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RESUMO

As sementes de urucum sao muito conhecidas na industria alimenticia por
apresentarem em sua composicdo o carotendide bixina, muito utilizado como corante
natural. Entretanto as sementes vém adquirindo notoriedade por apresentarem
também em sua composicao outras substancias, como o geranilgeraniol, que podem
se responsaveis por varias das propriedades farmacolégicas atribuidas ao urucum,
como antiinflamatorio, expectorante, febrifugo, entre outros. Todavia, € desconhecida
a variacdo da concentracdo do geranilgeraniol nas variedades de urucum e como
extrai-las e separa-las. Esse estudo propbe avaliar as concentracbes de
geranilgeraniol, bixina e lipidios em sementes de urucum, dos acessos presentes no
Pd6lo Regional Centro Norte, da Agéncia Paulista de Tecnologia do Agronegdcio, em
Pindorama, SP. e estabelecer uma tecnologia para a extracdo e separacdao do
geranilgeraniol. Esse artigo apresenta os resultados das analises de geranilgeraniol,
bixina e lipidios dos acessos da colecdo, em sementes coletadas na safra do ano de
2010. Os resultados indicaram concentracfes de bixina entre 1,78 + 0,01 g/100g a
3,12 + 0,03 g/100g de sementes; concentracdes de lipidios de 1,45 + 0,05 g/100g a
3,33 + 0,03 g/100g de sementes e concentracdes de geranilgeraniol de 0,52 + 0,07
g/100g a 1,38 + 0,22 g/100g de sementes. Observou-se também uma correlacao
positiva significativa (P = 5%) entre os teores de lipidios e de geranilgeraniol nas
amostras estudadas. O estudo inicial de extracdo e separacédo do geranilgeraniol das
sementes de urucum indicou que o aproveitamento de um subproduto (material
insaponificavel) da extracdo do corante de urucum com solventes alcalinos apresenta-
se como uma excelente alternativa para a obtencdo do geranilgeraniol e que é
possivel a separacdo do geranilgeraniol desse subproduto pelo processo de destilagcao

fracionada a vacuo (destilador de filme fino).
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INTRODUCAO

Com as restricbes impostas ao uso de aditivos sintéticos nos alimentos
industrializados cresceu a procura por meios de se obter corantes naturais que
possam ser usados no ramo alimenticio (CARVALHO et al, 2005). Entre essas fontes
de corantes, os pigmentos obtidos do urucum tiveram grande importancia, sendo
atualmente o pigmento natural mais utilizado em alimentos e o Brasil o maior produtor
mundial dessas sementes (CUSTODIO et al, 2002).

As pesquisas realizadas com o urucum demonstraram que ele pode conter
substancias de interesse farmacologico, sendo citado seu uso como antiinflamatério,
antimalarico, cardiotbnico, digestivo, estomaquico, expectorante, febrifugo,
hipotensivo, laxativo, em tratamento de queimadura, repelente de inseto e no combate
a tosse (BARBOSA FILHO, 2006). Todas essas funcBes fizeram com que fossem
realizados estudos buscando identificar a presenca de outras substancias, além dos
pigmentos carotendides, que pudessem apresentar as propriedades farmacoldgicas,
tradicionalmente atribuidas ao urucum. Muitos desses estudos tém apontado para a
presenca de geranilgeraniol como parcialmente responsavel por essas propriedades.
Contudo, muito pouco se sabe sobre a variacdo da concentracdo dessas substancias
nas diferentes variedades de urucum e como extrai-las e separa-las das sementes.

Esse estudo procura avaliar a concentracdo de geranilgeraniol em diferentes
acessos de urucum, utilizando a colecdo existente no P6lo Regional Centro Norte, da
Agéncia Paulista de Tecnologia do Agronegécio, em Pindorama, SP e estabelecer

uma tecnologia para a extracao e separacéo do geranilgeraniol.

