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RESUMO

PACHECO, SidneyMelhoria e implantacao de metodologias de analiseedalimentos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.Seropédica: UFRRJ, 2014. 147p. (Tese, Doutorado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Ciéncia ddisméntos). Instituto de Tecnologia,
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnolegidiohentos, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

A cromatografia liquida foi inventada ha mais d® Bbos e, apesar de ter passado por um
periodo de dorméncia, acabou por se tornar a pehérramenta analitica da atualidade. A
evolucao da parte instrumental e da tecnologia pgoo de fases estacionarias vem
multiplicando ainda mais as aplicacdes da téchigdodos analiticos cada vez mais sensiveis
e rapidos sdo a principal demanda aos analistasiéaia de alimentos ndo poderia ser
diferente, a cromatografia liquida é a base aoalipara centenas de metodologias, como a
andlise de aminoécidos, carotenoides, flavonoidesfaminantes entre outras. Uma das
maiores dificuldades para os analistas que fazemndesta ferramenta é a obtencdo de
padrdes de qualidade, muitas substancias em algasss sequer estdo disponiveis
comercialmente ou ndo sdo estaveis o suficienta panazenamento. O objetivo deste
trabalho é implantar e aperfeicoar métodos cromatiogs para a analise de substancias de
interesse para a ciéncia de alimentos em matritb@erdicias. Além disso, desenvolver
metodologia cromatografica para a purificacdo destéstancias para posterior utilizacédo
como padrdes analiticos:oram obtidas diversas substancias puras a patimaditrizes
naturais, como carotenoides, flavonoides e vitamimadas com pureza acima de 90% e em
guantidades suficientes para a sua caracterizaq#tdizacdo como padrbes analiticos. A
utilizacdo da prépria cromatografia liquida em &scanalitica se mostrou eficiente na
obtencdo destas substancias em quantidades stdtidroram implantados e melhorados
métodos cromatograficos para a determinacdo de odcidos, com aplicacdes para a
guantificacdo da qualidade proteica de aliment@sagem de colageno em carnes e a
guantificacdo de contaminantes como a histaminamétodo para analise de isoflavonas em
soja e seus derivados também foi implantado e eipeddo, uma aplicacdo do método foi
demonstrada para a detec¢do de fraude em carnexligdo de proteina vegetal. Diversos
carotenoides foram isolados, mesmo os carotenaideeritarios, o que contribui para a
correta avaliagdo da capacidade pro-vitaminica A addmentos. Cinco novas fontes de
carotenoides de grande interesse para a saude auoram descobertas e quantificadas.
Diversas metodologias, que representam um grandleneode rotina analitica, foram
aperfeicoadas com os principais objetivos de redisztempos de analise, o0 uso de reagentes
e, consequentemente, o impacto ambiental, atravésedor geracao de residuos. O tempo de
corrida do método cromatogréfico de determinacadigima e norbixina foi reduzido em
55%, do método de isoflavonas foi reduzido em 7386 enétodo de metilxantinas em 67%
em relacdo aos métodos até entdo utilizados pdloratrio de Cromatografia Liquida da
Embrapa Agroindustria de Alimentos, o que trouxange ganho de tempo, sensibilidade e
menor geracao de residuos.

Palavras-chave: Cromatografia liquida; Padrdo cromatografico;, As#lde alimentos;
Carotenoides; Flavonoides; Aminoacidos; Xantinas.



ABSTRACT

PACHECO, Sidneylmprovement and implementation of analytical method for food
analysis by high performance liquid chromatography.Seropédica: UFRRJ, 2014. 147p.
(Thesis, Doctor of Science and Food Technology,dFSoience). Institute of Technology,
Postgraduation Program in Science and Food Tecyokederal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Liquid chromatography was invented more than 108ryego, and despite having gone
through a period of dormancy, eventually becamentiagn analytical tool nowadays. The
evolution of the instrumental and the preparatibistationary phases technology multiplies
further applications of the technique. More sewmsitand rapid analytical methods are the
main demand to analysts. In the food science coolde different, liquid chromatography is
the analytical basis for hundreds of methods, agfanalysis of amino acids, carotenoids,
flavonoids, and contaminants. A major difficultyr fanalysts to use this tool is to obtain
quality standards, many substances in some casevan commercially available or are not
stable enough for storage. The objective of thisrtkwwas to develop and optimize
chromatographic methods for analysis of substantésterest to the food science. Also, to
develop chromatographic method for purifying thesdstances for subsequent use as
analytical standards. Several pure substances e®egned from natural matrices, such as
carotenoids, flavonoids and vitamins. All with pguriabove 90% and sufficient for their
characterization and use as analytical standartie. dse of liquid chromatography in
analytical scale proved effective in obtaining midint quantities of these substances. It was
implanted and improved chromatographic methodshierdetermination of amino acids, with
applications for quantifying the quality of the tbprotein, measurement of collagen in meat
and quantification of contaminants such as histamfmethod for analysis of isoflavones in
soybean and its products had also been implememtddoptimized; the application of the
method was demonstrated for the detection of fiautheat by the addition of vegetable
protein. Various carotenoids were isolated, evemonitly carotenoids, which contribute to the
correct evaluation of pro-vitamin A food capaciBive new sources of carotenoids of great
interest to human health have been discovered aadtifjed. Several methodologies, which
represent a large volume of analytical routine,evenproved with the main objective to
reduce the analysis time, the use of reagents encehthe environmental impact through less
waste generation. The run time of chromatographiethod of bixin and norbixin
determination was reduced by 55%, the method dfasones was reduced by 73% and 67%
for methylxanthines method. Considering all methposviously used at the Embrapa Food
Technology Liquid Chromatography Laboratory, thepiovements brought great gain of
time, sensitivity and less waste.

Key words: Liquid chromatography; chromatographi¢an@ard; Analysis of food;
Carotenoids, Flavonoids, Amino Acids; Xanthines.



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

AccQ.Tag— Nome comercial d&it de derivatizac&o para aminodcidos fornecido peite¥d.
ALA — Aminoacido alanina.

AOAC - Associacdo norte americana que publica métodiméaie para analises quimicas e
microbioldgicas (AOAQnternationa).

AQC - Derivatizante para aminoacidos: 6-aminoquinaditsmidilcarbamato.
ARG — Aminoéacido arginina.

ASP — Aminoacido acido aspartico.

ATP — Adenosina trifosfato.

BHT — Antioxidante diterc-butil metil fenol.

C,5— Fase estacionaria reversa octadecilsilano.

Cso— Fase estacionaria com estrutura alifatica deaBonos ligada ao grupamento silanol.
C; — Fase estacionaria reversa octilsilano.

CG - Cromatografia gasosa.

CIAT - Centro Internacional de Agricultura Tropical@alémbia.

CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

CLUE - Cromatografia liquida de ultra eficiéncia.

CYS — Aminoacido cisteina.

DAD — Detector de arranjo de diodos.

FMOC-CI - Derivatizante para aminoacidos: 9-fluorenilmetdroformato.
GLP — Gas liquefeito de petréleo.

GLU — Aminoécido &cido glutamico.

GLY — Aminoécido glicina.

H,PO, — Acido fosfarico.

HBr — Acido bromidrico.

HCI — Acido cloridrico.

HIS — Aminoécido histidina.

ILE — Aminoécido isoleucina.

LEU — Aminoacido leucina.

LYS — Amino&cido lisina.

M — Unidade de concentracdo molar.

MET — Aminoéacido metionina.

mL - Unidade de volume: mililitro (I8.).

mL/h — Unidade de fluxo: mililitros por hora.

mL/min — Unidade de fluxo: mililitros por minuto.

N, — G&s nitrogénio.

NaOH — Hidroxido de sadio.

NH3; — Amonia.

NHS —Produto da hidrélise do AQC.

OPA - Derivatizante para aminoacidos: ortoftaldeido.

PA — Grau de pureza de produtos quimicos: para analis

PHE — Aminoacido fenilalanina.

PITC — Derivatizante para aminoacidos: fenilisotioctana

PRO — Aminoacido prolina.

PSI— Unidade de presséo libra for¢a por polegada qdadr

SER - Aminoacido serina.

SIFA - Derivatizante para aminoacidos: O-acetato-Nexituccimidil-fluoreseina.
THR — Amino4cido treonina.

TOF - Detector de massas de tempo de voo.

tr — Tempo de retencéo.

TYR — Aminoacido tirosina.

uL — Unidade de volume: microlitro (£0).

pum — Unidade de comprimento: micrometros {f).

VAL — Aminoacido valina.
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1. INTRODUCAO

A cromatografia é essencialmente uma técnica pleraedo de substancias, por muito
tempo apos a sua criacdo sofreu com o descréejopslo preconceito devido a simplicidade
de sua fundamentacao, ou ainda pela ndo aceitagité, oposicdo, por parte de renomados
cientistas. Apos longos anos de estagnacdo, a towgrafia ressurgiu e apresentou um
crescimento exponencial de sua aplicacao, fatogjdumciado pelo seu inventor na ocasido da
criacdo, e que |Ihe fez chegar a ser atualmentmeigal técnica analitica aplicada a inimeras
areas da ciéncia.

A instrumentacao desenvolvida para a cromatogftfiada, inicialmente concebida
pelos proprios usuarios da técnica, cresceu tanmdeérmaneira muito rapida. Atualmente
existem inumeros fabricantes de sistemas cromdiogsaque estdo espalhados por todo o
mundo. A competicdo comercial mantém a evolucanidac o que levou as empresas ao
desenvolvimento de sistemas que atualmente traba#ima escala de ultra-eficiéncia e até
nano-cromatografia. Do mesmo modo, a evolucédoréaeao de novos sistemas de deteccéo
multiplicaram ainda mais a gama de aplicag0es tavaai

No entanto, esta assombrosa evolucdo dos equipasnetesenvolvidos e a
multiplicacdo de metodologias e aplicacbes nosetraza necessidade do resgate da
cromatografia como técnica de separacao e purdicalp substancias, e ndo apenas a sua
utilizacdo como técnica analitica qualitativa ergifativa.

Em relacdo as substancias estudadas, muitas sfimda@esconhecidas e ndo estédo
comercialmente disponiveis, bem como podem seaviest e de dificil obtencado. Isto nos
leva a mais uma dificuldade analitica, a obtenc@gadrdes confiaveis. O resgate desta
caracteristica da cromatografia liquida vem trazea solucdo para esta questdo, o preparo
dos padrdes analiticos pelos proprios analistas.

Assim como em inumeras areas da atividade humamaiéncia e tecnologia de
alimentos a cromatografia liquida se faz impredeeld As mais antigas questdes, como o
sequenciamento de proteinas e enzimas, a anali@®ndgostos bioativos, o controle de
gualidade e a deteccéo de adulteracdes e frawes)a cromatografia liquida a sua maior e
mais versatil ferramenta.

Uma nova demanda ha pouco tempo chegou a ardacana busca por metodologias
mais rapidas e sensiveis, a0 mesmo tempo em quesragressivas ao ambiente. O foco dos
métodos analiticos passou a contemplar os meiosbtlencdo dos resultados, surgem
conceitos como o0 da quimica verde. Esta nova quektde sempre ser debatida e estar na
mente dos quimicos analiticos, porém, ainda exigta resisténcia natural em se aceitar
novas metodologias analiticas. Prova disto é atatatsio da demora nas atualizacdes das
metodologias oficiais, que continuam a referenatodos obsoletos, menos eficientes e
baseados em principios ha muito superados.

Este trabalho condensa parte do empenho de umatdbio de cromatografia e sua
equipe, o Laboratério de Cromatografia Liquida dabEapa Agroindustria de Alimentos, em
atender as demandas de varios projetos de peshaimazomo de seus proprios projetos. Ao
atender tais demandas, dentro das condi¢cfes ext@lasl pela nossa estrutura fisica,



equipamentos e pessoal, muitas parcerias forarnedstédas, métodos foram desenvolvidos,
melhorados e aplicados.

O objetivo geral deste trabalho é:

» Melhorar e implantar metodologias analiticas viar@atografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), para a andlise de substanciagrdade interesse para a ciéncia e a
industria de alimentos.

Os objetivos especificos séo:

» Através da cromatografia liquida de alta eficiénmbter padrdes analiticos com
pureza superior a 90% de carotenoides, flavon@desinol.

» Melhorar os métodos analiticos de determinacdo rdacécidos, isoflavonas e
carotenoides, visando melhor resolucao, reducdempo de analise, gasto menor de
solventes e geracdo de menor volume de residums.id3a, serdo avaliadas colunas
com tamanho de particulas inferiores a 3um e su@abpidade em sistemas
cromatograficos de alta eficiéncia.

» Avaliar a aplicacdo do método de derivatizacdo goténa para determinacdo de
aminoéacidos na determinacdo de outros compostogitdeesse, como alcoois e
coladgeno, indiretamente através da analise do a@titho hidroxiprolina.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historia da cromatografia liquida

2.1.1 Primeiros relatos de fendmenos relacionadosceomatografia

E senso comum entre os historiadores da ciéndijtar o mérito da invencéo da
cromatografia ao botanico russo Tswett, tendo coracco um relatério publicado em 1903.
No entanto, sdo muitos os registros de fenbmenasioaados a cromatografia anteriores a
Tswett. Provavelmente, a primeira observacdo dieagéo destes fenbmenos seja um relato
do historiador romano Caio Plinio Segundo (23-7®)ano de 77 da nossa era. Conhecido
como Plinio, o Velho, era um militar romano natistal que devido a sua dedicagédo ao
entendimento dos fenbmenos naturais, acabou falecgnando atingido pela emisséo de
gases toxicos ao tentar observar a erupcao dooMedlvio em Pompéia no ano 79.

Entre os anos de 77 e 79, Plinio publicou em latima grande obra chamada Historia
Natural (‘Naturalis Historid), trata-se de uma grande enciclopédia que na doatual
consiste em trinta e sete livros. No capitulo 268id® de nimero 34, Plinio descreve um
método para verificar a autenticidade \digris, um sal fabricado através da reacdo de
cobre metélico com &cido acético que desde a adide tem sido usado como fungicida e
pigmento verde. Na época, uma fraude comum eraic@adle p6 de marmore verde ao
verdigris para aumentar o seu rendimento. Plinio descret@ em método onde aplicava o
produto em folhas de papiro embebidas com um extregetal, no caso de autenticidade, o
papiro tornava-se imediatamente negmRSEUSDIGITAL-LIBRARY, 2012).

Outro relato de um fenbmeno cromatografico apale@® anos depois de Plinio, o
autor € Jons Jacob Berzelius (1779-1848). Berzdiuwmais conhecido como um dos
fundadores da quimica moderna, descobriu, isoloeterminou o0 peso atdmico de varios
elementos quimicos. Berzelius formou-se em mediemal800, quando publicou um estudo
sobre a composicao salina das aguaspadledevi na Suécia, famoso por suas aguas e lamas
medicinais e que se encontra em funcionamento satdias de hoje. Berzelius seguiu sua
carreira cientifica com o estudo e preparo de aguasrais artificiais, muito utilizadas na
época para tratamento de inUmeras enfermidadesi(DLOGY, 2004). Em seus estudos com
agua, Berzelius observa e descreve o fendmenostiairtkralizacdo da agua salgada por meio
de filtracdo através de areia.

Em 1844, o fisico e neurofisiologista italiano lBaMatteucci (1811-1868) foi
convidado pelo governo da Toscana para ministrarcureo sobre fendmenos fisicos dos
seres vivos na Universidade de Pisa. Em 1847, Matigublica o livro “palestras sobre os
fenbmenos fisicos de seres vivos”. Em suas obs&egaempiricas, Matteucci reproduz o
experimento de Berzelius, onde agua salgada éfdrareda em “fresca” por meio de
filtracdo. Uma solucdo salina foi filtrada atraves um tubo de 8 metros contendo areia, a
agua que saia do tubo era menos densa que a anseritbpo, no entanto, a diferenca de
densidade ndo era mantida, e, depois de certo teargmucdo de saida tornava-se tdo densa
guanto a de entrada @Wireuccl, 1847). Matteucci buscava explicacdo para a exigéde
fontes de &gua doce a partir de 4gua do mar pdecalaavés do solo. Na mesma publicacao,
Matteucci ainda relata o interessante fenbmenaqaee quando gotas de chocolate ou tinta
caem sobre a roupa ou papel de filtro, formandganto central escuro circundado por uma
zona de liquido claro colorido. O mesmo efeitodbservado quando o sangue extravasa o
tecido celular subcutaneo e o plasma se estendeagamargens separando-se do material
colorido (MATTEUCCI, 1847).



2.1.2 As imagens auto formadas de Runge

Encontra-se na biblioteca Beinecke de livros eusartos raros da Universidade de
Yale, na cidade norte americana New Haven, um lile@rande interesse para a historia da
cromatografia, que provavelmente seja mais cordtulp@r curiosos e pesquisadores da area
artistica. Trata-se de um livro de 43 por 26,5 iceetros composto por colagens de figuras
multicoloridas, incrivelmente bem preservadas itisidas em 32 paginas de cartolina preta.
Cada figura tem aproximadamente 12 por 14 cento®me&r contém um cartdo com
explicagbes de como foram preparadas. O livro tiblipado em aleméo em 1866 e sua capa
(Figura 1B) traz 22 figuras coladas ao redor dddit‘Das Od als Bildungstrieb der Stoffe:
Veranschaulicht in selbststandig gewachsenen Bildéy capa ainda apresenta o autor, F. F.
Runge, e o valor pelo qual era vendido, quatro &h@hoeda de prata usada na Europa na
época) (RUNGE, 1866a; RUNGE, 1866b; BUSSEMAS e EE,TFO04).
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Figura 1 — Capas dos livrosA-“ Der Bildungstrieb der Stoffe veranschaulicht elbstandig

gewachsenen Bildern: (Fortsetzung der Musterbilder-“Das Od als Bildungstrieb der

Stoffe : Veranschaulicht in selbststandig gewacbsdsilderri de F. F. Runge.
Fonte:A — RUNGE, 1855, cap& — RUNGE, 18664, capa.




2.1.2.1 Biografia de Friedlieb Ferdinand Runge

Friedlieb Ferdinand Runge (1795-1867) nasceu diwdsder, suburbio de Hamburgo
na Alemanha. Aos 16 anos se mudou para Libeckdaaraicio ao aprendizado de farmécia
junto a seu tio. Com 22 anos inscreve-se para astuddicina na Universidade de Berlim.
Dois anos depois se mudou para a Universidade dén@m e ap0s um ano para a
Universidade de Jena, onde concluiu seu curso €. o entanto, Runge nunca praticou
medicina, nos ultimos anos do curso se interesstal quimica, em especial ao estudo de
substancias venenosas presentes em plantas. Stadoeg®i com o estudo da atropina,
constituinte da planta belladonau&EMASe ETTRE, 2004).

Em 1819, Runge muda-se para Berlin onde assumecéncdia de quimica na
Universidade. Dentre suas publicacfes estdo estmmosubstancias ativas de plantas, e a ele
€ creditado o isolamento da substancia estimutbmteafé, a cafeina. Em 1922, Runge obtém
o titulo de Doutor em Quimica pela UniversidadeBaglim com estudo sobre o corante
indigo.

Em 1823 Runge muda-se para Breslau, atualmendmiBpk associa-se como docente
na Universidade local. Apds alguns meses ele emtls@rcuma viagem de mais de dois anos
para visitar laboratorios e estudar plantas indhiste instalacées pela Suica, Franca, Holanda
e Inglaterra acompanhando o filho de Carl Milde, nico empresario de Breslau. Em 1826,
Runge retorna a Breslau e se junta a fabrica @atMilde (BiSSEMASe ETTRE, 2004).

Paralelamente ao trabalho com corantes téxteisgé&rgontinua a lecionar quimica
técnica na Universidade e dedica-se a escreveslie quimica. Sua intencdo era popularizar
a quimica, ensinando a todos, prova de seu suséssas tiragens de até 15.000 copias de
seus livros, nimero enorme para a épocs$BmASe ErTRE, 2004).

Em 1832, Runge deixa Breslau para trabalhar nactalguimica do Dr. Hempel em
Oranienburg como diretor técnico, onde permanessocédo por 20 anos. A fabrica era
grande exportadora de matéria prima, em especial gandustria de corantes, chegando a
possuir 150 funcionarios (BSEMASe ETTRE, 2004).

Runge aposenta-se da fabrica de Hempel em 1852 camtinua contribuindo como
consultor. Neste periodo € que se dedica a escseusrlivros e a producdo de vinho, outra
paixao (Figura 2). Runge falece em marco de 1868¢BvAse ETTRE, 2004).

Figura 2 —F. F. Runge no final de sua vida.
Fonte:BUSSEMAS, 2004, |. 264



2.1.2.2 Os livros de Runge

O interesse de Runge por cores esta relacionatda atividade na fabrica téxtil em
Breslau e posteriormente na fabrica de Hempel. Rurgniu todo seu conhecimento em
tingimento de algoddo em uma série de livros erml@mes (RISSEMASe ETTRE, 2004).

» A quimica da coloracdo |  — Discute o tingimentaatigppdao - 1834
» A quimica da coloracdo Il — Discute a impressatateis — 1842
» A quimica da coloracéo Ill — Discute a preparad@aorantes - 1850

Em todos os exemplares, Runge apresenta comeoagfiss pequenos pedacos de
tecidos para demonstrar os padrdes de cor. Nartergdume (Figura 3), Runge menciona e
demonstra que a utilizacdo de um pequeno pedapajukd de filtro € muito Gtil para testar
solugdes de tingimento (BSEMASe ETTRE, 2004):

“...devido a sua forca de capilaridade, separaarsponentes de uma gota colocada no
centro... cria uma imagem com uma parte centralrase areas ou anéis coloridos ou mesmo

incolores."
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Figura 3 —Capa e figuras 31 a 36 e 91 a 102 do livro: A dedrda coloracao Il de F. F.
Runge de 1850.

Fonte: RUNGE, 1850.



Runge ficou fascinado com a capacidade do test@apual de filtro em separar os
pigmentos de tintas, em especial as de cor esoar&mam dificeis de identificar em solugéo
(BussemAse ETTRE, 2004).

Em 1855, Runge publica um livro inteiramente dadccaos seus discos de papel de
filtro com os desenhos formados por pigmentos (RidiA pagina 4). Abaixo de cada figura
esta afixado um cartdo com a composicdo da misterpigmentos utilizados e instrucbes
para reproducdo (Figura 4). A Figura 5 da péaginaa8 as principais figuras obtidas por
Runge que constam nesta publicagao.

26,

Bildende Stoffe.

1) Ohloralumium ' B. — 2) Gelbes Oyaneisenkalium 1:16. — 3) 1 Theil schwefelsaures Kupferoxyd 1:8.
8 Theile Chloralumium & B.

Das vorige Bild (No. 25.) wiederliolt sieh hior, mit der Ab. | Llsr noch Plate ist, bemerke feh, dosa mon das Chloraluminm
linderang, dass die dritte Flissigkeit (3) elne andere ist, nnd ‘ darstellt aus 47 Theilen Alann und 368 Theilen Chlorbarium,
anstatt des schwefelsauron Eisonoxyduls schwefelsaures Kupfer- | beide vorher in 130 Theilen Wasser goliat.  Anfangs zieht man das
oxyd enthitlf. — Aus diesem Grand ist dor inmere Hohild micht | klave ab, gicsat auf den Rilokstand wieder Waasser, vormischt diese
blay wie bel No. 25., sondern bratn, und e fahlt aueh in sel- | Flisigkeit nach der KBirung mit der crsten wnd so fort, bis
nem Umbkreine die so beseichnends weisse Ei g — Dn | man eine Aufiisung von Chlorbarium hat die == 6 B. wiegt,
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Figura 4 —Cartdo com instrucdes para reproducéo do expernoamh pigmentos.
Fonte: RUNGE, 1855, p. 26.



Figura 5 —Figuras formadas pela aplicacado de misturas deguigpe em papel de filtro,

produzidas por Runge.
Fonte: RUNGE, 1855.

! Mosaico de figuras digitalizadas e montadas pefora partir dos papéis de filtro colados 8
nalivro de 1855 de F. F. RUNC.



Em 1866, apenas um ano antes de sua morte, Rublfieapseu ultimo livro com mais
discos de papel filtro (Figuras 6 e 1B pagina §arventemente Runge dedicou seus ultimos
anos de vida a producdo destas figuras, que satasmuézes citadas como forma de
expressao artistica.

Figura 6 —Mais separacdes de pigmentos em papel filtro
Fonie: RUNGE, 186.2

Runge demonstra neste, e nos demais livros, us@cypacdo em provar que seus
experimentos sdo reprodutiveis, para isso em glrapresenta em uma mesma pagina duas
figuras do mesmo experimento (Figura 7 pagina 10).

2 Mosaico de figuras digitalizadas e montadas pefora partir dos papéis de filtro colados 9
no livro de 1866 de F. F. RUNGE.
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Figura 7 — Experimentos demonstrando a reprodutibilidadetestes com misturas de

pigmentos em papel de filtro.
Fonte: RUNGE, 1868.

2.1.3 A contribuicdo de Schénbein

Christian Friedrich Schénbein (1799-1868), profeste quimica da Universidade da
Basiléia na Suica, € reconhecido principalmenta gescoberta do ozénio e pela invencéo da
nitrocelulose. Fato no minimo curioso, sem no dntéer relagdo com a cromatografia, foi a
descoberta acidental do explosivo nitrocelulose 1845. Ao realizar experimentos na
cozinha de sua casa, Schonbein usou um aventabdesposa para limpar respingos de uma
mistura de &cidos nitrico e sulfdrico. Ao colocaavental para secar sobre o fogédo, este se
incendiou e quase que instantaneamente desapareceu.

O trabalho que o levou a descoberta do oz6niajgeoo relaciona com a historia da
cromatografia. E de 1839 o primeiro relato de umastincia responsavel pelo odor
caracteristico que aparecia no eletrodo positivanda se realizava a eletrélise da agua,
mesmo odor produzido por um arco elétrico entres étetrodos. Schénbein sugere que tal
odor caracteristico seja oriundo de uma substégimica, e da a ela o nome de 0z6nio
(RusiN, 2001).

Em carta escrita a Berzelius em 14 de abril det, 184h6nbein menciona a utilizacao
de tiras de papel embebidas em solucdo de amidtermn iodeto de potassio para a
identificag8o qualitativa do ozénio. Dentre os disnti@stes para detectar este gés, o teste com
as tiras de papel se mostrou o mais sensivel een@nte, indicando a presenca do 0z6nio

% Digitalizagéio das pagina 7 e 16 do livro de 1866-dF. RUNGE. 10



mesmo quando seu odor caracteristico ndo era piedep presenca do ozénio decompde o
iodeto de potassio gerando iodo livre, este eraage com o amido deixando o papel azul
(KAHLBAUM, 1900).

Schonbein cita, ao fazer experimentos com tirgsaghel, que ao mergulhar uma ponta
da tira em solugcdo aquosa, o solvente e as sulzgadissolvidas sobem pelo papel com
velocidades diferentes. Tais observacdes levarandenseus alunos a dedicar praticamente
toda sua carreira cientifica a realizar separagégsigmentos em tiras de papel, o seu nome
era Friedrich GoppelsroederTt(iRg, 2001).

2.1.4 A contribuicdo de Goppelsroeder

Friedrich Goppelsroeder (1837-1919) publicou e®119m livro com os resultados da
técnica que chamou de Andlise Capil@ayillaranalysd, em referéncia ao fenbmeno de
capilaridade, o qual julgava ser o responsavel pef@aracdo dos componentes de uma
mistura em tiras de papel. Na verdade, o livro & sidemais publicagdes no assunto nao
trazem muita discusséo acerca do fendbmeno, e simelato detalhado de uma quantidade
elevada de experimentos individuaiOfeELSROEDER1901; BTRE, 2001).

Os experimentos de Goppelsroeder consistiam erguthar uma das pontas de uma
tira comprida de papel na solucdo que desejavdasthigura 8), o papel permanecia durante
todo o tempo imerso na solucdo. Este fato foi o méou os resultados obtidos por
Goppelsroeder, pois desta maneira ndo ocorriara ségparacdo das substancias presentes na
amostra, as zonas acabavam se sobrepondo umasass (Brre, 2001). Se Goppelsroeder
tivesse a0 menos uma Unica vez aplicado uma gadetifinita de amostra ao papel, e entdo
deixado a andlise evoluir apenas com solvente purtoto provavelmente hoje ele seria
conhecido como o pai da cromatografi®&{seLy, 1990).

Figura 8 —Os experimentos de Goppelsroeder com tiras dd.pape
Fonte: ETTRE, 2001, p. 411.
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2.1.5 A invencao da cromatografia

2.1.5.1 Biografia de Mikhail Semenovich Tswett

Mikhail Semenovich Tswett (1872-1919) (Figura ®asceu em Asti na Itdlia em 14
de maio de 1872. Filho de russos, seus pais estamaférias a caminho do lago Maggiore,
no norte da lItalia, no entanto as condicfes deesalgd sua mae gravida exigiram que
parassem em Asti. Sua mée falece pouco tempo apdsascimento e seu pai muda-se para a
Suica. Tswett vive na Suica por 24 anos, graduaadem botanica na Universidade de
Genebra e em 1896 recebe seu PhDTKE 2003; KRASNOVSKY, 2003).

Figura 9 — Fotos de Mikhail Semenovich Tswett.
Fonte:A- BEREZKIN, 1989, p. 278B- KRASNOVSKY, 2003, p. 392.

Em 1896, Tswett deixa a Suica e apOs breve estad#alia decide se repatriar a
Russia para se juntar a seu pai. Em 1897 comegbalttar no laboratério de biologia da
Academia de Ciéncias de Sao Petersburgo, ao mesnpmtse dedica a preparacdo de uma
nova dissertacdo de mestrado, pois o sistema exdgi@a mestrado feito na Russia para uma
colocacdo académica junior e doutorado russo para eolocacdo académica sénior. A
maioria de seus experimentos foi conduzida no &bdo de fisiologia e anatomia de plantas
da mesma instituicdo. Tswett enfrentou muitas ulifiades, pois estava longe de ser fluente
em russo, sua lingua nativa era o franc&RE2kIN, 1989; ETRE, 2003).

Em 1901 Tswett defende sua dissertacdo de mesteadaiversidade de Kazan, sob o
titulo: “Um estudo fisico quimico do grdo de claf Experimentos e andlises”. A
gualificacdo foi considerada um sucesso. O titidomkstre, no entanto, ndo lhe rendia
gualquer beneficio financeiro extra, e para poomtiar sua pesquisa Tswett lecionava em
escolas secundariasHBezKIN, 1989).

Durante palestra ministrada em margo de 1903, fi$ala sobre uma nova categoria
de fenbmeno de adsorcédo e sua aplicacdo em andiispgmicas. Seu relato causa vivida
discussdo dentre os presentes e no mesmo andotiteapum relatério. E entdo dado a 1903 o
crédito do ano do nascimento da cromatografia. E@61Tswett publica dois artigos
descrevendo a andlise cromatografica e sua apticagaestudo da quimica da clorofila
(BEREZKIN, 1989).

Em 1908, Tswett foi aceito na equipe do Instifatditécnico de Varsovia para estudar
botanica. Em 1910 defende com elogios sua tesewterado na Universidade de Varsévia.
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Tswett falece em 26 de junho de 1919, aos 47 atextdo a uma doenga cardiaca.
Seu tumulo (Figura 10) encontra-se em um convemitdade russa de Voronezle(&zkiN,
1989; KRASNOVSKY, 2003).

Chn

Figura 10— Léapide de Tswett na cidade russa de Voronerte ee |€ a inscricao:
"Ele inventou a cromatografia, separando moléculasas unindo pessoas."
Fonte: KRASNOVSKY, 2003, p. 393.

2.1.5.2 Relatdrio preliminar de Tswett publicado em1903

O relatorio publicado em 1903 por Tswett é comrside o marco da invencéo da
cromatografia, trata do novo fenbmeno de adsorggieaplicacdo em andlises bioquimicas.
O foco dos estudos de Tswett sempre foi a clorofiia chamou a atencdo e o levou a
inimeros experimentos o fato da insolubilidadeldeofila em alguns solventes orgéanicos.

Tswett define a clorofila como um grupo de pigmergolivel em alcool que da aos
vegetais sua coloracdo caracteristica. Ainda emedatdrio, Tswett afirma que tal grupo de
pigmentos contém ndo menos do que cinco substadoiaidas em duas categorias, as
clorofilas e as xantofilas. Na época ja havia oslale separacdo destas substancias com a
utilizacao de sistemas binarios de solventes.

Ao realizar testes de solubilidade de seus esrdd¢oplantas, Tswett observou que ao
secar sob vacuo um extrato de clorofila em papéltd® este se tornava verde e era possivel
extrair seletivamente do papel de filtro os carotee a clorofila. Observa ainda que a
clorofila é facilmente levada de uma forma sol(pata uma insolivel sem afetar as suas
estruturas quimicas. Tswett conclui entdo que gm@ntos e a celulose do papel de filtro
estavam envolvidos em um fenémeno de adsorcdoe esjudos sistematicos desta questao
trariam luz ao fenbmeno de adsorcao e permitiriaelahBoracdo de uma nova técnica de
separacao fisica de substancia®NETT, 1903).

Vislumbrando as potencialidades de suas afirmaedé&scobertas, Tswett efetua
extensivos experimentos, chegando a listar maisl@e substancias estudadas como
adsorventes, dentre elas:

» Enxofre, inulina, magnésio, zinco e chumbo;

> Oxidos de magnésio, ferro e prata;
» Hidréxidos de aluminio e potéssio;
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Acidos bérico, oxalico e tartérico;

Sais de &cido cloridrico, perclérico e sulfarico;
Aldeidos e amidas;

Hidrocarbonetos e alcaloides.

YV YV

Dentre as variadas substancias e classes quiniisagit chegou a testar materiais
como |a de vidro, solo, carvao e p6 de 0sSso e gangu

Os testes com os adsorventes eram conduzidogsienameiras diferentes e chamam
muita atencao, pois muitos dos procedimentos sézadbs até os dias de hoje:

1- O adsorvente escolhido era macerado em um pé fietd colocado em um tubo
fino de vidro com uma tampa de papel de filtro pagter o pd. O pd entdo era
densamente acamado no tubo com o auxilio de urdddst vidro. Uma porcéao de
solvente era entdo passada através do p6 paraeemav e por fim a solugcdo com o
extrato de clorofila era vertida diretamente notdp coluna formada. A filtracdo era
entdo realizada com a utilizagcdo de uma pequesagweregativa ou positiva.

2- O extrato de clorofila era colocado em um tubo ra® e uma porcao do adsorvente
era adicionada. Apds agitacdo, o tubo era cen&iifage 0 adsorvente acumulava no
fundo do tubo com os pigmentos.

3- No caso de adsorventes higroscépicos, a subst@meiaadicionada a um graal
contendo uma porc¢éo de solvente e entdo a misraacerada.

Tswett conclui que todas as substancias testadas @apazes de adsorver parte ou a
totalidade dos pigmentos da clorofila. No text@® pfossegue com os resultados de suas
investigacBes e calcula a area superficial paradosy adsorventes utilizados, a inulina.
Considerando particulas uniformes de aproximadasm2mm de diametro, Tswett chega ao
valor de 2,22rhpor grama de inulina. E indicio da compreensaeiisvancia do tamanho da
particula no fendmeno da adsorcao.

Tswett descreve detalhadamente o fen6meno decédsdos pigmentos com os testes
com inulina, relatando que ao agitar o extratoneagenca do adsorvente, parte dos pigmentos
€ imediatamente adsorvida e o solido precipitaumald do frasco com coloracdo verde. Ao
mesmo tempo, o sobrenadante gradualmente clagfiterna-se amarelo. Se quantidades
suficientes de adsorvente sédo adicionadas, a sofugél apresenta apenas a presenca de
carotenos, o que foi confirmado espectroscopicaan@stweTT, 1903).

