6° Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cienti  fica - CIIC 2012
13 a 15 de agosto de 2012—- Jaguariana, SP

2, \\
Mo evaVY

EXTRACAO, SEPARACAO DE GERANILGERANIOL EM SEMENTES DE URUCUM.
KLEBER EDUARDO VICENTE DOS SANTOS*; MARTA GOMES DA SILVA? ELIANE
GOMES FABRI®; PAULO ROBERTO NOGUEIRA CARVALHO*

N° 12256

RESUMO

As sementes de urucum tem grande importancia para as inddstrias de alimentos pela
presenca do carotenoide bixina, muito utilizado como um corante natural. Contudo, essas
mesmas sementes vem adquirindo notoriedade por conter, também em seu arilo, outras
substancias de importdncia para a saude do homem, como tocoferdis, tocotriendis e
geranilgeraniol. O geranilgeraniol € um importante farmaco que vem sendo usado como
coadjuvante no combate a diversos tipos de cancer, além de ser um intermediario nas
sinteses de drogas como a vitamina K, vitamina E e diversos hormonios. O presente estudo
buscou caracterizar as sementes de urucum dos acessos da colegdao do Polo Regional
Centro Norte, da Agéncia Paulista de Tecnologia do Agronegécio, em Pindorama, SP
guanto a concentragdo de geranilgeraniol, lipidios e carotenoides totais expressos como
bixina e estudar uma tecnologia para extragcdo e separacdo do geranilgeraniol das

sementes. As concentracbes de carotenoides totais expressos como bixina, lipidios e

+

geranilgeraniol variaram, respectivamente: 2,46g/100g + 0,01g/100g a 5,16g/100g =+
0,019/100g, de 2,05g/100g + 0,07g/100g a 4,33g/100g * 0,089/100g e 0,849/100g
0,07g/100g a 2,31g/100g *+ 0,04 g/100g. Os resultados de carotenoides totais expressos

I+

como bixina, lipidios e geranilgeraniol para a safra de 2011 foram considerados
significativamente diferentes (p = 5 %) e superiores ao da safra de 2010, possivelmente
apresentando influéncia do periodo de colheita, diferentes entre as duas safras. O material
insaponificavel obtido pela extracdo dos pigmentos das sementes de urucum com solucéo

alcalina apresentou uma concentracdo de geranilgeraniol superior a 30 %.

ABSTRACT
The annatto seeds have great importance for the food industry due to the presence of

the carotenoid bixin, widely used as a natural dye in a variety of food products. However,
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these seeds have acquired notoriety by containing in its aryl other important substances for
human health, such as tocopherols, tocotrienols and geranylgeraniol. The geranylgeraniol is
an important drug being used as an adjunct in combating various types of cancer, besides
being an important intermediate in the synthesis of drugs such as vitamin K, vitamin E and
various hormones. This study aims to characterize and study a technology for extraction of
geranylgeraniol from the annatto seeds of the collection accesses of the North Center Pole of
the Agency of Agribusiness Technology of S&o Paulo in Pindorama city, SP. The samples
were characterized for geranylgeraniol, lipids and total carotenoids expressed as bixin. The
concentrations of total carotenoids expressed as bixin, lipids and geranylgeraniol varied from
2.46 g /100g = 0.01 g/100g to 5.16 g/100g + 0.01 g/100g; from 2.05 g /100g + 0.07 g/100g to
4.33 g/100g + 0.08 g/100g; and 0.84 g/100 g + 0.07 g/100g to 2.31 ¢g/100g = 0.04 g/100g
respectively. The results of total carotenoids expressed as bixin, lipids and geranylgeraniol of
the 2011 harvest were considered significantly different (p = 5 %) and higher than the values
of 2010 harvest, possibly due to the different harvest season. The unsaponifiable material
obtained by the extraction of the pigments of annatto seeds using alkaline solution presented

concentrations of geranylgeraniol above 30 %.

