba Lu 0,50 99
Hg Bi 0,0006 83
Tl Bi 0,50 97
Pb Bi 0,50 97

U Bi 0.50 94
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Tabela 10. Concentracdo de Mg, K e Ca em % nas amostras.

Mg [ HMI He ] K[ HMI He ] Ca[HMI He ]
Amostra %
1 0,52 £ 0,01 3,7+0,2 0,48 + 0,01
2 0,55 0,03 3,6+0,2 0,61 £0,03
3 0,58 £ 0,01 4,0+0,1 0,54 + 0,05
4 0,51 £ 0,01 3,6 £0,2 0,61 £0,03
5 0,49 £ 0,02 3,9+0,1 0,53 +£0,04
6 0,56 + 0,01 3,8+0,1 0,51 £ 0,01
7 0,52 £ 0,01 4,0+0,1 0,50 £ 0,02
8 0,56 + 0,01 43+0,1 0,52 + 0,02
9 0,55 +0,03 41+0,2 0,47 +£0,02
10 0,52 £ 0,03 3,8+£0,2 0,50 £ 0,01
11 0,54 £ 0,01 3,9%0,2 0,48 + 0,02
12 0,58 £ 0,05 3,9+0,1 0,52 £ 0,03
13 0,56 + 0,01 41+0,1 0,56 + 0,04
14 0,60 £ 0,03 3,7%0,2 0,37 £0,03
15 0,54 £ 0,01 4,7 +£0,1 0,54 £ 0,01
16 0,53 £ 0,02 3,7+0,1 0,54 + 0,03
17 0,58 £ 0,03 4,0+0,2 0,52 £ 0,01
18 0,57 £ 0,01 3,4+0,1 0,47 + 0,01
19 0,53 +£0,03 3,8+0,1 0,49 £ 0,01
20 0,56 £ 0,02 43+0,1 0,59 £ 0,09
21 0,46 = 0,01 3,9+0,1 0,67 £ 0,04
22 0,55 +£0,03 3,9+0,1 0,46 £ 0,03
23 0,57 £ 0,01 4,0+0,1 0,51 £0,03

Os resultados da Tabela 10 demonstram a alta concentragdo de magnésio,
potassio e calcio na amostra, de acordo com o esperado e designado em suas
curvas analiticas, uma vez que sao mineiras essenciais. Também por esse motivo
todos estes elementos foram quantificados através do método com diluicdo por
aerossol. O baixo erro atrelado as medidas permite afirmar que existe uma
homogeneidade da presenca destes elementos nas sementes, independente do
produtor. Nenhuma amostra se diferencia em alto teor de Mg, K ou Ca frente as
demais amostras, podendo assim afirmar que todos os produtores possuem

sementes de urucum com concentragédo similar destes elementos.



Pode-se ainda mencionar que estes elementos sao alguns componentes
minerais principais das plantas e suas concentracées podem depender da espécie
em particular e do solo onde se desenvolveu. Outros estudos de sementes
mostraram que, especificamente no Brasil, independente da regido do cultivo,
sempre hé alto teor pelo menos para Mg e K.7

Tabela 11. Concentracao de Cr, Se, Cd e Pb em ug/kg nas amostras
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Cr[He] Se [ He] Cd [ He] Pb [ He]
Amostra Ha/kg

1 83,2+3,3 59,9+23 23,7+0,9 35,4 +3,0
2 143,6 + 11,8 118,9+4,4 59,4 +7,3 55,5+3,8
3 91,0£6,9 70,5+23 16,4 +1,5 33,3+3,6
4 148,2 + 10,6 48,8 £ 0,3 35,7+1,6 42,7+ 2,7
5 107,5 £ 5,1 63,2+1,2 13,0 £ 1,1 29,3+26
6 107,5+0,7 74,9 £6,0 37,833 36,9+0,8
7 78,6 £6,8 86,5 + 6,1 51,0+ 12,8 32,1+23
8 65,3+2,3 73,2+10,1 246+15 27,129
9 78,829 158,7 £ 25,5 18,1£1,0 36,2 + 3,1
10 111,21+ 44 61,4+54 34,1+3,2 28,5+0,6
11 169,9 £ 9,3 73,1+£3,8 20,5+ 0,1 43,1 +£10,6
12 143,9+5,5 102,3 £ 8,2 17,6 £0,3 61,0+1,6
13 69,4 + 0,1 116,9£6,6 11,8+ 1,0 26,9+0,8
14 160,4 £ 3,7 91,1 £ 13,1 28,1+24 51,9+1,4
15 207,3+2,9 81,6 +44 11,1+£1,0 60,6 £ 1,5
16 115,5+3,2 53,3+6,5 18,6 £1,5 43,4+1,8
17 78,3+23 86,7 £6,0 22,9+22 28,8 + 3,1
18 62,0 £4,3 231,9+14,8 71,0+5,4 21,3+£0,2
19 116,1 £ 3,9 44,3 +6,8 31,6 +0,3 50,4 +11,3
20 55,4 +24 95,2+ 14,4 20,8 + 1,1 23,9+1,6
21 1742+ 21,8 69,5 £ 3,0 20,8 +2,0 55,1+9,4
22 79,2+48 82,7 £ 4,1 44,9 + 3,9 68,2 £ 3,9
23 85,7+0,4 58,0 + 5,8 355+1,3 379+1,6

