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Resumo

Foram adicionadas sementes trituradas de urucum com concentracfes entre 0% e
1,8% em dietas de poedeiras, que proporcionou um aumento linear na coloracdo das
gemas, com teores de carotenoides entre 0,23 e 1,04 mg 100g™. O método validado
para avaliar os teores de carotenoides apresentou-se seletivo, com boa preciséo e

exatid&o, e incerteza expandida (K=2) de 9%.

Abstract

Ground annatto seeds were added with concentrations between 0% and 1.8% in diets
of laying hens, which provided a linear increase in the color of egg yolks, with levels of
carotenoids between 0.23 and 1.04 mg 100g™. The validated method presented is
selective in terms of analysis, had a good precision and accuracy, and it had the

expanded uncertainty (K=2) of 9%.

Introducéo

O ovo é considerado um alimento de alto valor nutricional, completo’, com
preco acessivel, e mundialmente consumido. Em 2005, o Brasil ocupava o 7° lugar
mundial como produtor de ovos e a 682 posi¢do quanto ao consumo per capita®, sendo
gue 72,8% das aves alojadas para postura sado de linhagens produtoras de ovos
brancos, e o estado de S&o Paulo participa da producdo nacional com 31%° A
pigmentacdo das gemas é fornecida pelo milho amarelo, fonte de xantofilas zeaxantina
e luteina, derivados oxigenados dos carotenos® °, e substituicdes do milho por outras
fontes energéticas pode resultar em gemas com coloracdo que ndo atende as

expectativas dos consumidores.
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A semente de urucum é recoberta por uma camada denominada arilo, onde
30% dos seus constituintes é o apocarotenoide bixina®, responséavel pela cor vermelha
caracteristica do urucum, e representa cerca de 80%’ dos carotenoides presentes.
Segundo Carvalho et al.® a producdo de semente de urucum no Brasil foi estimada em
9.000 T/ano e a producéo mundial chegou a 14.000 T/ano. Do montante de sementes
produzidas no Brasil, 25% das sementes sdo destinadas a producdo de corantes
lipossollveis e hidrossoluveis e os 75% restantes a fabricacdo de colorifico que é
destinado ao mercado interno.

O estudo acompanhou a estocagem do pigmento em gemas de poedeiras,
alimentadas com racdo adicionada de sementes integrais trituradas de urucum,
através da avaliacdo do teor de carotendides expressos como bixina por

espectrofotometria, considerando-se que este é o principal carotenoide do urucum.

Material e Métodos
Amostra

O estudo foi desenvolvido no Biotério experimental de aves do Laboratério
Animal de Bauru. Poedeiras da linhagem Hisex White, arranjadas em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com oito tratamentos e trés repeticdes de oito
aves, sendo que a dieta com milho branco e soja foi suplementada com semente
integral moida de urucum (SIMU) com niveis de 0%, 0,45%, 0,90%, 1,35% e 1,80%.
Em dietas com milho amarelo e soja foram adicionados SIMU com concentragfes de
0,45%, 0,90% e 1,35%. A semente de urucum utilizada no estudo apresentava um teor
de carotendides expressos como bixina de 3,12 + 0,05 g 100g™, determinado segundo
da Silva®.

Método analitico

Para a analise de carotenoides foi pesado entre 0,5 e 1,3 g de amostra, de
acordo com a coloracdo das gemas, em frasco para centrifuga. Foram adicionados 1
mL de etanol 95% e 2 mL de solugdo tampéo fosfato (137mM de NacCl, 2,7 mM KCI,
7,3 mM de Na,HPO,, 1,47 mM KH,PO,, pH 7,2), e homogeneizado em agitador de
tubos cerca de um minuto. A extracao foi realizada, de forma sequiencial, com 5 mL da
solucdo de acetato de etila:acetonitrila (9:1, v/v), em tubo de centrifuga e banho ultra
som por cerca de 3 minutos, até o sobrenadante ficasse incolor. O extrato foi seco sob
fluxo de nitrogénio e diluido em éter de petréleo. A quantificacdo foi em
espectrofotdmetro, marca Varian, modelo Cary 50, com comprimento de onda de 456

nm e coeficiente de absorcdo de 4.200. Todos os ensaios foram realizados em
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triplicata analitica e os resultados obtidos foram avaliados pela andlise de variancia,
utiizando-se o teste da Diferenca Minima Significativa (D.M.S.) de Tukey,
considerando-se um nivel de confiabilidade de 95%.
Validacéo