INTRODUCAO

O urucuzeiro € um arbusto de crescimento rapido chegando a 6 metros de altura,
robusto e com coloragédo de acordo com a variedade (PINEDA, 2003). Os frutos ou
cachopas sdo capsulas de duas partes, que contém de 30 a 45 sementes, podendo ter
diversas formas. As cachopas podem chegar a até 5 cm de largura, com ou sem “pelos” e
sua coloracgdo varia do verde ao vermelho intenso. O cultivo perene tem boas perspectivas
em programas agricolas, principalmente destinados a pequenos e médios produtores
(MAZZANI, 2000).

MAZZANI (2000) analisou 10 variedades de urucum e concluiu que as diferencas
observadas nas plantas era dependente de sua procedéncia. Deste fato o estudo do
germoplasma se faz condizente para o melhoramento. Nos Ultimos dez anos com o
melhoramento genético ja se avaliam sementes de urucum com teores de pigmento,
expressos como bixina, maiores do que 4% e sua produtividade ultrapassa 1500 kg/ha
(CARVALHO et. al., 2007).

A cis-bixina, chamada de bixina (metil, hidrogénio 9'-cis-6,6’- diapocaroteno-6,6'-
dioato) é o éster monometilico de um acido dicarboxilico e compreende mais de 80% dos
carboidratos totais (PRESTON & RICKARD, 1980; CARVALHO et al, 1993).

O termo geranilgeraniol tem sido utilizado para descrever um alcool diterpeno de

cadeia linear e ocorréncia natural. Sua férmula estrutural pode ser descrita como: all trans-3,
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7, 11, 15-tetrametilnexadecatetra-2, 6, 10, 14-em-1-ol. Soluvel em solventes organicos como
cloroférmio, acetona e alcool, o geranilgeraniol é conhecido como um intermediario de
biossinteses importantes, como a da vitamina K, dos tocoferéis, de diversos horménios e
dos carotendides. A presenca de geranilgeraniol em sementes de urucum foi inicialmente
citada por CRAVEIRO et al (1989), que ja insinuava que algumas das propriedades do
urucum poderiam estar associada a presenca dessa substancia. A concentragdo de
geranilgeraniol nas sementes de urucum, em base seca, € de aproximadamente 1%
(JONDIKO & PATTENDEN, 1989; BARBOSA FILHO, 2006). Essa concentracdo foi
confirmada em trabalhos realizados pelo nosso laboratério junto a uma empresa produtora
de corante de urucum (CARVALHO, 2006). O geranilgeraniol esta presente na forma livre ou
esterificado. MERCADANTE et al (1999) cita a presenca de geranilgeranil esterificado com
carotenoides.

O geranilgeraniol tem sido obtido por sintese (TOCHIKI, 1997; TOKUHIRO et al,
2009). KANDUTSCH et al (1964) purificaram o pirofosfato de geranilgeranil a partir de
Micrococcus lysodeikticus. A separacao e purificacdo de gerailgeraniol de subprodutos de
urucum foi objeto de patente de TAN & FOLEY (2002).

Esse estudo apresenta a concentracdo de geranilgeraniol, lipidios e carotenoides
totais expressos como bixina em sementes de diferentes acessos da safra de 2011 da
colecdo de urucum do Instituto Agronémico — IAC, mantida no Pdélo Regional Centro Norte
da Agéncia Paulista de Tecnologia do Agronegdcio, no municipio de Pindorama, SP e os
resultados preliminares de uma tecnologia de extracdo e separacdo do geranilgeraniol

dessas sementes.