MATERIAL E METODOS
Material
Matéria-prima

As sementes de urucum utilizadas nesse estudo foram provenientes do banco de
germoplasma instalado no Pélo Regional Centro Norte da Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegocios - APTA, no municipio de Pindorama, SP. As cachopas
das plantas selecionadas foram amostradas e encaminhadas ao Instituto Agronémico
em Campinas, SP sob os cuidados da pesquisadora Eliane Gomes Fabri. Nos
laboratérios da Secédo de Horticultura do IAC, as cachopas foram secas e as sementes
foram separadas manualmente. Parte das sementes foram embaladas em sacos de
papel e encaminhadas para os laboratérios do Centro de Ciéncia e Qualidade de

Alimentos do Instituto de Tecnologia de Alimentos - Ital. Nos laboratérios do Ital as
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sementes foram transferidas para frascos de vidro e armazenadas ao abrigo da luz e

sob refrigeracdo até o momento das analises.

Métodos
Métodos analiticos
Umidade

A determinacdo de umidade foi feita com base no método descrito da AOAC
(HORVITZ, 2006), que tem como principio a determinacao indireta da agua presente
nas amostras por gravimetria. A agua € eliminada por aguecimento em estufa e a
massa do residuo seco é determinada. A umidade é calculada pela diferenca entre as

massas das amostras antes e apés a secagem.

Lipidios

A determinacdo de lipidios foi conduzida com base no método descrito pela
AOAC (HORVITZ, 2006), que tem como principio a extracdo de substancias soluveis
em éter de petréleo a quente.

Cinco gramas da amostra de sementes de urucum foram adicionadas em um
cartucho de papel de filtro qualitativo. O cartucho foi colocado em um extrator de Butt
gue foi conectado a um baldo de fundo redondo, previamente tarado, contendo 80 mL
de hexano (30 — 70°C) e a um condensador de bolas. O solvente foi aquecido e o
refluxo foi mantido por um periodo de 8 horas. Apdés esse periodo o solvente foi
evaporado em um evaporador rotativo, & vacuo, com uma temperatura entre 60 a
65°C. O residuo de solvente foi evaporado sob fluxo de nitrogénio. O baldo contendo o
material extraido, livre do solvente, foi aquecido em estufa a 100°C + 5°C por 1 hora.
Ap0s esse periodo o balédo foi resfriado em dessecador, até a temperatura ambiente e
pesado. O teor de lipidios foi calculado pela diferenca entre a massa inicial do baléo e

a massa do baldo com o material extraido.

Bixina

O método analitico para a determinacgédo de bixina baseia-se na saponificacao da
bixina em “sal de norbixina” com “solucdo sab&o”, diluicdo em solucdo de hidréxido de
potassio e quantificacdo espectrofotométrica, conforme descrito por CARVALHO et al.
(2010).
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Geranilgeraniol

O método analitico utilizado foi baseado na metodologia descrita por ZAHN et al
(2000), que tem como principio a extracdo da amostra com hexano, purificacdo pela
particdo entre solventes e analise cromatogréafica. As condigcbes cromatograficas
utilizadas foram: coluna C18 (250 mm x 4 mm, particulas de 5 um ) e fase movel
composta por metanol:acetato de aménio 50 mM (90:10, v/v) com uma vazéo de
1,0ml/min. A deteccdao foi realizada com detector de arranjo de diodos e a identificacdo
feita por comparacao com o tempo de retencao do padrao analitico e pelos espectros
obtidos pelo sistema de deteccéo (arranjo de diodos).

A metodologia analitica para geranilgeraniol foi previamente validada® quanto a
seletividade/especificidade, a linearidade, a sensibilidade (limite de deteccdo e
guantificacdo) e a precisdo do sistema cromatografico e do método analitico. A
incerteza total e expandida do método analitico foi calculada com base no resultados
do processo de validacdo. Foram consideradas as incertezas relativas aos

equipamentos e vidrarias utilizados e da metodologia validada.

Separacéo do geranilgeraniol

A tecnologia desenvolvida para a separacdo do geranilgeraniol das sementes
de urucum buscou preservar o processo de obtencédo do corante. Para isso optou-se
pelo processo de extracdo dos pigmentos das sementes de urucum com solventes
alcalinos, cujo processo foi descrito por CARVALHO (2010).