Diferentes solventes foram testados para libesgigmentos adsorvidos na inulina, e
Tswett conclui que apenas com alcool todos os pigmsesram solubilizados do adsorvente.
Avaliacdes espectroscopicas demonstraram que agdssl assim obtidas continham os
pigmentos em sua forma original, ou seja, o fen@ntknadsorcao e dessor¢cdo nao alteravam
a estrutura dos pigmentos. Desta maneira, Tswatpende a reversibilidade do processo
de adsorcao, afirmando que é possivel, apds ardéesdos pigmentos, voltar a adsorvé-los
com nova porc¢ao de inulina ou outro adsorvente.

Tswett descreve que o fendmeno de adsorcdo éctagasnente demonstrado quando
0 extrato vegetal é filtrado através do adsorve@teserva que inicialmente o liquido que
passa através do adsorvente apresenta-se inaol@eguida torna-se amarelo enquanto uma
camada verde intensa forma-se no topo da colurautiea.

“Logo uma fronteira amarela aparece na borda iorfeto anel. Durante passagem
subsequente de solvente puro através da columaulitesi, tanto o anéis verdes e amarelas sao
consideravelmente ampliados e espalhados até lowite. Isto prova que aqui (assim como
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em outros processos ja conhecidos de adsorcdo)aatidpde de substancia adsorvida
depende da sua concentracacsWETT, 1903).

Tswett ainda nomeia 0 processo que observa coltnacfio, descreve que se o
comprimento da coluna é suficientemente longo patar todas as substancias, o anel
amarelo formado se move através do adsorvente. rBgseanento pode atingir a base da
coluna de modo que a solucéo que flui torna-se emaovamente.

Com os experimentos usando outros adsorventesetf@wnsegue diferenciar a
adsorcdo, fendbmeno fisico, de reacdes quimicaspipsentos, como oxidacdo e outras
reacOes que alteravam os resultados das avaliagpestroscopicas. Tswett cita adsorventes
acidos e sais basicos e acidos como agentes dacaks quimicas nos pigmentos, podendo
em alguns casos levar a total oxidagao dos pigreento

Tswett chama a atencdo ainda para a especial idagacde adsorcao de alguns
materiais, como carvao e carvao de 0sso. Os pigmeusorvidos por esses materiais nao
podiam ser extraidos sequer com a utilizacdo dmBfwuro, o que era extremamente eficaz
para os demais adsorventes. Tswett sugere quefeséamcia de adsorcado esteja relacionada
com a presenca de grande quantidade de poros dadsstincias, e compara ainda esta
capacidade com a de materiais finamente moidos.

Como conclusdo de seu exaustivo trabalho, Tsveetiepe a importancia analitica do
mecanismo que acaba de descrever:

Com base no que precede, um novo método de sepdiiagio de diferentes
substancias em meios organicos pode ser propoginn€pio deste método baseia-
se na propriedade de substancias dissolvidas sofrerocesso de adsorgdo em
materiais solidos de origem mineral e organica. Ontante da substancia
encontrada no composto de adsor¢cdo depende ddgranagem, bem como da sua
natureza, da natureza da substancia dissolvida, eatlreza do solvente. Todas
estas diferencas podem ser utilizadas para a g&patda substancia por meio de sua
precipitacdo fracionada de adsorcéo [...] Sem gealglivida, uma investigacédo
mais aprofundada sobre o mecanismo de adsorcaoaledaperfeicdo de sua
aplicacao analitica.
Fonte: TSWETT, 1903, p. 285.

2.1.5.3 As publicacdes de 1906

Tswett submete em 1906 dois artigos & comunidemigifica, pois sua publicacdo de
1903, em russo, era apenas um relatério e pernsadesconhecida até mesmo por colegas
proximos. Ele submete seus manuscritos para oljoi@aSociedade Alema de Botanica,
periodico Europeu lider no assunto na época. Em pualicacbes, Tswett descreve em
detalhes 0 método cromatografico para a separagégigmentos de plantas. O segundo
artigo contém a mais famosa declaracéo de TswetRE:=2003):

Como raios de luz no espectro, os diferentes conmpesede uma mistura de

pigmentos, obedecendo a uma lei, sdo resolvidesloaa de carbonato de calcio e

podem entdo ser qualitativa e quantitativamenterawbados. Eu chamo esta

preparacao de cromatograma, e o método correspendiemétodo cromatografico.
Fonte: ETTRE, 2003, p. 4.

A palavra cromatografia € composta por duas rajgegaschroma que significa cor
e graphein que significa escrever, podendo entdo o termdraduzido como éscrita das
cores’. Tswett provavelmente estava referindo-se a Vizaigdo dos anéis multicoloridos e
separados na coluna cromatogréafica. No entantsfeexiutra interpretacdo para o termo:

15



Tswett em russo escreve-sBeT, foneticamente |é-sésvet e a traducdo da palavra é
“COR”. Desta maneira, cromatografia poderia seduré&da também comd‘Escrita de
Tswett” (ETTRE, 2003; ABRAHAM, 2004).

O fato de Tswett ndo explicar a origem da defmida termo, apenas nomeando o
método criado no artigo de 1906, deixa em abedis@sséo. Entretanto, a popularizacdo do
termo cromatografia leva a discussao apenas pardwehde registro historico.

2.1.5.4 O aparato cromatografico de Tswett

Nos dois artigos de 1906, Tswett ainda define scréee com detalhes a
cromatografia, a Figura 11 (a) apresenta o seueesgudo aparato construido para a
cromatografia, capaz de correr até cinco colunamatograficas ao mesmo tempo. Neste
sistema cromatografico, Tswett montou um mecanisom uma pera de borracha capaz de
aumentar a pressao sobre a coluna para facilifrxo do solvente através do adsorvente.
Apoés a separacdo dos pigmentos, as colunas eraovidas do aparato e o adsorvente
mecanicamente retirado da coluna, os anéis cokbrdam entédo fisicamente separados e as
substancias removidas do adsorvente por meio dagéxt com solvente. A figura apresenta
ainda a opcao de uma montagem para uma coluna iffgjoonde a base da coluna era
submetida a baixa pressdo com o auxilio de umaptradhagua acoplada ao frasco. E, por
fim, Tswett apresenta o primeiro cromatograma codeatificacdo das substancias separadas
(c) (ETTRE, 2003).

(a)

Xanthophyll B
<— Chlorophyll g
¥~ Chlorophyll «
™~ Xanthophy!l o’

Yl o
\ Xanthophyll «

Figura 11 — A esquerda o esquema conforme apresentado porttTiswartigo de 1906, a

direita o autor ao lado de sua “Unidade Cromatdcaaf
Fonte: ETTRE, 2003, p. 2 e 4.
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Na Figura 12, estdo esquematicamente represerdaadasntagens de colunas feitas
por Tswett, em A, uma das cinco colunas utilizadasseu aparato de separacao, a fase
estacionaria era acondicionada em camada de a@damente 4 centimetros de altura por 3
milimetros de didmetro. Em B, uma coluna maior, & @ntimetros com 2 centimetros de
didametro. Em C, coluna usada para cromatografigapativa com 8 centimetros de altura e 3
de didmetro.

Figura 12 —Esquemas de montagens das colunas cromatogrdécesvett.
Fonte: ETTRE, 1993, p. 331 e 332.

Em seus dois trabalhos acerca do método crométagrd swett discute sobre a
correta selecdo do solvente, sobre a possibilid@dmelhorar a separacdo das substancias
através da adicdo de outro solvente durante adeorcromatogréfica, ou ainda pela
substituicdo do solvente apOs a primeira separdcawett enfatiza que, apesar de todo seu
trabalho ter sido realizado com a separacdo deseuitps de plantas, seu método poderia ser
aplicado a outras substancias, inclusive substiiretalores (ETRE, 2003).

As afirmagoes e registros de Tswett fazem reféaéne que hoje chamamos de modo
de eluicdo gradiente, onde a composicdo da faseslngdalterada no decorrer da corrida
cromatografica, e ainda vislumbra as aplicacbegédaica a toda sorte de substancias
quimicas.

2.1.5.5 As publicagbes de 1910 e 1911

Em 1910 Tswett sumariza todo o conhecimento aidiguaom seus experimentos em
um livro publicado em russo sob o titulo: “Cloralno mundo animal e vegetal” (Figura 13
pagina 18). O livro Ihe serve ainda para a obtexgagrau de Doutor. Em 1911 a publicacéo
recebe o prémio Akhmatov da Academia Imperial Rags&iéncias, um importante prémio
cientifico (ErTRE, 2003).
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Figura 13 — Capa do livro “Clorofilas no mundo animal e vedigtpublicado em russo

em 1910 por Tswett.
Fonte:ETTRE, 1993, p. 33

Seu livro ainda traz avancos na técnica cromaficgréescrita nos artigos anteriores,
em novos experimentos com propositos preparatigygel aumenta o tamanho de suas
colunas cromatogréficas para aproximadamente 8inceinbs de adsorvente com 3
centimetros de diametro. Tswett preferia pararredaocromatografica quando observava a
separacdo dos anéis na coluna, ao invés de caletabstancia isolada ao fluir da coluna
dissolvida no solvente, mas esta possibilidade éam citada no livro (BRE, 2003).

Em 1911, Tswett publica sete artigos em jornastdicos Aleméaes e Franceses. Em
uma destas publicacdes inclui uma discussdo badietdlhada de varios carotenoides, termo
proposto por ele no artigo e que rapidamente fooriporado ao vocabulario cientifico
(ETTRE, 2003).

2.1.5.6 Consideracdes sobre os experimentos de Tgwe

Os experimentos praticados por Tswett ndo forameigéde realizar, ele mostrou com
seu trabalho cientifico que detinha grandes halulkd praticas e tedricas. Certamente o que
conduziu Tswett ao sucesso com seus experimeritossiEu grande interesse pela fisiologia
vegetal, tinha fascinacdo pelo mistério da fotdesan sendo a cromatografia apenas a
ferramenta para desvenda-los. Prova dessas afiesaca dificuldade de reproducéo destes
experimentos por outros pesquisadores, existemaapdais registros da utilizacdo com
sucesso de suas técnicas na década de 1EMERMLI92).
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Ainda nos dias atuais, com o avan¢o do conheconentso de novos materiais, s&o
muitas as dificuldades na reproducdo dos experosedé Tswett, exigindo profissionais
experientes. A Figura 14 mostra uma foto de umaragfo cromatografica de um extrato
vegetal em uma coluna de célite 6xido de magnésio, reproduzindo o método deraefpa
dos pigmentos vegetais desenvolvido por TswettiBco, 2009).

Clorofilas —,

Xantofilas

Carotenos —

Figura 14 - Reproducédo do experimento de Tswett, separacdondextrato de folhas

vegetais por cromatografia em coluna aberta.
Fonte: PACHECO, 2009, p. 59.

Além da invencéo da cromatografia, e com o usa, dedwett resolveu o problema do
isolamento da clorofila e mostrou a existéncia dasdestruturas. Estas foram suas grandes
contribuicdes ao grupo de pesquisadores russosiegiearam suas carreiras ao estudo da
fotossintese (KASNOVSKY, 2003).

Tswett se preocupava em deixar claras as difesettggua invencdo com a técnica de
analise capilar utilizada por Goppelsroeder (iterh.£ pagina 11). Apesar disto, muitos
historiadores consideram Goppelsroeder o pai denatagrafia (ETRE € S\KODYNSKII,
1993).

Tswett enfatizou que as substancias cromatograéinge separadas sdo ao menos tao
puras quanto as obtidas por meios tradicionaispcanavés de reagdes quimicas, destilacao e
recristalizacdo. De fato, ainda nos dias atuaissu@l o preparo de substancias puras através
da cromatografia, sejam para caracterizacdes casmiwi para utilizacdo como padrbes
analiticos (ETRE, 2003; ACHECO, 2009; RCHECO et al, 2013).

O desenvolvimento da industria farmacéutica, ddicia e quimica, em especial a
guimica de produtos naturais, além do monitoramertiental, seriam praticamente
impossiveis sem a utilizacdo das multiplas técricamatograficas (BRezkIN, 2001).

19



Tswett foi indicado para receber o prémio Nobell®48, no entanto ndo foi o
vencedor. Questdes adversas além do interesseim&gclassica da época, que tinha foco
em sintese, reagles, determinacdes de pesos adeifisico-quimica, foram razbées que
levaram Fritz Haber a receber o prémio, em fungidesenvolvimento da sintese da amonia
a partir dos gases hidrogénio e nitrogénior(g, 1996).

Em 1992, a revista Nature publicou artigo homeaade Tswett em comemoracéo ao
centenario da invencao da cromatografizss6hANG 1992).

2.1.6 Utilizacdo e evolucao da cromatografia nos ag pds Tswett

Richard Willstatter, professor de quimica organema Munique, era o grande
competidor de Tswett no estudo da clorofila. Eléeewe a clorofila purificada através de
cristalizacao fracionada, e esta forneceu uma (bacala empregando o método de Tswett.
Acreditando apenas nos meétodos classicos de @modfic Willstatter argumentou que a
clorofila sofria degradacado quando submetida acgaso de adsor¢cédo proposto por Tswett.
Hoje em dia sabe-se que Tswett estava correto quetduas estruturas da clorofila, no
entanto, a afirmacéo de Willstatter foi uma da®$eazjue levaram ao esquecimento e desuso
da cromatografia durante quase 25 ano&HEHARDT, 2004).

O método e os resultados obtidos por Willstafiara o isolamento e a identificacédo
da clorofila, foram apresentados em forma de ligmo 1913 (WLLSTATTER, 1913) e O
levaram a receber o prémio Nobel de quimica em (NbBELPRIZEORG, 1915), tornando-o
a principal referéncia no assunto. No livro, Witser afirma que a cromatografia de Tswett
era uma estranha maneira de se obter compostos, puque de fato Tswett jamais havia
lidado com substancias puras.

Outras questbes podem ser enumeradas e contnibp@ia@ o que se chama de periodo
de dorméncia da cromatografia, sendo elas verdadssgposicdes, sdo ainda motivo de muita
discussao entre historiadoresvgNGooD, 2009):

1- Quimicos e botanicos ndo compreenderam o funciom@ni® método de Tswett e
cometeram erros aos emprega-los;

2- O livro publicado por Tswett em 1910 foi escrito eosso, lingua inacessivel a
maioria dos pesquisadores da época,

3- Houve preconceito por parte dos quimicos, pois wtamco russo iniciante estava
sugerindo uma revolucdo na quimica analitica;

4- Tswett passou por tragédias pessoais e profissiooaim a primeira grande guerra
sabotando sua descoberta;

5- Arejeicao de Willstatter e outros quimicos alemaes

6- Antes de 1930 os quimicos visavam o0 isolamento @edgs quantidades de
componentes principais, e ndo a separacdo de tmdosmponentes do material de
estudo;

7- Os resultados de Tswett discordavam dos obtidostéonicas consideradas classicas
e confiaveis, como particdo e recristalizacao.

2.1.6.1 A contribuicdo de Charles Dhéré
Apés as declaracdes de Willstatter, apenas algonsos cientistas fizeram uso da

invencdo de Tswett. Um destes primeiros pesquisadoi o francés Charles Dhéré (1876-
1955). Dhéré graduou-se em medicina e em 1900rseu@rofessor de fisiologia, quimica
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biolégica e microbiologia na Universidade de Frgmuma Suica. Em 1909 termina seu
doutorado e seu grande interesse cientifico emaestigacdo de substancias com importancia
biol6gica, particularmente com técnicas espectfusa8 de ultravioleta e fluorescéncia
(MEYER e ETTRE, 1992).

Para seus estudos espectroscopicos, Dhéré nacassibter as substancias de
interesse em estado puro, desta maneira ele seodedth estudo de técnicas para este fim, e
assim Dhéré se aproximou da cromatografia. Poa\adidt ano de 1911, Dhéré iniciou seus
trabalhos com cromatografia, apenas alguns pounus @ds as publicacbes de Tswett. Os
trabalhos mais importantes foram as publicacdegodede seus alunos, Rogowski e Vegezzi
(MEYER e ETTRE, 1992).

Wiladyslaw Franciszek de Rogowski (1886-1945) nasse Varsovia, ocupada entao
pela Russia. Em 1911 Rogowski integra a equipe dérécomo aluno de doutorado e
conduz estudo espectroscopico com as clorofilago®ski conclui o doutorado em 1912, no
entanto, sua tese apenas foi registrada em 1954e Necumento esta descrito com detalhes a
técnica cromatografica utilizada, bem como o apattasenvolvido (MYER e ErTRE, 1992).

O aparato de Rogowski consistia em uma coluna ide vcom 60 a 80mm de
comprimento que ndo era afunilada na sua extremiohdrior, como a utilizada por Tswett,

e sim fechada por uma cortica perfurada que ermm@dada sobre um disco de porcelana
perfurado envolto por uma manga de vidro extefdgura 15). O adsorvente utilizado era

carbonato de calcio. Desta maneira, Rogowski pogligar a rolha e remover com mais

facilidade a fase estaciondria ap0s a separacaopmmsentos da mistura, separando
mecanicamente 0s anéis coloridos de maneira aendoais os problemas de contaminacao
de substancias presentes nos outros anéivge ErTRE, 1992).

Figura 15 — Aparato cromatografico usado por Rogowski. Conolara ndo afunilada na

parte inferior era possivel remover a fase estaciamcom auxilio de um bastdo de madeira.
Fonte: MEYER, 1992, (7.

Com esta técnica, Rogowski conseguiu isolar asofillas a e b além de alguns
carotenoides para seus estudos espectroscopicoss@mdos corroboraram os resultados de
Tswett, que afirmou que a clorofila cristalizadab réfa uma substancia pura, e sim uma
mistura. O entdo método classico para o isolamassaclorofilas foi proposto por Willstéatter
e colaboradores em 1913, e se utilizava de framiento em solventes imisciveis e
cristalizacao. Os espectros obtidos por Rogowgkesentados em sua tese, sdo notavelmente
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mais puros do que os apresentados por Willstattesweas publicagbes. Estudos posteriores
provaram que a clorofilaisolada por Willstatter apresentava contaminagéordem de 15%
com a clorofilaa. O interessante é verificar que o fato de Rogowé&ki conseguir obter um
espectro igual ao de Willstatter para a clordfila deixou bastante aborrecido, pois a banda
faltante de seu espectro era justamente a conteaairzor clorofilaa decorrente do método
classico descrito por Willstatter, entdo autoridadessunto (MYER e ETTRE, 1992).

Apbés Rogowski, o proximo trabalho publicado pedddratério de Dhéré com a
utilizacéo e aprimoramento da técnica cromatografie Tswett foi a tese de mais um de seus
alunos, Vergezzi (MYER e ETTRE, 1992).

Gluglielmo Vergezzi (1890-1955) nasceu na Suigantou-se a equipe de Dhéré em
1913, concluindo seu doutorado em 1916. O estudmluzdo por Vergezzi tratava da
investigacdo espectroscopica de pigmentos presemié@svertebrados. Seus resultados foram
publicados em seis publica¢cdes com coautoria deeDhé aparato cromatogréfico utilizado
por Vergezzi diferia muito pouco do desenvolvida Bogowski, agora a coluna estava
inteira dentro do tubo de vidro para melhorar aialigacdo da separacdo cromatogréafica
(MEYER e ETTRE, 1992).

A importancia do trabalho de Dhéré e de seus oddalores ndo estd apenas na
confirmacdo das descobertas de Tswett, além de geimeiro na Europa a reconhecer a
importancia do método de Tswett, Dhéré foi o primei publicar artigo em 1943 com uma
discussao detalhada do trabalho cientifico de Tssvde apresentar uma biografia do pai da
cromatografia (MYER e ErTRE, 1992).

2.1.6.2 A contribuigédo de Leroy Sheldon Palmer

Ao mesmo tempo em que Dhéré iniciou seus trabalboscromatografia na Europa,
Leroy Sheldon Palmer (1887-1944) usou o método deelf em sua pesquisa sobre
carotenoides nos Estados UnidosT(E e WIxoMm, 1993).

Palmer iniciou por volta de 1910 seus estudos niadisidade de Missouri com
pigmentos de leite, concluiu sua tese de doutoedo1913 sob o titulo “O principal
pigmento amarelo natural da gordura do leite”. EBR2]L Palmer publicou o livro
“Carotenoides e pigmentos relacionados. Os Croidelgs”’. Com esta publicacéo, Palmer se
tornou uma das maiores autoridades sobre caro&s)osdu livro apresenta uma revisao
detalhada sobre esta classe de pigmentos e sobrétodos analiticos existentes, em especial
a cromatografia de TswettABMER, 1922; ETRE € Wxom, 1993).

A problematica abordada por Palmer se concenmaviato observado da coloragéo
da manteiga produzida com leite de vacas ser amaaegbrimavera e no verao, enquanto que
no inverno a coloragao tornava-se pouco intendme?Paugeriu que a mudanca na coloracéo
da manteiga poderia estar relacionada com a alap@&atdas vacas, que no verao e primavera
alimentavam-se de pastagens naturais enquantov@mmalimentavam-se de vegetacéo seca
ou armazenada (silagem), ou seja, ndo fresca. d?oa soloracdo amarela da manteiga e
outros derivados de leite a principal caractedstielacionada a sua qualidade, mesmo
sabendo-se que nao existe diferencas significatimassalor nutricional do produto, os
produtores tentavam obter um produto natural o ara@relo possivel #2MER, 1913).

A tese de Palmer foi o primeiro relato a estalelaaelacdo direta entre a ingestao de
carotenoides presentes na alimentagcdo de vacasma@osicao do leite e de seus derivados.
Representou a primeira prova direta do fato domeigos presentes no leite e nos tecidos
animais serem 0sS mesmos presentes na alimentagdmsequentemente, prova de que 0s
animais ndo séo capazes de produzi-lasgEe Wxom, 1993).
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Palmer estendeu seus estudos da presenca denoateseem algas, plantas, aves,
peixes, anfibios, insetos, em leite e tecidos aisirda diversas espécies, incluindo seres
humanos. Descobriu que alguns animais armazenatenardes seletivamente e outros nao
armazenam nenhum. Como exemplo, a galinha ndo amaaxs carotenos de sua dieta, mas
armazena as xantofilas em seus tecidos e na gemad®s ovinos, suinos e o coelho, ndo
armazenam nenhum carotenoide em seus tecidoset@@FALMER, 1922; ETRE e WXOM,
1993).

Ao iniciar seus estudos sobre pigmentos, Palmesaguiu o caminho ébvio que seria
a metodologia de Willstatter de isolamento de pigtoe Aparentemente, Palmer teve acesso
aos originas dos artigos de Tswett publicados ed6 £percebeu a superioridade do método,
gue so foi atestada no final da década de 198tRrfe Wixom, 1993).

Palmer utilizou para suas separacdes um aparatoatografico recomendado por
Tswett para separacdes de maiores volumes (Figlivapagina 16). Como adsorventes
utilizou sacarose e inulina ao invés de carbonatealcio, seguindo as recomendacdes de
Tswett para separacao de substancias que podesn safrsformacdes quimicas e estruturais
em carbonato de calcio. A ndo observacdo destanmwmacdo foi a principal causa da
objecdo de Willstatter ao método de Tswett, quemali que o0s pigmentos sofriam
degradacdo quando submetidos a adsorcdo. Sabgesguieoa rejeicdo de Willstatter se deu
por conta de descuido de seus assistentes queerdgin tuidadosamente os trabalhos de
Tswett e ignoraram as recomendacodes neles coifitase e WMxom, 1993).

Diferentemente de Dhéré e seus alunos, Palmeu gatla separacdo cromatogréafica
dos pigmentos pela eluicdo das fracbes de cadadasaevés de separar mecanicamente 0s
anéis adsorvidos. As solucdes de pigmentos isoladesn obtidas eram entdo estudadas
espectroscopicamente e através de reacdes quifaioas e Wxom, 1993).

Em sua publicacdo mais importante, o livro de 1®R2&mer da a Tswett todo o
crédito pelo método de separacdo. Apresenta aimdahibliografia com 13 publicacdes de
Tswett.

Mesmo apds os resultados obtidos por Palmer, tigopade um dos tradutores de
Willstéatter tenta desacreditar o0 método de Tswettl®29 (8HERTZ 1929). Finalmente, o
proprio Willstatter encerra a discussdo em umaipatdo de 1933 (BERE e HORVATH,
1975):

N&do é importante para o cientista se a sua prdpedaa prova o certo no final.
Nossos experimentos ndo sdo realizados para dseidi#stamos certos, mas para
obter novos conhecimentos. E por causa do conhetinggie aramos e semeamos.
N&o € inglorioso ter errado em teorias e hipotddessas hipéteses se destinam ao
presente ao invés do futuro. Elas sdo indispersdegia nds na explicagdo dos
fatos, para aviva-los e mobiliza-los e acima de tubrir um caminho em regides
desconhecidas em direcéo a novas descobertas.
Fonte: ETTRE, 1975, p. 422.
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2.1.6.3 A redescoberta da cromatografia de Tswett

O aumento do interesse de quimicos organicos pmufps naturais levou a uma
redescoberta da cromatografia no final da décad®2@. Dentre os pesquisadores da época,
destaca-se a pesquisadora britAnica Katharine Bopeard, considerada a quinta pessoa a
trabalhar com cromatografia apdés Tswett. Kathatinea como foco de seus estudos a
identificacdo dos carotenoides, reproduziu com @iénria as separacdes em carbonato de
célcio descritas por Tswett e confirmou a exis#@mi@ carotenoides muito semelhantes e de
dificil separagéo (BEGELHARDT, 2004; ETRE € MORRIS, 2004).

2.1.7 A cromatografia em camada delgada

A cromatografia em coluna aberta ndo foi muitaumfida, provavelmente pela falta
de robustez do método. No entanto, a cromatogoédizar em papel, introduzida por Martin,
tornou-se a primeira técnica cromatogréafica micatiina. Foi introduzido o termo fator de
retardamento R Devido a baixa velocidade de separacdo da crgraia em papel, surgiu
na Russia em 1938 a cromatografia em camada delgatdanica consistia na aplicacdo de
uma fina camada de adsorvente em placas de vidmmafoplacas foram desenvolvidas,
inicialmente com a utilizacdo de amido para fixagaaadsorvente a placa, e na sequéncia o
amido foi substituido por sulfato de calcio. A caiografia em camada delgada tornou-se
metodologia analitica padrdo em laboratérios dengpai organica e farmacéuticos. Ainda
hoje, a metodologia € utilizada devido a sua sicigdide e velocidade. As suas desvantagens
sdo a falta de automacédo, de reprodutibilidade e egatiddo para quantificacdo
(ENGELHARDT, 2004).

2.1.8 A cromatografia gasosa

Em 1941, Martin e Synge publicam artigo com osiltados de uma nova forma de
utilizacao de separacao. Os autores enfrentavaoculdiides na separacdo de uma mistura de
aminoacidos hidrolisados de proteinas, e tentanaa separacdo baseada no fendmeno da
particdo. A ideia foi saturar silica com agua edenisa-la como fase estaciondria. Desta
maneira, a fase estaciondria seria um liquido ihzallo, agindo a silica apenas como um
suporte, e a fase mével seria outro liquido imecém agua. A separacao era fundamentada
na diferenca de particdo das substancias entrngaasfalses liquidas, e ndo mais nas diferencas
de adsorcdo. As separacdes dos aminoacidos ainda dificultadas pelo fato de serem
substancias incolores. Martin utilizava-se de iadares misturados a agua aplicada na silica
para visualizacdo da separacdo. Os autores ampsa®us resultados como sendo uma
solucao rapida e barata, em termos de materichtays, para a separacao de hidrolisados de
aminoacidos. Concluem ainda que seu método posderiatilizado também para separacao
de substancias neutras, separadas pelas diferengasseus coeficientes de particdo. No
entanto, a mais impressionante contribuicdo daigagélo foi a seguinte previsao ARIrIN e
SYNGE, 1941):

A fase mével ndo necessariamente precisa ser widdigmas pode ser um vapor
[...] SeparacBes muito refinadas de substanciageislpodem ser conseguidas em
uma coluna onde um gas permanente seja forcadir atilavés de gel impregnado
com um solvente n&o volatil [...].

Fonte: MARTIN, 1941, p. 1359.
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Apesar de nao ser o foco da publicagéo, o artijecgpa a criagdo da cromatografia
gasosa, que foi finalmente introduzida em 1952. @adntensificacdo do seu uso, estimulado
pela evolugdo da petroquimica, surgiram os estod@dicos que levaram as equacdes de
eficiéncia que regem os fendbmenos das separagiiatograficas (EGELHARDT, 2004).

Em 1952, Synge e Martin sdo laureados com o prédubel de Quimica pela
invencdo da cromatografia de particA@BNLPRIZEORG, 1952).

Hoje, os cromatdgrafos gasosos estdao de tal naamifundidos que existe um
equipamento funcionando remotamente na superfécMatte para estudos de composicdo do
solo e atmosférica, acoplado como instrumento dddbdo jipe ‘turiosity’ da Nasa, que
aterrissou no planeta em 201.2.

2.1.9 A contribuicdo de Tiselius e Claesson

Arne Wilhelm Kaurin Tiselius (1902-1971) e Stig IMer Claesson (1917-1988)
foram dois pesquisadores do Instituto de Fisicav@ai da Universidade de Uppsala na
Suécia. Promoveram ao menos duas grandes confidsupara a evolucao da cromatografia,
a primeira é a incorporagdo de um sistema de dietwdo visual ao aparato cromatografico,
a segunda é a criacdo da cromatografia de deslotame

Em 1941, Tiselius publica artigo sobre o desenm@nto de um novo aparato para a
analise de adsorcdo de Tswett, trata-se da in@y@orde uma cubeta para leitura éptica
acoplada ao fluxo de efluente da coluna cromatmgraflesta maneira, era possivel observar
bandas correspondentes ao nimero de substanc&ne® na amostra. Tiselius demonstra
ainda ser possivel a determinacdo qualitativa entqjaBiva dos componentes. O método
desenvolvido aplicava-se ndo apenas a substanuiasdaes e era de facil adaptacédo para
determinacdes quantitativas. A Figura 16A reprogoma curva obtida por Tiselius em uma
de suas andlisesIBELIUS, 1941).

Em 1948, Claesson publica um artigo onde apresentdiagrama com um sistema de
leitura do efluente da coluna, conforme idealizapdo Tiselius (Figura 16B). O diagrama
ainda apresenta o acoplamento de um sistema delugio da fase mével, na forma de um
compartimento pressurizado por um émboloaESSsoN 1948).

Embolo

/i

i E Compartimento fase mével

Colune

Pequena célula de detecgao

Figura 16 —(A) Fotografia de um dos experimentos de cromafitcgde adsor¢céo de Tiselius

e (B) Diagrama de dispositivo para cromatografia.
Fonte:A - TISELIUS, 1941, p. 14@ - CLAESSON, 1948, p. 183.

“ Disponivel em: <http://mars.jpl.nasa.gov/msl/mukidia/images/?ImagelD=5199>. Acesso em: 23 Jan.2014 25
® Figura B redesenhada pelo autor com base na imaxgimal.



Tiselius classifica a cromatografia em trés mésodastintos de eluicdo (8GE,
1949):

1- Analise frontal — A mistura original é continuamermassada através da coluna,
procedimento adotado por Goppelsroeder na and@fstac (item 2.1.4 pagina 11);

2- Eluicdo com solvente — A mistura original é colaad coluna em pequeno volume e
entdo levada através da coluna com adicdo de selymmo, método usado por
Tswett;

3- Eluicdo por deslocamento - A mistura original éocalda na coluna em pequeno
volume e entdo lavada com solugdo de um agentesiecdmento.

2.1.9.1 A cromatografia de deslocamento

A cromatografia de deslocamento foi introduzida paselius em 1943, nela, as
substancias a serem separadas sédo adsorvidasonget@pluna, uma solugdo contendo outra
substancia que seja mais fortemente adsorvida gudorvente é entdo passada através da
coluna fazendo com que o analito seja desorvidmesequentemente, eluido. A técnica se
aplica muito bem para analises preparativas, qighis e quantitativas, sendo os resultados
limitados pela dificuldade de se encontrar o agdeteleslocamento ideal em separagbes de
misturas desconhecidasLZESSON 1949).

A técnica desenvolvida por Tiselius e Claessonafilicada com muito sucesso na
separacdo de aminoacidos em colunas de troca i@uoa eluicdo por deslocamento
promovido pela variagdo de pH da fase movel. Esteatsera retomado mais a frente quando
a técnica foi utilizada e otimizada por Moore erste

2.1.9.2 Encontro para discusséo de analises cromgtéficas: The Faraday Society

A revista ‘Discussions of the Faraday Societpiomoveu em 24 de Setembro de
1949, no Departamento de Quimica da UniversidadmdiRg na Inglaterra, a “Discussao
geral em Analises Cromatograficas”. Mais de 250 bres) e visitantes estavam presentes,
dentre os convidados e autores destacam-se: SssGfgeS. Moore, A. Tiselius, A. J. P.
Martin, R. L. M. Synge, F. A. Robinson e S. M. Rddge. Este encontro colocou os principais
usuarios e desenvolvedores da cromatografia ematoconpara troca de informacbes e
atualizacdo nos campos em desenvolvimento da cognadia liquida e, por este motivo,
pode ser considerado um importante marco na evollgdécnica (GEMISTRY, 1949).

2.2 A contribuicdo de Moore e Stein

O primeiro cromatdgrafo liquido automético, comigio gradiente e com sistema de
derivatizacdo pos-coluna foi projetado com a calat@o de Darrel H. Spackman, por Moore
e Stein para andlise de aminoacidos. O contexsodescobertas que levaram a publicacdo de
1958, com a descri¢cdo deste equipamento, € owrmlgmarco da histéria da cromatografia
liquida.
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2.2.1 Biografia de Stanford Moore e Willian H. Ste

Willian Howard Stein (1911-1980) graduou-se em Jdedt em 1929 com
especializacdo em quimica. Transferiu-se entdoghhaiversidade de Columbia para estudar
bioquimica, no departamento de Quimica Biolégicandluiu sua tese na pesquisa da
composicdo de aminoacidos da elastina em 1937.938, Integrou-se ao laboratério de Max
Bergmann, no Instituto de Pesquisas Médicas Rolkdketan Nova York. O projeto inicial de
Stein com Bergmann era a andlise de aminoacidesq®Eet al, 2005).

Stanford Moore (1913-1982), graduado na Unived®dde Vanderbilt, e com recente
doutorado na Universidade de Wisconsin, se juntmdaboratério de Max Bergmann em
1939. Moore e Stein, recém doutores, concentraorg@s no desenvolvimento de métodos
gravimétricos para analise de aminoacidosg$GEeet al, 2005).

A pesquisa dos colegas foi interrompida pela guétm 1944, Max Bergmann falece
e seu laboratério perde quase todos os pesquisadpre assumem outras atividades. Em
1945, Moore e Stein (Figura 17) recebem a oportd@dde chefiar e dar continuidade ao
trabalho de Bergmann nas andlises de aminoaciduss(@€et al, 2005).

A lealdade de Moore com a Universidade Rockefetlede trabalhou até o fim de sua
carreira, e a sua devog¢ao a bioquimica, sdo ddleem seu testamento, que legou seus bens
a Universidade para serem usados para apoiar aipgsgp campo da bioquimicakkKSGEet
al., 2005).

O trabalho de Stein e Moore com a elucidacdo gaé&eia de aminoacidos da enzima
ribonuclease, bem como de sua estrutura espamral)l lambos a dividirem com Christian B.
Anfinsen o Prémio Nobel de Quimica de 197®#HKLPRIZEORG, 1972).

Figura 17 —Stanford Moore (esquerda) e William Howard Stélinefta).
Fonte: Fundacdo Nobel, 1972.

A producdo bibliografica da dupla de cientistas daboratério do Instituto
Rockefeller de Pesquisas Médicas de Nova York msemuentemente, a enorme contribuicdo
a comunidade cientifica pode ser demonstrada capnesentacdo de seus principais artigos.