MATERIAL E METODOS
Material
Matéria-prima
Sementes de urucum

As sementes de urucum utilizadas nesse estudo foram provenientes do banco de
germoplasma instalado no Polo Regional Centro Norte da Agéncia Paulista de Tecnologia
dos Agronegocios - APTA, no municipio de Pindorama, SP da safra de 2011. A Figura 1
apresenta a identificacdo das amostras. As cachopas das plantas selecionadas foram
amostradas e encaminhadas ao Instituto Agrondmico em Campinas, SP. Nos laboratérios da
Secdo de Horticultura do IAC, as cachopas foram secas e as sementes foram separadas
manualmente. Parte das sementes foram encaminhadas para os laboratérios do Centro de

Ciéncia e Qualidade de Alimentos — CCQA, do Instituto de Tecnologia de Alimentos - Ital.
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Nos laboratérios do Ital as sementes foram transferidas para frascos de vidro, etiquetadas e

armazenadas ao abrigo da luz e sob refrigeracdo até o momento das andlises.

Reagentes

- Metanol para cromatografia,;
- n-hexano para cromatografia;
- Padréao de geranilgeraniol;

- Hidréxido de potassio p. a;

- Hidréxido de amonio p.a.

Equipamentos

- Espectrofotdmetro UV/visivel, marca Hitachi, modelo U2000;

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia, marca Agilent, modelo 1260 infinity, com detector
de arranjo de diodos modelo G4212B.

- Demais equipamentos de uso comum em laboratdrios como estufas, moinhos, etc.

Métodos
Umidade

A determinacdo de umidade foi feita com base no método descrito da AOAC
(HORWITZ, 2005), que tem como principio a determinacéo indireta da agua presente nas
amostras por gravimetria. A dgua € eliminada por aguecimento em estufa e a massa do
residuo seco € determinada. A umidade é calculada pela diferenca entre as massas das

amostras antes e apés a secagem.

Lipidios
A determinacao de lipidios foi conduzida com base no método (2006.06) descrito pela
AOAC (HORWITZ, 2005), que tem como principio a extragdo de substancias sollveis em

hexano a quente.

Bixina
O método analitico para a determinacdo de bixina baseia-se na saponificacdo da
bixina em “sal de norbixina”, diluicAo em solu¢cdo de hidroxido de potassio e quantificacao

espectrofotométrica, conforme descrito por da SILVA et al (2010).
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FIGURA 1. Mapa do banco de germoplasma de urucum do Instituto Agronémico, instalado

no Polo Regional Centro Norte da Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios -

APTA, no municipio de Pindorama, SP.
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! O ntimero inferior de identificagdo do acesso (cinza) corresponde & antiga numeragao do banco de germoplasma e foi citado

para efeito de comparacao com dados histéricos.

Geranilgeraniol

O método analitico utilizado foi baseado na metodologia descrita por da SILVA et al

(2010), que tem como principio a extracdo da amostra com hexano, diluicdo na fase movel
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e andlise cromatogréafica. As condi¢cdes cromatograficas utilizadas foram: coluna C18 (250
mm X 4 mm, particulas de 5 ym) e fase movel composta por metanol:acetato de amonio
50mM (90:10, v/v) com uma vazéo de 1,0 ml/min. A detecgao foi realizada com detector de
arranjo de diodos e a identificagdo feita por comparagdo com o tempo de retencdo do

padrdo analitico e pelos espectros obtidos pelo sistema de detecc¢édo (arranjo de diodos).

EXTRACAO DO GERANILGERANIOL DAS SEMENTES DE URUCUM

A extragdo do geranilgeraniol das sementes de urucum foi feita por meio da
saponificacdo das sementes com solugcbes alcalinas fortes e separacdo do material
insaponificado. Esse tipo de processo permite também a extracdo da maior parte dos
pigmentos das sementes (bixina), que por saponificacdo é convertida em sal de norbixina
gue é soluvel na solucéo alcalina.

O material insaponificavel, rico em geranilgeraniol e tocotriendis, é separado da
solucdo extratora por centrifugacdo e os pigmentos (norbixina) podem ser separados por
precipitacdo com solucbes acidas.

O processo de separacdo do geranilgeraniol do extrato insaponificavel esta sendo

conduzido por meio de destilacao fracionada a vacuo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Resultados de geranilgeraniol, carotendides totais expressos como bixina e lipidios
dos acessos da colecéo.