A seletividade foi avaliada pelas médias das respostas do analito em amostras
com a matriz gema colorida e com a matriz gema sem coloracdo (0% SIMU),
respectivamente, com faixa semelhante de concentracdes. O efeito da matriz foi

avaliado, estatisticamente, com o teste t-student™®, equacéo 1 e 2.

t=[X1-X2//s@ni+1/n2) (@)  s* =|(n-1)s*1+(n2-1)s*2)(n+n2-1) (2)

Onde: X1 e X2, média da resposta do analito em amostras com a matriz gema colorida e
com a matriz gema incolor, respectivamente, sendo ambas adicionadas do analito; s1 e s2,
estimativas de desvio-padrédo da resposta do analito; nl e n2, tamanhos das amostras 1 e 2.

Avaliou-se a sensibilidade com a construcao da curva analitica composta pelos
carotenoides com concentracbes entre 0,84 e 2,04 pg mL™ diluidos em éter de
petroleo. As estimativas de limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram
obtidas com curvas analiticas suplementares com trés concentracdes inferiores a
primeira concentragdo do analito na curva analitica. A avaliacdo do LD e LQ foi com a

aplicacéo das Equacdes 3 e 42, respectivamente.

. Y, .. oo~ Y +10S
Limite de detecgdo = %%b'i Limite de quantificagdo = 22— +b o 1

3 4
\/ﬁ() \/ﬁ()

Onde: Yy, estimativa da resposta do branco (coeficiente linear obtido na equacdo da curva
concentragdo area™); Sy, estimativa de desvio do padrdo do branco (coeficiente linear obtido
na equacao da curva concentracdo s™); b, coeficiente angular da curva analitica.

A preciséo do sistema foi obtida com dez leituras consecutivas do padrdo e o
coeficiente de variacdo foi comparado com o valor encontrado no teste de precisdo do
método. A precisdo do método foi avaliada com nove repeticées analiticas de uma
amostra de gema. De acordo com a Equacédo 4 de Horwitz™, para a precisdo ser
considerada adequada o coeficiente de variacdo encontrado precisa ser menor que 0
maximo permitido.

CV(%) = 2(1-*0,5l09C) (5)

Onde:C, concentracdo estudada expressa como poténcia de 10 (ex. Img 1000g™ (ppm) = 10°,
CV = 2° = 16%).

A exatiddo do método foi avaliada pela recuperacao, em triplicata, do analito

adicionado na amostra e na gema incolor (T1) em dois niveis de concentracao, e a
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exatiddo determinada estatisticamente pela Equagéo 6.
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X=X
tea :Tﬁ (6)

Onde: tcy, t-student calculado; X , corresponde a 100%; X , recuperacio média; s, estimativa
de desvio padrdo das recuperacdes; n, nUmero de medidas.

As fontes de incertezas foram determinadas pelo diagrama de causa e efeito*,
onde estdo relacionadas as principais fontes de incertezas associadas a cada etapa
analitica. Na determinacao por espectrofotometria o0 resultado, concentracdo de
carotenoides em mg 100g™, foi fornecida pela Equacéo 7, e a incerteza combinada foi
fornecida pela raiz quadrada da soma das incertezas ao quadrado, Equacao 8.
() e ) ) i i)

Onde: C¢, concentracdo de carotenoide na amostra; Abs,m,, Absorbancia da amostra; CoefAbs,
Coeficiente de Absorcdo; Mam, massa da amostra; Dilam, diluicio da amostra.

Massa
amostra Exat fotom Precisao A

<¢ ¢Abs
R U AN

fara T T T | linear sistema método
rene calib resol < Pipetador
ottt 1
Zr?wrs;ra ¢ ¢ ¢ >  temp repe  resol caract

» Carotenoides
(mg 100g™)

Figura 4: Diagrama de causa e efeito com os dados utilizados no calculo de incerteza na
determinacdo por espectrofotometria de carotenoides em gema de ovos. linear = linearidade ,
calib = calibracdo; repe = repetitividade, caract = caracteristica; temp = temperatura; resol =
resolucédo, exat fotom = exatiddo fotométrica, precisédo A = precisdo do comprimento de onda.