% Disponivel em: < http://iwww.nobelprize.org/nobaizps/chemistry/laureates/1972/>. Acesso em: 2 Nih2. 27



2.2.2 A separacao cromatografica de aminoacidos esnlunas de amido

Synge ja havia realizado experimentos qualitatd®separacdo de aminoacidos em
colunas de amido, demonstrando a possibilidade rdeiohamento de misturas em
guantidades suficientes de modo a permitir anafissgeriores por técnicas convencionais. O
procedimento aparentemente poderia ser desenvaleidnodo quantitativo para a andlise de
aminoacidos (&IN e MOORE, 1948). Este foi 0 objetivo do trabalho de SteMaore, cujos
resultados foram publicados em 1948.

Neste estudo, Stein e Moore aplicaram misturdétgias de aminoacidos em colunas
de amido, coletaram uma série de pequenas fragdesflbnte com volume conhecido.
Posteriormente, procederam a andlise quantitathigafiicoes. Os resultados assim obtidos
permitiram a construcdo de curvas de concentragd@lgente que revelaram a separacdo e a
eficiéncia da coluna de amido. A Figura 18 apresania destas curvas, 0 eixo X representa a
fracdo coletada (volume de efluente coletado) eixo § a concentracdo determinada
espectrofotometricamente pelo método de reacaoim@tica com ninidrina.
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Figura 18 — Curva de uma separacao de aminoacidos em cotuamidio.
Fonte: STEIN, 1948, p. 338.

As colunas cromatograficas eram preparadas condoandie batatas, tinham
aproximadamente 30 centimetros de comprimento €@ didametro, os cuidados na sua
preparacao permitiram resultados excelentes dedefibilidade.

Inicialmente, as fracdes do efluente eram colstadi@nualmente. No entanto, devido
ao grande numero de experimentos, foi desenvoluie maquina capaz de coletar
automaticamente as fracbes. O artigo traz detaléesicos do coletor de fracdes
desenvolvido. As fracdes eram coletadas em tube@nsigio colocados em um rack contendo
até 320 tubos dispostos em circulos concéntricada@ota de efluente da coluna atravessava
um feixe de luz, deste modo, 0 mecanismo contat@raticamente o0 niumero de gotas. Ao
chegar ao numero de gotas estabelecido, 20 a 4éndepdo do solvente utilizado, o
mecanismo zerava o0 contador e acionava um motorfapi@ o rack girar para o proximo
tubo, desta maneira era possivel coletar frac6e8,8lemililitros. O artigo traz detalhes,
plantas, marcas e modelos dos componentes utiizpdoa a construcdo do coletor de
fracOes.
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Para realizar uma corrida tipica, como a da Fig@aa pagina 28, era necessaria a
operacao continua do mecanismo durante aproximadamealias.

A fim de padronizar e aumentar o fluxo do solvattavés de suas colunas de amido,
Stein e Moore adaptaram uma seringa ao topo daaotlesta maneira, o fluxo pode ser
otimizado para melhorar a resolucdo dos picos.

A identificagdo dos picos foi razdo de exaustivgerimentos com misturas
conhecidas de amino&cidos, analises colorimétaspscificas e com experimentos de adicdo
de padrdo, onde se verificava o incremento do pferente ao aminoacido adicionado a
mistura. Os autores ainda ressaltaram que na sépatla misturas complexas, muito cuidado
deveria ser tomado, levando em conta informacdeis ébmo a posicdo absoluta de cada
pico, sua posicao relativa a outros picos e quéggeagrau de assimetria dos picos poderia
revelar a presenca de substancias inesperadas.

A repetitividade dos experimentos de Moore e S¢éeande aproximadamente 3%, a
recuperagdo para aminoacidos individuais era dea989%, valores que podem ser
considerados incriveis devido ao material utilizazto especial a fase estacionaria.

No mesmo volume da revista onde foi publicado tig@rsobre a separacao de
aminoacidos em colunas de amido, Stein e Mooragqaublum segundo artigo descrevendo a
otimizacdo do método de deteccdo dos aminoacidos a&ageacdo de derivatizacdo com
ninidrina (MOOREe SEIN, 1948).

A preocupacao era agora com o método de deteag@ardinoacidos presentes no
efluente da coluna de separacéo, era necessjpicacdo de um método simples, rapido e
sensivel. O método deveria ser capaz ainda detdeaptideos presentes em hidrolisados de
proteinas e fluidos bioldgicos.

Existiam dois métodos colorimétricos na época parevatizacdo de aminas, de modo
gue o escolhido foi o da reacdo com ninidrina (FglO), que ja havia sido extensivamente
estudada no passado. O método era bastante sepaigeteacdes com-aminoacidos, no
entanto, os resultados se mostravam pouco repstitievido a instabilidade do derivado
formado. A presenca de oxigénio do ar no meio dede era o motivo desta degradagao.
Moore e Stein desenvolveram um meio de procedezagdo em tubos evacuados, deste
modo, a relacdo entre a cor desenvolvida e a ctacéo dos amino4cidos era mais linear. A
adicdo de um agente forte de reducdo ao meio redciez com que o sitio suscetivel a
oxidacao da molécula fosse eliminadod®ReEe SEIN, 1948).

O o]
T > Tampéo T f
R—C——COOH + 2 -amped,, N + RCO+CO,
| OH pH5
()
NH, 100°C
(0] ONa (0]

Figura 19 —Reacéo de derivatizacdo @eaminoacidos com a ninidrina.
Fonte: MOORE, 1948, p. 368.

Quando as condi¢des reacionais foram estabeleciasre e Stein realizaram
extensivos estudos com diversos aminoacidos a dieterminar os efeitos de variacdes de
pH, temperatura, tempo de reagéo e concentraca@agsntes.

A quantidade de fracOes coletadas sempre eragraedsa maneira, Moore e Stein
tentavam ao maximo mecanizar e automatizar o pioesdo. Para realizar as reacdes com
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ninidrina, racks de cubetas de espectrofotdmetrm exdaptados em banhos de aquecimento,
sistemas com pipetas adaptadas a sistemas de we#ano alimentadas por frascos de
reagentes com atmosfera modificada para evitaesepca de oxigénio.

Como conclusdes de seus experimentos, Moore B &éinem as condi¢des Otimas
da reacao de ninidrina: “A reacdo é conduzida enb g 108C. A absorvancia maxima do
produto azul da reacdo € em 570nm. A exatidéo, gmiaoacidos individuais é de 2%. O
procedimento foi mecanizado de modo a permitirdisen de um grande niamero de amostras
em rotina” (MOOREe SEIN, 1948).

Em 1949, Moore e Stein continuam as publicacd®m®s ©s resultados de suas
pesquisas de separacdo de aminoacidos em coluaasidie Estudo meticuloso foi realizado
a fim de otimizar a separacdo de hidrolisados déefpitas, em especial com a avaliacdo de
diferentes misturas de solventes para a eluicaaic@ds em modo gradiente foram
estabelecidas de modo a melhorar a resolugdo eiresliempo de andlise, que poderia
chegar a 7 dias. Os cuidados com a contaminacatubos coletores de fragcdes também sao
discutidos no artigo, em especial contaminacéesamidnia e residuos de analises anteriores.

Para ajustar o pH das fracdes coletadas, os pesipues adaptaram uma bureta ao
coletor automatico de fracdes, de modo que no dmcata coleta as amostras eram
automaticamente neutralizadas com solucdo de NMIdREe STEIN, 1949).

Ainda em 1949, Stein e Moore publicam segundg@rtom os resultados da analise
dos amino&cidos de duas proteinas de plasma bdirmmomatograma da Figura 20 traz a
separacao dos aminoacidos de uma amostra de sadtolde uma dessas proteinas.
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Figura 20 — Fracionamento cromatografico de hidrolisado deraibha de soro bovino.
Fase movel: 1:2:1 n-butil alcool, n-propil alceaHCI 0,1N e
2:1 n-propil alcool e HCI 0,5N
Coluna: 0,9x30cm e aplicacdo de equivalente a 2demgroteina hidrolisada
Fonte: STEIN, 1949, p. 54.

A pequena quantidade de amostra aplicada na cotongatografica permitiu a Stein
e Moore reduzir as quantidades necessarias de ramoser hidrolisada, trabalhando em
microescala de 25 a 50mg de amostra, 10 vezes nggmosa quantidade tradicionalmente
utilizada (SEIN e MOORE, 1949).
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2.2.3 A separacao cromatografica de aminoécidos ernlunas de troca iénica

2.2.3.1 A contribuicdo de Partridge

Paralelamente ao trabalho de Moore e Stein, coseparacées de aminoacidos em
colunas de amido, muitos pesquisadores estavaizantlo resinas de troca idnica na
separacdo de eletrélitos organicos. Em especj@squisador S. M. Partridge, do laboratério
de pesquisa em bioquimica e biofisica da Univedsidde Cambridge na Inglaterra, que
publicou de 1949 a 1952 uma série de trabalhogspbssunto. A série de trabalhos contém
oito publicagBes com os seguintes titulos:

Cromatografia de deslocamento em resinas sintétiea®ca ibnica:

» Parte 1 — Separacado de bases organicas e aminoasidodo resinas de troca catibnica
(PARTRIDGE € WESTALL, 1949);

» Parte 2 — Separacao de 4cidos organicos e aming&uiiios pelo uso de resinas de troca
aniénica (RRTRIDGE e BRIMLEY, 1949);

» Parte 3 — Fracionamento de um hidrolisado de pr@t@¢hRTRIDGE, 1949a);

» Parte 4 — Isolamento de glucosamina e histidinandénidrolisado protéico @RTRIDGE,
1949b);

» Parte 5 — Separacdo de aminoacidos basieaTRIDGE e BRIMLEY, 1950);

» Parte 6 — Efeito da temperatura na ordem do deslat® (RRTRIDGE e BRIMLEY,
1951a);

» Parte 7 — Separagfes usando uma resina basicHerteRIDGE e BRIMLEY, 1951b);

« Parte 8 — Um método sistematico para a separacaanteoacidos (FRTRIDGE e
BRIMLEY, 1952).

A metodologia usada por Partridge consistia nacago da cromatografia de
deslocamento, desenvolvida por Tiselius e Claessando como fase estacionaria resinas de
troca ibnica. A solucdo com a mistura a ser sepae@d introduzida na coluna e os
componentes separados pela introducdo de uma fags pontendo uma base ou um &acido
mais fortemente adsorvido pela resina. Os compeserda mistura eram entao
sucessivamente deslocados e eluiam da fase estagioGomo os componentes da mistura
ndo formavam bandas claramente visualizaveis, d@sranaliticas continuas para medir as
alteracbes do efluente da coluna eram necessédes geterminacdes qualitativas e
guantitativas. Métodos para este propésito ja nagi@o sugeridas por Claesson4AEsSoN
1947), e os principais deles para esta medicdo aratilizacdo de um eletrodo para medir
continuamente a condutividade elétrica ou o pHftleeete, ou ainda a titulacdo de sucessivas
pequenas aliquotas. A Figura 21 da pagina 32 mostaquema do acoplamento de um
eletrodo a saida da coluna para determinacdo dteidade elétrica ou o pH do efluente de
maneira continua @RTRIDGE € WESTALL, 1949).
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Figura 21 — Acoplamento de eletrodos para medicdo da condatié elétrica e pH do
efluente da coluna cromatografica. (A) Fase estacia; (B) Disco perfurado com la de vidro;
(C) Célula com eletrodos para condutividade elgtrid®) Terminais dos eletrodos; (E)

Regulagem de fluxo; (F) Célula do eletrodo e (GeRadmetro de pH.
Fonte: PARTRIDGE, 1949, p. 4!

Em dezembro de 1945, a companhia americana DOVA lama resina de troca
catibnica com alta capacidade e com excelente ikdé@le quimica, comercialmente
disponivel com o0 nome de DOWEX 50. Em 1948, o wseedina DOWEX 50 se populariza,
especialmente no pré-tratamento de agua de usstirduCom base polimérica sulfonada, a
resina tem aplicacdo na desmineralizacdo de aguamedendo uma capacidade de
aproximadamente o dobro das resinas entédo dispsmigemercado, além disso, podiam ser
utilizadas em larga faixa de pH e sob temperatdeasté 108C. Sua forma esférica perfeita
permitiu melhor empacotamento e, consequentememéthor uniformidade de fluxo e
aumento de sua capacidade. Além disso, estavaronigis particulas uniformes de até
0,04um (BAUMAN et al, 1948).

2.2.3.2 Moore e Stein adotam as colunas de resirdestroca ibnica

O desenvolvimento de separacfes cromatograficasniteoacidos usando resinas de
troca idnica como fase estacionaria, teve por ojed substituicAo das separacdes em
colunas de amido. As colunas de amido, até entédagas em detalhes por Moore e Stein,
apresentavam desvantagens, como a necessidadessiinieacdo de fluidos com alta
concentragdo de sais, como os fluidos biolégicastilikacdo da resina DOWEX 50 mostrou-
se livre desses problemas@dWREe SEIN, 1951).

Moore e Stein iniciam estudo para otimizacdo dpasgdo quantitativa de
aminoacidos em resina de troca i6nica, no entadogontrario de Partridge, insistem na
eluicdo em detrimento da cromatografia de deslontonéara isto, utilizam eluicdo com
tampdes com pH progressivamente incrementadosoAtnacio do deslocamento, os tampdes
sd0 menos agressivos que a eluicdo com acidossamamenos interferéncia no método de
deteccdo com a reacdo com ninidrina. A separacauisteras de aminoacidos se mostrou
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mais favoravel em coluna de troca ibnica compaaaiante as de amido anteriormente
utilizadas. A analise se mostrou ainda duas vezas rapida com as colunas de troca ibnica,
tendo a separacdo completa dos aminoacidos ens PMiedREe SEIN, 1951).

Em 1952, Moore e Stein publicam artigo onde amtese a separacao de aminoacidos
em uma escala maior com fins preparativos. Sdcagsamlunas bem maiores que as até entao
construidas, a fase estacionaria utilizada contiraemdo a resina DOWEX 50. Deste modo,
foi possivel o isolamento de misturas com até 30@engminodacidos, de maneira guantitativa
e com obtencdo de aminodacidos isolados em quastdeglativamente grandes. Foram
utilizadas colunas de 7,5cm de diametro e até 12Bkccomprimento. A Figura 22 apresenta
0 esquema de montagem dessas colunas. Foi tamis&émvdl/iido um sistema para insercao
de eluente via frasco pressurizado, dessa mareaapossivel controlar e manter o fluxo
constante através da coluna com o ajuste da pressao comprimido aplicado dentro do
frasco (HRs et al, 1952). Sistema semelhante foi desenvolvido pavelts(item 2.1.5.4
pagina 16), que mantinha o frasco pressurizado aoutilizacdo de sistema manual de
bombeamento de ar. Claesson (1948) também desenvsistema de pressurizacdo com a
utilizacdo de um émbolo no recipiente de armazentonde fase movel (item 2.1.9 pagina
25).

As colunas preparadas com resina de troca ionidaatinham a vantagem de
poderem ser reutilizadas, bastando reequilibrécées a fase movel inicial utilizada para a
separacéao.

Utilizando as colunas de 7,5cm de diametro, Maoi®tein conseguiram isolar nédo
apenas aminodcidos, também isolaram a enzima pdaicereibonuclease, chegando a obter
45mg de enzima pura (& et al, 1953). A medida que Moore, Stein e colabores gaxzam
nos estudos bioquimicos, a metodologia de analiematografica avancava na mesma
velocidade de suas descobertas. Apés o isolamesmttatografico da ribonuclease, a proxima
etapa foi determinar a composi¢cdo de seus amirmaditRs et al, 1954).

SB 102/15

Figura 22 —Diagrama para acoplamento de frasco de eluentsyiesdo para alimentacéo

da coluna de separagéo.
Fonte: HIRS, 1952, p. 674.

O método de deteccao do efluente das colunassarniénica também foi melhorado,
desta maneira, ele ficou mais rapido, menos sdresivéerferéncias e mais sensivelqdRE
e SEIN, 1954a). O método cromatografico também foi meltlorde maneira a possibilitar a
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completa resolucdo de uma mistura de 50 aminoaedmsquenos peptideos. A eluicdo era
feita com uma continua mudanca na forca i6nica pHhaa fase mével, desta maneira, ndo
era mais necessaria a troca manual da fase moéwéloeocorriam variagdes bruscas na
composicdo da fase moével com consequente perdastéucdo cromatografica, os picos
tornaram-se mais intensos, finos e simétricos.ptratura da coluna também era controlada
e alterada durante a analise para melhorar a g&pafiversas adaptacdes e conexdes foram
necessarias para adaptar as colunas e os divesisosed de solventes das fases méveis e das
solucdes de regeneracdo das resinas. Uma analispleta demorava uma semana nas
condi¢Oes estabelecidas O&REe SEIN, 1954D).

2.2.4 Aplicacbes analiticas da separacado cromato@ga em colunas de troca i6nica

Como imediata aplicacdo do método ap6s as methohibore e colaboradores
determinaram a composi¢do de aminoacidos do letermo humano, 0 que representou um
padrédo de referéncia para a nutricao infantUSART et al, 1954).

A composicao de aminoacidos livres do plasma hont@mbém foi objeto de estudo.

A Figura 23 apresenta um cromatograma complet@uova de efluente como denominado
pelos autores, obtido neste trabalho. O cromatagiaciui, além da identificacdo dos picos,
todas as alteracdes na fase movel, volume de eleigh variagbes de temperatura aplicadas
as colunas (8IN e MOORE, 1954).
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Figura 23 — Curva de efluente de uma determinacdo de amincadid@s no plasma de

sangue humano.
Fonte: STEIN, 1954, p. 918.
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A cada dia o método cromatogréfico para deterrimag aminoacidos ganhava mais
adeptos e os resultados de sua aplicacdo aumenta¥aanalise da composicao de
aminoacidos da urina humana também foi objeto timlesapesar de ja ter sido avaliado por
outros métodos, a separacdo em colunas de traca iénou a descoberta e ao isolamento de
dois novos constituintes, a 3-metilhistidina erasina-o-sulfato (8IN, 1953; TALLAN et al,
1954; TALLAN et al, 1955).

A partir de 1956, o foco dos pesquisadores MoBtein e colaboradores, se voltou
para o estudo estrutural da enzima ribonucleasemanque ja havia sido objeto de seus
estudos. Os trabalhos agora se centravam em deé&ermisequéncia de aminoacidos de
peptideos formados por hidrélise parcial da ribtease com uso de diferentes técnicas de
hidrélise. Os peptideos formados eram entdo issl@do cromatografia em coluna de troca
ibnica e entdo hidrolisados para identificacdoales sminoacidos @@LEY et al, 1956; HRS,
MOORE et al, 1956; HRs, STEIN, et al, 1956).

2.2.5 O cromatdgrafo de Moore e Stein

Apo6s uma série de publicacdes com os resultados/dstigacdes bioquimicas, que se
utilizaram da cromatografia em resinas de troc&c#gpara determinacdes de aminoacidos e
peptideos hidrolisados de enzimas, a dupla de @estjues volta a relatar a evolugdo da
metodologia alcancada durante suas pesquisas.eSEb8 duas publicacfes que apresentam
os detalhes do método e da instrumentacéo coretruid

A primeira destas publicacBes apresenta as methalis procedimentos para a
separacdo de aminoacidos em resinas de poliessigfomado. A utilizacao de resinas com
particulas menores permitiu a eluicdo em fluxossraitbs, e a escolha apropriada das fases
moveis simplificou a operacdo. A andlise complezahdrolisados proteicos era realizada
agora em 48 horas com a metodologia de coleta atittamde fracGes, e em 24 horas com
equipamento de registro automaticod®re et al, 1958).

Duas colunas eram necessarias para a separa¢édodeos aminoacidos, uma com
resina Amberlite IR-120 de 150 centimetros, e oawan resina DOWEX-50X8 de 15
centimetros. Ambas as colunas podiam ser utilizaglastidamente em temperatura fixa de
50°C. Apenas duas solucdes tampéo foram usadas, sendssaria apenas uma mudanca de
eluente durante a analise. Desta maneira, foi yalssiiter uma linha base muito mais estavel
ao longo da analise (bbREet al, 1958).

Com a utilizacdo de resinas com tamanho de pktioanores, foi possivel aumentar
o fluxo da fase movel para valores superiores alB3@ona. Para isso, foi necesséaria a
utilizacdo de uma bomba posicionada entre a cotumafrasco de tampdo, ao invés da
pressurizacdo dos frascos de eluente com ar. Adattdes e conexfes também foram
trocadas por material capaz de suportar as maipressoes geradas pelo sistema de
bombeamento (MoREet al, 1958).

A segunda publicacdo ESCKMAN et al, 1958), no mesmo volume do mesmo
periddico da publicagédo anterior, traz o diagram&mmatografo desenvolvido e construido
por Moore e Stein (Figura 24 pagina 36). O equipdameonstruido foi fruto da necessidade
de um método mais preciso, rapido e menos trabalfosnalise completa de aminoacidos
era agora realizada em apenas 24 horas, com grautai®acao que exigia atencdo minima
do operador, quando comparada ao método até esdado.u

O artigo traz ainda explicacfes detalhadas de todosomponentes utilizados e/ou
construidos, além dos procedimentos para sua @mweaag certamente sdo até os dias de hoje
excelentes orientacdes para operadores dos atst@as cromatograficos. Por esta razao,
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os detalhes do artigo valem uma exploragdo minadjpe serd realizada a seguir com uma
avaliacdo dos componentes do sistema cromatogi@ditstruido.

Até entdo, a identificacdo dos aminoacidos separadch colunas de troca ibnica era
feita através da coleta de pequenas e numerosaedrde efluente da coluna. Posteriormente,
adicionava-se uma solucdo de ninidrina e determaksava absorvancia de cada fracdo em
espectrofotdbmetro. No equipamento agora constriEdsnlucao de ninidrina era bombeada
constantemente e misturada ao fluxo de efluentohlea. A reagdo ocorria em uma bobina
de teflon colocada em um banho de aquecimento. Apéacao, o fluxo deste reator passava
através de um fotdbmetro construido especialmentegeterminar a absorvancia do efluente,
e a ele estava conectado um registrador de papel.
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Figura 24 —Diagrama do cromatégrafo construido por MooreeenSt
Fonte: SPACKMAN, 1958, p. 1191.

2.2.5.1 Sistemas de bombeamento

Para a garantia de um método preciso e continetyemte e a solugdo de ninidrina
usada para a reacado colorimétrica, deveriam sebé&ados de forma constante e controlada
com bombas confidveis. Para a constru¢cdo do eqeipanilustrado na Figura 24, foram
utilizadas trés bombas com pistdes de aco. Duasgbombeamento das solu¢des tampéao de
eluicdo e a outra para a solucdo de ninidrina. ®@ad#a estava equipada com duas valvulas
de retencdocheck valves uma na alimentacdo do pistdo e outra na saidax® podia ser
regulado com um parafuso de regulagem do cursastiop Os tampdes eram bombeados a
30mL/h e a ninidrina a 15mL/h.

Os detalhes de conexdes, tubulacdes e marcagiden tmaterial utilizado estdo no
artigo. Os autores detalham ainda a operacdo eidados a serem tomados para o0 correto
funcionamento das bombas. Especial atencdo € aadeoblema de formacado de bolhas de
ar, é chamada a atencao para a remocao totaldius gristdes das bombas e para se evitar a
insercdo de ar através do término da fase mévebamistema de deaeracdo. A principal causa
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de variacdes de fluxo era a insercdo de ar atrdaéslinhas de eluente ou conexdes. A
pressao de cada linha de saida das bombas ersoradaittom o auxilio de um nanémetro
com escala de 0 a 60psi.

Para o correto funcionamento das bombas, era s@@esima pressdo minima de
resisténcia na valvula de saida. A coluna de 158prasentava resisténcia suficiente para
gerar a pressdo necessaria na bomba 1, no entapitna de 15cm, alimentada pela bomba 2
e a bomba 3 da solugédo de ninidrina necessitavaaresisténcia maior. Para atingir esta
resisténcia, dois filtros de 1& de vidro eram cattiws nas linhas de saida destas bombas,
indicados na Figura 24 da pagina 36 pelas letrase . Estes filtros geravam
aproximadamente 25psi de pressao no sistema, caddsrcom a resisténcia das colunas, a
pressao total chegava a 40psi.

2.2.5.2 Reservatorios para as fases moveis

Para o armazenamento das solu¢des tampdao, erl@adais garrafas de 2 litros de
capacidade para a solucdo de pH 5,26 e de 4 pams as solucdes de pH 4,25 e 3,28. As
saidas eram posicionadas na base do frasco coasetdadbos plasticos flexiveis. As garrafas
eram mantidas em uma estante posicionada 20 cérgdraeima do nivel dos deaeradores e
30 acima das bombas, pois elas precisavam de pressitiva na entrada para correto
funcionamento. No topo dos frascos era colocadotuino contendo acido citrico para
absorver a amoénia presente no ar, que entravarassof a medida que o liquido era
bombeado, desta maneira, evitava-se que houvessgigede cor pela reacdo da ninidrina
com a amoénia. Cuidado especial era tomado parpogicionar as garrafas diretamente sobre
as partes eletrificadas do instrumento, a fim deesacidentes.

Dois frascos de 2 litros contendo solugcdo de NaCN @ solugéo tampéo pH 3,28
eram posicionadas 25cm acima do nivel do topo damas, estas solu¢cdes eram utilizadas
para a regeneracdo da resina de troca ibnica apé&snio da corrida cromatografica. As
linhas plasticas eram adaptadas diretamente nasasotjuando em utilizac&o.

O frasco para a solugédo de ninidrina continha wino texterno para visualizacdo do
nivel da solucdo no frasco, isto se fazia necessamique o frasco era envolvido com fita
adesiva preta para impedir a entrada de luz. O dopiwasco era fechado com uma rolha de
borracha com um tubo para a saida da solucdo eonexdo para entrada de nitrogénio, ja
gue a solugao de ninidrina ndo podia ficar expastar.

O tubo da linha da solucao de ninidrina continhma secao recheada com |a de vidro
ndo compactada, tendo como funcdo a retencdo dqugugparticula em suspensdo. A
solucdo deveria passar facilmente, apenas comca fia gravidade, através da secdo de
filtragem a fim de ndo prejudicar a alimentagéo anba. A secdo de filtragem era
periodicamente limpa para remocéao de particuldarelo a restricdo do fluxo.

2.2.5.3 Sistema de deaeracgdo das fases moveis

O fluxo das solugbes tampé&o passava previamenidgeperadores, a fim de remover o
ar dissolvido e evitar assim a formacdo de bollasrdquando a solucdo era misturada ao
fluxo de ninidrina e passada pelo reator, que ematioio a 108C pelo banho de aquecimento.
A remocédo do ar era realizada pela aplicagdo decamgento a 10, o ar removido era
liberado através de um longo tubo que funcionamdaacomo condensador para os vapores
liberado da solucdo. Diferentemente do esquemagiaa-24 da pagina 36, um sistema foi
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montado de modo a utilizar apenas um Gnico bantemdecimento contendo os deaeradores
e a bobina para a reagédo com a ninidrina.

O frasco da solucdo tampé&o com pH 5,26 estavtadisnte conectado a alimentacao
da bomba 2, as outras duas solu¢des tampéao, de2pte 8,28, estavam conectadas a uma
valvula solenoide de trés vias. A vélvula solenaidéava conectada a bomba 1 (Figura 24
pagina 36). Desta maneira, era possivel programavalla solenoide, com auxilio de um
temporizador, para deixar passar uma ou outra oltgmpao para alimentar a bomba,
fazendo assim a troca da fase mdvel durante aagmacromatografica.

2.2.5.4 Colunas cromatograficas

As colunas cromatograficas eram construidas cdmstule vidro com 0,9cm de
diametro. Para a construcdo das colunas de 150@m esados tubos de 166cm de
comprimento com uma placa sinterizada de porosidaéidia com 3mm de espessura para
reter a resina de troca ibnica. As colunas meneram construidas de maneira similar,
variando apenas o tamanho do tubo de vidro, quederdascm. Os tubos de vidro eram
envoltos em uma camisa de vidro para circulacdoagiea proveniente de banho de
aquecimento, a fim de controlar a temperatura deraseparacdo cromatogréfica.

Duas colunas de 150cm eram mantidas no sistenia, meseira, era possivel manter
uma em uso enquanto a segunda coluna era regenmEeada proxima andlise. As colunas
estdo identificadas na Figura 24 da pagina 36 cemdtulos 1A e 1B para as colunas de
150cm e 2 para a coluna de 15cm.

As colunas eram conectadas ao fluxo das bombas ep#lamidade superior, na
extremidade inferior havia um sistema com 3 valuan vidro para selecdo manual da
coluna em uso, e uma outra para misturar o fluxeefleente da coluna com o fluxo de
solucédo de ninidrina vindo da bomba 3, o didamatterno desses tubos de vidro era de 1
milimetro. As torneiras deste sistema eram presas clipes metalicos para suportar a
pressdo do sistema, que era de aproximadamentdufpsite a operacao neste ponto.

2.2.5.5 Reator para derivatizagdo com ninidrina

O fluxo da mistura do efluente da coluna e dacgmude ninidrina proveniente da
valvula de vidro era conduzido para uma bobina tcoita com um tubo de teflon de 29
metros de comprimento e 0,7 milimetros de diamateyno. A bobina era mantida submersa
dentro de um banho de aquecimento a°C@O@omo o diametro interno do tubo de teflon
variava de lote a lote, o volume interno da boldre determinado gravimetricamente, para
isso o tubo vazio era pesado e comparado com sasanguando cheio de agua. O valor
determinado era utilizado para calcular o comprimemecessario do tubo para conter
11,25mL de solucédo, volume necessario para garantiorreta mistura da solucdo de
ninidrina com o efluente em um fluxo total de 45mLbbtendo assim um tempo de
residéncia no banho de aquecimento de 15 min@wrgd necessario para o desenvolvimento
méaximo de cor da rea¢do da ninidrina com os amidosc
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2.2.5.6 Fotdbmetro para deteccdo em linha

Depois de passar pelo reator, o fluxo de efluentedirecionado diretamente a um
fotbmetro. O fotdmetro utilizado foi projetado enstruido no proprio Instituto Rockefeller e,
sempre gue possivel, eram utilizados componensg®miiveis comercialmente. A montagem
consistia em trés fotdmetros individuais em umamgesnidade, cada um com sua propria
fonte de luz, lente, filtro, célula de absor¢cadckila fotovoltaica, a montagem e o detalhe de
uma ceélula encontram-se na Figura 25.

)

AT NN

Figura 25 — A esquerda detalhe da montagem de uma célula tecde e a direita a
montagem de trés células em série.
Fonte: SPACKMAN, 1958, p. 1195.

As trés células foram montadas de modo a se tides os dados necessarios com
apenas uma andlise. Duas células tinham filtrosstnitindo em comprimento de onda
maximo de 570nm, e a outra em 440nm. Com essa g@miaera possivel determinar a
absorcdo no comprimento maximo dos derivados ageisaminoacidos (570nm) e dos
derivados amarelos formados pela prolina e hidrokim (440nm). A terceira célula, com
filtro em 570nm, diferia-se da outra pelo tamanbccdminho ético, que sendo mais estreito
permitia a deteccdo de altas concentracfes deadeswde aminoacidos, aumentando assim a
faixa de trabalho do detector.

A vida util das lampadas era de 12 meses parpaaamdo em 570nm e 6 meses para a
usada em 440nm. O artigo traz detalhes técnicosmdatagem do fotbmetro, com
especificacdo dos componentes, arranjos das @détesas e posicionamento de ventiladores
para resfriamento das lampadas. Traz ainda detd¢heslibragédo e das células de absorcéo.

Ao sair do fotbmetro, o efluente era entdo dineatp para um sistema de medicéo de
fluxo, que, muito engenhoso, consistia em um tubo ama se¢édo que permitia a entrada de
uma bolha de ar no tubo. A velocidade da bolharitigesra a mesma do fluxo do liquido,
assim sendo, o tempo de viagem desta bolha ao dagon tubo com marcas permanentes
era cronometrado de modo que o valor do fluxo patkterminado. Com o correto
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comprimento do tubo era possivel calibrar o medaoifluxo de modo que uma bolha que
levasse 45 segundos para atravessa-lo corresparadam fluxo de 45mL/h, o aparato pode
ser visualizado na Figura 24 da pagina 36.

2.2.5.7 Registrador automatico

O registrador utilizado estava comercialmenteatiggel, consistia em um medidor de
corrente de trés pontos com velocidade de papé|&leentimetros por hora. Dessa maneira,
os dados dos trés fotbmetros individuais eram isgm® simultaneamente em cores
diferentes, sendo que a cada 4 segundos um valtwitdea era registrado através de um
ponto. Os pontos eram posicionados tdo préximosoquesultado final consistia em trés
linhas simultaneas de cores diferentes (FiguraQ@)apel utilizado continha escalas vertical
e horizontal, a escala horizontal podia ser lidatdmente como absorvéancia, e, desde que
mantida a velocidade do papel e o fluxo do efluestda linha da escala horizontal
representava 2mL do efluente da coluna.

Effluent, ml. © 20 40 60 80 1 120 140 160 180 200 220 240 260 280
< 30°, pH 4.26, 0.38N Na CITRATE

Figura 26 — Porcdo de um registro em papel de uma andlisemdroacidos

realizada com o aparato de Moore e Stein.
Fonte: SPACKMAN, 1958, p. 1202.
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2.2.6 Resumo sobre as contribuigbes de Stein e Megrara a cromatografia liquida

A genialidade inventiva da dupla dos amigos csadi, juntamente com a escolha do
objeto de estudo, os aminoacidos, levou a melhdaaseparacdo cromatografica e a
automacao de todo o processo, esta automacgéo aagoleupor resultar no primeiro sistema
cromatografico projetado e construido. Totalmeni@ptado as necessidades e sem qualquer
protecdo intelectual, este sistema é o modelo coanpleto desenvolvido e certamente serviu
de inspiracao para muitos pesquisadores e emmesastrumentacao cientifica. A Figura 27
mostra os dois pesquisadores ao lado do sistemeatwgrafico que conceberam e utilizaram
como principal ferramenta ao longo de suas bridksnarreiras cientificas.

Figura 27 - Stanford Moore e William Stein ao lado de setesna cromatografico em 1965.
Fonte: Instituto Smithsoniarfo.

2.3 “Cromatograma” do tempo (a histéria da cromatogafia)
A Figura 28 da péagina 42 apresenta um diagrama gomresumo grafico dos

principais eventos da histéria da cromatografi@maldas fotos dos responsaveis pelas
descobertas e/ou invencoes.

" Disponivel em: <http://www.si.edu/>. Acesso enN& 2012 41



Plinio, o Velhd — Identificacdo fraude com papird?

1800- Berzélius® — Desmineralizagdo de agua

Schénbeirt — Deteccéo do Oz6nio em papaid44

1847 —Matteucci® — Chocolate e tinta em papel

Runge — Figuras auto formadas em pap&850

1901- Goppelsroeder— “Andlises capilaresem papel

Tswett® — Cromatografia de adsorcan903

1911 - Dhéré — Utilizagdo da cromatografia de Tswett

Palmer® — Utilizac&o da cromatografia de Tswet913

1941—Martin °& Syngé® — Cromatografia de particio (Gasosa)

Tiselius'! & Claesson- Cromatografia de deslocamentbd43

1949 - Partridge— Cromatografia em coluna idnica

Moore'? & Stein'® — Equipamento para aminoacidds958

Laureados prémio Nobel de Quimica

1915 -Willstatter
1918-Tswett (Indicado)
1948-Tiselius
1952-Synge& Martin
1972—Moore & Stein

Figura 28 - “Cromatograma” do tempo (a histéria da cromedtigy.
Fonte: Diagrama construido pelo autor.
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2.4 A instrumentagao comercial

No inicio, os sistemas cromatograficos eram chasaé cromatografos liquidos de
alta pressao, isto porque os liquidos apresentaoosidades muito superiores aos gases e,
consequentemente, altas pressdes eram necessaamgver o liquido através da coluna
guando comparado aos cromatdgrafos gasosos. Loggrmom presséo foi substituido por
eficiéncia, e até os dias de hoje é utilizadoqE HARDT, 2004).