Neste processo de producdo do corante hidrossolivel de urucum (sal de
norbixina) as sementes de urucum sdo extraidas em contracorrente com solugéo
aquosa de NaOH ou KOH em concentragdes que variam de 5% a 2% (m/v). A mistura
€ agitada por um periodo de aproximadamente 30 minutos e transferida para uma
peneira para a separacdao dos grdos. O extrato é encaminhado para um tanque de
recepcdo e as sementes retornam para novo processo de extragdo. Os extratos
contidos no tanque de recepc¢do sdo aquecidos para a conversdo completa da bixina
em sal de norbixina. Apés resfriamento o extrato é filtrado e encaminhado para um
tanque para padronizacdo e envase. Esse processo apresenta como subproduto uma
mistura de substancias que contém um material formado por substancias

insaponificaveis, incluindo o geranilgeraniol.

® As demais metodologias ndo foram validadas por serem métodos oficiais ou ja terem sido
validadas nas referéncias apresentadas.
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A separacgdo de geranilgeraniol foi realizada com a utilizacdo de um processo
de destilacdo a baixas pressbes, simulando o que devera ocorrer na utilizacao
industrial de um evaporador de filme fino. Para tanto foi utilizado um evaporador
rotativo a vacuo, Marca Biichi, modelo EL 130. A agua de refrigeracdo do condensador
foi mantida a aproximadamente 10°C por um sistema de circulacdo de agua, marca
Varian, modelo 4.100. O baldo coletor foi substituido por um sistema de coleta de
destilado que permitia a medida do volume condensado. Para o aquecimento do baldo
com a amostra foi utilizada uma manta, marca Fisaton, Modelo 52 (200W) e a
temperatura foi medida com um termdémetro infravermelho Marca Icel, modelo TD-961.
A pressao foi diminuida com o auxilio de uma bomba marca Primar, modelo 141.

Com a bomba utilizada foi possivel obter um vacuo de aproximadamente 40cm
de Hg, que foi mantido durante todo o processo de destilacdo. A temperatura de
evaporacao foi elevada gradativamente até aproximadamente 300°C, sendo mantido
nessa temperatura por 140 minutos. O material evaporado foi constantemente
coletado e analisado. A andlise foi realizada por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Validagdo do método analitico

O método ndo é especifico, mas apresentou boa seletividade para o
geranilgeraniol em sementes de urucum. O Tempo de retencdo do geranilgeraniol (14
minutos) ofereceu uma boa separacdo de possiveis interferentes analiticos.

O método apresentou boa linearidade quando se trabalha com concentracbes
entre 0,5 e 3,1ug/ml. A avaliacdo da linearidade resultou em um valor de t = 115,45
para geranilgeraniol. O t (student) tabelado para n-2 com 95% de probabilidade é 2,78,
portanto a correlacao foi considerada como significativa para a faixa avaliada.

Os calculos da sensibilidade do método indicaram que o limite de deteccao do
método € 0,07ug/ml e o limite de quantificacdo € 0,09 ug/ml. Valores muito inferiores
ao esperado nos estudos das sementes e do 6leo de urucum. Portanto o método
apresentou sensibilidade suficiente para o que se propde.

Os coeficientes de variacdo (CV = 2,6%) foram inferiores ao estabelecidos pela
equacdao de HORWITZ, 1982 (CV = 3%), portanto o sistema cromatografico e o
método analitico apresentaram precisdo adequada para a analise proposta.

O método apresentou exatiddo adequada com 95% de confianca. Considerando

as incertezas dos equipamentos e vidrarias utilizados no processo analitico e da
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metodologia validada, a incerteza expandida foi de 0,21 mg/100g para uma
concentragdo de geranilgeraniol igual a 3,5 mg/100g e um coeficiente de

expansividade (k) igual a 2. Isso representa uma incerteza expandida de 12% (k=2).

Resultados de bixina, lipidios e geranilgeraniol dos acessos da colecéo.

Os resultados das andlises de bixina nas sementes de urucum apresentaram
concentracdes (base seca) variando de um minimo de 1,78 + 0,01 g/100g (acesso 21)
a um maximo de 3,12 + 0,03 g/100g (acesso 37). Esses valores sao inferiores a
avaliacao feita pelos nossos laboratorios para amostras dessa mesma colecao,
obtidas na safra do ano de 2007 (CARVALHO et al, 2010). Naquela oportunidade a
concentracao de bixina das amostras variaram de 3,12 + 0,06 ¢g/100g a 6,26 + 0,06
g/100g. A mudanca da cole¢cdo com o replantio de varios acessos e a inser¢cdo de
novas plantas, cujas amostras representam a primeira colheita, deve ter influenciado
nos valores encontrados nesse estudo.

