Determinacgéo de tocotriendis em produtos do urucum

1 Objetivo

Determinar o teor Tocotrienois em sementes e produtos de urucum.

1.1 Principio do método

O método baseia-se na diluicdo da amostra em n-hexano, deteccdo e quantificacdo com uso de HPLC-
Detetor de fluorescéncia.

2 Aplicacao

Aplica-se a amostras de sementes e produtos de urucum.

3 Meétodo

3.1 Padrao e material de referéncia

Tocotrienois (isolados de éleo de palma, em laboratério):

DL-a-tocotrienol

DL-B-tocotrienol

DL-y-tocotrienol

DL-d-tocotrienol

Isolamento dos tocotriendis: realizar vérias injecdes do 6leo de palma dissolvido em n-hexano e
fitrado em membrana de 0,45um nas condi¢cdes descritas nos itens 4.3 e 4.5, coletar as fragcbes de
cada isoforma em frasco separados, secar o solvente sob fluxo de nitrogénio e dissolver o residuo em
volume conhecido de n-hexano. Secar aliquota de cada isoforma sob fluxo de nitrogénio, dissolver o
residuo em etanol 95% e homogeneizar, por cerca de um minuto, em agitador de tubos. Realizar
leitura em espectrofotdmetro (as absorbéncias devem ficar entre 0,3 e 0,7) e determinar a
concentracdo do isbmero como descrito no item 4.7.1.1. Preparar uma solucdo de trabalho com as
guatros formas de tocotriendis com concentragdes por mL de solucdo proximas a 1,2 pg para o-
tocotrienol, 2,4 ng para p tocotrienol, 2,1 ug para y-tocotrienol e 2,0 ug para dé-tocotrienol. A partir da
solucdo com as quatro formas de tocotriendis, retirar aliquota de 0,55 mL e diluir para 5 mL com n-
hexano para injetar no HPLC. A preparacéo da solucao para injecdo no HPLC deve ser diaria. A cada
15 dias, injetar o padrao no HPLC com uso do detector de UV para verificar possivel degradacao e a
injecdo deve ocorrer na mesma condicdo de analise quantitativa, com troca apenas do detector, e uso
de comprimento de onda de 292 nm.

3.2 Equipamentos

Balanca analitica

Espectrofotébmetro UV-VIS

Pipetas volumétricas

Agitador de tubos

Banho com ultrassom

Bomba de vacuo

Tocotriendis — HPLC acoplado ao detector de fluorescéncia com comprimentos de onda de excitacao
de 294 nm e emissédo de 326 nm; coluna de silica com dimens&es de 250x4 mm, 5 um

Tocotrienois, andlise preparativa para isolamento dos tocotrienois — HPLC acoplado ao detector de UV
com monitoramento no comprimento de onda de 292 nm e coluna de silica com dimens@es de 250x4
mm, 5 pm.

3.3 Materiais

Espatula



Pipeta de pasteur

Bal&do volumétrico de 1000, 50, 25, 10 mL

Sistema de filtragdo para fase movel munido com kitassato de 2000 mL, e porta membrana de 47 mm
de didmetro

Sistema de filtracao para amostra munido de seringa de 5 mL, e porta filtro para membrana de 13 mm
de didmetro

Tubo de ensaio de 5 mL com tampa e boa vedagéo

Membrana de celulose regenerada com poro de 0,45 um, com diametro de 13 e 47 mm

Cubetas de quartzo

3.4 Solucdes e reagentes

n-hexano para cromatografia

Acetato de etila para cromatografia

Acido acético p.a.

BHT (butilhidroxitolueno)

Fase moével analitica para tocotrienois - n-hexano:acetato de etila:acido acético (97,6:1,8:0,6, v/viv).
Em baldo volumétrico de 1000 mL colocar 18 mL de acetato de etila, 6 mL de &cido acético glacial e
completar o volume com n-hexano. Filtrar em membrana de celulose regenerada com poro de 0,45 um
e didmetro de 47 mm, retirar os gases dissolvidos com uso de banho com ultrassom e bomba de
vacuo por 5 minutos. Utilizar vaz&o de 1,5 mL por minuto.