Como a instrumentacdo ndo existia comercialmeme 1968, varios autores
descreveram em detalhes como modificar e montagauipamento de cromatografia liquida
com componentes disponiveis. Em 1969, durante oSiBfpdsio sobre avangos em
cromatografia, uma sessao especial sobre CLAE fgarmizada e algumas companhias
apresentaram suas instrumentacfes. Em 1971, umtemsobre CLAE foi organizado em
Wilmington nos Estados Unidos, deste surgiu o pgronkvro sobre CLAE (BRIGELHARDT,
2004).

Como os precos dos sistemas cromatograficos emlitpsda eram muito superiores
aos dos ja difundidos cromatdgrafos em fase gasosaomum usuarios referirem-se a sigla
em inglés “HPLC” como sendo “HigRrice Liquid Chromatography”, em alusdo ao nome
gue mudara dePressuré€ para “Performance’, mudanca que ainda era motivo de discussao
e confusdo. Mais tarde, com a difusdo dos sistenoasatograficos, a discussdo tomou rumos
de anedota, ndo era incomum ouvir que a palavreeteopara a letraP” da sigla era
“Patiencé. O que pode ser explicado pela dificuldade deptad#io dos usuarios de
cromatografos gasosos, que ao iniciarem com ossmsistemas de CLAE deparavam-se com
vazamentos de solventes, bolhas de ar, e com ddatase movel agora ndo ser mais inerte,
interferindo ativamente na separacdo das subsgan®N@o bastasse, ainda existia a
necessidade de um sistema de bombeamento do sobteanés da coluna, o que ndo existe
em cromatografos gasosos pelo fato da fase gaposseatar-se pressurizada em cilindros. A
adaptacao exigia muita dedicacao e, certamentéa paciéncia dos USUarios.

2.5 A evolucdo das fases estacionarias para cromgtafia liquida

Com o inicio da utilizacdo dos sistemas cromafagra de alta pressao, nos anos de
1960, eram utilizadas como fases estacionariascpkas de silica porosa irregulares e com
grande distribuicdo de tamanho, variando na faadd a 50um. As separacOes nestas
condi¢Bes foi chamada de cromatografia em fase alofiais particulas de silica eram entao
obtidas através de técnicas de moagem e separag@ereiras. Com o passar dos anos a
técnica de preparo das particulas foi evoluindonddo que foram disponibilizadas particulas
na faixa de 30 a 40um, em seguida surgiram as @20pm e por fim as de 10 a 3um, que
eram entdo preparadas com a precipitacdo da silipartir de uma solugcdo de silicato
(MALDANER et al, 2010).

No final da década de 1960 foram desenvolvidas pagticulas de silica
superficialmente porosa, com aproximadamente 40jemtagnanho eram denominadas
particulas peliculares. Tais particulas consisttlerum nucleo solido ndo poroso revestido
com uma camada de 1um de silica porosa. O intuito disenvolvedores era reduzir a
dispersédo dos analitos ao longo da matriz poro$asgaestacionaria, com isso, incrementava-
se a resolucao cromatograficakKLAND e DESTEFANQ 1970; MALDANER et al, 2010).

Na tentativa de ampliar a aplicacdo analitica fdaes estacionarias, na década de
1970 particulas de silica foram revestidas com fiamada ativa em sistemas de particao
liquido-liquido, no entanto, sérios problemas dalekdade das fases assim construidas nao
permitiram a disseminacéo da técnica. Este métamlaigado com sucesso em colunas para
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cromatografia gasosa, onde liquidos de alta videdsi eram depositados sobre um suporte
inerte. O problema é que esta tecnologia nao fancidbem para colunas de cromatografia
liguida, o fluxo da fase movel acabava dissolverddase estacionaria alterando sua
concentracdo no suporte, consequentemente as g@mEPresentavam seérios problemas de
reprodutibilidade (EGELHARDT, 2004; FARIA et al, 2009).

Cairam em desuso também, ap0s o surgimento noadtee particulas esféricas
porosas de 10 e 5um, as particulas pelicularesfMER et al, 2010).

A disponibilidade de particulas de silica esféridasaproximadamente 10um e o
surgimento da técnica de modificacdo quimica dsssfastacionarias, em especial as fases
octadecilsilano (&) e octil (G), permitiram a constru¢cdo de colunas robustas gralede
seletividade, denominadas de colunas de fase eeMagifa visto a inversado da polaridade da
particula de silica. Era possivel a injecdo em raqimso, tendo apenas a limitagdo do uso de
bases fortes. A evolucdo das fases estacionariaiftinua e rdpida, a normalizagdo da
superficie da silica, o uso de silica de alta yrazevolucao das modificacdes quimicas e
procedimentos de recobrimento dos sitios polamamescentes produziram sistemas de fase
reversa muito robustos, com excelente estabilidadeficiéncia. A introducdo de outros
grupos funcionais ligados aumentou exponencialmastaplicacdes e a popularizacdo dos
sistemas de separacdo. Surgiram as fases est@sompdimicamente ligadas polares, de troca
ibnica, quirais, entre outras IKLAND e DESTEFANQ 1970; ENGELHARDT, 2004; MALDANER
et al, 2010).

Em 1975, a tecnologia de empacotamento das fagasianarias e a reducdo do
tamanho da particula |fn) aumentaram a eficiéncias das colunas. Em 19%/®adiculas
chegaram a|Bn e a 1,fm em 1990. Com tais particulas foi possivel cheger pratos
tedricos necessarios para as separacfes com cotungs menores, aumentando assim a
velocidade e a sensibilidade das andlises. Nooinds colunas tinham o tamanho padrao de
25 centimetros, onde se conseguia de 8.000 a 1@1@@0s tedricos por metro de coluna.
Com as colunas dguB, 0 mesmo numero de pratos tedricos era alcarggadaolunas de 6
centimetros de comprimento, o0 que reduziu o tempo adalise em um fator de
aproximadamente 4 ((GELHARDT, 2004).

A evolucdo dos equipamentos e a demanda da imjusm especial a quimica e
farmacéutica, de controle de qualidade cada dias nexiigente, levou o0s sistemas
cromatograficos CLAE a se tornarem a terceira migoya, em presenca nos laboratérios,
perdendo apenas para balangas e pHmetre=e(lHARDT, 2004).

2.5.1 Colunas com particulas superficialmente poras (coreshell)

As particulas superficialmente porosas, ou pddscde nucleo fundidd-(ised Corg
sdo baseadas nas particulas peliculares deseramlna década de 1960. O seu preparo
consiste na sinterizacdo de uma particula de gibcasa a alta temperatura, este processo de
fusdo acaba tornando a particula livre de porosddaéncia, o nucleo sélido é revestido com
uma fina camada de silica porosa (Figura 29 pa&HnhéMALDANER et al, 2010).

As vantagens deste tipo de particula sédo a ré@idaferéncia de massa, 0 que permite
analises muito rapidas sem gerar altas pressd&sresisténcia mecanica. Seu desempenho &
competitivo com as particulas porosas de tamanferion a 2um, com a vantagem de
gerarem pressfes menores. Este tipo de particutstf disponivel comercialmente com
diversos tipos de fases e de muitos fornecedoresi{MIER et al, 2010).
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Camada porosa 0,35um

|

Nucleo n&o poroso 1,9um
Particula Kinete‘?('_
de 2,6um .
Y
B

A

Figura 29 — A- Representacdo de uma particula superficialmeat®sp, disponivel
comercialmente com o nome Kineteda fabricante PhenomerfesB- Detalhe microscépico

de uma particula.
Fonte: PHENOMENER. 8

2.5.2 Colunas monoliticas

As colunas monoliticas sdo construidas com urp k&intinuo de silica porosa no
formato de um bastdo ou haste. O monolito contém distribuicio de macro e mesoporos
(Figura 30) e podem ser funcionalizadas com assfasemumente utilizadas em
cromatografia, como £e Gg. A distribuicdo dos poros torna a coluna permeé&vedue
permite a utilizacdo de fluxos de fase movel atpsessdes baixas QAVDANER et al, 2010).

Uma vantagem das colunas monoliticas € que es@osrsuscetiveis a entupimentos
por acumulo de particulas, justamente pelo tamamdior dos poros. No entanto, a utilizagédo
de fluxos altos de fase movel, até 4mL/min, apekarincrementar bastante a resolucdo
cromatografica tem por consequéncia alto consumealeentes e geracdo de residuos.
Alguns sistemas cromatogréficos ainda apresentabigmas de reprodutibilidade, j& que sdo
desenvolvidos para trabalhar sob altas presséesoduaa monolitica gera pressées muito
baixas.

macroporo

mesoporo

Figura 30 — Corte transversal de um bastdo monolitico easyaliacdo (MLDANER et al,
2010).

8 Disponivel em: <http://www.phenomenex.com>. Acesso 16 Jan 2014. 45



2.5.3 Coluna de fase reversa{s

A cromatografia em fase reversa é bem conhecidai® utilizada para a separacéo
dos carotenoides, no entanto, ndo é muito eficiemtesolucao dos isbmeras-transdessas
substancias. Excelentes resultados na separacésmosros sdo conseguidos utilizando-se
fase normal com colunas de hidroxido de célcio,entanto, essas colunas ndo existem
comercialmente e sua preparacdo apresenta séonbtempas de reprodutibilidade. Fases
poliméricas reversassgforam desenvolvidas e otimizadas para a sepadagioarotenoides
e seus isdmeros KENHISER et al, 1995).

Devido ao fato dos carotenoides serem molécula®regmique a cadeia das fases
estacionarias das colunaggCaproximadamente 30A contra 21A (Figura 31), imagise
gue interacbes mais extensivas deveriam ocorrerfasgs estacionarias com cadeias mais
longas. As fases 4 foram preparadas com base neste pressuposto epamages dos
isdbmeros obtidas foram sensivelmente melhores gsi¢ases ¢ (SANDER et al, 2000).

Comprimento

Figura 31 —Comparacdo do comprimento da moléculgdmroteno com as fases reversas

Cise Go.
Fonte: YMC. °

2.5.4 Colunas com patrticulas inferiores a 2um

Como ja mencionado, na década de 1990 ja estaispuondveis particulas de silica
com 1,5um. No entanto, colunas montadas com estas pagjcufesmo que curtas,
resultavam em pressfes bastante elevadas. Os adstemomatograficos até entédo
desenvolvidos apresentavam limites de pressa@baltio entre 4000 e 6000psi, 0 uso destas
particulas para a construcao de colunas obrigarisistemas cromatograficos a trabalharem
nos seus limites, desta maneira, haveria desgastéerado de seus componentes,
principalmente selos dos pistdes e bombas, assmose utilizacdo deste tamanho de
particula foi desencorajado.

Outro grande entrave no uso de coluna com paatclésse tamanho esta nos sistemas
de deteccéo, os picos produzidos em corridas cogréicas nessas colunas geralmente sdo
extremamente finos, com base podendo chegar a afehasegundo de largura. Picos téo
finos ndo séo detectados corretamente pela maosi@etectores comumente existentes, com
excec¢ao do detector de massas de tempo de voo (W3t al, 2000).

Na primeira década dos anos 2000, a companhiar§$\Matecou no mercado o primeiro
sistema cromatografico comercial para trabalhar poeasao elevada, o cromatdgrafo liquido

® Disponivel em: <http://www.ymc.co.jp/en/columnskymearotenoid/>. Acesso em: 16 Jan 2014. 46



de ultra eficiéncia (CLUE), comercialmente batizat® ACQUITY®. O equipamento foi
desenvolvido para trabalhar em pressdes acima @G80@Si, foram ainda desenvolvidos
detectores capazes de monitorar corridas cromdiagacom picos estreitos. As principais
vantagens do sistema, em comparacdo com o0s sist€@hdd&, sdo as corridas
cromatograficas em geral cinco vezes mais rapittae de um ganho de 2 a 3 vezes de
sensibilidade. O ganho de resolucao ainda trap @uemde beneficio, a diminuicao do efeito
matriz das amostras, pois os interferentes sdoameslseparados dos analitos de interesse,
dessa maneira, as rotinas de extracao e limpezandatra podem ser simplificadas ou até
mesmo ha a possibilidade de se trabalhar com aasastegrais (HUGHTON € GRACE).

Em aplicacdes onde a rotina analitica é grandgaobkos da introducédo de sistemas
CLUE é inquestionavel, pois otimiza os dois grangigalos analiticos, o tempo de corrida
cromatografica e o preparo da amostra. No entastanétodos cromatograficos devem ser
modificados e, evidentemente, os sistemas adqairido

Diversos fabricantes apresentaram seus sistemasltce eficiéncia e muitos
desenvolvedores de fases estacionarias as suaSewede colunas sub 2um. Alguns
colocaram no mercado uma linha de colunas comcpéasi intermediérias, entre 2 e 3um,
com a proposta que poderiam ser utilizadas tantsigiemas de CLUE como em CLAE. Esta
proposta tornou-se uma excelente opcao para usuwdgi€LAE que ndo pretendiam investir
em novos sistemas cromatogréficos e, ainda assingfibiar-se com o ganho de resolucao,
sensibilidade e rapidez nas separacfes cromatagafi

2.6 Aplicacdo da cromatografia liquida na analise @ alimentos

2.6.1 A evolugéo da andlise de aminoacidos apés Mee Stein

Até os dias de hoje, a determinacdo de aminodéidmsa importante ferramenta para
diversas areas da ciéncia, como a bioquimica, nmedéeca ciéncia de alimentos. O primeiro
aminoacido a ser observado, através de sua a@&tabh em solucdo aquosa de extratos
vegetais, foi a asparagina em 1802. Mais tarde, 1806, a asparagina foi isolada e
identificada de extratos de aspargos, de onde alesgu nome (MUQUELIN e ROBIQUET,
1806; LEA et al, 2007).

No organismo humano talvez existam aproximadameintso milhdes de proteinas
diferentes, seria praticamente impossivel o estelaodas elas, contudo, isso se torna
desnecessario porque todas sédo formadas dos mesmnésneros, os alfa aminoacidos. Sao
aproximadamente 20 os aminoacidos constituintes sqe perfeitamente conhecidos e se
repetem em média 100 vezes nas varias proteinaam®acidos funcionam ndo s6 como
unidades estruturais para a formacao das protaimas,também como precursores de uma
série de substancias biologicamente importantesjocborménios, enzimas, alcaloides,
porfirinas e pigmentos, dentre outras. Os amimw&csao sintetizados por todos os seres
vivos, animais e vegetais, no entanto, alguns dsiswperiores sdo deficientes na sintese de
todos os aminoacidos de que necessitam para canstias proteinas, por isso devem obté-
los em sua dieta. Os humanos adultos necessitamitdeaminoacidos denominados
essenciais: Valina, Leucina, Isoleucina, FenilaaniTriptofano, Treonina, Metionina e
Lisina (SOLOMONS, 1992; $ARBIERI, 1996).

A grande maioria dos aminoacidos ndo apresenthungm caracteristica fisica ou
guimica que possibilite a sua facil determinac&peeialmente em baixas concentracdes, por
esta razdo se faz necesséario usar de artificio apudransforme em estruturas com
caracteristicas facilmente detectaveis. O usuatopopcionar uma reacdo, mais seletiva
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guanto possivel, com compostos que apresentem gyrgpamoéforos ou fluordforos
facilmente detectados por espectroscopia de ullietaivisivel, ou fluorimetros. A este tipo
de reacdo da-se o nome de derivatizacdo. A printigravatizacdo usada com sucesso na
andlise de aminoacidos por cromatografia foi adeapm ninidrina otimizada por Stein e
Moore (Item 2.2.2 pagina 28). A utilizacdo do métatbm ninidrina para a analise de
alimentos foi adaptada por Schranal. (1953) e permaneceu como método oficial até a
década de 1990 ANDERMEER, 1990).

Em busca de aumento de sensibilidade para a tjoagdio de amostras em baixas
concentragdes, foram desenvolvidas novas técniea®rdhacdo de derivados utilizando a
deteccdo fluorimétrica, muito mais sensivel, ensstuicdo a deteccdo espectrofotométrica
dos derivados de ninidrina.

2.6.1.1 Derivatizacdo com o-Ftalaldeido (OPA)

Roth (1971), na busca da substituicdo da ninidooraum derivatizante fluorescente,
apresenta o o-ftalaldeido (OPA) como derivatizgraie®a aminoacidos. A reacao ocorria em
meio alcalino e na presenga de um agente redut@;mercaptoetanol (Figura 32). A
separacao dos aminoacidos realizada por Roth prallsante a usada por Moore e Stein, em
coluna de troca iénica. O eluato da coluna coletadaentdo submetido a reagdo com OPA e
guantificado em fluorimetro. A sensibilidade destgodo chegou a ordem de nanomoles (10
®M), a reacdo ocorria sem a necessidade de aqudoimendeterminacdo podia ser feita apés
5 minutos de reacdo. No entanto, a prolina e aiioirolina ndo eram detectadas. Em 1973,
Roth apresenta o esquema de seu aparato cromatogpaia separacdo e derivatizacdo
automatica de aminoacidos com a reacao com ORAH R HamPAI, 1973).

HOV\
iJ S
—
SH
+ RNH, b AN - N—R
=
Amino4cido
| primario 2-mercaptoetanol Derivado fluorescente
o)

OPA

Figura 32 — Reacédo do o-ftalaldeido (OPA) com aminoacidmario.
Fonte: CUNICO, 1985, p.1.

Lindroth e Mopper (1979) aperfeicoam os métodadedavatizacdo pré-coluna com
OPA e também o método cromatografico, agora conaragfio em fase reversa. Como
resultado, estabelecem limite de deteccéo de S6rferh (10™ M) para 25 aminoacidos em
corrida cromatografica de 30 minutos.

Cromatégrafos dedicados a andlise de aminoacidtggram no mercado, a empresa
Varian Inc. (EUA), adaptou o método de derivatipagiie-coluna com OPA em injetor
automatico que era capaz de fazer a mistura dgemess antes da injecdo, deste modo, a
reacdo era simplificada e automatizad@NEbs et al, 1981; @nNico, 1985). Outros
equipamentos eram baseados na derivatizacdo pdsacobm a separacdo dos aminoacidos
em colunas de troca ionica. A desvantagem destt=rss era a necessidade de reatores e
bombas extras para os reagentes de derivatizac@eg£Ret al, 1983).
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2.6.1.2 Derivatizagdo com Fluorescamina

Weigeleet al. (1972) ao estudarem um derivado fluorescente dieirma formado
pela reacdo com o aminoacido fenilalanina, des@ohro principio da reagdo e sugeriram um
novo reagente para deteccao fluorimétrica paranisogécidos, a fluorescamina.

A reacdo com fluorescamina (Figura 33) e o0 métaaalitico foram entdo
aprimorados para a deteccdo em niveis de concéatrde picomoles (18 Mol) de
aminoacidos, peptideos, proteinas e aminas primmdAaseparacao cromatografica dos
aminoacidos continuava sendo realizada em colurastrata i6nica. No entanto, a
derivatizacdo de aminas secundarias com fluoreseandio é simples e o método proposto so
se aplicava a aminas primariafiFRIEND et al, 1972).

tYe

100500 ms 5
+ RNH,

+ H,0

Fluoréforo

2
5-10 s

Produto de Hidrolise

Fluorescamina Nao Fluorescente
N&o Fluorescente

Figura 33 — Reacdo da Fluorescamina com aminas primarias.
Fonte: UDENFRIEND, 1972, p. 24.

Gruberet al. (1976) utilizaram com sucesso a fluorescamina paemntificacédo de
aminoacidos hidrolisados de dois peptideos de mridpoldgica. Para tanto, utilizaram
deteccdo fluorimétrica e separacdo dos derivadosereversa, e nao mais a separacéo dos
aminoacidos livres (derivatizacdo pré-coluna). Corata os autores alertam que as colunas
comerciais utilizadas sofriam deterioracdo aposralgneses de utilizacéo.

Benson (1975) publicou uma comparacéo entre agatiegantes entdo desenvolvidos
para aminodcidos e conclui que o OPA é o que apeseaior sensibilidade, cinco vezes
mais sensivel que a Fluorescamina, e ainda é eésas@lvel em solucdo aquosa. Desta
maneira, o principio da reagdo com OPA tornou-s&is utilizado. No entanto, o OPA ainda
nao resolvia a questdo da analise de aminoaciadogriméarios.
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2.6.1.3 Derivatiza¢cdo com Cloreto de Dansila

Novos reagentes foram surgindo, ou entdo sendescelertos, em busca da maior
sensibilidade do método e aplicacdo aos aminoac@osesolvidos pelos reagentes até entao
desenvolvidos. O Cloreto de Dansila (Cloreto deindetilamino-1-naftaleno sulfonamida)
(Figura 34) foi sintetizado e utilizado inicialmenpor Weber (1952), para a preparacéo de
derivados fluorescentes de albumina. Seiler (1931090 primeiro a apresentar um trabalho
completo sobre sua utilizacdo em analises biogasnic

Bayeret al. (1976) apresentaram o Cloreto de Dansila como nova opgao para
derivatizacdo e analise cromatografica de amino&cid separacédo dos derivados era feita
em fase reversa com deteccao fluorimétrica, o g@umigu limites de detec¢do cinco vezes
menores que 0s conseguidos com ninidrina.

O cromatografo utilizado por Bayer era de constoupropria e a reagao era pré-
coluna. No entanto, a derivatizagdo demorava 1, lumeeria ser realizada no escuro e em
seguida era necessaria a remoc¢ao do solvente. Aoilus primarios e secundarios eram
derivatizados, no entanto os grupamentos aminaniteoacidos heteroaromaticos (histidina e
triptofano) ndo reagiam e a lisina formava derivalidansila. Os derivados ainda eram
sensiveis a luz e ao ar.

Schmidt et al. (1979) aperfeicoaram o método de modo que o prmoesdo de
derivatizacdo demorava apenas dois minutos em emperatura de 100, a separacéo foi
realizada em fase reversa€o tempo de corrida cromatogréfica era de 40 tosnu

Apesar das limitagbes, muitos autores fizeramoaso sucesso da derivatizagdo com
cloreto de Dansila para analise cromatograficande@acidos de alimentos até a década de
1990 (KHAYAT et al, 1982; RIETO et al, 1990).

Novos agentes derivatizantes na mesma linha doetolode Dansila foram
desenvolvidos, como os cloretos de Bansila e Mansd entanto, apresentavam oS mesmos
inconvenientes do cloreto de Dansila.

Ry

N
SO,Cl N

OZS 2

PN PN

Figura 34 — Reacéo de derivatizacdo de aminoacidos comtGldesDansila.

2.6.1.4 Derivatizacdo com 9-fluorenilmetil-clorofomato (FMOC-CI)
Na década de 1980 surge um novo derivatizante;flooBenilmetil-cloroformato

(FMOC-CI). O derivado formado era relativamentéest, desde que sob refrigeracdo, mas o
método apresenta a dificuldade de se fazer ne@ssé&mocao do excesso de reagente via
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extracdo com pentano, 0 que era trabalhoso e awabawovendo também alguns
aminoacidos solaveis em pentano. Gerava ainda piudti derivados de um mesmo
aminoacido, o que promovia mais de uma respostamatografica para uma mesma
substancia. A reacao (Figura 35) ocorria com ancidod primarios e secundarios, era
rapida, 30 segundos, e os derivados formados exativamente estaveis IBRSSON et al,

1983).
Derivado
. Fluorescente
+ Aminoécido
O i

o
)I\ M
FMOC-CI 0.0
Produto de
OH Hidrélise

Figura 35— Reac¢édo de FMOC-CI com aminoécidos.
Fonte: EINARSSON, 1983, p. 612.

2.6.1.5 Derivatizacdo com Fenilisotiocianato (PITC)

A reacao conhecida como Degradacdo de Edman, $oritleha muito tempo para a
determinacdo da sequéncia de aminoacidos de peptiemMAN et al, 1950). Nela, o
grupamento N-terminal do peptideo sofre clivagefarma um derivado Feniltiohidantoina
(PTH), que pode entdo ser identificado. O procedimeé entdo repetido para o proximo
grupamento N-terminal, e assim sucessivamente 1@ gfb).

@ N A( s @ ’y

Fenilisotiocianato Grupamento N-Terminal o
PITC Peptideo o R
Feniltiohidantoina
PTH

Figura 36 — Degradacdo de Edman para identificacdo de acidus
Fonte: EDMAN, 1950, p. 283.
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A separacdo dos derivados de aminoacidos Fendtaolwinas (PTH) foi realizada
anteriormente por cromatografia gasosa, no entartayiam muitas limitagcdes,
principalmente devido a ndo determinagcédo de amidosibasicos (BANO et al, 1962).

Ainda no inicio da década de 1980 surgem os prosdiabalhos com o derivatizante
Fenilisotiocianato (PITC) associado a cromatogrifjaida (TARR, 1981; BACK e COON,
1982; Koop et al, 1982; HEINRIKSON e MEREDITH, 1984). A reacédo forma derivados
relativamente estaveis da maioria dos aminoacidosapos e secundarios, apds 20 horas da
reacdo a perda por degradacdo estimada é de affEnas entanto, 0 método € bastante
demorado, ja que o excesso de PITC deve ser rem@ad evaporacao a fim de evitar
contaminacdo da coluna. Outro problema é a baixabiidade de alguns derivados,
especialmente do acido glutamico e asparticoL{BGMEYER et al, 1984).

A utilizacdo do PITC como derivatizante substitai inicio da década de 1990 a
metodologia da AOAC para analise de alimentos,aj@entédo ainda utilizava a derivatiza¢éo
com ninidrina (B8RWAR et al, 1988; 1989).

Um Kit de derivatizacdo para quantificacdo de aminoacidies/és da reacdo com
PITC foi disponibilizados comercialmente pdaldaters Associate$EUA), o método foi
chamado comercialmente de Pico-Tag\ praticidade do seu uso, proporcionada pelo
fornecimento de todos os materiais e reagentekindo fases moveis e padrbes, fez com
gue se tornasse bastante difundidogBENe IFON, 1990).

A eluicdo dos derivados dos aminoacidos era coidzgem fase reversa com
gradiente de acetonitrila, o tempo da corrida ctografica era de doze minutos (Figura 37).
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Figura 37 — Cromatograma de derivados de aminoacidos peiodméico-Taf.
Fonte: BIDLINGMEYER, 1984, p.97.
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2.6.1.6 Derivatizagdo com 6-aminoquinolil-N-succimidil carbamato (AQC)

Sintetizado por Cohen e Michaud (1993), o derraatie 6-aminoquinolil-N-
succinimidil carbamato (AQC) foi o substituto doTBlpara a derivatizacdo de aminoacidos,
reage com aminas primarias e secundarias em psagosdos formando derivados de ureia
bastante estaveis, podendo ser mantidos por atésemana em solucdo aquosa e sob

temperatura ambiente (Figura 38).
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Figura 38 — Reacdo de AQC com aminoacidos.
Fonte: COHEN, 1993, p. 281.

O processo de derivatizagdo pré-coluna € muitolssrp fornece limites de detecgéo
na faixa de 50 a 300 fentomol (fOM). A hidrélise de apenas cinquenta nanogramas de
proteina é suficiente para a analise composicidoalaminoacidos. O excesso de reagente é
hidrolisado para 6-aminoquinolina (AMQ) em menos di#s minutos no proprio meio
reacional, o que evita reacdes posteriores inddseja etapas de remogao ou extragado com
solventes. O produto da hidrdlise do reagente (AMER) fluorescéncia em comprimento de
onda 100nm distante do derivado AQC-Aminoécido, u® @ermite a andlise sem a
preocupacdo em sua remocao para evitar interferécireacdo ainda é extremamente
tolerante a presenca de sais e detergentes, dé@arente dos seus antecessores, e a separacao
dos derivados é feita em fase reversa com detguyatuorescéncia em excitacdo a 250nm e
emissdo em 395nm. Na comparacéao entre os deantaz PITC e AQC, o AQC se mostrou
bastante superior no que diz respeito a estabdidid derivados produzidosTe&pom e
COHEN, 1994).

A separacdo cromatografica dos derivados AQC-Antidod é bastante sensivel ao
pH da fase movel, a concentracdo de solvente amgéna concentracdo de sais dissolvidos
nas fases moveis, desta maneira, sistemas com bomquiséernarias precisas e o preparo
criterioso dos eluentes se fazem fundamentaisgraegparacéo e reprodutibilidade do método
(VAN WANDELEN e QoHEN, 1997). Visando minimizar esses possiveis probdensa
companhiaWaters Associate@JSA) fornece todo o material necessario para &isna
forma de umKit (Waters AccQ.Fluor reagentcontendo os padrbes, reagentes, diluentes,
tampdes, fases modveis e a coluna cromatograficeamente com material informativo
(Figura 39 pagina 54).

53



AccQ-Fluor™ !
Reagent Kit WARNING B
i e ahiy
Catalog No. WAT052880 & ; o * [ . o
Lot No. 063631 = = e
unul
p a1 Labal

Exp. Date: January 2008
NOT TIC USE

———
e Borale

AocQ-Flugm™ Buffer

AceQ-Fluo

T 28 B,

b Reagent
o ! U Reagent Diluent pgwae,
i & L I Flammabje Lot 063631

) . Lot: 063631 i

2A Lot 063631

Figura 39 —Kit comercial para derivatizacdo de aminoacidos cor@ AWaters EUA).
Fonte: Foto do autor.

O AQC rapidamente comecou a substituir seus argemss e suas aplicacdes
comecaram a aparecer na forma de publicacoes. Wakdoet al. (1993) mostraram a
capacidade do AQC, em conjunto com colunas de dagtoina ligadas, em separar
enantibmeros de 31 aminoacidos. A aplicacdo dadukigia se estendeu para a andlise de
aminoacidos em alimentos, solucdes intravenosadg@pmpteinas (GHEN € DE ANTONIS,
1994) e ainda peptideos sintéticoEARTONIS et al, 1994).

Apesar de menos sensivel que a deteccéo por fadémes, a deteccdo dos derivados
AQC-Aminoécidos pode ser realizada por Ultraviglefae se mostrou sensivel o suficiente
para a analise da maioria das amostras rotineirdsmeonstra mais uma versatilidade do
método (Lu, 1994).

Um estudo mais aprofundado da aplicacdo do métedtedvatizacdo de aminoacidos
(pré-coluna) com AQC, sua separacdo em fase rewergasua aplicacdo na analise de
alimentos foi publicado ndournal of AOAC InternationalOs resultados obtidos foram
comparados com o0s obtidos com o uso do métodoicddds separacdo de hidrolisados
proteicos em colunas de troca ibnica e reacao @@asE e sugerem varias vantagens na sua
utilizacdo sobre os métodos entéo mais utilizadosé€t al, 1995).

Aminoacidos livres também podem ser determinados eoutilizacdo de AQC,
aplicacdes na analise do contetudo de plasma foem@ndolvidas e se mostraram rapidas,
simples e necessitam quantidades muito pequenaamdstra (RVERTER et al, 1997;
HERESzTYNet al, 2004).

A separacdo e deteccdo simultdnea de aminoacidagiigares aminados com a
utilizacdo do AQC foi avaliada por Di&t al. (1996), que atestaram suas vantagens sobre 0s
métodos de derivatizacdo tradicionais, em espegiahto a estabilidade dos derivados e
facilidade de conducgao da reacéo de derivatizagao.

Por ndo reagir apenas com aminoacidos, a versatdido uso do AQC abriu campo
de pesquisa para diversas classes de substaneasadds também foram obtidos com a
reacao com grupos hidroxila em meio aquoso, deateeira, foi possivel quantificar alcoois
primarios e secundarios usando derivatizagdo AQM@a wpcado a determinacdo via
cromatografia gasosa coAeadspacege com 0s mesmos limites de detecca@(M et al,
1996).

O AQC ainda se mostrou eficiente e pratico pareravatizacao e analise de aminas
biogénicas em vinho (BTo et al, 1996; MARTINEZ et al, 2000) e na determinagao dos seus
derivados poliaminas (®¥5ss et al, 1997). Com a analise direta de extratos vegetais,
Bouchereatet al.(1999) demonstraram a aplicabilidade da reacdoAQ@ na determinacéo
de diversas classes de substancias de interessspetial as poliaminas e betainas. Aminas
naturais de cadeia longa também formam derivagasiem ser separadas com a metodologia
(LEsTERe DcKsoON, 2001).
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(Palace e Phoebe (1997); Palateal. (1999)) demonstraram a utilidade do uso do
AQC na deteccdo de residuos de aminoacidos emsd&/enatrizes poliméricas, o que se
mostrou viavel pela alta sensibilidade do método.

A separacdo de derivados das micotoxinas fumomisBiae B, foi avaliada por
Velazquezet al. (2000), que destacam a sensibilidade na respostaestabilidade dos
derivados fluorescentes obtidos.

2.6.1.7 Derivatizagdo com O-acetato-N-hidroxisucciidil-fluoreseina (SIFA)

Sintetizado inicialmente para a determinacdo decoéaminas (NG et al, 2000), o
O-acetato-N-hidroxisuccimidil-fluoreseina (SIFA)rtealgumas vantagens sobre o AQC. Sua
sintese é mais simples e usa reagentes mais barédogmente encontrados, além disto, os
derivados obtidos (Figura 40) apresentaram flu@msa em faixas de comprimentos de onda
onde existem menos interferentes biolégicos. Algum@svantagens, ainda em relacdo ao
AQC, sdo que o produto de hidrélise do reagenteeapano cromatograma e o tempo de
reacao € mais longo (WG et al, 2001).

Considerando o fato de que existe dificuldade erane®ntrar o derivatizante AQC,
fornecido apenas pela Waters, o SIFA torna-se \ppam

Derivado

Figura 40 — Reacdo de aminoacido com o derivatizante SIFA.
Fonte: WANG, 2000, p. 18.

2.6.1.8 Diversificacdo de métodos analiticos paratkccdo de aminoacidos

A busca por substancias alternativas para semwirtocderivatizantes continua até os
dias de hoje, no entanto, até entdo ndo surgirabst&ncias que trouxessem avangos
significativos a técnica. A utilizacdo do AQC, pslaa praticidade e versatilidade, parece ter
se tornado o método preferencial na determinacd@andi@oécidos. Em geral, trabalhos
publicados recentemente trazem apenas modificag@eécnica de separacdo e deteccéo, e
nao na reacao de derivatizaca®NORSKA et al, 2012; SN et al, 2012).

Algumas alternativas de derivatizacdo aparecem ppliaacdes onde se necessite
limites de deteccdo mais baixos, com a utilizagdespectrometria de massasgR\E et al,
2012; ReiIscHL e LINDNER, 2012). Separacdes em sistemas cromatograficokrdeeficiéncia
tem reduzido o tempo da andlise para aproximadaignininutos (AANG et al, 2012; Gio
et al, 2013).
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2.6.2 Métodos de hidrélise de proteinas para anadisle aminoacidos

A separacdo dos aminoacidos de uma proteina cdassnte € realizada através da
hidrélise das ligacbes peptidicas, para isso, diauimente utiliza-se a reacdo com acido
cloridrico a quente, sob refluxo ou em frasco sel@hRFENIST, 1953; HRS et al, 1954). No
entanto, alguns aminoéacidos sofrem degradacaossas eondi¢cdes, o que faz necessario a
utilizacdo de multiplas hidrdlises para a corratardificacdo dos aminoacidos em proteinas.
Os aminoéacidos sulfurados, metionina e cisteingggsitam de uma prévia oxidacao para que
possam resistir a hidrolise &cida. Por outro ladtyjptofano € sensivel a presenca de acido,
por esta razdo se faz necesséaria a utilizacao dehidrolise alcalina.