Os resultados da concentracao de lipidios das amostras variaram de 1,45 + 0,05
g/100g (acesso 38) a 3,33 + 0,03 g/100g (acesso 8). Esses resultados foram similares
aos observados pelos nossos laboratorios para amostras dessa mesma colecao,
obtidas na safra do ano de 2007 (CARVALHO et al, 2010). Naquela oportunidade a
concentracao de lipidios das amostras variaram de 1,97 + 0 g/100g a 3,98 + 0,09
g/100g.

A concentracdo de geranilgeraniol das amostras estudadas variou de 0,52 +
0,07 g/100g (acesso 38) a 1,38 £ 0,22 g/100g (acesso 9). Esses valores indicam uma
influéncia importante da variedade da planta sobre a concentracdo de geranilgeraniol
das sementes. Observou-se também uma correlagdo positiva significativa (P = 5%)
entre os teores de lipidios e de geranilgeraniol nas amostras estudadas. Sementes
com maiores teores de lipidios apresentaram também maiores concentracdes de
geranilgeraniol.

O teor de umidade das amostras variaram de 6,06 + 1,10 g/100g a 8,67 = 0,01
g/100g.

Separacéo do geranilgeraniol

Para os trabalhos de separacdo de geranilgeraniol foi utilizado um 6leo obtido
em um processo industrial de extracdo do corante das sementes de urucum com
solucdo de KOH. A caracterizacdo desse Oleo indicou a seguinte composicao:

Umidade (g/100g) = 9,98 + 0,05; Carotendides totais expresso como bixina (g/100g) =

6
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0,64 + 0,01; Extrato etéreo (g/100g) = 96,7 + 0,8; Geranilgeraniol (g/100g) = 33,2 + 3,6;
pH =9,7.

A Figura 1 apresenta o cromatograma da analise de geranilgeraniol do “6leo”
residual antes e apOs o processo de separacdo por destilacdo e os cromatogramas
obtidos com frac6es coletadas por um periodo de 140 minutos de destilacdo.
Observou-se quase todo o geranilgeraniol presente na amostra original foi eliminado
no processo de destilacéo.

Durante a destilacdo observou-se que em temperatura inferior a 200°C néo
houve arraste de geranilgeraniol. A partir de 275° C (30 minutos de destilacéo) iniciou
o arraste de geranilgeraniol. A concentracdo maxima de geranilgeraniol foi obtida com
uma temperatura de 295°C, apds 60 minutos de destilacao. A partir de 90 minutos de
destilacdo houve uma diminuicdo da concentracdo de geranilgeraniol no destilado.

Ap6s 140 minutos de destilacéo todo o geranilgeraniol foi eliminado do “6leo” residual.

Geranilgeraniol

Geranilgeraniol

Cromatograma 4 (laranja)

Cromatograma 3 (rosa) \
(a) Cromatograma 2 (preio)\
Cromatograma 1 (verde),

(1) | @)
FIGURA 1. (1) = cromatograma do “6leo” residual antes (a) e apos (b) o processo de
destilacdo. (2) = cromatogramas obtidos com a destilacdo do “6leo” residual da
extracdo de corante de urucum com solucdes alcalinas. Cromatograma 1 = 20 minutos
de destilacdo — Temperatura = 200° C; Cromatograma 2 = 30 minutos de destilacéo —
Temperatura = 275°C; Cromatograma 3 = 60 minutos de destilagdo — Temperatura =
295°C; Cromatograma 4 = 90 minutos de destilacdo — Temperatura = 295°C. As

demais condicdes de processo e analitica estdo descritas nesse artigo.

CONCLUSAO
A metodologia estabelecida para a andlise de geranilgeraniol apresentou

linearidade, sensibilidade, precisédo e exatiddo adequadas para 0s ensaios propostos.
As variedades das plantas apresentaram influéncia nos teores de geranilgeraniol das
sementes. Houve uma correlacdo positiva entre a concentracdo de geranilgeraniol e

lipidios das sementes de urucum. E possivel a separacdo do geranilgeraniol pelo
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processo de destilacdo fracionada a vacuo (destilador de filme fino) a partir do
subproduto, identificado como “6leo” residual (material insaponificavel), do processo

de extracdo do corante de urucum com solventes alcalinos;
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