Fase movel preparativa para isolamento dos tocotriendis — n-hexano:acetato de etila:acido acético
(97,3:1,8:0,9, v/viv). Em baldo volumétrico de 1000 mL colocar 18 mL de acetato de etila, 9 mL de
acido acético glacial e completar o volume com n-hexano. Filtrar em membrana de celulose
regenerada com poro de 0,45 um e didmetro de 47 mm, retirar os gases dissolvidos com uso de
banho com ultrassom e bomba de vacuo por 5 minutos. Utilizar vazéo de 1,5 mL por minuto.

4 Procedimento

4.1 Fracao insaponificavel do 6leo de urucum

Pesar entre 0,02 e 0,07 g de amostra em baldo volumétrico de 10 mL, completar o volume com n-
hexano.

Homogeneizar em agitador de tubos por um minuto.

Filtrar a amostra em membrana de celulose regenerada com poro de 0,45 um e didmetro de 13 mm,
recolher a amostra em tubo de ensaio com cerca de 5 mL com boa vedagéo.

Injetar no HPLC.

Fazer diluicdes necessarias para os isdmeros ficarem com areas préximas ao do padrao.

4.2 Sementes de urucum

Pesar quantidade conveniente de amostra em baldo de 250 mL com boca esmerilhada; adicionar 0,50
g de acido ascorbico, 50 mL de etanol 95% e 20 mL da solucéo de hidréxido de potassio 50%;

Colocar as amostras em banho-maria entre 80°C - 90°C, acoplados a condensadores e deixar
saponificar por aproximadamente 30 minutos, com injecdo de nitrogénio na amostra;

Lavar os condensadores com 20 mL de etanol 95%;
Esfriar em banho-matria;

Transferir o extato para funil de separacao com auxilio de 4gua, adicionar 120 mL de éter etilico, agitar
por aproximadamente 2 minutos;

Aguardar separar as fases, retirar a amostra para nova extracao e colocar o éter etilico em um
erlenmeyer;

Repetir o processo de extracdo com 120 mL de éter etilico;
Juntar as fracdes de éter etilico;
Lavar a fracdo de éter etilico com:



- 100 mL da solucao de cloreto de sédio 10%;
- agua destilada;

- 100 mL da solucéo de etanol 10%;

- agua destilada.

e Lavar com agua destilada até pH neutro, testar a agua de lavagem com solucdo de fenolftaleina 1%.

e Passar o extrato por sulfato de sédio anidro e recolher em baldo de 250 mL com boca esmerilhada,
adicionar um pequeno cristal de BHT. Lavar bem o sulfato com éter etilico.

e Concentrar 0 extrato em evaporador rotatério com temperatura maxima de 40°C, néo deixar secar, ou

sob fluxo de nitrogénio em banho-maria a 40°C.

e Transferir o extrato para tubo, lavar bem o baldo com éter etilico, e evaporar o solvente até secura sob

fluxo de N,.

e Retomar a amostra em 4 mL de n-hexano ou volume adequado e homogeneizar por aproximadamente

1 minuto no agitador de tubos.

e Filtrar a amostra em membrana com poro de 0,45 um e didmetro de 13 mm, recolher a amostra em

tubo de ensaio com cerca de 5 mL e com boa vedacéo.
e Injetar no HPLC.

4.3 Correcao da concentracdo das isoformas de tocotrienol

Leituras em Etanol 95%:

1%

Analito A maximo (nm) E
lcm
a-tocotrienol 292 86,0"
B-tocotrienol 296 86,2°
y-tocotrienol 297 91,0°
5-tocotrienol 297 85,8°

5 Célculos e expressao dos resultados

5.1 Calculos

Concentracao de cada isoforma do tocotrienol (mg/100g) =
onde:

Cp = Concentracéo do padréo (injetado)

Aa = Area da amostra (cromatografia)

Ap = Area do padréo analitico (cromatografia)
mi = massa de amostra injetada

5.2 Expressao dos resultados

CpxAax 100

Ap x mi

Expressar o resultado como mg de cada isoforma de tocotrienol por 100 g ou 100 mL de amostra.
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