2.6.2.1 Hidrdlise acida

A hidrolise com &acido cloridrico, em geral na camcacdo de 6N ou
aproximadamente 20%cdnstant boiling, € realizada em tubos selados na auséncia de
oxigénio. S0 necessarias 24 horas #@Jfara a completa liberagdo dos aminoacidos, no
entanto, existe uma infinidade de modificacbesenesitodo visando a reducao deste tempo.

Westall e Hesser (1974) aperfeicoaram as condd@ésdrolise acida de peptideos de
modo que reduziram os tempos de hidrélise para ibdtos a 168C ou 2 horas a 13G.
Savoy et al. (1975) realizaram extensos testes com a hidr@da em alimentos, os
melhores resultados obtidos foram em ampolas selamta uma razdo de 5:1 de acido para a
guantidade de proteina.

Metodologias com a utilizacdo de micro-ondas paaizacdo da hidrélise acida
também foram desenvolvidas, no entanto, sdo netEssduipamentos e material adequado
para este tipo de hidrélise©u e WANG, 1989; KRoLL et al, 1998).

Devido a complexidade da matriz alimenticia, emag&b a sua grande variabilidade
de composicdo e a quantidade e tipo de proteinagoadicbes de hidrélise para a
determinacdo de aminoacidos deveria ser otimizada gada matriz estudadaLeM et al,
2000). No entanto, por razdes de praticidade eopahcao, o comumente utilizado é a
hidrélise com acido cloridrico a 6N por 24h a ¥1@m frascos selados.

A hidrélise 4cida € recomendada para a determindg@dmaioria dos aminoacidos,
com excecdo dos sulfurados e do triptofano. Podeutdizada também para a analise da
hidroxiprolina, um aminoacido ndo essencial exelusio coldgeno. A quantificacdo da
hidroxiprolina € uma maneira indireta da determiitaga quantidade de colageno, o que pode
ser util na avaliagdo da maciez de carnes queresidonada, dentre outros fatores, com o
teor de colageno (LAR, 1990; ABREU et al, 2011).

2.6.2.2 Hidrdlise alcalina para quantificacdo do fptofano

Sao do inicio dos anos de 1830 os primeiros reldéoderivados coloridos de uma
substancia obtida de proteinas. Existem relatosedederivados coloridos reportados por
mais de 70 anos, inclusive constata¢cfes de que @sgseados apresentavam odor semelhante
ao dos compostos derivados do indol. Desta mans#m, saber a estrutura do composto
responsavel por esses derivados, Neumeister afemal890, que este composto obtido da
hidrolise de proteinas provavelmente contém um aruplol em sua estrutura. Foi
Neumeister quem batizou a substancia como triptofariundo do grego e referindo-se a sua
ocorréncia em hidrolisados de proteinas obtidos @@mzima tripsina. Hopkins e Cole foram
0s primeiros a isolar o triptofano (Figura 41 padi?) em 1901 (®EDMAN e RNLEY, 1971).
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A andlise do triptofano foi e ainda tem sido uns duaiores desafios para a quimica
analitica. A primeira razdo para isso é devido @ande importancia do triptofano, sendo
aminoacido essencial para muitos animais, e pdicyar de inUmeras funcfes biologicas
como, por exemplo, ser precursor da serotoninauf&igl). A segunda razao consiste na
grande dificuldade em manter estavel o triptofanovgniente da hidrolise das proteinas
(MOLNAR-PERL, 1997).

HO

- /
|

HN

NH:2

Triptofano Serotonina

Figura 41 —Molécula do aminoécido triptofano, precursor datstina.

A determinacdo de triptofano livre por espectrairaebu cromatografia liquida é
relativamente simples, haja vista que a moléculacémente separada por fase reversa e é
naturalmente fluorescente, além de ter forte asona regido do ultravioleta EDRIES et
al., 1980; MOLNAR-PERL, 1997).

Ja a determinacéo de triptofano em hidrolisadosefmos € mais trabalhosa, muitos
métodos de hidrdlise foram testados. Quando semitetdeterminar apenas o triptofano, a
hidrolise alcalina é sugerida ECsHLEGEL et al, 1970; HIGLI e MOORE, 1972; 3TO et al,
1984). Agentes protetores, como o amido, sdo glggepara aumentar a recuperacareiz,
1960). Quando se pretende determinar o triptofantainente com os demais aminoacidos,
sdo necessarias hidrolises alternativas, como @tizas, com acidos organicoaMSsoN et
al.,, 1976) e até mesmo com HCI utilizando-se agentetetpres (VNG et al, 1984;
MOLNAR-PERL, 1997). Preferencialmente, a hidrolise deve sexdgnda em frasco inerte
fechado e com atmosfera inerte, 0 que exclui assetade do uso de agentes antioxidantes
(SPiIESe GHAMBERS, 1949).

2.6.2.3 Oxidacdo com acido perféormico para aminoabds sulfurados

Os aminoacidos sulfurados, cisteina e metioningu(& 42 pagina 58), enquanto
ligados a proteina, ndo podem ser determinadasididlise acida, pois ambos formam
multiplos derivados além de sofrerem degradac&mlécao analitica é promover uma prévia
oxidacao, ainda enquanto ligadas a proteina, peith &istéico e metionina sulfona. A
oxidacdo é realizada com acido performico a frabsaquencia procede-se a rotina analitica
com a hidrdlise acida (McDONALD et al, 1985; ALRED e MACDONALD, 1988; TORAN et al,

1996).
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Figura 42 — Moléculas dos aminoacidos sulfurados cisteinatgomina.
Devido a sua instabilidade, o preparo do acidédpmico geralmente é realizadio

situ, para isso utiliza-se a reacdo de eliminacdo de &m a mistura de acido formico e
peroxido de hidrogénio (Figura 43)I16SON, 1969).

O /O
Y/, 74 H H
HC 7 + HO—OH ———» HC + \O/
N N
OH O—OH
Acido Formico Z?(;?;(éoéon%e Acido Perférmico Agua

Figura 43 — Preparo do acido perférmico.
Fonte: GIBSON, 1969, p. 677.

A utilizacdo da oxidacdo dos aminoéacidos sulfusade proteinas ja havia sido
utiizada para a inativacdo da metionina para estudom esse aminoacido essencial
(TOENNIES 1942). A aplicacdo deste método para a analiseadonoacidos sulfurados por
cromatografia liquida foi proposto por Schratral. (1954).

Apos o tempo estabelecido para a oxidacao dosodcioios sulfurados, a reacédo deve
ser interrompida para evitar superoxidagdo. Pam igilizam-se agentes redutores para
degradar o excesso de acido perférmico, 0 agenite coenumente utilizado e eficiente é o
acido bromidrico. O bromo gerado nesta reacdo pedéacilmente eliminado do meio com
aplicacdo de vacuo (bbRE 1963).

2.6.3 Carotenoides

Ao estudar os componentes presentes em suco darasnvisando a descoberta do
componente que dava a essa substancia potencidlemintico, o farmacéutico aleméao
Heinrich Wilhelm Ferdinand Wackenroder (1798-18&dabou por isolar e ganhar o crédito
pela descoberta do caroten@(8KES 2009).

O trabalho de Wackenroder consistiu em prensapwas para obter um suco
alaranjado e turvo. Na sequéncia, Wackenroderudituisuco obtido em agua e fez uma
extracdo liquido-liquido com éter. Ao evaporar erébbteve um 06leo amarelo do qual
conseguiu obter o caroteno em pequenos flocos WeomeOs cristais eram sollveis em éter,
pouco soluveis em alcool e insollveis em agua.dbigks em gorduras, como manteiga,
eles produziam uma bela coloragdo amaret@wgREs 2009).
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Atualmente mais de 600 carotenoides sdo conhecseéos levar em consideragao os
isdmeros estruturais, divididos em duas grandese$a os carotenos e as xantofilas.

Dentre os carotenoides, destacam-se 0s precurstgevitamina A, que sao
aproximadamente 50 substancias, os carotenoidesamprovada participacdo na visdo e o
licopeno e seus isébmeros, com também comprovadare;deducdo do risco de cancer de
prostata.

2.6.3.1 Carotenoides pro-vitamina A

A vitamina A, ou retinol, € o resultado da clivagenzimatica dos carotenoides pro-
vitaminicos. Uma molécula dg-caroteno pode gerar até duas moléculas de retiesta
maneira, diz-se que apresenta atividade vitamithécd00%. Todos os demais carotenoides
pré-vitaminicos apresentam 50% da atividadg-daroteno, os principais e mais abundantes
sdo ap-criptoxantina e ai-caroteno. Apos sua formacao e absorgéo, o retiroimazenado
no figado. A isomerizacdo dos carotenoides préniitecos resulta em perda de sua
capacidade vitaminica, por isso a importancia i@agdo de métodos analiticos capazes de
separar os isbmerass etransdos carotenoides.

2.6.3.2 Carotenoides importantes para a visao

A luteina e zeaxantina apresentam importante tumgévisdo, sdo os carotenoides
presentes na macula da retina. Sua funcdo estédoredda com a protecdo das células
nervosas responsaveis pela visdo das cores, idtb @&eavés da absorcao da radiacdo azul, de
maior energia e consequentemente mais danosa. Joovab a luz azul espalhada, a mécula
ainda aumenta a acuidade visualdReco, 2009).

A luteina € uma xantofila comum em tecidos vegetasta presente em altas
concentracfes principalmente associada a clomfiidolhas. A zeaxantina € um carotenoide
minoritario em diversas matrizes, sendo o prinafjaabtenoide do milho e do Goji, onde esta
presente em concentracdes bastante elevadasspSE e FARNSWORTH 2011).

2.6.3.3 Licopeno

O licopeno é o carotenoide responséavel pela aiorarermelha de muitas frutas,
como o tomate, a melancia e a goiaba. Seu consataaedacionado a reducado do risco de
alguns tipos de céancer, em especial de préstataxipadamente 80% do teor de licopeno
total encontrado na prostata € composto por is@uesotendo sido identificados de 14 a 18
diferentes isdbmerosis neste tecido. No sangue, a concentracédo de isérolsroepresenta
50% do total de licopeno. Em alimentos apenas @4 do total de licopeno encontrado esta
na formacis (KRINSKY e DHNSON 2005).

2.6.3.4 Outros carotenoides de interesse
Alguns carotenoides sdo exclusivos de certas espétio caso da bixina, exclusivo
do urucum Bixa orellang. Outros carotenoides sdo encontrados minotarigamistribuidos

em diversas matrizes, como a zeaxantina, e em fcasos sdo raros, como 0 carotenoide
trifasiaxantina, descoberto na espéaiphasia tripholia(Y OkoYAMA e BOETTGER 1970).
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O urucum, ou o corante alimenticio produzido dipdele, o colorifico, € o corante
natural mais utilizado pela industria brasileirapresentando cerca de 90% dos corantes
naturais usados no Brasil e 70% no mundo. Dentre 8s0s estdo a coloracdo de manteiga,
gueijos, produtos de panificacdo, O6leos, sorveteseais e embutidos @TCHINI e
MERCADANTE, 2001).

A bixina é o carotenoide majoritario que contém aoido carboxilico e um éster
metilico nas extremidades. A norbixina é enconteapequenas quantidades nas sementes
de urucum, mas pode ser obtida pela hidrélise xineb{Figura 44).
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Figura 44 - Os carotenoides bixina e norbixina do urucum.

2.6.4 Substancias fenodlicas

Estudos epidemiolégicos ao longo das Ultimas deécatem correlacionando de
maneira muito consistente dietas e alimentos efspEscicom o surgimento de doencas. A
identificacdo de substancias com reconhecidasdatieis benéficas a salde presentes em
alimentos aumenta a cada dia. A busca pelo entemtdindos mecanismos de agédo dessas
substancias e o reconhecimento de sua importaacdimentacado levaram ao surgimento de
termos como “fitoquimicos”, “nutracéuticos” e “akmtos funcionais” (BBARDS, 2003).

Os termos criados sao rapidamente difundidos e lgons casos sdo erroneamente
utilizados. O exemplo mais claro de uso incorre® rdbmenclatura € a utilizacdo de
“polifendis” para designar substancias fenolicahpmiroxiladas, ou ainda substancias com o
grupamento hidroxila ligado as estruturas aromatigaliciclicas, estas, apesar de serem
guimicamente semelhantes aos fendis (Figura 4maé&di), tém nomenclatura propria, como
naftol e fenantrol (SLoMONS, 1992).

O numero e a diversidade das substancias, dividddasnumeras classes, sdo um
desafio para a quimica analitica. Dentre estasatade substancias destacam-se os acidos
fendlicos, as isoflavonas e as antocianinas comdgranteresse para a ciéncia dos alimentos.
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Figura 45 —Exemplos de fendi\) e de substancias confundidas com fer)s (
Fonte: SOLOMONS, 1992, p. 936-937.

2.6.4.1 Acidos fenélicos

Os acidos fendlicos sdo metabdlitos secundariqdadeas produzidos atraves da rota
biosintética do &cido chiquimico. S&o derivadogdxiitados do &cido benzoico e do acido
cinamico (Figura 46). Estudos vém sendo realizaridwa determinar sua potencialidade na
reducdo do risco de inimeras doencas, principagmdoencas cardiacas e cancer. Em
alimentos, os &cidos fendlicos geralmente estéseptes na forma de inUmeros ésteres, 0 que
torna sua determinagdo um desafio para analistadimentos. A literatura traz inUmeros
métodos de extracdo e hidrolises para a quantifiicalps acidos fendlicos @TILA e
KUMPULAINEN, 2002).

5 6 Derivados do acido benzoico
o 3=0OH - Acidom-hidroxibenzoico
4 / \ 4 » 4=OH - Acidop-hidroxibenzoico
\ 3=4=0H - Acido protocatecuico
N OH 3=4=5=0H - Acido gélico
.. . 3=0CH; 4=0OH - Acido vanilico
Acido benzoico 3=5=0CH, 4=0OH - Acido Siringico

Derivados do acido cinamico

y N 2=0OH - Acidoo-cumérico
. / OH . 3=OH - Acidom-cumaérico
> 4=0OH - Acidop-cumarico
3=4=0H - Acido caféico
8 2 3=0CH; 4=OH - Acido ferdlico
Acido cinamico 3=4=0CH, 4=0OH - Acido sinapico

Figura 46 —Estruturas quimicas dos principais acidos fenéleacontrados em alimentos.
Fonte: MATTILA, 2002, p. 3660.
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2.6.4.2 As isoflavonas

As isoflavonas fazem parte de uma grande classeiloitancias, os flavonoides. Sao
constituidas por trés estruturas basicas (Figuya 4&eus derivados glicosidicos, perfazendo
um total de doze substancias. Sdo elas: as aglicpemisteina, daidzeina e gliciteina; as
glicosidicas genistina, daidzina e glicitina; os\d®los glicosilados acetilados e os derivados
glicosilados malonilados (M{.TER, 1941).

Ao isolar os pigmentos da plan@enista tinctoria de onde se extraia um corante
amarelo, foi isolada e identificada pela primeiea & genisteina, cujo nome deriva do home
da planta (BRKIN e NEWBURY, 1899). A gliciteina foi identificada em grédo dgesem 1973
(NAIM et al, 1973).

Genisteina Daidzina Gliciteina

Figura 47 — Estruturas béasicas (agliconas) das isoflavonas.

As isoflavonas sédo conhecidas como fitoesterdisddea sua semelhanca espacial
com o estrogénio, em especial na posicao das hiasq¥igura 48). Esta semelhanca sugere
uma protecao contra o cancer, em especial os kgaol@strogénio, como o cancer de mama.
A acado se deve pela propriedade das isoflavonasspecial a genisteina, em ligar-se aos
receptores de estrogénio deixando-os indisponpa@ a acdo do hormoénio ENDERSON et
al., 1982; WANG e MURPHY, 1994; WUTTKE et al, 2007).

Da mesma maneira, a administracao de isoflavonasempausa pode diminuir 0os
sintomas causados pela falta de estrogénio.

17-estradiol

Figura 48 — Semelhanca estrutural do horméniopi&stradiol e da isoflavona genisteina.
Fonte: WUTTKE, 2007, p. 153.
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As isoflavonas sdo predominantemente encontragaeguminosas, em especial no
grdo de soja. Porém, a distribuicdo das isoflavoreasemente de soja ndo € uniforme,
estando concentradas no hipocaétilo (gérmen) e emsetracdo moderada no cotilédone
(WANG e MURPHY, 1994). A utilizacdo da soja e seus derivadoslin@eatacdo humana e
animal esta de tal maneira difundida que atualmelastgpode ser encontrada em embutidos,
carnes, bebidas, suplementos alimentares, ragites caitras.

A adicdo de proteina ndo carnea, como a proteansofh, aos produtos de origem
animal, pode representar dano ao consumidor eosdigarado como fraude. Por esta razao
tem sido motivo de preocupacdo constante paracaliiacdo de alimentos. Embora a soja
seja um dos ingredientes vegetais mais utilizadog®dutos carneos, o controle analitico de
sua utilizacao ainda se constitui uma dificuldddequeR et al, 2010).

A separacdo de isoflavonas por CLAE foi introdazir Wesket al.(1978), o método
veio substituir a analise entdo realizada por CG.

De modo a simplificar a quantificacdo das isoffeag geralmente o extrato obtido é
submetido a uma hidrélise branda com alcali, destmeira, as formas acetiladas e
maloniladas sdo convertidas nas respectivas foglessiladas, que somadas as agliconas
resultam em apenas seis estruturas a serem qcaaidisi (MIRPHY et al, 2002).

J& para a conversao das isoflavonas glicosilatdasuas respectivas formas agliconas,
se faz necesséaria uma hidrélise a quente com alddrico (WANG et al, 1990).

2.6.5 Xantinas

As xantinas sdo alcaloides derivados de basesaggiiras mais abundantes e com
atividades biolégicas sdo as metilxantinas cafenapofilina e a teobromina. Podem causar
varios efeitos fisioldégicos, como estimulo do sistenervoso central, aumento da secrecdo

acida estomacal e diurese EkER et al, 1996). JA a hipoxantina € uma xantina de
importancia por ser o produto final da degradaga®8 TP (Figura 49).

| | |
N N 0 N N 0 N N o N N\
(TY 0T 0T ¢1
/N N\ H N\ /N NH H NH
o) (0] O (0]
Cafeine Teofilina Teobromina Hipoxantina

Figura 49 — Estruturas quimicas das principais xantinas.

Existem inUmeras técnicas para a determinacamdtixantinas em alimentos, sendo
a separacdo cromatografica em fase reversa comrgéetpor UV a mais aplicada @VER et
al., 1996).
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2.6.5.1 A cafeina

Em 1819 o quimico alemao F. F. Runge (item 2.14in@a4) foi convidado pelo
escritor e pensador alemdo Goethe para demonstraressante efeito de dilatacéo da pupila
causado pelo extrato de beladoA&rdpa belladonnp Runge fez a demonstracao aplicando
0 extrato da planta no olho de um gato, Goetheaifido impressionado com o resultado que
chegou a registrar os resultados em suas anotéGoesHE et al, 1889). Neste encontro,
Goethe deu a Runge uma amostra de graos de caféda sugeriu a ele que os incluissem
em suas pesquisas devido a possivel presenca denaalgubstédncia com capacidade
estimulante. Goethe estava correto, poucos megessddgo encontro Runge foi o primeiro a
identificar e isolar a cafeina (IRGE, FRIEDLIEB FERDINAND, 1866b).

A cafeina é consumida pelo homem ao redor de toadmmdo, pode ser encontrada
em alimentos como bolos e chocolates, bebidas cefrigerantes, energéticos, cha e café,
tabaco e em diversos medicamentos como analgésidundpres de apetite e estimulantes. O
consumo humano global médio diario esta estimad@@mg per capta, podendo chegar a
mais de 400mg em alguns paisesRBNE e ROBERTS 1996; GiEN et al, 2002; G\RDINALI €
ZHAO, 2002). Estudos demonstraram que 2 a 10% da eafe@erida € excretada sem
modificacdo na urina, desta maneira, as concemsagé cafeina encontradas em esgotos
sanitarios pode chegar a 300ug/laELIU et al, 1983; GiEN et al, 2002). A presenca de
cafeina em 4guas ambientais € indicativa da pras#scontaminacdo por esgoto sanitario, e
a sua determinacdo vem sendo usada como marcaderidentificar estas fontes de
contaminacgao @k et al, 2013).

2.6.5.2 Teofilina e a teobromina

A teobromina € a principal metilxantina encontradacacau Theobroma cacgo de
onde deriva seu nome. Foi identificada em 1841 geimico russo Alexander Voskresensky,
gue a isolou de sementes de cacau e a diferengioafdina (\WSKRESENSKY 1842).

A tedfilina foi isolada de folhas de chéa pela piiraevez pelo bioquimico aleméao
Albrecht Kossel em 1887, que ainda determinou stratera (®NES 1953).
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2.6.5.3 Hipoxantina e a degradagao do ATP

A hipoxantina é uma xantina formada pela degranl@pdATP (adenosina trifosfato)
em situacdo de hipoxia (Figura 50), desta maneima gido utilizada para a determinacao
forense da hora de morte. A quantificacdo da hiptixa é feita no humor vitreo, liquido
presente no interior do olho. O humor vitreo é @l fcoleta, esta relativamente protegido
contra contaminacdo, como sangue, bactérias esosifastancias provenientes da autélise
celular pés-morte (8)GSTAD e QLAISEN, 1978; ROGNUM et al, 1991).

Na qualidade de carnes a hipoxantina também apeepapel importante, pois apés o
abate do animal o masculo ndo morre e se converteaene imediatamente. O ATP continua
fornecendo energia durante um periodo de tempogsafancdes musculares. Em condicédo
de hipoxia, a formagdo da inosina monofosfato (IMP)da hipoxantina no musculo
intensificam o sabor e o aroma da carne. Desta imams musculos com grandes reservas
energéticas (ATP) apresentardo um sabor mais pc@ado(ABREU, 2008).

A concentragdo de hipoxantina também é utilizadacctindice de qualidade de carne
de pescado, neste caso, teores elevados destaaxafiti indicio de degradacao e causadores
de alteracdes de saborrR&/ e HUss 1996).
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Figura 50 — Reac¢do de degradacao do ATP em condi¢cBes deidipox
Fonte: SAUGSTAD, 1975, p. 159.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Execucao da parte experimental

Toda a parte experimental deste trabalho foi ese€leu no Laboratério de
Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria dEméntos, situado no bairro de
Guaratiba no municipio do Rio de Janeiro.

3.2 Obtencéo de padrdes analiticos por cromatografiiquida em escala analitica

A utilizagdo da cromatografia liquida em escalaliina na obtencdo de substancias
puras para sua utilizagcdo como padrdes cromatogsafie deu de duas maneiras descritas a
seqguir:

3.2.1 Coleta manual do efluente da coluna cromatogfica

No isolamento manual da substancia de interesseleta se deu apds a separacao
cromatografica no cromatografo analitico, para,issefluente do detector foi manualmente
coletado utilizando um frasco de vidro (Figura 5Cuidado foi tomado na coleta de
substancia labil, nestes casos os frascos de doletam envoltos em papel aluminio, para
evitar a exposicdo a luz, e mantidos em banho de. de coleta se deu através do
acompanhamento visual do cromatograma, de modo gflaente fosse coletado ao iniciar a
saida do pico de interesse e fosse interrompidérawno do pico.

Em se tratando de substancia com cor, a coletairida orientada pela coloragéo do
efluente do detector, interrompendo-se a coletadmoser mais perceptivel a sua coloracéo
(Figura 51).

Figura 51 — Coleta manual de um carotenoide na saida dotdetio CLAE analitico.
Fonte: Fotos do autor.
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3.2.2 Coleta automatizada do efluente da coluna armtografica

Para a automacdo da coleta das substancias sepgrad CLAE foi utilizada uma
valvula seletora de 14 portas, modelo RV500-104 e@yn&)'’. Esta valvula foi
incorporada ao cromatografo analitico Alliance™ (®vs) pelo fabricante. Sua funcgéo
original & permitir a montagem de até seis colunamatogréaficas de modo a possibilitar sua
selecdo através deoftwarede controle do equipamento, permitindo alteragiiesolunas
sem intervencdo manual do operador.

A adaptacéo proposta e realizada consistiu em roadiis conexdes de modo que a
saida do detector foi adaptada na entrada da @algwds saidas da valvula foram destinadas
as coletas (Figura 52). Desta maneira foi possiltetar o destino do efluente do detector,
possibilitando a selecdo e coleta de até cincot&utias (picos) da corrida cromatografica.
Na prética, o destino do efluente da coluna podepsmgramado, funcionando como um
coletor de fracdes. A saida 1 da vélvula foi destinao descarte e as numeradas de 2 a 5 para
os frascos coletores.

1
CLAE out 5
DAD 2 6
4
3
In %} Descart 1843 5 2| Coletores
In
22 X446 L

Figura 52 — Esquema e foto da configuracdo de uma valvuld4eortas para coleta

automatizada do efluente do detector cromatografico
Fonte: Esquema e foto do autor.

3.2.3 Metodologia e matrizes utilizadas para isolaemto dos padrdes

Os extratos para o isolamento dos padrdes forampamdos a partir de matrizes
conhecidamente ricas na substancia de interessamFooncentrados ao maximo, por
evaporacao do solvente, respeitando a capacidadmldaa cromatografica em separar a
substancia dos interferentes, a fim de maximizquantidade de substancia isolada. Com o
mesmo proposito, os volumes de injecdo foram ma&dds e as colunas cromatograficas
selecionadas foram as de maior capacidade.

Quando necessario, 0s extratos foram pré-puridc&tn colunas abertas, nesses casos
os detalhes das fases estacionarias e de eluifdadds serdo detalhados quando pertinente.

3.2.4 Verificacdo da pureza das substancias isolasla

A pureza das substancias isoladas foi determinadaéas da andlise cromatografica
das solucdes obtidas nas coletas manuais e auwtanedi (RCHECO, 2009). Para ser
considerado satisfatorio para utilizacdo como padramatografico, convencionou-se que a
substancia deveria apresentar pureza minima de 90%.

" Descrigéio detalhada da valvula utilizada podeseontrada em: 67
<http://www.rheodyne.com/products/3296/RV.aspx?PcttypelD=8&ProductFamilylD=2>.
Acesso em: 04 Fev 2014.



Para o calculo da pureza cromatogréafica, a intégralp cromatograma obtido foi
feita no comprimento de onda de absor¢cdo méximauldstancia de interesse, no entanto, foi
feita uma varredura visual ao longo da faixa de momento de onda utilizado para
verificagdo da presenca de interferentes com afisa@g comprimentos de onda diferentes.
Desta maneira, ndo se superestima a pureza doopa#ddo a n&o visualizacado de outras
substancias. Com excecao do pico referente aorgelviodos os picos foram integrados e
considerados impurezas.

Cuidado ainda foi tomado de modo a nédo se anadacdes diluidas provenientes
das solugdes isoladas, o que impossibilitaria @&gnagdo dos picos de interferentes
minoritarios resultando em superestimacéo da pumeraatografica.

A area do pico de interesse, em porcentagem ralatigoma das areas de todos os
picos presentes, foi tomada como sendo a purezmatografica do padrdo isolado
(PACHECO, 2009).

Os espectros de absorcdo das substancias isoladgas fadquiridos durante as
corridas cromatograficas de verificacdo de purpae isso utilizou-se detector de arranjo de
fotodiodos ajustado para varredura na faixa de comepmto de onda de absorcao
caracteristico da substancia isolada.

3.2.5 Quantificacdo, preparo das solu¢cdes padraaenstrucdo das curvas analiticas

Apos o isolamento da substancia de interesse pAEGnalitico e determinacéo de
sua pureza cromatogréfica, obteve-se uma soluclo aamcentracdo desconhecida desta
substancia, sendo a fase movel do método croméitmgoasolvente.

Para o calculo da concentracdo da substanciezoutise a espectrofotometria (UV-
1800, Shimadzt) com a aplicacdo da lei dambert-beerPara isso, a solucdo da substancia
isolada teve o solvente removido sob fluxo de gé&roo, quando em se tratando apenas de
solvente organico, ou por evaporacgéo em evaporatativo (Biich?) seguida de liofilizacdo
(L101, Liotog®) no caso da presenca de agua na composicao.

Apo6s completa remogéo do solvente, a substancianf@io solubilizada no solvente
adequado para a determinacao espectrofotométradzeld 1 pagina 69). A concentracao foi
calculada através da equacdao Ldenbert-beer(Figura 53) apos leitura da absorcdo desta
solucéo no comprimento de onda especifico pardsténcia isolada, utilizando os valores de
sua absortividade molar (Tabela 1 pagina 69).

Os valores de concentracdo obtidos foram entadaymos de acordo com as purezas
previamente determinadas (Item 3.2.4 pagina 67).

A,; = Absorvancia da solugdo no comprimento de oijla olvente especificado
AL =g . C. | €, = Absortividade molar da substancianespecificado

C = Concentracéo da solug&o (mol/L)

| = Caminho 6tico da cubeta (1cm)

Figura 53 —Equacao déambert-beewtilizada para célculo das concentracfes dos padrd
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Tabela - Valores de comprimento de onda, absortividadeamablvente adequado para
calculo da concentracdo da substancia isoladarzmtlizada como fonte da substancia.

Comprimento de Absortividade

Substéancia Solvente onda ¢. emnm) Molar (&) Matriz
a-caroteno Eter de Petroleo 444 28002 Cenoura
B-caroteno Eter de Petroleo 450 25922 Cenoura

cis-p-caroteno  Eter de Petrdleo 450 25922 Alface

B-criptoxantina Eter de Petroleo 449 23862 Caja manga
Licopeno Eter de Petroleo 470 34502 Melao-de-SaiaDa
Zeinoxantina Hexano 445 26362 Caja Manga
Retinol Etanol 323 1780 Figado bovino
Daidzina Metanol 249 26830 Gérmen de Soja
Glicitina Metanol 259 26713 Gérmen de Soja
Genistina Metanol 263 30895 Gérmen de Soja
Daidzeina Metanol 249 31563 Gérmen de Soja
Gliciteina Metanol 256 25388 Gérmen de Soja
Genisteina Metanol 263 35323 Gérmen de Soja

Fonte: a-(RDRIGUEZAMAYA, 2001) b-(MERCK&CO, 1983)  c-(MURPHY et al, 2002)

Apoés a determinacdo da concentracdo da subst&otéaa, esta foi utilizada como
solucdo méae de padrao para as diluicdes corresp@sdaos pontos da curva analitica do
método utilizado. As faixas de trabalho de cadadw@foram estabelecidas de acordo com os
teores do analito nas amostras analisadas.

3.3 Métodos de extracao, isolamento e analise deaanoides

A extracdo dos carotenoides dos frutos e demaigzesitvegetais foi realizada com
acetona seguida por particdo em éter de petrole@aftenoides totais foram determinados
por espectrofotometria, com leitura em 450nm, entapos em relacdo a absortividade molar
do B-caroteno (Tabela 1). Quando necessario procedaussgonificacdo da solucdo etérea
com solucdo metandlica de hidroxido de potassio 18%) no escuro durante 16 horas
(RODRIGUEZAMAYA, 2001).

Para a quantificacdo dos carotenoides de polpasrudes foi utilizado método
adaptado de extracdo e saponificacdo em escalé&coemmalisg PACHECO et al, 2014).

A separacdo cromatografica foi realizada em colurematografica YME Cs
Carotenoid(250 x 4,6xmm; 3um) com eluicdo em modo gradielet@&ter metiterc-butilico
em metanol, conforme Tabela 2 da pagina A¢ieco, 2009). Em alguns casos especificos
foi utilizada eluicdo em modo isocréatico destag$amoveis, os detalhes dessas modificacbes
serdo reportados quando pertinente. A deteccaofeita com detector de arranjo de
fotodiodos (W2996 Watet$ com varredura de 350 a 550nm e quantificacdosnm.

Dois sistemas cromatograficos foram utilizadosfaone disponibilidade:

Sistema 1 composto por bomba analitica W600 com forno pacdunas,
degaseificador em linha, injetor automatico 717lados da fabricante Waté&)s

Sistema 2mddulo de separacdo Alliarfc@695 (Water3).
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Tabela 2— Composi¢éo do gradiente de eluicdo para segads;éarotenoides.

Tempo em minutos % Metanol % éter metilterc-butilico
Inicial 80 20
0,50 75 25
15,00 15 85
15,05 10 90
16,50 10 90
16,55 80 20
28,00 80 20

Fonte: PACHECO, 2009, p. 41.

3.3.1 Isolamento de zeinoxantina g-criptoxantina

Para o isolamento dos carotenoides zeinoxantfhargtoxantina foi utilizado como
matriz o fruto de caja mang&gondias dulcis Seis frutos maduros foram coletado na area da
Embrapa Agroindastria de Alimentos no dia da e@oagOs frutos foram descascados e
despolpados manualmente e a extracdo e sapondidagicarotenoides foi realizada a partir
de 60g de polpa (item 3.3 pagina 69). O extrateeetébtido foi transferido para baldo de
fundo redondo de 250mL e levado ao evaporadorivotéBiichi), o baldo foi mantido sob
vacuo a 48C até completa evaporacdo do solvente. Adicionoerd@o ao baldo 3mL de
acetona, apos agitacdo manual a solucéo obtidieafsferida para vial ambar de 4mL.

Aliquotas de 50pL do extrato foram injetadas wiido o método cromatografico
(item 3.3 pagina 69). O pico referente a zeinoxanticom tempo de retencdo de 11,4
minutos, foi coletado manualmente na saida doonjet

O volume restante do extrato de polpa de caja mams a coleta da zeinoxantina,
foi utilizado para a obtencéo do padradiemiptoxantina. Previamente a coleta manuab-da
criptoxantina, o extrato foi pré-purificada em cwuaberta, preparada do seguinte modo: uma
coluna de vidro de 30cm por 3cm de diametro (Di@Lfoi preenchida com 10cm de uma
mistura 1:1 (v/v) de 6xido de magnésio (Merck) étegTedia), previamente ativada em
estufa a 11T durante 4 horas (PACHECO, 2009).

O solvente do extrato foi removido sob fluxo deagénio e o residuo dissolvido com
2mL de éter de petréleo. A solucao obtida foi agulec ao topo da coluna aberta, a eluicéo foi
realizada com éter de petréleo até a separacaasdacbrrespondenteffecriptoxantina. Esta
foi entdo removida manualmente da coluna com awdk uma espatula metdlica, o
carotenoide foi extraido do adsorvente com acetoragpoés filtracdo o extrato obtido foi
concentrado sob fluxo de nitrogénio (White Martias¢ volume aproximado de 2mL. A
solucdo concentrada assim obtida foi injetada ntwaaeéanalitico (item 3.3 pagina 69) para
coleta manual dB-criptoxantina.

3.3.2 Isolamento desis-licopeno
Para a formacéo e o isolamento de um iséraisrde licopeno a matriz escolhida foi o
fruto do Meldo-de-Séao-Caetandd@rmodica charantia..). Os frutos foram coletados na area

da Embrapa Agroindustria de Alimentos e foi predaram extrato etéreo dos arilos das
sementes (item 3.3 pagina 69).
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Para a isomerizagao dianslicopeno, foi preparada uma coluna aberta com 8em
silica (Merck) previamente ativada por 4 horas @@ la eluicéo foi realizada com hexano
(Tedia) acidificado com 0,5% de &cido acético glaCiedia).

Apbs a separacdo e coleta das bandas formadas etuit@o na coluna aberta, estas
foram injetadas no método analitiitem 3.3 pagina 69¢ um dos picos minoritarios foi
escolhido para a coleta manual.

3.3.3 Isolamento desis-p-caroteno

A matriz escolhida para a obtencdo de isomeissde p-caroteno foi o alface,
adquirido no comércio varejista do municipio do B&éJaneiro. A extracdo foi feita a partir
de 20g de folhas frescas maceradas (item 3.3 p&filaA solucdo etérea obtida foi
evaporada sob fluxo de nitrogénio até a securegsiduo foram adicionados 3mL de éter de
petréleo (Tedia).