A Tabela 1 apresenta os resultados das andlises de geranilgeraniol, carotendides
totais expressos como bixina, lipidios e umidade das amostras avaliadas nesse estudo. O
teor de umidade das amostras variou de 11,28 + 0,04 g/100g (acesso 21) a 14,13 + 0,31
0/100g (acesso 11). As amostras da safra anterior, 2010, apresentaram teor entre 6,06 +
1,10 ¢/100g e 8,67 + 0,01 g/100g (SILVA et al, 2011), bem abaixo dos resultados
apresentados nesse estudo, possivelmente devido ao periodo de colheita que no estudo
anterior ultrapassou o ponto de maturagéo do fruto.

Os resultados das analises de carotenoides totais expressos por bixina nas sementes
de urucum apresentaram concentracfes (base seca) variando de um minimo de 2,46 + 0,01
0/100g (acesso 5) a um méaximo de 5,16 + 0,01 g/100g (acesso 38). Esses valores sdo
superiores a avaliacao feita pelos nossos laboratorios para amostras dessa mesma colecao,
obtidas na safra do ano de 2010 (SILVA et al, 2011). Naquela oportunidade a concentracdo
de carotenoides nas amostras variaram de 1,78 + 0,01 g/100g a 3,12 + 0,03 ¢/100g,

possivelmente causado pelo mesmo motivo da diferenga do teor de umidade.
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Os resultados da concentracdo de lipidios das amostras variaram de 2,05 = 0,07
g/100g (acesso 1) a 4,33 + 0,08 g/100g (acesso 11). Esses resultados foram superiores (p =
5%) aos observados pelos nossos laboratorios para amostras dessa mesma colegao,
obtidas na safra do ano de 2010 (SILVA et al, 2011). Naquela oportunidade a concentracdo
de lipidios das amostras variaram de 1,45 + 0,05 g/100g a 3,33 + 0,03 g/100g.

As extracbes de geranilgeraniol das amostras de sementes de urucum foram
realizadas com e sem saponificacdo. As amostras submetidas a saponificacdo apresentou
resultados entre 0,84 + 0,07 g/100g (acesso 21) e 2,31 = 0,04 g/100g (acessos 2 e 6),
significativamente (p = 5%) superiores as amostras extraidas apenas com solvente organico
(sem saponificagdo) que variaram de um minimo de 0,81 + 0,09 g/100g (acesso 5) e um
maximo de 1,65 * 0,04 g/100g (acesso 37). Isso pode ser explicado ela presenca de
geranilgeraniol esterificado nas sementes de urucum com moléculas como os carotendides
(MERCADANTE et al, 1999).

TABELA 1. Resultados de anélises de geranilgeraniol*, carotenéides totais expressos como

bixina e lipidios (base seca) em sementes de urucum plantadas em Pindorama, SP.