Be<4,3;V<25;As<4,5;Sb<4,7,Hg <2,0; Tl <6,4; U< 0,16 ug/kg.

O selénio esta nas sementes de urucum, assim como na castanha-do-para

(Bertholletia excelsa) - a semente com maior concentracdo de Se, na qual a

concentracédo pode variar de 8 a 83 ug/g.”® Como a concentragdo média de Se nas
sementes de urucum analisadas é de 87,02 ug/kg ou 0,087 ug/g, pode-se dizer que
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as sementes de urucum tem concentracao de Se de 100 a 1000 vezes menor que
nas castanhas-do-para.

Dependendo da forma que se apresenta o cromo pode ser um elemento
toxico ou essencial. Estudos que fazem essa avaliagdo completa utilizam-se de um
sistema HPLC-ICP-MS (do inglés, high performance liquid chromatography-
inductively plasma coupled-mass spectrometry) para realizar a especiacao quimica,
um tipo de analise que avalia as espécies particulares ou a forma especifica (ao
invés de sua concentracao total) na qual um determinado elemento se apresenta
nas amostras. Para isso, € necessario o acoplamento dos sistemas de HPLC e ICP-
MS.75

A maioria das publicacées na area de especiacdo usando HPLC-ICP-MS
foca em 5 elementos principais: arsénio, cromo, estanho, mercurio e selénio.
Estima-se que todos os outros elementos juntos concentram apenas 20% dos

estudos.”®

Os valores encontrados para Pb e Cd foram comparados com a RDC n°42,
de 29 de Agosto de 2013 da ANVISA, que dispde sobre para as quantidades
maximas permitidas destes contaminantes inorganicos nos alimentos, valido para o
Brasil e todo Mercosul. As amostras de sementes de urucum se adequam a
categoria das sementes secas, sendo nesse caso permitido até 200ug/kg de Pb e
até 100ug/kg de Cd. Portanto, comparando com a Tabela 11, nota-se que todas as
amostras estao de acordo com os parametros exigidos. A resolucédo ainda dispde
valores para Hg e As, que nao puderam ser quantificados neste método.

Nota-se na Tabela 11 maior variacdo de concentracéo entre as 23 amostras
para cada elemento, que pode ser causado primeiramente porque o0s valores sao
mais baixos e também pela heterogeneidade das amostras, que foi uma dificuldade
enfrentada nas quantificagdes por outros métodos neste trabalho.

Os elementos indicados ao final da Tabela 10 ndo sdo comumente
encontrados em sementes e/ou ndo apresentaram concentracdes significativas,
ficando abaixo do MLOQ.



Tabela 12. Concentracao de Al, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo e Ba em mg/kg.
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Al[He] Mn [ He ] Fe [ HMI He ] Co[He] Ni[He] Cu[He] Zn[He] Mo [ He ] Ba[He]
Amostra mg/kg