Resultados e Discusséao

Na Tabela 1 estdo apresentados os dados utilizados para calcular o efeito da
matriz na avaliacdo da seletividade. Os valores t calculados foram comparados com o
valor tabelado (t-student) com (nl + n2 — 2) graus de liberdade para uma probabilidade
de 95% (t tabelado (s 4 igual a 2,78)". O valor t calculado foi 0,61, que indica

seletividade adequada do método para a matriz.

Tabela 1: Valores utilizados na avaliacdo da seletividade, efeito da matriz.

Carotenoides® Carotenoides’
nl=3 n2=3




C\ONAL,
e,

5° Congresso Interinstitucional de Iniciagéo Cientifica - CI1C 2011
9 a 11 de agosto de 2011 — Campinas, SP

X1=0,24 X2 =0,22

s1=0,03 s2=0,03
2 amostra com a matriz gema de ovos colorida, com adic&o de carotenoides; °, amostra com a
maitriz gema de ovos incolor, com adi¢do de carotenoides; nl1 e n2, tamanho das amostras 1 e

2; X1 e E médias da resposta do analito; sl e s2, estimativas de desvio-padrdo da
resposta do analito.
A linearidade apresentou coeficiente de correlagéo igual a 1,0000, considerado

uma correlacéo perfeita para a faixa avaliada'. Para a determinacéo dos limites de
deteccdo e quantificacdo considerou-se a diluicdo de 0,8 g de gemas em 5 mL. O
limite de deteccéo calculado para carotenoides foi 21 pg 100g™ e para quantificacéo

foi 70 ug 100g™. As regressdes obtidas nas curvas estéo na Tabela 2.

Tabela 2: Dados obtidos na curva analitica e nas curvas utilizadas no LD e LQ para

Carotendides

. Curva analitica CurvalDelQ | CurvalDelQ
Analito Dados : ) :
(ug Abs™) (ug Abs™) (ug s™)
Coeficiente angular 0,42 0,42 -0,0113
Carotenoides | Coeficiente linear - - 0,0082
Correlacao linear (r°) 1,0000 1,0000 0,8229

Abs = Absorbéncia; LD = limite de detec¢do; LQ = limite de quantificacdo; s = estimativa de
desvio padréo.

Nos testes de precisdo do sistema e método, os coeficientes de variacdo
encontrados foram 0,44% e 8% (Tabela 3), menores que os valores obtidos pela

equacdo de Horwitz, portanto, o sistema e o método apresentaram precisdo

adequada.
Tabela 3: Valores encontrados na precisdo do sistema e do método.
Dados Preciséo do sistema Precisédo do métgdo
Valor médio 0,6818 0,81
S 0,0030 0,06
CV (%) 0,44 8
CV Max (%) 12

n, nimero de replicatas; s, estimativa de desvio padrao; CV, coeficiente de variagédo; CV Max,
coeficiente de variacdo obtido pela equacdo de Horwitz.

Para a exatiddo, os teores médios obtidos estdo na Tabela 4. Os valores
calculados de t foram 3,28 para gema incolor e 3,88 para gema colorida,
respectivamente. Esses valores foram comparados com o valor t-student tabelado com
n-1 graus de liberdade para uma probabilidade de 95% (t tabelado (s, 5 igual a 2,57)".
Os resultados indicaram que o método apresentou exatiddo adequada com 95% de
confianca.

A incerteza combinada para carotenoides, para uma concentracdo de mg 0,86
100g™, foi de 4 ug 100g™ e a incerteza expandida foi de 8 pg 100g™, utilizando-se um

fator de abrangéncia K igual a 2, que corresponde a uma incerteza expandida de 9%

5



C\ONAL,
e,

5° Congresso Interinstitucional de Iniciagéo Cientifica - CI1C 2011
9 a 11 de agosto de 2011 — Campinas, SP

¥ <
O >
RCPREIR

da concentracao estudada. Na determinacao dos carotendides por espectrofotometria,
o pipetador contribuiu com 80% da incerteza total (Figura 5), fato também observado
por Alves e colaboradores®®.