Geranilgeranioll Bixina® Lipidios Umidade
Acesso * |(g/100g)| s (Tgug‘o% (9/100g) | s (Tgug‘o% (9/100g) | s 29“5'1%’ (9/100g)
1 0,87 |0,08 a 4,08 0,01 kI 2,05 0,07 a 11,95
2 2,31 |0,03 k 4,03 10,09 kI 3,22 0,05 | defghi | 12,69
4 1,67 |0,07| hi 3,42 0,07 | defgh 2,93 0,06 | bc 12,74
5 1,29 |0,06| cde 2,46 0,01 a 3,50 0,04 ijk 11,99
6 2,31 |0,04 k 2,94 10,01 bc 3,75 0,12 ki 11,70
8 2,30 |0,18 k 3,05 10,01 | bcde 3,07 0,01 | bedef | 11,86
9 1,81 |0,08 ij 3,07 0,14 | bcde 3,54 0,10 jk 11,62
10 1,29 |0,01| cde 3,67 0,07 | ghik 3,19 0,04 |cdefgh| 11,68
11 156 |0,02| fghi 3,07 10,10 | bcde 4,33 0,08 m 14,13
13 1,60 |0,01| ghi 3,76 0,15 | hijkl 3,75 0,03 ki 12,21
14 1,34 |0,13| defg 3,86 0,16 ijkl 3,01 0,04 | bcd 12,13
15 1,10 |0,04| abcd 3,30 0,01 | cdefg 2,89 0,10 b 11,62
16 1,24 0 cde 4,13 0,19 I 3,17 0,05 | cdefg | 12,24
17 1,32 |0,01| def 3,49 0,01 | efghi 3,32 0,10 | fghij 11,68
18 1,03 |0,02| abc 3,03 10,02 | bcd 3,19 0,06 | cdefgh| 12,25
19 1,25 |0,01| cde 3,11 |0,10 | bcdef 3,30 0,02 | efghij 12,10
20 1,89 |0,06 i 3,69 0,05 | ghijkl 3,83 0,01 I 12,05
21 0,84 |0,07 a 2,86 0,15 | abc 3,02 0,03 | bcd 11,28
35 1,47 0,07 | efgh 3,98 10,29 jkl 3,56 0,03 | kI 11,67
36 NA NA | NA 2,71 0,05 ab 3,45 0,03 hij 13,36
37 1,36 | 0,04 | defg 3,54 0,11 | fghij 3,39 0,15 | ghij 13,18
38 1,15 |0,01| bcd 516 0,01 m 3,26 0,09 | defghi | 14,06

Média de duas repeticGes analiticas simultaneas e independentes; s = estimativa de desvio padrdo. As médias seguidas pela
mesma letra, na mesma coluna, ndo s&o significativamente diferentes (Tukey, 95%); ‘Geranilgeraniol total — com saponificagéo

da amostra. 2Carotendides totais expresso como bixina; *N° do acesso nas amostras da safra de 2011; NA = N&o analisado.
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EXTRACAO DO GERANILGERANIOL DAS SEMENTES DE URUCUM

O processo utilizado para a extragdo dos pigmentos das sementes de urucum por
saponificacdo resultou em um extrato com concentragdes (m/m) de geranilgeraniol
superiores a 30% e de tocotriendis em torno de 10% (Tabela 2). A continuidade do estudo

busca separar o geranilgeraniol visando um produto com concentragdes superiores a 90%.

TABELA 2. Caracteriza¢do do material insaponificavel obtido das sementes de urucum.

Componente Concentracéo (g/100g)
Carotenoides totais expressos como bixina 0,60
Geranilgeraniol 35,0
Tocoferois 0,20
Tocotriendis 10,0
Umidade 36,0

Os estudos de separacdo do geranilgeraniol do extrato insaponificavel esta sendo
conduzido com o auxilio de destilacdo fracionada, sob vacuo. Os ensaios realizados
indicaram a necessidade de trabalhar a temperatura inferior a 150°C, sob o risco de
degradacdo do geranilgeraniol presente. A essa temperatura h4 a necessidade de alto

vacuo para a destilagédo do geranilgeraniol.

CONCLUSAO

Os resultados de geranilgeraniol, carotenoides totais expressos como bixina e
lipidios para a safra de 2011 foram considerados significativamente diferentes (p = 5 %) e
superiores ao da safra de 2010, possivelmente apresentando influéncia do periodo de
colheita, diferentes entre as duas safras.

Os resultados das andlises de geranilgeraniol, com e sem saponificacdo, indicaram a
necessidade de saponificacdo das amostras com o objetivo da desesterificacdo de parte do
geranilgeraniol presente nas sementes de urucum. Foi observada uma correlacdo
significativa (p = 5 %) entre a concentracdo de geranilgeraniol (total) e lipidios nas sementes
de urucum. O material insaponificavel obtido pela extracdo dos pigmentos do urucum com
solucéo alcalina apresentou uma concentracéo de geranilgeraniol superior a 30 %.

Os estudos da separacao do geranilgeraniol do material insaponificavel estdo sendo

conduzidos utilizando destilagao fracionada a vacuo.
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