1 61,5+4,4 157,3+0,2 90,7 +2,7 0,92 + 0,05 14,7 £0,4 24,0+0,4 443 +0,9 0,12+ 0,03 39,6 + 3,1
2 110,9 7,1 194,3 +4,7 122,3+54 1,20 £0,10 13,9 £ 0,1 22,8 +0,3 44,8+ 1,1 0,16 + 0,02 43,1+0,4
3 61,2+4,9 137,3+2,8 90,0+1,3 1,19 £ 0,06 12,3+0,6 22,3+0,6 41,2+0,7 0,38 + 0,03 49,0+1,4
4 775+1,9 176,3 +6,9 104,6 +10,2 1,13 £ 0,06 18,4 £1,7 224 +1,3 452 +3,8 0,18 + 0,01 29,7 +1,2
5 48,3+1,2 136,5+ 7,1 74,6 +3,9 1,18 £0,08 13,3+0,7 22,6 +0,8 411+£22 0,43 + 0,03 31,4+25
6 64,4 +1,7 1429 +2,8 106,9 £4,4 1,26 £ 0,12 16,9+ 0,1 26,2+1,8 51,2+48 0,15+0,03 38,0 + 3,1
7 53,9+ 0,5 154,2+11,8 86,3+ 8,5 1,84 + 0,01 18,6 £0,9 21,4+1,0 48,3+8,2 0,07 + 0,01 36,1 + 3,1
8 28,4 +0,3 136,9+12,3 73,8+24 2,52 +0,11 15,2+0,5 242+0,4 46,1 £1,2 0,40 + 0,06 31,5+1,1
9 43,2+0,8 170,8 £ 10,5 78,3 +3,7 0,66 + 0,03 13,9+0,9 23,2+1,5 41,4 +31 0,31 £ 0,01 249 +0,7
10 56,7 + 0,9 224,8 £12,6 81,4+1,0 2,26 +0,19 17,8 +0,6 22,8+0,4 402+1,7 0,19+ 0,05 35,4+29
11 66,9 +4,4 167,5+£8,5 97,1 +6,9 1,75+ 0,11 13,8+0,9 24,4 +1,0 41,1+15 0,07 £ 0,01 37,2+3,7
12 121,3 £ 5,1 163,7 £0,1 132,6 +1,4 0,84 + 0,04 13,9+0,6 22,2+0,8 46,0+1,9 0,13 +£0,02 49,9 +47
13 30,4 +1,6 147,0+7,3 71,5+1,6 1,02 £ 0,05 18,3+1,3 21,9+0,5 43,0+1,3 0,15+ 0,01 39,9+1,1
14 88,8+5,9 220,8+11,6 100,5+7,1 2,46 £ 0,03 12,9+0,7 21,5+0,8 50,3 £22,2 0,13 +0,03 91,1 £13,1
15 131,2+8,6 150,9 + 8,3 130,2+0,8 1,58 £0,09 15,1 £0,7 20,9+0,7 45,4 + 3,7 0,09 + 0,01 419+27
16 64,9 +£0,7 128,3+12,8 955+7,2 0,93+0,13 148+2,0 239+22 48,6 £ 4,6 0,52 £ 0,07 31,1+0,6
17 46,0 + 2,357 178,5+10,8 77,5+6,5 0,85 + 0,02 16,6 £0,4 21,7+0,6 40,1+0,9 0,10 + 0,01 419+27
18 26,2 £ 0,379 266,56 +17,7 59,8 £2,6 1,16 £ 0,06 20,6 £1,1 24,1 +0,7 42,0+2,0 0,09 + 0,01 446+29
19 39,9 + 4,037 155,0 £ 12,5 80,6 +5,4 1,19 £ 0,05 18,6 £1,2 28,420 47,8 +53 0,24 + 0,04 25,4+1,0
20 19,5 £ 0,909 123,0 £ 4,5 62,0 + 3,5 1,48 £0,12 12,3+0,3 249+0,8 459+1,4 0,43 £ 0,03 40,0+ 3,4
21 98,5 + 2,740 198,1 £13,3 116,1 £16,9 1,14 +£0,05 12,3+1,0 23,4 +1,2 37,6 0,8 0,24 £ 0,04 37,7128
22 46,3 £ 4,151 217,7+7,0 81,4+74 0,56 + 0,02 21,1+0,3 24,8+0,9 43,8 +2,3 0,07 + 0,01 34,4+27
23 54,3 + 4,560 220,7 +24 1 93,8 £ 5,1 1,44 +0,09 20,4 +1,5 27,8+15 50,5+ 0,2 0,06 + 0,01 38,5+2,6

Na < 2,193 mg/kg



Avaliando a Tabela 12, constatamos a presenca de elementos comumente

encontrados em alimentos, como ferro, cobre, zinco e bario.

Nao foi possivel quantificar sédio nas amostras uma vez que o método foi
desenvolvido esperando altas concentrac¢des (usando a diluicao por aerossol - HMI)
e as amostras ficaram abaixo do MLOQ, provando que a concentracao de Na deve
ser baixa. Essa informacao esta de acordo com a busca feita depois em embalagens
comerciais de sementes de urucum, que informam que nao ha sédio (0 mg) em seus

pacotes de 100g de sementes de urucum.

