Anélise de geranilgeraniol em sementes e produtos do urucum.

1 Objetivo
Determinar o teor de geranilgeraniol em sementes e produtos de urucum.

1.1 Principio do método

O método baseia-se na extracao do geranigeraniol com n-hexano, transferéncia para a
fase movel, deteccéo e quantificacdo por HPLC com detector de arranjo de diodos.

2 Aplicacao
Aplica-se a produtos de urucum.
3 Método

3.1 Padréo analitico
e Geranilgeraniol, minimo 85%.

e Preparo do padréo analitico: Diluir uma ampola com 100 mg de geranilgeraniol
para 50 mL com metanol. Homogeneizar bem. Transferir o padréo para frasco
ambar com boa vedacgédo. Transferir aliquota 0,5 mL para baldo volumétrico de
50 mL (solugéo de trabalho).

3.2 Equipamentos

e Balanca analitica

¢ Banho com ultrassom

e Pipetas volumétricas

e Bomba de vacuo

¢ Banho Maria

e Agitador de tubos

e HPLC acoplado ao detector de conjunto de diodos com monitoragdo a 210 nm,
coluna de fase reversa C18 com dimensfes de 250 x 4 mm, 5 um

3.3 Materiais

e Baldo volumétrico de 1000, 100, 50, 25, 10 mL
e Pipeta de pasteur

e Espatulas

e Béquer

e Espatulas

e Provetas de 50 e 100 mL

e Funil de separacéo de 250 e 500 mL

e Funil

e Baldo volumétrico de 1000, 50, 25, 10 mL

e Tubos com tampa com volume entre 20-25 mL e 70 mL
e Filme plastico.



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

Sistema de filtracdo para amostra munido de seringa de 5 mL e porta filtro para
membrana de 13 mm de diametro

Tubos de ensaio com cerca de 5 mL com tampa e boa vedacao

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

3.4 Solucdes e reagentes

Metanol para cromatografia
n-hexano para cromatografia
Acetato de amdnio p.a.

Solugéo de acetato de am6énio 50 mM. Pesar 0,38 g de acetato de amonio e diluir
para 100 mL com agua deionizada.

BHT (butilhidroxitolueno)
Eter etilico p.a.

Solugéo aquosa de hidréxido de potassio 50% (m/v). Pesar 50,0 g de hidroxido de
potassio, transferir para baldo de 100 mL e completar o volume com agua
destilada.

Solug&o aquosa de cloreto de so6dio 10% (m/v). Pesar 100 g de cloreto de sédio,
transferir para baldo volumétrico de 1000 mL e completar o volume com éagua
destilada.

Solugéo aquosa etandlica 10% (v/v). Diluir 100 mL de etanol absoluto para 1000
mL com agua destilada.

Solugéo etandlica de fenolftaleina 1% (m/v). Pesar 1,0 g de fenolftaleina e diluir
para 100 mL com etanol 95%.

Solugéo etandlica de pirogalol 0,05% (m/v). Pesar cerca de 0,125 g de pirogalol e
diluir para 250 mL com etanol 95% em baldo volumétrico.

Solugdo extratora composta de éter etilico : éter de petréleo : acetato de etila
[60:30:5 (v/v/v)]. Misturar 630 mL de éter de etilico, 315 mL de éter de petréleo e
50 mL de acetato de etila.

Fase movel: metanol:acetato de aménio 50 mM (90:10, v/v). Transferir 100 mL de
solucdo de acetato de amonio 50 mM para baldo volumétrico de 1000 mL e
completar o volume com metanol para cromatografia. Filtrar em membrana de
celulose regenerada com poro de 0,45 um e diametro de 47 mm, retirar os gases
dissolvidos com uso de banho ultrassom e bomba de vacuo por 15 minutos. Utilizar
vazao de 1,0 mL por minuto.

4 Execucao do ensaio

4.1 Amostra da fracdo insaponificavel da extracdo de corante de urucum.

Pesar ou pipetar entre 0,1g e 5g de amostra em béquer de 50 mL (a tomada de
amostra depende da concentracdo esperada de geranilgeraniol)

Adicionar 25 mL de n-hexano.

Cobrir com filme plastico.

Colocar em banho com ultrassom por 10 minutos.

Filtrar em membrana de celulose regenerada de 0,45 um.

Secar aliquota sob fluxo de nitrogénio e diluir na fase movel.

Injetar no HPLC.



4.2 Sementes de urucum

Pesar entre 2g + 1g de sementes em tubo com capacidade para cerca de 70 mL

Adicionar 20 mL de solucdo de etandlica de pirogalol e 10 mL de solu¢do de KOH
50%. Agitar no agitador de tubos ap6s cada adicao.

Colocar as amostras em banho-maria entre 80°C - 90 °C e deixar saponificar por
aproximadamente 30 minutos.

Esfriar em banho-maria.

Adicionar 20 mL de solugao extratora e levar ao banho com ultrassom por cerca de
2 (dois) minutos.

Transferir a amostra para funil de separacao, aguardar separar as fases, retirar a
amostra para nova extracao e colocar o solvente no erlenmeyer de 125 mL.

Repetir o processo de extragcdo com 20 mL de solucdo extratora por mais 3 (trés)
vezes, como descrito acima.

Juntar as fragGes de solvente.
Lavar bem o erlenmeyer com a solugéo extratora e recolher no funil de separacéo.

Lavar a solucdo no funil de separacdo por 3 (trés) vezes com 50ml de &agua
destilada.

Lavar a solug&o no funil de separag¢éo com:

— 50 mL da solugéo de cloreto de sodio 10%;
— 2 (duas) vezes com 50ml de 4gua destilada;
— 50 mL da solugéo de etanol 10%;

— 50 mL de agua destilada.

Continuar a lavagem com &agua destilada até pH neutro, testar a 4gua de lavagem
com solucéo de fenolftaleina.

Apds a amostra atingir pH neutro, retirar toda a 4gua e recolher a amostra em tubo
com cerca de 70 mL. Adicionar um pequeno cristal de BHT na amostra.

Colocar o tubo com a amostra em béguer com agua com cerca de 40 °C.
Concentrar a amostra sob fluxo de nitrogénio até secar.

Suspender a amostra em 4 mL de n-hexano e homogeneizar por aproximadamente
1 (um) minuto no agitador de tubos.

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 vedacao.
Injetar no HPLC

4.3 Curva analitica

A partir da solucdo de trabalho do padrdo de geranilgeranio (100mg/50mL —
0,5mL:50mL), retirar aliquotas de 0,3; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5mL, transferir para
tubos, secar sob fluxo de nitrogénio e diluir na fase mével.

Agitar no agitador de tubos por um minuto.

Filtrar em membrana de PTFE ou equivalente e recolher em tubo de ensaio.
Injetar no HPLC.

Tragar a curva de area x concentracdo e determinar a equacao da reta.



5 Calculos e expressao dos resultados

5.1 Calculos

CpxAax100
Ap x mi

Concentracao de geranilgeraniol (mg/100g) =

onde:

Cp = Concentracao do padrao (injetado)

Aa = Area da amostra (cromatografia)

Ap = Area do padr&o analitico (cromatografia)
mi = massa de amostra injetada

5.2 Expressao dos resultados

Expressar o resultado como mg ou g geranilgeraniol por 100 g ou 100 mL de amostra.
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