Os teores de carotenoides encontrados nas gemas avaliadas estédo
apresentados na Tabela 11. Os tratamentos com milho branco e adi¢cées de 0,45,
0,90, 1,35 e 1,80% de SIMU e os tratamentos com milho amarelo e adi¢cdes de 0,45,
0,90 e 1,35% de SIMU, apresentaram variacdes nos teores de carotenoides nos

periodos mostrados, mas com tendéncia a teores maiores de carotenoides com o

aumento da adicdo de SIMU na dieta das poedeiras, conforme relatos anteriores” *®

19, 20

Tabela 4: Valores utilizados na avaliagdo da exatidao para determinacéo de carotenoides.
Carotenoides

Dados Gema colorida Gema incolor

Adicionadg 0,17 0,22 0,15 0,23

Recuperado | 0,17 [ 0,15 ] 0,15 [ 0,25 | 0,25 | 0,21 | 0,24 | 0,15 [ 0,15 [ 0,21 | 0,20 | 0,25

Média . 0,16 0,24 0,15 0,22

S 0,01 0,03 0,01 0,03

CV (%) 9 10 3 12

Rec. (%) 108 14 9 99

Rec.média 109 97

S 1 2

CV (%) 1 2

s = estimativa de desvio padrdo; CV = coeficiente de variagdo; Rec. = recuperagéo.

100,0 4,0E-01
28-8 T 3,0E-01
40:0 € 2,0E-01
20,0 - 1,0E-01
0,0 < t < t g — ; t 0,0E+00

. v 0
ba\a“‘}a . siste™? ine?d especﬂo s100° p_‘pe\ado
(e

prec
mmmmmm Contribuicdo percentualpara incerteza (% )
—e— V alor percentualda incerteza (% )

Figura 5: Contribuicdo percentual de cada incerteza na determinag&o de carotenoide.

Concluséo

A adicdo de semente integral triturada na racdo de poedeiras proporcionou um
aumento linear na coloracdo das gemas, com teores de carotenoides semelhantes no
inicio e final do estudo, sendo as alteracdes nos periodos provavelmente devido ao
metabolismo diferente de cada ave. O método utilizado para avaliacdo dos carotenos

apresentou uma incerteza expandida de 9%.
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Tabela 10: Média e estimativa de desvio padréo dos valores encontrados na avaliagdo
de carotenoides em gemas nos periodos e tratamentos avaliados.

Carotenoides totais expressos como bixina (mg 100g™)
Tempo Tratamentos (% sementes integral de urucum moida)
(dias) Milho branco Milho amarelo
0% 0,45% | 0,90% | 1,35% | 1,80% | 0,45% | 0,90% | 1,35%
. 0,332 0,34% 0,46% 0,432 0,44 | 0,61 | 0,73% 1,11°
+ 0,06 +0,08 | +0,06 | +0,07 | +0,03 | £+0,12 | +0,01 | +0,18
1 0,31% 0,48% 0,44 | 0,58® | 0,99° 0,66 | 0,897 1,06°
+0,10 +0,08 | +0,14 | +0,05 | +0,36 | +0,18 | +0,24 | +0,43
)8 0,322 0,322 0,372 0,46% 0,41% 0,557 1,45° 0,35%
+0,02 +0,03 | +0,01 | +0,09 | +0,02 | +0,02 | +0,25 | +0,11
35 0,13 0,65° 0,54° 0,62° 0,61* | 0,73 1,09° 1,32°
+ 0,00 +0,01 | +0,04 | +0,04 | £+0,04 | £+0,05 | +0,06 | +0,16
42 0,11° 0,57° 0,71° 0,53% 0,69° 0,46% 1,1° 0,69°
+0,01 +0,01 | +0,08 | +0,03 | +0,03 | +0,06 | +0,03 | +0,02
56 0,17%¢ 0,29% 0,45% 0,1 0,81 0,79° 0,08 | 1,24%
+0,09 +0,01 | £+0,05 | +0,11 | +0,02 | +0,02 | +0,02 | +0,09
Média por 23A 448 BC B c c 1.04° D
iratamento | 0+23 0, 0,50 0,5 0,66 0,63 0 0,96

Para cada tratamento, médias com letras mindsculas distintas na coluna, diferem
estatisticamente entre si pelo teste D.M.S. de tukey ao nivel de confiabilidade de 95%. Para
cada tratamento, médias dos tempos dos tratamentos com letras mailsculas na linha, diferem
estatisticamente ao nivel de 95%.
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