4.5 Conclusao

Um método de preparo de amostra para sementes de urucum baseado em
digestdo acida assistida por microondas foi apresentado. Foi possivel quantificar Cr,
Cd, Pb, Se, Al, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Mo e Ba pelo método ICP-MS sem diluicao por
aerossol enquanto Ca, Fe, Mg e K utilizaram o método ICP-MS com diluicao por
aerossol. As analises com e sem diluicdo por aerossol sdo feitas de forma
simultanea pelo instrumento e por isso 0 método apresentou rapidez para identificar
e quantificar um grande numero de elementos quimicos.

A concentracao de Se em sementes de urucum é de 100 a 1000 vezes menor
que em castanhas-do-para e as concentragdes de Cd e Pb estdo de acordo com a
legislagcao vigente no pais.

N&o foi possivel quantificar as amostras para Be, Na, V, As, Sb, Hg, Tl e U,
uma vez que suas concentracbes ficaram abaixo dos MLOQs que foram
apresentados durante a validacdo da metodologia.

Duas amostras de referéncia foram utilizadas durante a validacdo do metodo
e apresentaram recuperacodes satisfatérias de 80 - 120% para todos os elementos.

A quantificacao apresentada pode ser utilizada para encontrar a quantidade
maxima permitida de ingestao de sementes de urucum, considerando elementos
toxicos e/ou orientar produtores sobre boas praticas no que diz respeito ao uso de
fertilizantes, pesticidas e condicées de transporte e armazenamento das sementes

de urucum.
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5.1 Conclusoes Gerais

Uma caracterizagéo para sementes de urucum foi apresentada neste trabalho.
Primeiramente através do estudo da composi¢cao da semente que apresentou, na
média, 12,24% de pb6 vermelho na sua constituigao.

Depois, um método rapido para detecgdo e quantificacdo de bixina por

LC-DAD foi desenvolvido. O método permitiu quantificar amostras de 23 produtores
diferentes da regido de Monte Castelo/SP, apresentando concentragdo média de
bixina de 17,03 mg/g, valor que esta dentro da faixa de concentracéo ja citada por
outros autores. Ao mesmo tempo, sabe-se que esse valor pode variar para amostras
cultivadas em outro solo ou locais de diferente temperatura e iluminacéo.

Com uso do LC-MS foi desenvolvido um método por ESI utilizando a mesma
coluna cromatografica que no método por LC-DAD. As analises por LC-MS
permitiram realizar a identificagdo da bixina uma vez que obteve-se a massa exata
através do Q-TOF, um analisador que fornece resultados de alta exatiddo, e
também a identificacdo dos principais fragmentos da bixina, utilizando o modo
tandem MS/MS. Ainda, com uma curva analitica foi possivel quantificar bixina em
algumas amostras, para efeitos comparativos, e foi comprovado resultados muito
similares (5% de diferenca) entre as técnicas LC-DAD e LC-MS. Por isso, pode-se
utilizar uma das técnicas para confirmacao dos resultados gerados na outra.

Com o auxilio do GC-MS foi possivel avaliar o perfil de acidos graxos,
tocoferdis e fitoesterdis em 6leo das sementes de urucum. Essas classes de
compostos sdo extremamente importantes devido a sua aplicacdo na industria de
alimentos e na saude humana. Apesar da similaridade das amostras (mesma
regido, temperatura e data de coleta) algumas se destacaram com alto teor de
tocoferdis e fitoesterdis em comparacao as demais — fator que pode ser atribuido a
uma pratica especial de cada produtor como a arvore ou ao solo da sua producéo.
Também alguns testes para melhorar o preparo de amostra foram avaliados
entretanto ndo conseguiram desempenho similar no nimero de compostos
extraidos nem na intensidade dos ions em relagdo ao método convencional e por
isso ndo foram aplicados para analise em todas as amostras.

Por fim, elementos presentes em alta e baixa concentracdo podem ser

determinados simultaneamente nas sementes de urucum por ICP-MS utilizando um
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Unico método, apds uma digestao acida assistida por microondas. Os elementos de
maior concentracao foram K, Ca e Mg (macroelementos); de menor concentracao
foram Al, Ba, Mo, Cu, Co, Fe, Mn, Ni e Zn (microelementos) e, por fim, Cr, Cd, Se e
Pb em niveis trago. Neste método Na, U, Hg, V, Be, As, Sb e Tl ndo puderam ser
quantificados uma vez que ficaram abaixo do limite de quantificacdo do método.
Dessa forma, as abordagens aqui descritas permitem uma caracterizacao
abrangente das sementes de urucum em relagc&o aos seus compostos de interesse,
podendo ser posteriormente aplicada em um estudo mais abrangente através da
coleta de amostras de diferentes regides do Brasil ou ainda de diferentes paises.
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