O extrato etéreo foi pré-purificado em uma colup@rta com 5cm da mistura de celite
e oxido de magnésio 1:1 (v/v). A eluicdo se deu &en de petrdleo, e aplds a separacao
visual dos pigmentos, a fase correspondentep-@aroteno ¢is + trans) foi retirada
manualmente da coluna com auxilio de uma espat@tilica. Os carotenoides foram
extraidos do adsorvente removido da coluna abertaacetona (Tedia). O extrato obtido foi
concentrado até aproximadamente 2mL sob fluxo ttegé@nio e entédo transferido para vial
para injecdo no método cromatogréafico analititem 3.3 pagina 69) para a coleta manual do
pico referente aos isbmerois-p-caroteno.

3.3.4 Isolamento dax-caroteno ep-caroteno

Para o isolamento do alfa e beta caroteno, azregdolhida foi a cenoura. A extracao
foi realizada a partir de 159 de raizes de cen@iga 3.3 pagina 69). O extrato etéreo final
teve o solvente removido sob fluxo de nitrogéné secura e o residuo foi solubilizado com
2mL de acetona, que foram entdo transferidos patade 4mL. Os picos referentes ao
caroteno e-caroteno foram recolhidos manualmente na saiddetixtor ao eluirem com a
utilizacdo do método analitico (item 3.3 pagina 69)

O solvente das solucdes recolhidas foi removidnfhxo de nitrogénio e o residuo
dissolvido com 10mL de éter de petrdleo. As solacdbtidas foram quantificadas por
espectrofotometria através da lei dembert-beer utilizando os valores tabelados de
absortividade molajitem 3.2.5 pagina 68).

Para verificagdo da pureza cromatografica, o stdvéa uma aliquota de 1mL de cada
um dos padrdes isolados foi removido sob fluxo itegénio, o residuo foi entdo dissolvido
com 100puL de acetona e a solugéo injetada no métwald@ico (item 3.3 pagina 69).

3.3.5 Novas fontes para isolamento de carotenoides

Na busca por matrizes ricas em diversidade e otreggio de carotenoides, muitos
frutos foram testados como possivel fonte de caoides para o isolamento de padrdes
analiticos. Dentre os frutos estudados, destacaeams de cinco espécies coletadas no
municipio do Rio de Janeiro: Melao-de-Sao-Caetafarhodica charantia..) coletado nas
coordenadas 23°00'4,5”S 43°35'1,7Clusia major(22°58'21,6”S 43°23'5,8"W) Clusia
fluminensis (22°58712,7'S 43°23'10,9”W), CaferanaB(nchosia armeniacgCav.) DC.)
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(22°57'50"S 43°23'4"W) com exsicata depositada dmrbario sob cédigo RBR35799 e
Cereja-da-praiagugenia punicifolif (23°2'45”S 43°35'43"W)*?

Frutos desidratados de Goliycium barbarum foram adquiridos no comércio do
municipio do Rio de Janeiro e analisados para goafidao do teor de zeaxantina reportado na
literatura.

3.3.6 Métodos de extracao e analise de bixina e botina

Para o preparo de padrbes dos carotenoides laxnmmabixina foram utilizadas como
fonte sementes de urucum, adquiridas no mercadgistardo municipio do Rio de Janeiro.
Para a obtencao do extrato, trés gramas de senfiergespreviamente desengorduradas com
10mL de éter de petrdleo em ultrasom durante 5 tosnlEm seguida foram extraidas em
ultrasom durante 5min com 5mL de uma mistura deanodidiclorometano (1:1 v/v), a
solucéo obtida foi entéo filtrada em papel dediltr

O isolamento da bixina foi realizado em colunar@bédara isso, uma coluna de vidro
de 30cm por 3cm de diametro (DiogoLab) foi preeg@htom 6cm de silica previamente
ativada em estufa a 1%D durante 4 horas. Foram aplicados 2mL do extre¢pgrado e a
eluicdo foi realizada com acetato de etila/étepekedleo (3:2), até eluicdo da primeira fase
(ndo de interesse). Em seguida, foi utilizada unséuma de metanol/diclorometano (1:1) até a
eluicdo da fase correspondente a bixina. A solughtida foi transferida para baldo
volumétrico de 100mL e avolumado com metanol.

Para o preparo da norbixina realizou-se uma hsdr@la bixina (Figura 44 pagina 60),
para isso, uma aliquota de 50mL da solucdo dedizimlada foi transferida para erlenmeyer
de 125mL com tampa. Foram entdo adicionados 50ndoldgdo de KOH 10% em metanol,
o frasco foi tampado e deixado no escuro durantenoite. Na sequéncia, foram adicionados
5mL de &cido acético glacial e a mistura foi edmaicom diclorometano em funil de
separacdo. O diclorometano foi entdo transferidv@umado para baldo volumétrico de
100mL.

O método cromatogréfico para a analise de bixinarbixina baseou-se no método de
Tocchini e Mercadante (2001), foi utilizado um et cromatografico composto por bomba
W600, injetor Wisp 717plus, degaseificador em linth@tector de arranjo de diodos W2996
com varredura entre 300 e 600nm, todos da Whatekscoluna utilizada também foi da
Water§ (Cig; 100 x 4,6mm; 3,5um). A eluicdo foi em modo isticcd (65:35) de
acetonitrila/agua acidificada com 2% de acido aoét volume de injecéo foi de 20uL e o
fluxo de 1,0mL/min.

3.4 Métodos de extracdo e andlise de acidos fenoic

O método de extracdo e analise de acidos fendd@ssou-se na metodologia descrita
por Mattila e Kumpulainen (2002), capaz de quardifios acidos fendlicos livres e totais.
Modificacdes na extracdo foram feitas para adaptmplificar a rotina analitica. O método
cromatografico também foi alterado para incrememtaiesolucdo e reduzir o tempo de
analise.

A extracdo consistiu em macerar a amostra em geabalcelana, em seguida
transferiu-se o0 macerado para frasco ambar de 46nddicionou-se 10mL da solucéo
extratora: metanol contendo 2g/L de BHT e acidétiac 10% (85:15). A mistura foi entdo
agitada e levada ao ultrassom durante 30 minutpds Alecantacdo, uma aliquota de 100uL
foi transferida para redutor de volume para detesigdio cromatogréfica, este procedimento,
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antes das hidrélises basica e 4cida, permite digantos acidos fendlicos livres presentes na
amostra.

Para a realizacdo da hidrdlise alcalina adiciord&nL de NaOH 3M, em seguida
borbulhou-se B na solucdo durante 1 minuto para remocéo do oxigéhfrasco foi entdo
tampado e mantido sob agitacdo mecéanica por 1&wb@nadante do frasco foi transferido
para béquer de 100mL e adicionou-se 7mL de HCI &dbs agitacdo o pH da solucao foi
ajustado em pHmetro (B8Ipara 2,0+0,1 com HCI 6M. O extrato foi transferjshra funil de
separacdo de 500mL onde efetuou-se extracao lijgigido com 3 aliquotas de 15mL de
Eter Etilico / Acetato de Etila (1:1). Os extrafosam entdo combinados e avolumados para
50mL. Uma aliquota de 1mL foi entdo levada a seaata fluxo de M o residuo foi
dissolvido com 100uL de metanol e a solucdo olitidada para analise cromatografica.

Para a realizacdo da hidrolise acida a fase agimfail de separacédo foi novamente
transferida ao frasco original contendo o residilmle da extracdo. Adicionou-se 2,5mL de
HCI concentrado (36%), tampou-se o frasco que fantido em e estufa a &5 durante 35
minutos. Apds o resfriamento o sobrenadante fomsfexido para béquer de 100mL,
adicionou-se 5mL de NaOH 3M e ajustou-se novamerdkE para 2,0+0,1 com NaOH 3M.
Nova extracdo, evaporacdo e andlise cromatogrédicen realizadas conforme descrito
anteriormente na hidrolise alcalina.

Apoés a quantificacdo cromatografica os resultadattddas para as duas hidrolises
foram somados para obter o teor de acidos fendiitas da amostra.

O método cromatografico descrito por Mattila e Kuanen (2002) foi adaptado
para a coluna Thermio(BDS Hypersil Gg 4,6 x 100mm; 2,4um). Ap6s as melhorias
propostas, o método final consistiu em eluicdo igrad da fase mével (dgua acidificada
com 1,5mL/L de acido fosférico) e da fase m&®dhcetonitrila) com fluxo variando de 1,0 a
1,2mL/min (Tabela 3). A coluna cromatogréafica famtida a 38C e o volume de injecao foi
de 10uL. A deteccao foi realizada com detector rden de diodos (2996, Wat&)scom
varredura entre 210 e 400nm.

Tabela 3— Composicéo do gradiente de elui¢cdo para sepadecacidos fendlicos.

Tempo (minutos) Fluxo (mL/min) Fase A (%) Fase B (%
Inicial 1,0 95 5
6,0 1,0 95 5
12,0 1,2 88 12
18,0 1,2 80 20
20,0 1,2 50 50
24,0 1,2 50 50
25,0 1,2 95 5
28,0 1,0 95 5

FaseA: Solucéo de acido fosforico 1,5mL/L e F&eAcetonitrila.
Fonte: Tabela do autdt.

Para o desenvolvimento do método cromatograficonstoucdo das curvas analiticas
foram utilizados os seguintes acidos fendlicosatisyeis comercialmente (Sigma Aldrigh
galico, vanilico, clorogénico, caféico, siringicorto-cumarico, p-cumarico, ferulico e
sinpico. Solucdes estoques dos padrdes foramrpogmindividualmente, na concentracao
de 2mg/mL em metanol. As solucdes de calibrac@mideitas com misturas dos padrdes de

12 Gradiente de eluigdo modificado pelo autor a pddimétodo descrito por Mattila e Kumpulainen (200 73



modo a obter nove pontos de calibragdo com faix@aheentracdo variando entre 100 e
2.200pg/mL.

A matriz escolhida para avaliar o método implaatéa pé de caféQoffea arabica
L.) torrado e moido, adquirido no comércio varejistardmicipio do Rio de Janeiro.

3.5 Extracéo, hidrolise, isolamento e andlise deofavonas em soja

Para o preparo dos padrbes de isoflavonas fordgimadbs como fonte graos de soja,
gue foram adquiridos no comércio varejista do nipiocdo Rio de Janeiro. A extracdo das
isoflavonas, tanto para as analises quanto parapam dos padrfes, consistiu em extracao
com uma solucdo metanol:agua (80:20) por duas hir&8C e posterior saponificacio
branda com solucédo de hidroxido de sédioyp et al, 2001).

Para o descasque e separacao das partes do gdja deasca, cotilédone e gérmen),
utilizou-se a metodologia otimizada por Felbergabi@l (2001). O prévio desengraxe das
amostras foi realizado através de agitacdo comnioeftditra Turrax T18, IKR), seguida de
filtracdo em funil de vidro com placa sinteriza@0oy et al, 2005).

Para a conversao das formas glicosiladas dasvso#ia em agliconas, procedeu-se
hidrélise acida (HCI 1M) do extrato em refluxo pwna hora a 9 (WANG et al, 1990).

As separacdes cromatogréaficas foram realizadasidedgdlumpet al. (2001) em um
sistema cromatografico Allian€@695 (WaterS). Foi utilizado detector de arranjo de diodos
(W2996 Waterd), ajustado para varredura de 200 a 400nm com ifjuagéo em 260nm. A
coluna cromatogréfica utilizada foi uma YM®DS-AM S-5um (4,6 x 250mm; 5um) sob
temperatura de 46. O volume de injec&o foi 25L e a eluicdo em mgaliente (Tabela 4)
das fase#&-agua:metanol:acido acético (88:10:2 vh\B-enetanol:acido acético (98:2 v/v).

Para as coletas das isoflavonas utilizou-se o gnomsto automatizado, conforme
descrito no item 3.2.2 da pagina 67.

Tabela 4— Composicao do gradiente de eluicdo para sepadsci&oflavonas.

Tempo (minutos) Fase A (%) Fase B (%)

Inicial 90 10
0,1 90 10
30,0 40 60
31,0 40 60
315 0 100
37,0 0 100
37,5 90 10
45,0 90 10

FaseA: Agua:Metanol:Acido acético (88:10:2 v/v) e F&eMetanol:Acido acético (98:2 v/v).
Fonte: KLUMP, 2001, p. 1883.

3.5.1Aplicacdo do método para deteccéo de fraude por agfio de soja em carnes

A aplicabilidade do método analitico de isoflavopara a deteccdo de adicdo de soja
em carnes foi avaliada. Para isso, utilizaram-sesaias de lombo suino. Foram preparadas
pecas de lombo com injecdo de salmoura e sojaamsnses proporcdes: 1- lombo néo
injetado {n naturd; 2- agua e 0,75% de sal; 3- 4gua, 0,75% de 5% de proteina isolada
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de soja. Apoés a injecdo, os lombos foram embalad@cuo e mantidos sob refrigeragéo até
0 processamento ABUER et al, 2010).

Para a extracdo das isoflavonas, as amostras mboldoram trituradas em
multiprocessador de alimentos e em seguida liaflés. Apos a liofilizagdo, foram
novamente trituradas (Moinho Al11l, IR} embaladas e armazenadas em dessecador
(DAGUER et al, 2010). As extracfes foram realizadas confornme 8e da pagina 74.

3.5.2 Implantacédo de método rapido para analise dsoflavonas por CLAE

Um novo método cromatografico de analise de isoflas foi desenvolvido. Foi
avaliada a capacidade de separacao das isoflagonama coluna com particula menor que a
da coluna do método original. A coluna testadaaf®®henomenex Kinet&x50 x 2,1mm;
2,6um). A fase movel foi a mesma utilizada no métoahvencional (item 3.5 pagina 74).

3.6 Extracéo, isolamento e analise de retinol

Para o isolamento do retinol, a matriz escolhmaa fonte foi o figado bovino. Para a
extracdo e saponificacdo, 159 de figado bovinonfonaacerados em gral de porcelana e
transferidos para erlenmeyer de 250mL. Ao macef@@don entdo adicionados 50mL de uma
solucdo de hidréxido de potéssio/pirogalol/meta2@ll:79 (m/m/v). A mistura foi deixada
durante 3h ao abrigo da luz, transferida para fdeilseparacdo de 500mL e extraida com
100mL de solucéo de éter de petroleo/éter etilcB@(v/v), dividido em duas etapas. A fase
etérea foi lavada com agua MilffGaté pH neutro, verificado com tira indicadora (M&). O
extrato etéreo foi entdo evaporado em evaporadativo até secura, o residuo foi dissolvido
com 5mL de etanol absoluto e a solucao filtradar@mbrana 0,45um @ TscH 1984).

O método cromatografico foi 0 mesmo utilizado paraeparacado de carotenoides
(PACHECO, 2009), sendo o retinol determinado no comprimes¢o onda 323nm e 0s
carotenoides simultaneamente em 450nm, confornpogto por Taylor (1983).

3.7 Andlise de aminoacidos

As analises de aminoacidos foram realizadas cornvatigacdo com AQC, com
excecao do triptofano que foi detectado atravésudefluorescéncia natural. O derivatizante
foi adquirido na forma deKit (AccQ.Fluor reagente Water§), que é composto pelo
derivatizante e seu diluente, solugdo tampéao pasaldcédo das amostras hidrolisadas, coluna
cromatografica (¢ 150 x 4,6mm) e solucéo concentrada de tampaotagetea fase movel.

A mistura de padrdes, 17 aminoacidos mais a amdoisadquirida na forma de
solucdo concentrada, armazenada em ampolas de(RiNrbICI0180, PIERCE). Os padrées
de triptofano, cisteina, metionina, prolina e higpoolina foram adquiridos separadamente da
Sigma Aldriclf.

Para a realizacdo das hidrélises foram adquirid#sokas de vidro borossilicato de
20mL de capacidade (Alianca, Rio de Janeiro). Basalamento das ampolas foi utilizado
macarico a gas, em um sistema construido na Embkgpaindlstria de Alimentos que
possibilita a aplicacao de vacuo e/ou nitrogéramngola (Figura 54 pagina 76). As hidrolises
foram conduzidas em estufa (BinB&UA).
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Para o preparo da fase movel de solucdo tampaeeatato, 200mL do concentrado
(AccQ.Fluor reagenteWater§) foram transferidos para baldo volumétrico de 200@& o
volume foi aferido com agua Milli-&

Para a dissolucao dos hidrolisados foi preparaglalian da utilizacdo, uma solucéo de
HCI 20mM.

O preparo do reagente de derivatizacdo (AQC) éoadordo com as instrucdes do
fabricante, ao solido foi adicionado 1mL do dilee(acetonitrila) fornecido juntamente com
o kit (Figura 39 pagina 54). Apés a adicao, o frascafiddladosamente fechado, agitado em
vortex e levado a estufa a®®8bpor 5 minutos. O frasco com a solugdo AQC foi tianem
dessecador com silica gel (sem aplicacdo de vaaus)a estabilidade nessas condicdes é de
duas semanas.

K

e e — — — —

Figura 54 — Sistema de selagem de ampolas para hidroliaendeacidosA-Visdo geral,

B- Seletor N/Vacuo,C-Macarico GLP/Ar comprimido B- Ampola sendo selada sob vacuo.
Fonte: Fotos do autor.

3.7.1 Hidrdlises de amostras proteicas

Quando em se tratando de amostras proteicas, @mdaninoacidos estdo ligados
através de ligacdes peptidicas, se fez necessaadigrolise para a quebra das proteinas em
seus respectivos aminoacidos. Foram utilizadas Iiésolises distintas, baseadas na
metodologia de Liet al.(1995), com modificacdes descritas em detalhegairs

76



3.7.1.1 Hidrélise acida

Foi pesada massa de amostra correspondente a 3pngtedima em ampola de 20mL,
em seguida foram adicionados 5mL de acido clogdsid. A ampola foi entdo conectada ao
tubo de vacuo/nitrogénio e foi realizada a purgaadaoalternando 10 vezes a posicdo para
nitrogénio e vacuo (Figura 54 pagina 76). A ampoia&ntdo selada sob vacuo no macarico e
em seguida levada a estufa a°CPor 20h. Apos o resfriamento até temperatura embdj a
ampola foi aberta e o conteudo transferido paradoablumétrico de 50mL. O volume foi
completado com &agua Milli-®e uma aliquota de 50uL foi transferida para o éudd um
vial. O vial foi mantido em dessecador com silieh & sob vacuo por aproximadamente 16
horas, ou até completa secura do solvente.

O residuo seco assim obtido foi submetido a redeaderivatizagdo. Para isso, foram
adicionados 20uL do diluente de amostra (HCI 20raM)vial foi agitado vigorosamente em
vortex durante 15 segundos. Foram entdo adicioné@iok de tampédo borat&if AQC) e o
vial foi novamente agitado em vortex durante 5 sdga. Por fim, foram adicionados 20uL
do derivatizante Kit AQC) e a mistura foi agitada imediatamente emexddurante 10
segundos. O vial foi deixado em repouso duranteminuto para o término da reacdo. O
volume do vial foi entdo transferido para redutervblume inser) e levado para estufa a
55+1°C por 10 minutos. A solucéo assim obtida foi levpden analise cromatografica.

3.7.1.2 Oxidacao com acido perférmico e posterioridirélise acida

Para o preparo do &cido perférmico foram mistusaflopartes de &cido formico
(Merck®) com 1 parte de peréxido de hidrogénio (M&)clO volume preparado foi somente
0 necessario para a utilizacdo de modo a nuncazamaaa solugcdo. A mistura foi feita em
frasco com tampa 1 hora antes da sua utilizaca@ &aoxidacdo, foi pesada massa de
amostra correspondente a 3mg de proteina em ardpoROmL, as ampolas foram entédo
acondicionadas em caixa térmica de isopor contgedim picado. As ampolas foram ent&o
adicionados 500uL do acido performico preparadagferam mantidas no gelo durante 16h,
a caixa de isopor foi fechada e mantida sob refigfo para minimizar o descongelamento.
Apos decorrido o tempo para a oxidacao, as ampotam transferidas para capela e foram
adicionados 200pL de &cido bromidrico (Mé&ckAs ampolas foram entdo transferidas para
dessecador de vidro e mantidas sob vacuo por nenmzh para remocéao de volateis.

Decorrido o tempo, as ampolas foram retiradas eéssetador e submetidas ao
procedimento descrito anteriormente para a hidgrésda (item 3.7.1.1).

3.7.1.3 Hidrélise alcalina

Para a determinacéo do triptofano proteico fdizatila a hidrolise alcalina (k&L e
MOORE, 1972; 3TO et al, 1984; NELSEN e HURRELL, 1985; Lu et al, 1995) com
modificacdes.

Massa de amostra equivalente a 50mg de proteipesada diretamente em ampolas
de vidro de 20mL, 170mg de amido de milho (YQkioram adicionas a ampola. 5mL de
solucéo recém preparada de hidroxido de sédio ,200pL de 1-octanol foram adicionadas
a ampola. A ampola foi entdo conectada ao tuboadao/nitrogénio e foi realizada a purga
do ar, alternando 10 vezes a posi¢do para nitrogénacuo. A ampola foi entdo selada sob
VAcuo no magcarico e em seguida levada a estuf@’& pbr 20h.
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Apés o resfriamento a temperatura ambiente, a Emfod aberta e o conteludo
transferido para baldo volumétrico de 50mL quesfa&io avolumado com agua MillifQ

Uma aliquota de 900puL da solucéo foi transferigieaum vial e foi a ele adicionado
100uL de acido acético glacial. A mistura foi entéijitada em vortex e levada para analise
cromatografica.

3.7.2 Implantacdo da analise de amino&cidos resistes a hidrolise &cida

As separacdes cromatograficas dos aminoacidogemrgtsis a hidrélise acida foram
realizadas em um sistema cromatogréfico Alli&n2895 (Water$). Foi utilizado detector de
fluorescéncia (W475 Watéls ajustado com os comprimentos de onda de exoitées)
250nm e de emissdao (Em) 395nm. Duas colunas crgndditas foram avaliadas para a
separacdo dos aminoacidos. A primeira foi a sugerdfornecida com Kit AQC
(AccQ.Tad Cig 3,9 x 150mm; 5um), a outra foi uma coluna maigace com tamanho de
particula menor, a TherfiqBDS Hypersil Gg 4,6 x 100mm; 2,4um). A temperatura do
forno da coluna foi ajustada para®@7 o volume de injecéo foi 5uL. A eluicdo foi erndn
gradiente de trés fases moveds:Tampdo AcetatoKit AQC), B-Acetonitrila e C-Agua
(Tabela 5).

Tabela 5— Composicéo do gradiente de eluicdo para segadiEcaminoacidos.

Tempo (minutos) Fase A (%) Fase B (%) Fase C (%)

Inicial 100 0 0

0,5 99 1 0

18,0 95 5 0

19,0 91 9 0

29,5 83 17 0
33,0 0 60 40
36,0 100 0 0
45,0 100 Equilibrio

FaseA: Tampao Acetatoit AQC), FaseB: Acetonitrila e Fas€: Agua.
Fonte: Manual de instrucé@scQ.Tag Chemistry Package/ater§, 1993, p. 5-5.

3.7.2.1 Preparo do tampdao acetato, fase mével A,rpaa analise de aminoacidos

A composicdo da fase movel A consiste em solugdacétato de sodio 140mM com
17mM de trietilamina(COHEN e MICHAUD, 1993). Para o preparo de 500mL de fase
procedeu-se da seguinte maneira: aproximadamengteld @cetato de sédio (Merck) foram
secos em estufa a PM@por duas horas e entdo mantidos em dessecadorgsfiiamento.
Em bécher de 500mL foram adicionados aproximadamdQOmL de agua MilliQ, em
seguida o bécher foi mantido sob agitacdo magnétmdicionou-se 1mL de acido fosférico
50% (Tedia) e 1185uL de trietilamina (Tedia). Adimu-se entdo 5,749 de acetato de sodio
previamente seco, apos a dissolu¢cdo completa nsediupH com potencidémetro. Foi entdo
adicionado lentamente e sob agitacdo acido fosf@d®o até pH 5,05. Por fim, a solucéo foi
avolumada para 500mL e filtrada em membrana hidrafile 0,45um.
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3.7.3 Implantacdo do método de anélise de aminoaosl sulfurados

Para a implantagdo da andlise cromatografica dasoacidos sulfurados foram
utilizados padr6es comerciais dos aminoacidosinste metionina e uma amostra de feijao
moido, adquirido no comércio varejista do municigdm Rio de Janeiro. Procedeu-se a
oxidagdo da amostra e dos padrdes de metioninateina individualmente com &cido
perférmico (item 3.7.1.2 pagina 77). Em seguidaigaege com a hidrélise acida (item 3.7.1.1
pagina 77).

Para a separacdo cromatogréfica foi utilizada uolana Gg da YMC® (250 x
4,6mm; 5um) e a eluicdo foi em modo gradiente daed moéveiA-Tampao acetato de
sédio, B-Acetonitrila eC-Agua, conforme Tabela 6. A coluna foi mantida aperatura de
33C, o fluxo da fase mével 1,1mL/min e o volume dgegéo foi de 5uL. A corrida
cromatografica foi estabelecida com 35 minutos.

Tabela 6 - Composicdo do gradiente de eluicdo para separagdmatografica de
aminoacidos sulfurados.

Tempo (minutos) Fase A (%) Fase B (%) Fase C (%)

Inicial 94 6 0

6,0 92 8 0

12,0 92 8 0

14,0 90,5 9,5 0
25,0 90,5 9,5 0
27,0 0 60 40
30,0 0 60 40
30,5 94 6 0
35,0 94 6 0

FaseA: Tampao Acetatoit AQC), FaseB: Acetonitrila e Fas€: Agua.
Fonte: Eluicdo proposta pelo autor.

3.7.3.1 Implantacdo de método de analise rapida pasulfurados

Na tentativa de obter uma separacdo mais rapidale@gados AQC oxidados dos
aminoacidos sulfurados, utilizou-se uma coluna tamanho de particulas inferior a 3um, a
KineteX’ (Cyg, 50 x 2,2mm; 2,6pm). O fluxo foi estabelecido efnilL/min e a composicéo
do gradiente utilizado, composto pelas fa&€eampéo acetato de sodidBeAcetonitrila, esta
descrito na Tabela 7 da pagina 80. A matriz utliéizéoi novamente o feijdo moido.
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Tabela 7 -Composicéo do gradiente de eluicao para sepadecdminoacidos sulfurados.

Tempo (minutos) Fase A (%) Fase B (%)

0 99,5 0,5

2,0 99,5 0,5

3,5 94,0 6,0

7,5 94,0 6,0

7,7 50,0 50,0

9,0 50,0 50,0

9,2 99,5 0,5
10,0 99,5 0,5

FaseA: Tampao AcetatoKit AQC), FaseB: Acetonitrila.
Fonte: Eluicao proposta pelo autor.

3.7.4 Implantacdo do método de andlise de triptofan

A separacdo do triptofano foi feita em fase revera coluna AccQ.T&gCs (3,9 x
150mm; 5um), a temperatura da coluna foi mantida3&f€ e a eluicdo foi em modo
isocratico da fase movel acetonitrila/dgua/acideties, na proporcao de 10/89,5/0,5. O fluxo
foi de 1,0mL/min e a deteccéo foi feita por flum&scia nos comprimentos de onda de
excitacao (Ex) 280nm e emisséo (Em) 320nm.

Para o teste de recuperacao foi preparada umegasohquosa de padréao de triptofano
(Sigma Aldrich) com concentracdo de 528pmol. A pecacao foi determinada comparando-
se a concentracdo da solucéo preparada com a t@pénda solucdo apds o procedimento
de hidrdlise alcalina (item 3.7.1.3 pagina 77).

O método de determinacédo de triptofano implanfadavaliado internamente com a
analise de duas matrizes, farinhas de gréo deesigafeijao, adquiridos no comércio varejista
do municipio do Rio de Janeiro. Uma amostra de amémilho, utilizado na hidrolise (item
3.7.1.3 pagina 77), foi analisada representandbramco analitico.

O meétodo implantado foi avaliado ainda por meioude ensaio interlaboratorial,
INTERLABORATORY TRIAROQ9, conduzido pelo Centro Internacional de Adtica
Tropical (CIAT) da Colébmbia, onde quatro amostrasforma de farinha foram recebidas
para dosagem de triptofano.

3.8 Utilizac&o do derivatizante AQC para determinago de alcoois

Para a avaliacdo da aplicacdo do método de deegab com AQC para a analise de
alcoois, foram preparadas solu¢des a 1% dos seguéitoois em agua: metanol, etanol,
propanol e butanol (TedlaEUA). Foi ainda preparada uma solucdo com a naisiul% de
cada alcool.

As reacdes de derivatizacdo nas solucfes prepai@das realizadas com 10uL de
solucdo, 70uL de tampéo e 20uL de AQC. O métodandbse cromatogréfica foi melhorado
a partir do método previamente implantado parasmdke aminoacidos resistentes a hidrolise
acida (Tabela 5 pagina 78).
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3.9 Utilizag&o do derivatizante AQC para determinago de hidroxiprolina (coladgeno)

Para o teste de aplicagcdo do método de derivabzapm AQC a analise de
hidroxiprolina (colageno) e construcdo de curvditica, foram utilizados padrdes de prolina
e hidroxiprolina (Sigma Aldrich). Massa de 50,4nmeychda padréo foi pesada e transferida
para baldo volumétrico de 100mL. O sélido foi dielsto com 100mL de agua Milli®
acidificada com 3 gotas de HCI 6M. Volume de 10pdssh solucao foi utilizado para a
reacdo de derivatizacdo com AQC, desta maneirajugd® final obtida apresentou uma
concentragéo de 50,4ng/pL.

Como amostras para avaliacdo do método foranzad#is carne bovina, suina e pele
de frango, adquiridas no comércio varejista do wipio do Rio de janeiro. As amostras
foram submetidas a hidrélise acida com posterigivdizacdo com AQC (item 3.7.1.1
pagina 77). As massas utilizadas para a hidraissnf 500mg para as carnes bovina e suina e
50mg para a pele de frango, por ser esta maigmiceolageno.

3.10 Implantacédo e melhoria de método de analise deetilxantinas

A andlise cromatografica de cafeina, teofilinaeebtomina foi realizada em um
sistema cromatografico AllianBeda Waters com detector de arranjo de fotodiodotaina
de 220 a 450nm, com determinacdo em 280nm. A eluigda 1,3mL/min em modo
isocratico da mistura Agua/Acetonitrila/Acido acéti na proporgéo 89,5:10:0,5. O volume
de injecdo foi de 3uL e a temperatura da colurf€ 3Boram testadas duas colunas para a
separacao: Waters;£§1150 x 4,6mm; 5um) e ThermadX100 x 4,6mm; 2,4um).

Trés amostras em po foram analisadas: Café togadoido, achocolatado e guarana,
adquiridos no comércio varejista do municipio do BRe Janeiro. A extracdo foi realizada
com a propria fase movel em banho de ultrasom tkitEh minutos. Em seguida as amostras
foram avolumadas para 25mL em baldo volumétricana aliquota foi filtrada em filtro de
seringa MillexX de 0,45um diretamente para vial do injetor.

3.11 Analise de produtos de degradacdo do ATP (hipantina)

A separacdo dos nucleotideos foi realizada em aoltrermo G (100 x 4,6mm;
2,4um) com eluicdo gradiente de acetonitrila e fonfosfato (0,04M KKPO, e 0,06M
KoHPOy). O gradiente consistiu em elevar a concentragdacdtonitrila de O para 25% em 5
minutos (SoccHI et al, 1985). A deteccdo foi em detector de arranjo atediodo 2996
(Water€) em 254nm. O fluxo da fase mével foi 1,3mL/min eotume de injecdo da amostra
foi de 5uL. Os padrdes avaliados foram inosina rfasiato, adenosina monofosfato,
hipoxantina e inosina (Sigma Aldrich).

Amostras de peixe foram adquiridas diretamenteateds pesqueiros no Municipio
de Marica (Regido dos Lagos do Estado do Rio deirdgnestes foram armazenados em
freezer até a analisA.extracdo dos nucleotideos foi realizada confommeéodologia descrita
por Andradeet al. (2012). Uma aliquota de 50mg da amostra foi cdéetde diferentes
por¢cdes musculares do peixe e homogeneizada comdéndicido perclérico (HCIY a 8%
em ultrassom por 10 minutos. Posteriormente, adiciese 200uL de hidroxido de potassio
(KOH) 6M e homogeneizou-se em vortex durante 2Qisggs. Posteriormente, centrifugou-
se a 9000rpm por 3 minutos e o sobrenadante fefeedo para vial.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencéao de padrdes analiticos por cromatografiiquida em escala analitica

Em geral, o preparo de substancias puras paraagéio como padrao analitico se da
através de sintese quimica ou de extracoes a garfontes naturais, seguidas de etapas de
purificacdo. Para a purificacdo normalmente sdoregagas técnicas como a particdo em
solventes e a recristalizacao.

A utilizacdo da cromatografia liquida para a puoafido de substancias normalmente
se da atraves da cromatografia classica, ondeasgear de extratos sdo realizadas em colunas
abertas de grande capacidade, ou ainda em sisteomagtograficos preparativos. Neste caso,
as colunas cromatograficas sdo empacotadas ena @saar que as colunas analiticas, dessa
maneira, € possivel se obter quantidades relativenggandes de substancias isoladas.

A proposta deste trabalho para o preparo de padf@eserificar a capacidade da
cromatografia liquida em escala analitica, utild@meistema cromatografico analitico, colunas
comerciais e métodos de separacdo desenvolvid@s grailise, em separar componentes
majoritarios e minoritarios com alta pureza e erangidades suficientes para sua utilizacéo
como padrdes cromatograficos.

A obtencdo de padrdes cromatograficos desta mareitama alternativa para
laboratorios de andlise, que dependem, muitas yveadgsimportacdo e disponibilidade
comercial destas substancias. Substancias ddass®s de grande interesse para a ciéncia de
alimentos foram isoladas: carotenoides, flavono&estinais.

4.1.1 Purificacdo de carotenoides minoritarios

Quatro carotenoides comumente encontrados em mpagueoncentracbes em
alimentos, porém com grande importancia biolodgmam escolhidos para isolamento, foram
eles: a zeinoxantina e trés isbmetizs um do licopeno e dois ¢&caroteno.

4.1.1.1 Obtencao de zeinoxantinafcriptoxantina de caja manga

A Figura 55 da pagina 83 apresenta o cromatogdomextrato saponificado de caja
manga (A), além do cromatograma e espectro da xamitioa isolada através de coleta
manual (B). A zeinoxantina assim obtida apreseptoeza cromatografica de 99,0%. Valor
superior ao obtido em trabalho préViatilizando isolamento em coluna aberta, e extdato
polpa do fruto cajanirim (Spondias mombih.), quando foi obtido zeinoxantina com pureza
de 91,4%. O perfil cromatogréafico dos carotenoiks duas espécies de caja é semelhante, o
gue permitiu a comparacao entre as purezas dosngdixlos de isolamento da zeinoxantina.

A obtenc¢do de zeinoxantina com grau de purezaonfeelo método de separacdo em
coluna aberta, pode ser justificada pelo fato daozentina, neste caso, ser componente
minoritario (Figura 55 A pagina 83) e ainda pelesenca de muitos interferentes com eluicédo
proxima. Além disto, ha a presenca de isdbmerosjeotgrna o isolamento em coluna aberta
bastante dificil. Tais fatores ndo trazem muitaculdades quando se estd usando a
separacdo em coluna analitica, com resolucdo reujterior a da coluna aberta e ainda capaz
de separar os isébmeros. Apesar da diferenca nodgrgaureza, os valores obtidos nas duas
formas de separacdo sao suficientemente altosapatitizacdo da substancia isolada como
padrdo cromatogréfico.

1 A zeinoxantina foi isolada para atender demandaaldea Julia Hauck Tiburski 82
(TIBURSKI. 2009). os resultados foram publicados em coau(TIBURSKI et al. 2017).



O método de coleta manual se mostrou muito efieiemesmo para o isolamento de
substancia em baixa concentracdo, e ainda na geesde muitos interferentes em
concentragdo muito superior, como foi no caso tetaoda zeinoxantina do extrato de caja.

Mesmo com a presenca de um interferente em paso&llicdo, destacado com o
circulo na Figura 55 A, foi possivel a coleta dersggs o pico referente a zeaxantina, como
comprova o cromatograma da injecao da solucaocadt@gFigura 55 B).
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Figura 55 — A- Cromatograma do extrato de caja mamyaCromatograma, estrutura e
espectro do padrdo de zeinoxantina obtido por @atetnual de injecdes de extrato de caja
manga.
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O mesmo extrato preparado a partir de cajd maamgaa foi utilizado para o
isolamento da xantofilf-criptoxantina. Apesar de existirem fontes altewaat com maiores
concentragcdes deste carotenoide, como por exemspbiolpas dos frutos de caqui e maméo
(PACHECO, 2009), o isolamento foi realizado para aproveitgresenca deste carotenoide em
elevada concentragcdo no extrato preparado paralamento de zeinoxantina, do mesmo
modo que existia a necessidade de quantificacde das amostras de caja, assim, evitou-se
novos procedimentos de extragdo com uma nova matriz

Para tanto, duas técnicas de separacdo cromatagrédiram utilizadas em conjunto,
primeiramente o extrato de caja foi pré-purificao coluna aberta, e em seguida a fracao
referente &B-criptoxantina foi isolada em coluna cromatograficelitica. O cromatograma
obtido revelou alta concentracao [gleriptoxantina com pequenas quantidades de impsireza
basicamente zeinoxantina e isdBmesisde 3-criptoxantina.

Uma alteracdo no método cromatografico originaé gonsistiu em alterar o modo de
eluicdo de gradiente para isocréatico (60:40 Mef&met metilterc-butilico), permitiu a rapida
separacao dg-criptoxantina destes interferentes em apenas @uatnutos de corrida
cromatografica. Desta maneira, foi possivel program injetor para efetuar injecfes
sucessivas (90 em 90 segundos) e coletar manuara@atriptoxantina eluida na saida do
detector. A Figura 56 apresenta uma fracdo do domrema obtido dessas injecdes
sucessivas.
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Figura 56 — Cromatograma de injecdes sucessivas de extmtoajh pré-purificado em
coluna aberta, 0s picos mais intensos sao refarafiteriptoxantina.

Com o método de inje¢cdes sucessivas em modo igacrdi possivel, com 26
injecdes, o0 que levou aproximadamente uma horar @triptoxantina com 98,3% de
pureza. A quantidade obtida foi suficiente paraiangjficacdo por espectrofotometria e ainda
a sua utilizacdo como padrao cromatografico (Figlrpagina 85).

O método demonstrou a viabilidade de se prepargradsdes analiticos a partir da
propria matriz estudada, poderiam ainda ter sidtad®s, do mesmo extrato de caja, 0s
padrbes den-caroteno eB-caroteno, o que nao foi realizado pois estes padgstavam
disponiveis. Este procedimento traz muita facileladagilidade a obtencdo de padrdes, do
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mesmo modo que reduz muito os custos analitica®mparados a aquisicdo comercial dos
padrdes.

0,40

B-criptoxantina ] 451
0,351
Pureza 98.3¢
] WM/\:Q 7
0,25 HO
AU ]
0,20

478

0,15

0,10

0,05

L

0,0 2,0 40 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0 220 240
Minutos

0,00

Figura 57 — Cromatograma, estrutura e espectro do padrdd-atptoxantina obtido por
coleta manual de injecGes de extrato de caja miGgawalo em coluna aberta.

4.1.1.2 Obtencao de isbmercis de licopeno de Meldo-de-S&ao-Caetano

A extracdo e analise qualitativa dos carotenoidesatilos dos frutos de Melao-de-
Sao-CaetanoMormodica charantia..), confirmou ser esta uma excelente fonte depkno
na formatrans Conforme relatado anteriormente, a pureza destdenoide é naturalmente
superior a 94% e seu extrato pode ser utilizadococpadrdo analitico deste carotenoide, sem
a necessidade de procedimentos de purificacdo (FACH 2009).

A acidificacdo do extrato obtido, seguida de eloigiavés de coluna aberta de silica,
resultou na separacdo de trés bandas cromatografisa bandas foram coletadas
separadamente e analisadas no método cromatogrpéic® verificacdo do perfil de
carotenoides. A formacédo de multiplas bandas indideansformacdo da substancia, haja
visto que o0 extrato inicial apresentava apenas sufstanciat{anslicopeno). De fato, a
analise cromatografica revelou que todas as fracOktadas apresentavam aind&rans
licopeno como carotenoide majoritario, no entaptu,todas as bandas coletadas surgiu um
grupo de picos referentes aos isomeisdicopeno, formados durante a eluicdo acida atraves
da silica ativada.

Como o objetivo desta etapa do trabalho n&o erdeatificacdo dos isébmeros
formados, e sim o de avaliar a capacidade do issieonde substancias via cromatografia
analitica, um dos isémerass, presente minoritariamente na primeira fragdo g8 B,
pico 8), foi escolhido para o isolamento atravésaleta manual.

A Figura 58 da pagina 86 traz os cromatogramasiebtdo extrato dos arilos do
Melédo-de-Sao-Caetano (A), o cromatograma da prameacéo recolhida na coluna aberta
(B) e o cromatograma da solucéo isolada pelo médedooleta manual do pico identificado
como 8 (C).
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Figura 58 — A- Cromatograma do extrato dos arilos do Melao-de-Gdetano.
B- Cromatograma da primeira fracdo separada na@alberta de silica.
G Cromatograma do isémecis coletado manualmente na saida do detector.

A utilizacdo de eluicdo acida através de colunatalde silica ativada, mostrou-se
eficiente para promover a isomerizagdo de partgatslicopeno dos arilos de Meldo-de-
Sao-Caetano em um numero grande de isdmeiosFoi possivel, através da analise
cromatografica, a visualizacao de 29 substanciasapelmente todas isbmerois-licopeno,
separadas nas 3 fracdes coletadas na coluna éadtess ndo apresentados).

Com o uso do isolamento através de CLAE, obtevesselos isbmeros, que mesmo
em baixa concentracdo na fracdo inicial, apresemeza cromatografica de 91,3%,
demonstrando a viabilidade em preparar e isolanesoscis-licopeno a partir déodo-trans
licopeno para a utilizagdo como padréo analitico.
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Caso fosse de interesse a identificacdo dos is@nfermados, seria perfeitamente
viavel a utilizacdo da CLAE para isolar quantidanhesores das substancias formadas, o que
se faz necessario para a elucidacdo estruturaléatide técnicas como ressonancia nuclear
magnética (RMN), espectrometria de massas e espegfria UV/Vis e de infravermelho. A
Unica diferenca seria a necessidade de mais temmmldta para se atingir as quantidades
necessarias de substancias isoladas, na ordenligiamas.

4.1.1.3 Obtengéo de isbmerass de 3-caroteno de alface

O perfil cromatogréafico da fase recolhida em colabarta do extrato de folhas de
alface (Figura 59A), mostrou elevada concentragdo [@learoteno com concentragdes
menores dos isbmeros 9 e di8f-caroteno. Isto era esperado, pois sabe-se que o0s
carotenoides dos cloroplastos de folhas, como rsm o alface, apresentam pequena
variacdo em sua composicdo, apresentando natutelmes isdbmeroscis--caroteno
(RODRIGUEZAMAYA , 2001).

A auséncia de outros picos interferentes, remavitl etapa da cromatografia em
coluna aberta, novamente permitiu que o métodduigde gradiente original fosse alterado
para isocratico (52:48 Metanol/Eter megitc-butilico). Deste modo, foi possivel a realizacio
de inje¢cbes sucessivas que foram programadas ge#minutos. Ao longo das inje¢des, o
volume de injecdo pdde ainda ser ajustado paramieadi o rendimento da coleta, sendo
estabelecido em 25uL sem prejuizos a separaca@togréafica (Figura 59).
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Figura 59 - Cromatograma de injecGes sucessivas de extetalfdce pré-purificado em
coluna aberta. Em destaque © perfil cromatografico do extrato obtido.

A coleta dos dois isémerosis do B-caroteno foi feita manualmente. Para a
determinacdo da pureza das substancias isoladasdyente das duas fracdes coletadas foi
removido sob fluxo de nitrogénio e o residuo fasdivido com 200uL de acetona. As
solucdes obtidas foram entdo injetadas no métamuatografico analitico para determinacao
das purezas. As purezas calculadas foram de 9%080pl3eis-p-caroteno e de 98,3% para
0 9-cis-p-caroteno (Figura 60 pagina 88).
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O meétodo de isolamento proposto se mostrou vidgael p obtengdo de isdmeras
de B-caroteno. Foram obtidas pureza suficientes (>9p8b6a utilizacdo dos isolados como
padrdes cromatograficos. O procedimento viabiliaocorreta determinacdo cromatografica
do potencial pré-vitaminico A de alimentos, quealafe da quantificacdo dos isbmecse
transdo B-caroteno presentes nas matrizes.

Os valores inferiores de pureza dos isdmer@sbtidos (93,0 e 98,3%), em relacédo as
demais substancias assim preparadas, pode sécdukiipela presenca no extratotchns-p-
caroteno em concentracdo muito superior, e ainda eloicdo préxima aos isbmeraoss
coletados, prova disto é sef<aroteno a Unica impureza presente nas duas frapietadas
(Figura 60).

13-<cis-B-caroteno 9-cis-p-caroteno
Pureza 93,0% Pureza 98,3%

IT_B—caroteno (Impureza)

-

FB—caroteno (Impureza)

. -/

Figura 60 — Cromatogramas e estruturas dos padrdes des £39cis--caroteno obtidos por
coleta manual de injecBes de extrato de folhadfaeeapré-purificado em coluna aberta.

4.1.2 Purificacdo de carotenoides majoritarios

Apo6s a comprovacdo da capacidade da utilizacaOLdeE em purificar substancias
com alta pureza, mesmo quando em baixas conceesrg@edmponentes minoritarios), a
proxima etapa deste trabalho foi verificar a eficié@ e a viabilidade deste procedimento de
isolamento, avaliando o tempo gasto no processoaume de solventes utilizados. Sendo
ainda importante determinar se as quantidades liéscias isoladas sao suficientes para a
sua quantificacao e utilizacdo como padrdes arwditi

4.1.2.1 Obtencgéao de alfa B-caroteno de cenoura

Na Figura 61 da pagina 89 sédo apresentados os togmraimas obtidos com a injecéo
das solucbes de alfapecaroteno isolados de cenoura e coletados manutmeansaida do
detector. Conforme pode ser observado nos doisatomramas, ha a presenca de apenas um
pequeno pico de impureza, com concentracao infexidt% e que correspondente ao
carotenoide complementar presente no extrato dgnalicenoura. Isto demonstra que o
método de isolamento manual foi eficiente mesmopresenca de interferentes em alta
concentracdo e com tempo de retencdo proximo apoteta retencdo da substancia a ser
isolada.

88



A quantificagdo espectrofotométrica dos dois emoides isolados revelou que, com
apenas cinco injecdes de 15uL de extrato de cenfmugan obtidos 16,5ug de-caroteno e
19,69 dg3-caroteno.

As guantidades obtidas pelo método sdo pequeraes;iainente se considerarmos a
massa necessaria para preparo de solucbes deacatibpor pesagem, no entanto, séo
guantidades suficientes quando em se tratando epaqr destas solucbes através de
guantificacdo espectrofotométrica.

De fato, se considerarmos a construcdo de umaa amalitica de um carotenoide
gualquer, quantificando as solu¢cdes méae por egpetimetria, e considerando a preparacao
de sete pontos de concentracdo obtidos por diluigicolucdo mae, na faixa de 0,5 a
8,0ng/mL em triplicata, seriam efetivamente utdiaa apenas 5p1g do carotenoide purificado.
Assim sendo, as quantidades obtidas de alfacaroteno neste experimento teoricamente
seriam suficientes para a construcdo de até tregasanaliticas.
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Figura 61 - Cromatogramas, estruturas e espectros dos padedalfa €3-caroteno obtidos
por coleta manual de injecdes de extrato de cenoura

89



As cinco injecOes realizadas no método cromatagrdfinalitico para a coleta
simultanea dos carotenoides alfg3-earoteno, levaram 2 horas e 20 minutos. Para,tanto
foram consumidos 112mL de solventes, referentegaatm de fase mdvel. Desta maneira, foi
possivel a extracdo dos carotenoides da matremlamento cromatografico das substancias
de interesse, sua avaliagdo quanto a pureza crgrafita e a construcao da curva analitica
em apenas um dia de trabalho. Sendo que o mai@ucmnde tempo foi na injecdo dos
pontos da curva analitica.

Sendo assim, pode-se afirmar que ndo ha vantagerisolmmento de grandes
guantidades de padrdes para armazenamento e Usd@oPois isso demandaria muito mais
tempo e grande consumo de solventes. Além dissst@agem de padrdes demandaria
avaliagbes das melhores formas de armazenamenioda estudos de estabilidade para
determinacao do tempo de viabilidade dos padrdeazenados.

A limitacdo para a obtengcdo dos padrbes é a disjidade da matriz utilizada, por
iISSO a constante busca por mais opcdes e a prefgepia utilizacdo de matrizes que estejam
disponiveis durante todo o ano, como cenoura, @leaoutras facilmente encontradas no
mercado varejista.

O consumo baixo de solventes, quando comparado téonicas tradicionais de
isolamento e purificacdo de substancias, tambéontogavoravel no isolamento através da
cromatografia em escala analitica, estando em oéns@a com a preocupacdo em menor
consumo de solventes e menor geracdo de residuoscgs, que devem ter destinacao
adequada.

4.1.3 Novas fontes vegetais de carotenoides

Com as constantes buscas por matrizes vegetais €@ carotenoides, para mais
opcdes e maior rendimento no isolamento dessadéasglms, foram identificadas neste
trabalho duas fontes de licopeno e trés de zeaeamtic entdo ndo relatadas. A seguir
detalhes das espécies estudas com os perfis 8 thooarotenoides determinados.

4.1.3.1 CaferanaBunchosia armeniaca) como fonte de licopeno

A espécieBunchosia armeniacéCav.) DC., pertencente a famildalpighiaceae é
nativa dos Andes e seu nome popular é fruta deeigantie amendoinpéanut butter fruijt
No Brasil, é cultivada hd muito tempo apenas enmtgig, e € conhecida como caferana,
cafezinho, ciruela, caramela, ameixa-do-para ouxaneava (LorRENZzI et al, 2006).

Os frutos de caferana quando ainda imaturos apeseecoloracdo alaranjada e
textura rigida (Figura 62 péagina 91). Ao final da maturagéo, os frutos rapidnte sofrem
alteracdo na sua coloracéo, tornando-se vermeiitessos (Figura 6B pagina 91). Quando
maduros, apresentam aroma semelhante ao de ameeadeitura pastosa, o sabor é muito
doce e lembra o de ervilhas em conserva.
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Figura 62 — A- Ramos com frutos de caferanB-eEstadios de maturacao do fruto.

Fonte: Fotos do autor.

A andlise dos carotenoides revelou que a polpdrdass de caferana apresentam em

média 400ug/g de carotenoides totais, destes, &@dicopeno (360ug/g), seguidos fle
caroteno (25ug/g) e luteina (3ug/g) (Figura 63).
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Figura 63 —Perfil cromatografico dos carotenoides do extdat@olpa de frutos de caferana.

O teor determinado de licopeno para a polpa deraradese mostrou dez vezes

superior ao encontrado em polpa de tomate (35ug/gjincipal fonte deste carotenoide da
dieta (FODRIGUEZAMAYA et al, 2008).
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Considerando que os frutos da caferana apresentmsanvariando de 4 a 9g, e que
desta massa 70% representa a polpa, a caferanastea mma excelente opcédo para a
alimentagcdo como fonte de licopeno, sendo que swoa de apenas 3 frutos seriam
suficientes para atingir a dose minima diaria remwtada deste carotenoide, que € de 5 a
20mg/dia (RO e SHEN, 2002).

4.1.3.2Eugenia punicifolia como fonte de licopeno

A Eugenia punicifolialKunth) DC., conhecida popularmente como murta ou cereja-
da-praia, apresenta fruto com aproximadamente lerdignmetro, muito vermelho quando
maduro (Figura 64). Distribui-se por quase todorasB, nas restingas do Rio de Janeiro
ocorre nas seguintes areas: Reserva da Praia davi@tdambaia, Grumari, Jacarepagua,
Maric4, Cabo Frio, Barra de S&o Jodo, Macaé e & da Barra (QuzAa e MoRrim, 2008;
KUHLMANN e FAGG, 2012).

Figura 64 —Frutos maduros deugenia punicifolia
Fonte: Foto da esquerda: Luciana Mouta de Oliveii@o da direita do autor.

A determinacdo dos carotenoides revelou que aapdips frutos deEugenia
punicifolia apresentou em meédia 632g/g de carotenoides,tdidses, 87% sado licopeno
(550u40/9), nas formass etrans seguidos d@-criptoxantina (31g/g) e zeaxantina (31pg/g)
(Figura 65 pagina 93).

Assim sendo, o teor determinado de licopeno pgal@a deEugenia punicifoliase
mostrou ainda superior ao determinado para a cef€B6011g/qg).

Apesar do teor elevado de licopeno, em se tratdadouto pequeno e de pouca polpa,
a caferana apresenta maior potencial para utilizagéalimentacdo como fonte alternativa
deste carotenoide. No entanto, a utilizacdo ddsdrdaE. punicifoliadeve ser considerada
por se tratar de fruto nativo e ainda carente tieles de composigéao.
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Figura 65 - Perfil cromatografico dos carotenoides do exto#t@olpa de frutos déugenia
punicifolia.

4.1.3.3 Meldo-de-Sao-Caetan®ormodica charantia L.) como fonte de zeaxantina

Os arilos das sementes do fruto de Meldo-de-Saa@ae(Figura 66), como
mencionado anteriormente, foram relatados comolenxiee fonte de licopeno, alcangando
teores de 560ug/g. Devido a quase exclusividadicdpeno nos extratos dos arilos (96%),
estes podem inclusive ser utilizados como padratitamo sem a necessidade de purificacdo
(PACHECO et al, 2012).

Figura 66 —Fruto aberto de Meldo-de-Sao-Caetano expondormasnges envoltas em arilo

vermelho e pericarpo alaranjado.
Fonte: Foto do autor.
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Por apresentar coloracao tipica de carotenoidpsrioarpo amarelo do fruto também
foi analisado. Os resultados revelaram um perfil cdeotenoides bastante diferente da
composicdo dos arilos das sementes (Figura 670D de licopeno determinado foi de
apenas 0,4% do valor de carotenoides totais, etmuancarotenoide majoritario foi a
zeaxantina (42,7%) seguida gecriptoxantina (34,5%)3-caroteno (10,2%) e luteina (2,5%).
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Figura 67 —Cromatograma do extrato saponificado do pericampduro do fruto de Meléo-
de-S&o-Caetano.

Assim sendo, o pericarpo do fruto de Meldo-de-Sdet&ho se mostrou uma
excelente fonte de zeaxantina, carotenoide em gemabntrado minoritariamente em
alimentos. Em se tratando de fruto comestivel, g&tde ser considerado uma fonte
alternativa deste carotenoide para alimentacdo. oAcentracdo média de zeaxantina
determinada no pericarpo foi de 68ug/g, 0 que semta 17 vezes mais que o milho varde
natura (4,01g/g), a fonte vegetal mais consumida de zé@mea(RODRIGUEZAMAYA et al,
2008).

Devido ao sabor extremamente amargo do pericampdrudo de Meldo-de-Séo-
Caetano ele é conhecido como meldo amaBgte( melor), e € apreciado por orientais para
consuman natura,ou como ingrediente no preparo de condimentas¢B et al, 2003). No
Brasil, o Meldo-de-Sdo-Caetano € muito apreciadgpe@almente por criancas, que
consomem apenas os arilos vermelhos e doces dastesm

Uma alternativa para o consumo do pericarpo dio fpara incrementar a ingesta de
zeaxantina seria o seu consumo em forma de pordezgid. Este por sua vez poderia ser
utilizado em formulacdes, para enriquecimento @elyios com este carotenoide de papel tdo
importante para a saude humana.

A fim de avaliar a estabilidade da zeaxantina deranprocessamento do Meldo-de-
Sao-Caetano, foi preparado, através de liofilizesgguida de moagem, um pd desidratado
dos pericarpos maduros dos frutos coletados.

O teor de carotenoides totais do pd obtido foil@&4ug/g, e o teor de zeaxantina
alcancou 508ug/g. Quando comparado com farinhailtie (fubd), cujo teor de zeaxantina é
de 9,4u0/g (RDRIGUEZZAMAYA et al, 2008), a farinha preparada com os pericarpos de
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Meldo-de-Sao-Caetano apresentou teor 54 vezesimupBesta maneira, ela pode ser
considerada uma excelente alternativa para a mgdsste carotenoide na forma de
ingrediente alimentar.

4.1.3.4Clusia fluminensis e Clusia major como fontes de zeaxantina

Teores elevados de zeaxantina também foram eadostnos frutos de duas espécies
do géneroClusia; a Clusia fluminensise a Clusia major Ambas sdo espécies bastante
utilizadas para ornamentacao e sao facilmente #nactas na forma nativa nas restingas do
Rio de Janeiro.

As partes dos frutos analisados foram os arilos sEmentes, que apresentam
coloragdo bastante caracteristica de carotendtiigsré 68).

Figura 68 —Frutos abertos délusia fluminensigesquerdag Clusia major(direita) expondo

as sementes envoltas em arilo alaranjado.
Fonte: Fotos do autor.

Os teores de zeaxantina determinados nos arimselaentes das duas espécies de
clusiaforam ainda superiores aos das demais espécikasdasa

Para aClusia major o teor de carotenoides totais nos arilos foi @ig#us/g, sendo
destes 297ug/g de zeaxantina. Pa@usia fluminensiso teor de carotenoides totais foi de
967ug/g e o de zeaxantina 823ug/g.

O teor de zeaxantina encontrado nos arilo€ dmajorfoi 74 vezes superior ao teor
encontrados no grao de milho verdaatura enquanto o teor ra. fluminensishegou a 206
vezes este valor.

Na Figura 69 da péagina 96 sdo apresentados os togramas e espectros obtidos
com a injecdo dos extratos saponificados dos atdssluas espécies.

Apesar do elevado teor de zeaxantina encontragoaritos das duas espécies de
Clusias ndo ha relatos do consumo destes frutos pelo Mmoo entanto, os arilos e
sementes ndo parecerem apresentar toxicidadeagefatgado pelo fato de serem avidamente
consumidos por aves, o que inclusive torna difi@btencao de frutos integros na natureza.
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Os arilos dos frutos daSlusiasestudadas podem ser considerados excelentes fontes
para isolamento de zeaxantina em pequena escala,aoecessaria para o preparo de padrao
analitico, porém, a pouca quantidade de arilos, relacdo a massa do fruto, e sua
sazonalidade, desencorajam seu uso como fonterainae zeaxantina.
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Figura 69 — Cromatogramas e espectros dos extratos sapomficdas arilos dos frutos de
Clusia fluminensigesquerdag Clusia major(direita).

4.1.3.5 Comparacao entre teores de carotenoides dastes avaliadas e as de referéncia

Recentemente introduzido no Brasil, os frutos diatshdos de Goji Lfycium
barbarun) s&o descritos como a maior fonte natural de zd##pea (AVMAGASE e
FARNSWORTH 2011). A analise de carotenoides desse frutefdizada a fim de se comparar
os teores de zeaxantina com 0s teores obtidos aiziz@s estudadas neste trabalho.

Além do Goiji, foram também comparados os teoregedxantina da laranjinha de
jardim (Solanum pseudocapsiciifte os teores de licopeno das novas fontes agotadat
os resultados estdo na Tabela 8 da pagina 97.

* A presenca de altos teores de zeaxantina nosfdetd aranjinha de JardirBglanum 96
pseudocapsicujrfoi relatado anteriormente pelo autor: PACHEC2(.65.



Tabela 8 —Teores de zeaxantina e licopeno nas matrizes elstsd@mmparadas as relatadas
como ricas nestes carotenoides.

Zeaxantina Licopeno

Matriz Parte utilizada Referéncia
Ha/g Ho/g

Milho Gréaos verdes 4,0 - - - a
Milho Farinha (fubd) 94 (+2,4x) - - a
Tomate Polpa do fruto - - 35 - a
Goji Fruto desidratado 1480 (+370x) - - b
Meldo-de-Sao-Caetan Arilo da semente - - 560 (+16x) c
Melao-de-Sao-Caetan Pericarpo do fruto 68 (+17x) 0,7 (-50x) b
Melao-de-Sao-Caetan Pericarpo em po desidratac 508 (+127x) 60  (+1,7x) b
Meldo-de-Sdo-Caetan  Arilo em pé desidratado - - 1722 (+49x) b
Laranjinha de jardim Polpa do fruto 114  (+29%x) - - c
Clusia major Arilo da semente 297  (+74x) - - b
Clusia fluminensis Arilo da semente 823 (+206x) - - b
Eugenia punicifolia Polpa do fruto 31 (+8x) 550  (+16x) b
Caferana Polpa do fruto - - 360 (+10x) b

Valores entre paréntesis representam o raideevezes que a concentragao do carotenoide tniz éa
maior ou menor que na matriz referéncia, €0 milho para a zeaxantina e o tomate parapdi.

Fonte:a- Rodriguez-Amayat al.(2008);b- dados do autor & Pacheco (2009).

Como era de se esperar, os teores de caroten@idesatrizes desidratadas, Goji e 0s
pos preparados com de Meldo-de-Sdo-Caetano, fonaito superiores aos das matrizes
natura A retirada de &agua, que representa 70 a 90% dssameotal, promove uma
concentracdo dos demais constituintes.

Devido a dificuldade de se encontrar frutos de Gojinatura ndo foi possivel
determinar qual fruto dos estudados apresenta ormaalor para a zeaxantina, no entanto,
destacaram-se com os teores mais elevados: os datosementes da fluminensise dacC.
major, os frutos da laranjinha de jardim e o pericarp® fiutos de Meldo-de-Sao-Caetano.

Em relacdo ao teores de licopeno, destacaram-seolpms dos frutos dé&.
punicifolia, e da caferana e os arilos das sementes do Met&@al Caetano.
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4.1.4 Melhoria do método analitico de bixina e noikina

A Figura 70 apresenta o cromatograma do extrateedeentes de urucum obtido por
Tocchini e Mercadante (2001), que foi o0 método aigla para a realizacdo da melhoria, e o
cromatograma reproduzido inicialmente no Laboratéde Cromatografia Liquida da
Embrapa Agroindustria de Alimentos, tendo como dmuodificacdo a utilizacdo de uma
coluna cromatografica com tamanho de particula maiais curta e de fabricante diferente.
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ﬂAN: Z
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Figura 70 - Cromatograma de extrato de sementes de urucumoshpior A) Tocchini e
Mercadante (2001) B} reproduzido no Laboratério de Cromatografia Liguda Embrapa

Agroindustria de Alimentos.
Fonte: Cromatograma&: TOCCHINI, 2001, p.313.

Apesar da utilizacdo de uma coluna cromatograra tamanho de particula maior,
3,5um contra 3,0um, usada no método da referéadiato da coluna ser mais curta, 100
contra 150mm, possibilitou a obtencédo de uma reddodempo de retencéo para a bixina. O
tempo de retencéo foi reduzido de aproximadamedtpeata 14 minutos. Deste modo, uma
reducdo de 7 minutos no tempo de analise foi candegpenas com a escolha da coluna
cromatografica, sem prejudicar a separacao dogamal

A fim de reduzir ainda mais o tempo de analisevaiar o fator de resposta dos
analitos, foram propostas modificacdes no métod@nfi elas: a utilizacdo de eluicdo em
modo gradiente e o uso de aquecimento brando nax¢8GC). A Figura 71 da pagina 99
apresenta o cromatograma obtido apos estas madiéisa

O gradiente proposto consistiu na utilizacdo dasdfases moveisA-agua/acido
acético 98:2 e-acetonitrila. A proporcéo inicial destas fasAsB() foi de 35:65, indo para
10:90 em 5 minutos e retornando a condicao inaal5,05 minutos. Com a utilizacéo deste
gradiente, o tempo total da corrida cromatogrdficaeduzido para 9 minutos.

Nas condi¢des propostas, a bixina apresentou mpotele retencédo de 6,5 minutos, o
gue representa uma reducdo de 13,5 minutos se cadapa metodologia descrita na
literatura.

Além disto, os picos mostraram-se muito mais imdengrincipalmente para a
norbixina. Este fato pode ser explicado pelo dsimento da base do pico, promovido pelo
menor tempo de retencdo e consequentemente mdnedalidos analitos através da fase
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estacionaria. Este ganho na intensidade dos péafteter diretamente na sensibilidade do
método, pois menores concentracdes (picos) podewissalizados e integrados.
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Figura 71 - Cromatograma depois das melhorias do método deragm de bixina e
norbixina, eluicdo em modo gradiente e aguecimeatcoluna a 3.

A reducédo no tempo total de analise cromatograéoarelacdo ao método proposto
por Tocchini e Mercadante (2001), foi de 53% comma#horias propostas.

4.1.5 Implantagdo do método de analise de acidosédicos

Apo6s a adaptacdo do método de Mattila e Kumputa{2€02) para a coluna com
particulas de 2,4um, e ajustes no gradiente dedeluconforme Tabela 3 da pagina 73, o
cromatograma obtido para a mistura dos padrdes étodm implantado é apresentado na
Figura 72 da pagina 100. Os espectros de absoecéadi acido foram extraidos na faixa de
comprimento de onda de 210 a 400nm (Figura 72 pddin).

Com as modificacbes no método cromatografico fmsspvel reduzir o tempo de
analise de 45 para 28 minutos, um ganho de 38%.

Mesmo com essa reducdo no tempo de analise, nae lpmrda de resolucdo, ao
contrario, a separagdo dos acidos ferralico e ginap método proposto foi plena, enquanto
no método original havia coeluicioem pico Unico. A separacdo dos dois &cidos esta
detacada com um circulo na Figura 72 da pagina 100.

Todas as curvas analiticas preparadas foram éiseza faixa de trabalho escolhida
(100 a 2.200pg/mL).

¥ O cromatograma com a coeluicdo dos dois acidosnétodo original é 99
apresentado por Mattila e Kumpulainen (2002), 6436
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Apdés as melhorias propostas a seletividade do rmétodmatogréafico, ou seja, a
capacidade de identificacdo e separacdo das soiastéde interesse dos interferentes das
matrizes, foi avaliada com a analise de um expatparado a partir de pé de café, a Figura
73 apresenta o cromatograma obtido com a idergéiwaos acidos fendlicos detectados.
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Figura 73 — Cromatograma, espectros e estruturas dos acidddickes identificados em
extrato de p6 de café.

A identificacdo dos dois acidos encontrados fideits da comparacao dos tempos de
retencao e espectros com os obtidos na injecapatbées (Figura 72 pagina 100).

Apesar da grande similaridade entre os espectraardms as substancias, fruto da
presenca do mesmo cromoforo nas duas moléculastareia de uma metila no oxigénio do
carbono 3 do acido ferulico (Figura 73) € sufickgpéra um incremento de aproximadamente
cinco minutos no tempo de retencdo em comparaclp c@cido caféico, o que torna a
identificacdo dos dois acidos inequivoca.

Visualmente nenhum interferente proveniente da imapresentou coeluicdo, do
mesmo modo, a comparagao dos espectros das susstdientificadas com os espectros dos
padrbes se mostrou sem alteracdes em seu periizgpde pico), com isso, pode-se dizer que
o método cromatografico proposto foi seletivo.
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4.1.6 Purificacéo de isoflavonas

A utilizag&o crescente da soja e seus derivadiasloaa popularizagdo da importancia
e uso das isoflavonas, metabdlitos secundarioemies em alta concentracdo no grdo de
soja, acabaram por gerar uma demanda por um métodlitico capaz de detectar as
isoflavonas na soja e seus prodtitos

Como matriz para o isolamento e preparo dos padddssisoflavonas, fez-se a
utilizacdo de graos integrais de soja. A Figuraapdesenta o perfil cromatogréafico das
isoflavonas encontradas no extrato obtido. Apesasat a fonte relatada com maior teores
destes flavonoides, o perfil € bastante desiguakemos de concentracéo das isoflavonas. As
formas agliconas, picos 4, 5 e 6, estdo presemegpearjuena quantidade ou até mesmo
ausente, como no caso da genisteina. Desta forgr@oode soja integral ndo se apresentou
como uma boa fonte para a obtencgéo das seis isofiawnecessarias.
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4- Daidzeina
0,201 5- Gliciteina
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— T
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Figura 74 — Perfil cromatografico de isoflavonas do extidgagraos soja integral.

Por estarem em maior concentracdo no gérmen da esfes foram separados
manualmente dos gréos e a FiguraA78a pagina 103 apresenta o perfil cromatografic da
isoflavonas encontradas no extrato obtido. Neste,dadas as isoflavonas de interesse foram
encontradas, sendo a concentracdo das formasidiaas bastante elevadas e das agliconas
muito baixas, esta diferenca nas concentractetamérece o isolamento.

Com a realizacdo de uma hidrolise acida, em ungau@h de 200mL do extrato de
gérmen, promoveu-se a alteracdo do perfil cromafiogr (Figura 75B péagina 103). E
possivel notar que praticamente a totalidade ddkvw®nas glicosidicas foram convertidas
nas suas formas agliconas. Apesar da eficiéncihidtalise das isoflavonas, o extrato se
tornou pobre nas formas glicosidicas, ainda inlindo a obtencéo das seis isoflavonas de
interesse.

A solucéo encontrada, para a obtencéo das seisvignas de interesse em um mesmo
extrato, foi a simples mistura de aliquotas deligodume dos extratos de gérmen de soja
com e sem hidroélise. O perfil cromatografico datores assim obtida apresentou todas as
isoflavonas de interesse em concentragdes eleeaskmelhantes (Figrura Topagina 103).

De posse do extrato rico nas seis isoflavonas egdmese o isolamento das
substancias. Para isso, 0 extrato foi injetadossix@mente no método analitico e a coleta
dos picos separados foi automatizada com a u@iliza@ valvula Rheodyfieconforme item
3.2.2 da pagina 67.

YA implantacéo da analise de isoflavonas foi respasiemanda da pesquisadora llana Felberg da 102
Embrapa Agroindustria de Alimentos, os resultadoarh publicados em sua tes€lBERG, 2010).
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glicitina (99,94%) e genistina (99,95%).

Todas as isoflavonas assim isoladas apresentans@ngpsuperior a 99%. A Figura 76
apresenta os cromatogramas obtidos para os trésifs picos isolados: daidzina (99,85%),
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Apo6s a obtencdo das seis isoflavonas de interessesplugdes individuais foram
guantificadas espectrofotometricamente e entdouraidas de modo a obter proporgcédo de
concentragdo semelhante & encontrada em amostregjade seus produtos. A Figura 77
apresenta o cromatograma obtido com a injecao dauraide padrées preparada, 0 método
cromatografico € o sugerido por Klurapal.(2001).
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Figura 77 — Cromatograma da mistura das seis isoflavondadias por CLAE no método
analitico de (Klumpet al.(2001)).

4.1.6.1 Aplicagdo do método para deteccao de isoftanas em carnes

A proposta para a deteccdo de fraude pela adiegwadeina de soja em carlie®i
avaliada com a analise das amostras de lombo puéparadas. As isoflavonas das amostras
foram extraidas sem modificagdes na metodolog@iral, os cromatogramas da Figura 78
mostram a comparacao entre 0s extratos da amaosti@le e a amostra com adicao de 1,5%
de proteina de soja (Figura 78).
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Figura 78 - Cromatograma do extrato de lombo suino sem injegisalmoura (A) e com

injecdo de salmoura adicionada de 1,5% de protkirsaja (B).

¥A aplicacéo da andlise de isoflavonas para a diete fraude pela adicdo de soja em carnes

foi uma resposta a demanda do D.Sc. Heitor Dagoévlidistério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento, os resultados foram publicados eaatoda (D\GUER et al, 2010).
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O método de determinacdo de isoflavonas, sem nemhadaptacdo, se mostrou
sensivel e eficiente na deteccdo da presenca deinmode soja em carne, 0 que, por
legislacdo, pode comprovar fraude.

Apesar do método ter sido capaz de detectar asissdiavonas da soja na carne
preparada com 1,5% de proteina de soja, sugereese goncentracdo da genistina seja
utilizada como marcador, por ser esta a isoflavama maior concentracao (Figura B8
pagina 105), isto garantiria a maior sensibilidpdssivel para o0 método proposto.

O método de determinacédo de isoflavonas por CLA#a @ deteccdo de proteinas
vegetais em produtos carneos, é certamente madoy&ensivel e com menor probabilidade
de interferéncia causada pela matriz em comparegdooutras técnicas analiticas, como a
eletroforese por exemplo.

4.1.6.2 Melhoria do método de andlise de isoflavona

Com o propoésito de melhorar o método cromatograferm especial na questédo
relacionada a reducdo do tempo de analise, foiiaalaala capacidade de separacdo das
isoflavonas de uma coluna com particula inferidpat.

A composicdo da fase movel, bem como as rampasnhasigle gradiente foram
mantidas, modificacdes foram feitas nos temposrddignte e principalmente no fluxo, que
foi estabelecido em 0,45mL/min. A Tabela 9 apresastcondicdes finais apds as melhorias
do método, as fases moveis s@eagua:metanol:dcido acético (88:10:2 v/v) Be
metanol:acido acético (98:2 v/v).

Tabela 9 -Gradiente de eluicao para separacao rapida davisofs.

Tempo (minutos) Fase A (%) Fase B (%)
Inicial 93 7
0,1 93 7
50 60 40
53 60 40
55 20 80
7,0 20 80
7,1 93 7
12,0 93 7

FaseA: Agua/Metanol/Acido acético (88:10:2 v/v) e F&dvietanol/Acido acético (98:2 v/v).

A Figura 79 da péagina 107 apresenta o cromatogdamaistura dos padrbes das seis
isoflavonas isoladas anteriormente nas condic@eatograficas do método rapido proposto.
A escala de tempo foi mantida a mesma que no mé&ondgmal para melhor comparacao, o
tempo de corrida para o novo método foi de 12 rogjumas com efetiva separacdo das
isoflavonas em apenas 7 minutos.

Por se tratar de um método originalmente de flug@mtivamente alto, 1,1 a
1,3mL/min, e ainda apresentar um tempo de cortiglzado, 45 minutos, o consumo de fase
mével e o tempo de corrida foram as principais orés atingidas com o0 método proposto.
Uma comparacao entre os dois métodos € apreserdddzbela 10 da pagina 107.

¥ A melhoria do método cromatografico de isoflavofmsima parceria com a aluna 106
Carolina Passos da Cunha, cujo tema fez parte disseatacéo (GNHA, 2013).
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Figura 79 - Cromatograma da separacédo de uma mistura de gatkdsoflavonas em coluna
com tamanho de particula de 2,6um. A escala deadoipmantida a mesma do método
original, em destaque ampliacdo para visualizagése@aracéo dos analitos.

Tabela 10 —Comparacéo entre método de separacao de isofwoiggnal de Klump et al.
(2001) e o proposto.

Condicao Original ~ Proposta  Redugéo
Cromatografica (%)
Fluxo (mL/min) 1,1al1,3 0,45 59

Presséao (psi) ~2600 ~2800 -
Fase movel (mL) 49,5 54 89
Tempo (min) 45 12 73

A pressdo do sistema cromatografico € funcdo diatémcia apresentada pela fase
estacionaria a passagem da fase movel, ao se megluzimanho da particula da fase
estacionaria, a pressdo do sistema sofre consalemderemento. Ao se trabalhar com
pressdes elevadas, ha um aumento no desgasteadeatogartes do equipamento expostas a
pressdo, em especial as partes da bomba anaRtieasdes elevadas acarretam desgaste
precoce dos selos dos pistdes e dos proprios pjstinentando os custos de manutencdo do
equipamento. Esta foi a maior preocupacdo ao keauta coluna de 2,6pum de tamanho de
particula. No entanto, ao se reduzir drasticameffitexo da analise, de 1,1 para 0,45mL/min,
a pressao do sistema acabou ficando equivalentéa®sétodos.

A reducédo do fluxo ainda foi a responsavel petdugcédo de 89% no consumo de
solventes (fase movel), e, consequentemente, mpsrmantagem de reducdo na geracao de
residuos. Este foi o maior fator impactante na gadudo custo da andlise, haja visto que
todos os residuos organicos gerados nas analigegdispensados através de empresa
especializada, e o valor pago a empresa é peloneotlispensado.

Outro fator importante constatado com a implardat@ método rapido € em relacéo
ao detector utilizado, pois este apresentava tagadp de aquisicdo de dados, ou seja, uma
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leitura por segundo. Esta taxa se mostrou muitgabaiteve que ser aumentada para dez
aquisicbes por segundo, maximo permitido para dstector, isto por conta da maior
velocidade de saida dos picos no nhovo método. Desti@ira, garantiram-se varios pontos de
leitura ao longo do pico, e, consequentemente, majpodutibilidade na sua integragao.

O tempo de equilibrio do sistema entre uma injegéatra foi 0 maior fator limitante
na melhoria da analise rapida proposta, deviddwa fbaixo e a utilizacdo de eluicdo em
modo gradiente, o tempo de espera foi praticamanteetade do tempo total da corrida
cromatografica. Nessas condicdes, seria interessamiestudo mais aprofundado na tentativa
de se estabelecer uma eluigéo isocratica paraesngdo ainda maior no tempo de andlise.

4.1.7 Purificagdo de retinol

A escolha do figado bovino como matriz para okiengo retinol através de coleta
manual se mostrou bastante eficiente, a FigurgpB8&santa o cromatograma do retinol assim
extraido e purificado. A pureza cromatograficaadofoi de 98,7%.

O método cromatogréfico para analise de carotea@demostrou capaz de separar o
retinol dos demais constituintes das matrizes, t@mo dos carotenoides. O comprimento de
onda para extracdo dos cromatogramas foi em 328ueng o0 maximo de absorcdo para o
retinol.

A guantidade coletada de retinol foi suficienteaparsua caracterizacdo, quantificacéo
espectrofotométrica e para a construcao de cumditiaa. O método entédo foi utilizado para
atender & demanda de determinacéo de retinol emst@male leite e derivadds
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Figura 80 - Cromatograma, estrutura e espectro do padradidelrebtido por coleta manual
de injecdes de extrato de figado bovino.

20 O isolamento do padrdo de retinol e a implantaidanétodo cromatogréfico foi 108
resposta a demanda da al@abrina da Silva Dias, cujo tema de tese foi aiagéd de
retinol em leite e derivados (&3, 2012).



4.2 Analise de aminoacidos e utilizacdo do métode dlerivatizacdo com AQC

A Figura 81 apresenta o cromatograma da mistura &3 padrées (PIERCIE
derivatizados e analisados utilizando Kit AccQ.Ta§ da WaterS. As condicdes
cromatograficas foram as recomendadas pelo falbeicana coluna e eluentes sdo os
fornecidos ndKit. A separacdo dos 17 aminoacidos, mais o derivadantbnia, é bastante
complexa, o gradiente utilizado apresenta variages de eluicdo ao longo da corrida e a
concentracdo dos sais e pH das fases mdveis infairermuito na separacao. Por esta razao,
a aquisicdo de todo o material necesséario em fdekat facilita o sucesso da analise.

No entanto, € possivel preparar as fases moveishbaratorio, para isso, cuidado
especial deve ser tomado quanto a qualidade dgemes utilizados e no seu preparo.
Diferencas pequenas nas concentracdes dos saisapedas 0,05 no valor do pH podem
alterar a separacdo e promover coeluicbes. A cotmomatografica deve ter no minimo
10.000 pratos tedricos, caso contrario a separs@ae completa.
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Figura 81 - Separacédo da mistura de padrées de 17 aminodbatvgtizados com AQC,
realizada com a coluna fornecidaktio da Water§, com 4,0pum de tamanho de particula.

4.2.1 Melhoria da separacédo dos derivados AQC de amoacidos

Pela complexidade do método cromatografico deragfa dos derivados AQC dos
aminoé&cidos, e pelo 6timo resultado obtido com b AdcQ.Taf, ndo existem muitos
estimulos para se tentar melhorias. Mesmo assinte$tada a utilizagdo de uma coluna
alternativa, com tamanho de particula de 2,4urerimfaos 4um da coluna fornecidakiio

Foi ainda avaliada a formulag&o da fase movel Aaboratério ao invés de adquiri-la
pronta nokit comercializado. A seguir seguem o0s resultados abtidom estas duas
modificacoes.
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4.2.1.1 Separacao de derivados de aminoacidos ernuoa com particula de 2,4um

A Figura 82 apresenta o cromatograma obtido ceolumna de 2,4um na separagao da
mesma mistura de padrdes anteriormente separadalaaa original do método de
aminoacidos. Nao foram feitas quaisquer modificag@gradiente de elui¢ao.

A separacdo obtida com a coluna proposta é semsnét melhor, em especial na
separacao das seguintes duplas de picos vicine¥HES, CYS/TYR e ILE/LEU.

A presenca de um pico nao identificado, anteropiao da GLY, e destacado com o
circulo no cromatograma da Figura 82, que néo isfael na separacdo do meétodo original
(Figura 81 péagina 109), corrobora com a afirmagdaae colunas com particulas menores
apresentam maior resolucao e sao capazes de sepasafacilmente interferentes presentes
nas amostras. Este fato pode ser determinantenmdifsiacdo do preparo das amostras, pois
com as separacoes dos interferentes, anteriorroeateidos com o0s picos de interesse, pode
nao se tornar necessaria a sua prévia remocao.
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Figura 82 - Separacdo de mistura de padrées de aminoacidogatirdos com AQC em
coluna com particula de 2,4pum.

Apesar de ser cinco centimetros menor que a cadgaal, 100 contra 150mm, a
coluna com particula de 2,4um se mostrou equivalenmin a coluna maior na separacao, pois
ndo houve a necessidade de adaptacdo do gradienwduigdo pré-estabelecido. Desta
maneira, métodos estabelecidos para as colunagesaiem comprimento e tamanho de
particulas, podem ser facilmente adaptados patalasas de particulas menores, com grande
ganho de resolucao, a adaptacao consiste unicameeigca da coluna.
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4.2.1.2 Preparo do tampdao acetato para a analise deinoacidos

O preparo do tampdao acetato no laboratério, atizcomo fase movel A no método
de separacdo dos aminoacidos, apesar de relatit@simples, se mostrou muito critico para
a separagdo. Pequenas alteragbes na concentragietdto de sodio, e também no pH da
solucéo final, promoveram grandes variacoes de dedepretencao, inclusive promovendo
algumas coelui¢cdes de picos. Assim sendo, a codpeluente pronto é mais vantajosa no
sentido de evitar tais variacdes. A desvantagemgdasicdo do produto pronto é o seu custo
elevado, em relagdo ao custo do eluente prepagadtém disto, deve-se considerar o tempo
de entrega do produto, que é importado e nem sessfaalisponivel em estoque no Brasil.

A Figura 83 apresenta a comparagao da separagaesitaa mistura de padrées com a
utilizagéo da fase moével adquirida kib AccQ.Tad (A) e com a fase mével preparada no
laborat6rio B).
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0 22 226 28 30 32 320 12 14 16 18 20 22 226 28 30 32 34
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Figura 83 —Cromatogramas de padrées de aminoacidos separawioa atilizacdo da fase
movel A pronta adquirida rkit comercial A) e com a fase A formulada no laboratoB). (

Com os devidos cuidados no preparo do eluente pecemente no controle da
umidade do acetato de sédio, no pHmetro devidantatitrado e com sensibilidade de 0,01
unidades de pH, e na qualidade dos reagentesadtiiz o preparo do eluente A no préprio
laboratorio se mostrou viavel e com custo vantajoso

4.2.2 Anélise de aminoacidos sulfurados

A andlise cromatogréfica, apos a oxidacdo comogo@formico seguida de hidrdlise
acida, dos padrdes de cisteina e metionina, rexglew derivado AQC do &cido cisteico elui
logo no inicio da corrida cromatogréfica, enquantderivado sulfona da metionina teve
retencdo muito maior.

Os tempos de retencéo para os dois derivados fierdes dos derivados preparados
sem a oxidacdo com acido perférmico (Figura 82 maadil0). Isto era esperado, pois a
oxidacao dos grupamentos sulfurados das molécutasgve alteracdo em sua polaridade,
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tornando-as mais polares. Sem o procedimento d#ag&o, o derivado AQC da cisteina
apresentava tempo de retencao de 25,6 minutosaetoga metionina 28,0 minutos.

A adicdo de uma aliquota dos derivados oxidadosadousoéacidos sulfurados com a
mistura dos padrdes de aminoacidos derivadogaditis na andlise dos resistentes a hidrélise
acida, revelou que a metionina oxidada apresertdeghicdo. Por esta razdo, modificacdes
no gradiente do método original de Lét al. (1995), utilizado para separacdo dos demais
derivados de aminoacidos, foram necessarias paepaacdo do derivado da metionina. A
coluna cromatogréfica originalmente utilizada (ACE&S") também foi substituida por uma
coluna maior (YME; 250 x 4,6mm; 5um). O cromatograma da Figura Sesmmta a
separacdo dos padrdes apos as modificacdes preoposta
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Figura 84 - Cromatograma dos derivados AQC de aminoacidosiraalds apds oxidacao
com acido perférmico seguida por hidrélise acida.

Como o procedimento de oxidacdo com &cido perfioméo remove das amostras 0s
demais aminoacidos presentes, foi necessaria dagd@l da seletividade do método
modificado em separar os derivados sulfurados deglados demais aminoacidos ou
interferentes presentes nas amostras. Para issealzada a analise de uma amostra de
feijdo moido. Na Figura 85 da pagina 113 esta aptado o cromatograma obtido apés a
oxidacao e hidrdlise 4cida da amostra de feijao.
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Figura 85 - Cromatograma de uma amostra de feijdo apds oxddeméd acido perférmico,
hidrolise acida e derivatizacdo com AQC.
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Com o propésito de confirmacdo da identidade dosspdos derivados dos dois
aminoacidos sulfurados, foi adicionado ao hidrdiisde feijdo uma aliquota da mistura dos
padrdes de sulfurados preparado anteriormente @esadicdo de padrdo). No cromatograma
obtido (Figura 86), € possivel observar o incremeds picos referentes aos derivados
sulfurados, em relac@o a analise anterior e aosidepitos presentes (Figura 85).
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Figura 86 - Cromatograma da amostra hidrolisada de feijdo &mpdiicacdo com padrdes
oxidados de metionina e cisteina.

Assim sendo, é possivel afirmar que as modifice¢cPeopostas no método
cromatografico de andlise de aminoacidos permitiearseparacdo seletiva dos derivados
AQC dos aminoacidos sulfurados oxidados.
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4.2.2.1 Implantagédo de método de andlise rapida pasulfurados

Apesar da seletividade do método proposto pareeparacdo dos aminoacidos
sulfurados, duas situacdes motivaram a tentativendlantacdo de um método mais rapido: o
tempo de andlise de 35 minutos, e o fato de apemakis picos referentes a cisteina e a
metionina serem quantificados, ou seja, os demeds presentes nas amostras nao sao de
interesse, e, consequentemente, ndo necessitam separados entre si.

A utilizacdo da nova coluna cromatografica propostan tamanho de particula de
2,6um, foi eficiente na separacdo dos derivadodadkis de metionina e cisteina. A analise
do hidrolisado de feijao mostrou que, apesar dasefparacdo adequada dos demais picos

presentes, os dois de interesse foram perfeitantestdvidos em apenas 12 minutos de
corrida (Figura 87).
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Figura 87 - Cromatogramas dos padrées de aminoacidos sulfufAjl@ de uma amostra de
hidrolisado de feijadoR), ambos utilizando a coluna com particula de 2,6pum

Com o método cromatografico rapido proposto, haedricdo de 66% no tempo de

analise. O gasto de solventes, e consequentemeathigdo na geracdo de residuos, foi de
55%.
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4.2.3 Analise de triptofano

A néo necessidade de derivatizacao do triptofamata sua separacdo cromatografica
mais simples, pois os demais aminoacidos presergeamostra ndo sdo detectados por
fluorescéncia. Os cromatogramas obtidos com asandé solucdo padréo de triptofano e com
a injecao do hidrolisado de farinha de soja egpéiesentados na Figura 88.
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Figura 88 - Cromatograma de padréo de triptofaAd ¢ de amostra de farinha de soja apos
hidrélise alcalinaB).

Como esperado, o cromatograma obtido para a aandstfarinha de soja (Figura 88
B) apresentou a detec¢cao de poucas substanciagsapannterferente em concentracéo alta
no tempo de retencdo 1,5 minutos. Isto ndo pregudiguantificacdo do pico referente ao
triptofano, que elui em 4,5 minutos. Desta manarapétodo proposto se mostrou rapido,
apenas 10 minutos de corrida cromatografica, esedsivel as alteracdes de matrizes.

A avaliacdo da resposta do método proposto fta femm a utilizacdo de matrizes com
teores de triptofano relatados na literatura, fordiizadas amostras de farinha de feijao e
soja. Os resultados obtidos, bem como os valomsémdos na literatura estdo na Tabela 11.

Tabela 11- Resultados das analise de triptofano obtidosmwstra de amido, soja e feijao.

Amostra Triptofano (mg/100g) Literatura (mg/100q)
Amido 0,001 -
Feijao 0,178 0,256
Soja 0,641 0,62 a 0,83

Fonte: a (BumP e SSHREUDER 1969).

Os valores encontrados podem ser consideradofagaiiss em relacdo aos dados de
literatura. A amostra de amido, como esperadosapteu teor insignificante de triptofano, o
gue garante a sua utilizagdo como agente proterante a hidrélise alcalina sem que haja
adicao de triptofano a amostra.

115



A eficiéncia da hidrolise alcalina, bem como acagéotetora do amido utilizado,
foram avaliadas através de ensaio de recuperacalab&la 12 apresenta o resultado de
recuperacdo da solucdo de padréo de triptofanoaapiaksolise alcalina com adicdo de amido.
O valor médio de recuperacéao obtido foi de 94,40, estd em conformidade com os dados
reportados por Friedman e Finley (1971), que repam recuperacdes na faixa de 89 a
96,6%.

Tabela 12- Resultados do ensaio de recuperacéo de solaghiaqde triptofano.

Triptofano (pmol) Valor Tedrico (pmol) Recuperacéo(%)
497,0 94,1
499,8 528,0 94,7

A andlise das amostras recebidas do ensaio indedtorial (CIAT 2009) que a
Embrapa Agroindustria de Alimentos teve a oportadalde participar foi realizada segundo
a metodologia proposta. A Tabela 13 apresentasudtagos obtidos na analise em triplicata
de triptofano para as quatro amostras recebidasis Apnvio destes resultados ao
administrador do ensaio interlaboratorial, foi f@de relatério onde constava os resultados
de Z scoreobtidos pelo Laboratorio de Cromatografia LiquidaEmbrapa Agroindustria de
Alimentos, os valores estéo inseridos na Tabela 13.

Tabela 13- Resultados das andlises de triptofano no eis@idaboratorial (CIAT 2009).

Amostra Triptofano Média 7 score
(mg/1009) (mg/1009)

1-1 0,200
1-2 0,198 0,195 0,33
1-3 0,187
2-1 0,167
2-2 0,165 0,169 0,55
2-3 0,176
3-1 0,067
3-2 0,066 0,065 -0,04
3-3 0,063
4-1 0,074
4-2 0,069 0,072 -0,02
4-3 0,072

Todas as analise foram consideradas satisfatéoi@sZescoremuito inferior a 2, o
gue significa que o valor encontrado estd muitxipré ao valor médio encontrado no estudo
interlaboratorial. Este resultado indica que aptd@es e modificacdes realizadas no método
implantado para a andlise de triptofano ndo impactanegativamente no resultado, ao
contrario, os resultados reforcam a eficacia dodeét
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4.2.4 Utilizagéo do derivatizante AQC para determiacdo de alcoois

A determinacdo de &lcoois via reacdo de derivgdizacom AQC pode ser uma
alternativa rapida e muito sensivel para procesgms necessitem desta analise, como o
controle de processos fermentativos e a dosagebrebitdas alcodlicas.

A andlise cromatografica dos derivados AQC dosdddcpreparados, utilizando o
mesmo método da separacdo dos derivados de andasdesistentes (item 3.7.2 pagina 78),
mostrou que eles apresentam forte retencdo. Amedasvado do metanol apresentou tempo
de retencéo dentro do tempo de corrida, os demeaigados eluiram na etapa de limpeza da
coluna e ndo apresentaram separacao.

Modificacdes no gradiente de eluicdo do métodonficeatdo propostas na tentativa de
separacado dos derivados dos alcoois. A rampa deegta da acetonitrila foi incrementada de
modo a aumentar a for¢ca da fase movel, reduzinsimass tempos de retengédo. O tempo de
corrida cromatogréfica também foi reduzido comoseguéncia da maior concentracdo de
acetonitrila na fase movel. O fluxo foi elevadogdr2mL/min para acelerar ainda mais a
eluicéo.

Na Figura 89 é apresentado o cromatograma da midtas derivados AQC de alcoois
apos os ajustes no fluxo e no gradiente de eldggmal. A Tabela 14 da pagina 118 traz os
passos do gradiente de eluicdo apds as melhosiasiés e propostas.
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Figura 89 — Cromatograma da mistura de derivados AQC de&co

As fases moveis utilizadas para a eluicdo foratTme@smas no método de separagéo
dos derivados de aminoacidos resistentes a hidratigla;A-Tampéao AcetatoKjit AQC) e
B-Acetonitrila (Tabela 14 pagina 118).

O tempo total da corrida cromatografica para arsgga foi de 20 minutos, contando
a etapa de reequilibrio da coluna para as condipzasis.

E possivel perceber a presenca de inimeros picmdettterentes ao longo da eluicdo
da mistura dos padrdes de alcoois. Isto podeuséfigado pelo baixo grau de pureza dos
padrbes utilizados, PA, que é incompativel com r@zaunecessaria para utilizacdo de uma
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substancia como padrdo cromatografico. Tais imemtes provavelmente tratam-se de
isbmeros posicionais dos alcoois utilizados, quetese sofreriam derivatizacdo da mesma
maneira e teriam tempos de retencdo proximos aos&des de seus isbmeros.

Pode-se observar ainda que o comportamento dgdelulos derivados AQC dos
alcoois € o de uma série homologa, desta manetia, gossivel prever o tempo de retencao
do derivado de acordo com o nimero de carbonofcdold@e origem.

Tabela 14 —Gradiente de eluicdo proposto para a separacéderdados AQC de alcoois.

Tempo (minutos) Fase A (%) Fase B (%)
Inicial 95 5
50 90 10
10,0 75 25
15,0 65 35
16,0 60 40
17,0 95 5
20,0 95 5

FaseA: Tampao AcetatoKit AQC) e Fas®: Acetonitrila.

4.2.5 Método de determinacgéo de colageno (hidroxiplina) em carnes

A determinacdo indireta de colageno em carneayédrda dosagem do aminoacido
hidroxiprolina, foi avaliada através do método da&ivditizacdo com AQC. A separacao
cromatografica sugerida foi novamente o métodazatlb para a analise dos aminoécidos
resistentes (item 3.7.2 pagina 78).

Por ndo estar presente na mistura padréo de arndpneadtilizada para a construcédo
das curvas analiticas dos aminoacidos resisterdgedjidroxiprolina foi derivatizada
individualmente para verificacdo de seu tempo tengéo. E pela sua similaridade estrutural
com a prolina, esta também foi derivatizada indigichente para verificacdo da possibilidade
de coeluicéo.

Na Figura 90 da pagina 119 sdo apresentados osatrgramas individuais dos
derivados AQC dos padrfes de hidroxiprolina e peglalém do cromatograma da mistura
dos dois derivados.

Como é possivel ser observado, o método cromdimmridi eficiente na separacdo
dos aminoacidos prolina e hidroxiprolina. Apesar siailaridade estrutural destes
aminoacidos, a presenca de uma hidroxila adiciomamolécula da hidroxiprolina, como
esperado, fez o tempo de retencdo da hidroxipreinanferior ao da prolina em mais de 10
minutos. O cromatograma com a mistura de amboseosados confirma a excelente
separacao entre os derivados (Figur&3tagina 119).

Com tempo de retencéo de 11,1 minutos, a hidrobmar apresentou eluicdo em uma
regido normalmente livre de picos de derivados d@n@acidos na separacdo dos
aminoacidos resistentes a hidrolise 4cida (Fig@g&jina 110). Este fato sugere que nédo
havera interferéncia dos demais aminoacidos present matrizes proteicas na quantificacao
do colageno através da hidroxiprolina.
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No caso do interesse em quantificagcdo de apenbmlraxiprolina em amostras
proteicas, seria ainda possivel propor uma alteragh gradiente de eluicdo de modo a
acelerar a eluicdo dos interferentes, que seriamleosais aminoacidos derivatizados, logo
apos a eluicdo do derivado de hidroxiprolina. Destelo, seria possivel obter uma corrida
cromatografica muito mais rapida.
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A verificacdo da seletividade do método propostea pdeterminacdo de colageno
através da hidroxiprolina foi avaliado em amosttasarn&'. Na Figura 91 sdo apresentados
0s cromatogramas obtidos para as trés amostras e testadas.

100 -
Carne Bovina 500n

©
o
\

o]
o
I

~
o
I

(o]
o
I

a1
o
I

Fluorescence

N
o
.

w
o
I

o
=)

5 8
o ?Hldroxmrolma
; <

=

=

o
=}
©
=)
-
o
=}

oo lw]
= o
palaiiwli

—

.‘J
=
[N WK
Hidroxipralina

Fluorescence

=y
=)
i

w
=
i

M2
(=]
i

-
(=]
i

O_D:-l---n--1--‘|---|---|-|-||--||--

1002
90“: Carne Suina 500mg

80°

Fluorescence

=

S g 3 3
—————

H_JULJU JAVRLRL R

0.0 e | P e e [ e e T L e e T et
. 14,0 15,0 18,0 20,0 220 24,0 25,0 28,0 30,0 32,0 34,0

=)
@
@
=1
a
[}
M
=

Figura 91 - Cromatogramas dos derivados hidrolisados de sdmogina, suina e pele de
frango.

21 O preparo das amostras para avaliacdo da hidrdixigréoi uma parceria com o professor 120
Robson Lopes Abreu (UFRRJ), os resultados foramqadis em coautoria @REU et al, 2011).



Mesmo estando em concentragdo muito inferior aosags aminoacidos presentes nas
amostras carneas, que sao 0s picos que aparecanddoescala nos trés cromatogramas
(Figura 91 péagina 120), a hidroxiprolina pode dentificada facilmente.

Como esperado, a concentracdo de hidroxiprolinamastra de pele de frango foi
muito superior a das demais carnes (Figura 91 pdfl). Mesmo com amostragem 10 vezes
menor, 50mg contra 500mg das demais, a intensdiagéo de hidroxiprolina na amostra de
pele de frango foi aproximadamente trés vezes maior

4.3 Método de analise de xantinas

O método para determinacdo das metilxantinas,inegféeofilina e teobromina, é
analise com grande demanda no Laboratério de Cograia Liquida da Embrapa
Agroindustria de Alimentos. A separacdo cromatagaafoi estabelecida em coluna com
tamanho de particula de 5um, é relativamente répwan resolucao excelente. Na Figura 92
€ apresentado o cromatograma de uma mistura dégsade metilxantinas nessas condicdes.
O tempo de analise é de 20 minutos, com efetivaragfio das trés metilxantinas de interesse
em apenas 11 minutos.

1 1- Teobromina
2 -Teofilina
3 - Cafeina
3
2
. I

v

00 10 20 30 40 50 60 780 90 100 11,0 12,0 13m0 150 16,0 17,0 180 194D,0
minutos
Figura 92 - Cromatograma de uma mistura de padrdes de imdiibas injetada em coluna
com particula de 5um.

A eluicdo € em modo isocratico, de modo que na@ mecessidade de tempo de
reequilibrio para o retorno as condicfes iniciags ahalise. O tempo extra da corrida
cromatografica, 11 a 20 minutos, se faz necesgfia a saida de picos de interferentes
normalmente presentes nas amostras.
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4.3.1 Analise rapida de cafeina, teofilina e teobnoina

Mesmo considerando o método cromatografico rapidioproposta uma melhoria
visando reduzir ainda mais o tempo da corrida ctografica. A melhoria consistiu
unicamente na troca da coluna cromatogréfica. €statla uma coluna com tamanho de
particula inferior a 3um.

Na Figura 93 é apresentado o cromatograma da nmasstera de padrées de cafeina,
teofilina e teobromina utilizado na coluna de 5pAs. demais condi¢Bes analiticas ndo foram
alteradas.

\
00 10 20 30 40 50 60 780 90 1100 11,0 120 13m0 150 16,0 17,0 18,0 192D,0

minutos

Figura 93 - Cromatograma de uma mistura de padrdes de aetiitas injetada em coluna
com particula de 2,4um.

A escala de tempo dos dois cromatogramas, Fig8@ada pagina 121 e 93, foi
mantida igual para efeito de melhor comparacéo.

Com a utilizagdo da coluna com tamanho de partiicidéior a 3um, foi possivel
reduzir o tempo necessario para separacao damétésantinas de 12 para aproximadamente
4 minutos. Isto representa uma reducao de 67%moatele analise.

Como o fluxo da fase movel dos dois métodos é amod4,3mL/min), 0 consumo de
fase movel foi reduzido de 15,6 para 5,2mL pordéfEe o que também representa uma
reducao de 67% na geracao de residuos.

Para avaliacdo da seletividade do método propassonf preparadas e injetadas trés
amostras de matrizes comumente analisadas. NaaFgutla pagina 128 0apresentados os
cromatogramas obtidos no método rapido propost®,irjacdes dos extratos das amostras
avaliadas: p6 de café, achocolatado e guarana em po

Apesar da presenca de interferentes, estes foremitamente separados dos analitos
de interesse, o que comprova a seletividade dodméproposto para as trés matrizes
avaliadas.

O tempo da corrida cromatografica total para o d@faroposto foi estendido para 7
minutos, justamente devido a presenca dos intetiessalas matrizes.
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Figura 94 - Cromatogramas da andlise rapida de metilxanenagmostras de pos de café,
guarana e achocolatado.
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4.3.2Andlise de produtos de degradacédo do ATP

Por se tratar de indice de qualidade de carne efeapdo, a implantagdo da
metodologia cromatogréafica para a determinacdoodaentracdo de hipoxantina, e demais
produtos de degradacdo do ATP, foi resposta & emanida de analise de pescado

O cromatograma da mistura dos padrbes, inosina ofosiato, adenosina
monofosfato, hipoxantinaiaosinae o cromatograma do extrato de uma amostra dedgmesca
esta na Figura 95.

. (e0) .
020 A < 1- Inosina monofosfato
i ‘R‘ 2- Adenosina monofosfato
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Figura 95 - Cromatograma da mistura de padro®sd do extrato de uma amostra de carne
de pescaddg).

O método cromatogréafico se mostrou seletivo paataimmde pescado. Além dos picos
identificados, através dos padrdes disponiveisiagioram separados picos que podem ser de
outros intermediarios da reacdo de degradacao @y pdra a confirmacao seria necessario a
disponibilidade destes padrdes analiticos.

2 A implantacdo da anélise de nucleotideos foi emosia & demanda da aluna Sabrina 124
da Costa Silva Andrade, cujo assunto de tese fodlisa de pescado WRADE, 2014).



5. CONCLUSOES

Para atingir o objetivo principal deste trabalgoe foi melhorar e implantar métodos
via cromatografia liquida de alta eficiéncia parardilise de alimentos, foi necesséario o
isolamento das substancias de interesse para goastarior utilizacdo como padrdes
analiticos. Com a utilizacdo da cromatografia lguem escala analitica, foram isolados os
carotenoides minoritarios: zeinoxantina (99,098}criptoxantina (98,3%);cis-licopeno
(91,3%); 9¢is e 13¢is-p-caroteno (98,3 e 93,0%) e os majoritarsoe p-caroteno (99,2 e
99,1%), todos a partir de fontes naturais. A pakirfigado bovino foi isolado retinol com
98,7%. Com a automacéao da coleta de efluente doatégrafo, através da utilizacdo de uma
valvula de 14 portas, foram isoladas, a partir@&@engn de soja, as seis principais isoflavonas,
todas com pureza superior a 99%. As substanciam gseparadas foram quantificadas
espectrofotométricamente, as quantidades obtidasnfguficientes para a sua utilizagdo na
construcao das curvas analiticas e nas melhorsamdtmdos cromatograficos.

A busca por fontes ricas em carotenoides de irgerpsrmitiu a descoberta de cinco
novas fontes de carotenoides: duas de licoperfoytos deEugenia punicifoliee de caferana
(Bunchosia armeniagae trés de zeaxantina, o pericarpo dos frutdgeléo-de-Sao-Caetano
(Mormodica charanti@ e os arilos das sementesGlasia majore Clusia fluminensis

A andlise de acidos fendlicos foi implantada contharas em relacdo ao método de
referéncia, houve ganho em relacéo a resolucéddesgm de analise (38% mais curto).

A andlise de isoflavonas foi implantada e aplicpdea a verificacdo de fraude em
carnes pela adicdo de proteina vegetal (soja)nsilsédade do método proposto foi capaz de
detectar fraude pela adicdo de até 1,5% de prodeirs@ja em amostras de carnes. O método
de isoflavonas foi ainda melhorado de modo a s&tor3% mais rapido do que o método
original, desta maneira, o consumo de fase moveefluzido em 89% e a geracao de residuo
foi reduzida na mesma proporc¢ao.

O método cromatografico de analise de bixina eirioid foi melhorado, ficando 55%
mais rapido do que o método relatado na literatdoawve ainda ganho de sensibilidade, em
especial para a norbixina.

O método de analise de carotenoides foi adaptade paanalise de retinol, na
sequencia foi utilizado para a determinacéo detteina em leite e derivados.

O método de analise de aminoacidos resistentesd@®lise acida, através de
derivatizacdo pré-coluna com 6-aminoquinolilsucdihgarbamato (AQC) foi implantado. A
utilizacdo de uma coluna cromatografica com tamat#h@articula inferior a 3um permitiu
um aumento da resolucdo cromatografica em relagémuima do método original. A fase
movel utilizada, geralmente adquirida pronta, foepgarada com sucesso no préprio
laboratorio. Foram implantados ainda os métodoanddise de aminoacidos sulfurados e de
triptofano, este ultimo obteve aprovacdo em enséolaboratorial.

O método com derivatizacdo com AQC foi ainda aplicaa determinacgédo indireta de
coldgeno em carnes, através da quantificacdo dexipdolina. Modificagdes no método
cromatografico ainda permitiram a sua utilizacaragadeterminacédo de derivados AQC de
alcoois.
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O meétodo cromatografico para analise de cafeinafilibe e teobromina foi
melhorado com a utilizagdo de coluna cromatografma particula inferior a 3um, deste
modo, obteve-se uma reducao de 67% no tempo dearéi relacdo ao método original.

A separacao de produtos de degradacéo da adetrd®isiato (ATP) foi implantada e
aplicada para a analise de amostras de pescado.

Todos os métodos implantados, melhorados e desathe®lneste trabalho foram
utilizados para atender demandas especificas, w®salde pds-graduacdo ou projetos de
pesquisa internos e externos, e se tornaram aui@isatina do Laboratério de Cromatografia
Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos.
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