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RESUMO - As sementes de urucum sao predominantemente utilizadas na producdo de um dos
corantes naturais mais utilizados pela indastria de alimentos, entretanto, sempre foi citado seu uso
na medicina doméstica por possivelmente apresentar efeitos anti-inflamatério, antibiético,
antifingico, antiviral, entre outros. Essas atividades indicam que os grdos de urucum possuem
substancias com propriedades farmacolégicas, dentre elas, o geranilgeraniol, que ja é utilizado na
profilaxia e no tratamento de diversos tipos de cancer e os tocotrienois, estruturas quimicas com
forte atividade antioxidante, pertencente ao grupo de substancias com atividade vitaminica E.
Essas duas substancias ja sao utilizadas pela indastria farmacéutica. Em estudos anteriores para
estabelecer uma tecnologia para a separagdo dessas substancias, foi observada uma fracdo com
forte tonalidade azul que avaliagbes preliminares constataram se tratar de uma mistura de
substancias com a presenca de varios derivados do azuleno, um fitoterapico com grande atividade
anti-inflamatoria. Os estudos de separacgéo dessa fracdo azul no material insaponificavel do 6leo de

urucum indicou um rendimento de aproximadamente 11% (v/v).
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ABSTRACT - Annatto seeds are predominantly used in the production of one of the most used
natural dyes in the food industry, however, their use in domestic medicine has always been cited as
possibly presenting anti-inflammatory, antibiotic, antifungal, antiviral effects, among others. These
activities indicate annatto grains have substances with pharmacological properties, among them,
geranylgeraniol, which is already used in the prophylaxis and treatment of various types of cancer
and the tocotrienois, chemical structures with strong antioxidant activity, belonging to the group of
substances with vitamin E activity. These two substances are already used by the pharmaceutical
industry. In previous studies to establish a technology for the separation of these substances, a
fraction with a strong blue tint was observed that preliminary evaluations found that it is a mixture of
substances with the presence of various derivatives of azulene, a phytotherapic with great anti-
inflammatory activity. The separation studies of this blue fraction in the unsaponifiable material of
annatto oil indicated a yield of approximately 11% (v/v).
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1 INTRODUCAO

Este estudo faz parte de um conjunto de projetos que tem como finalidade estabelecer
tecnologias para a separacdo e caracterizacdo de um grupo de substancias com atividades
fitoterapicas, presentes no material insaponificavel do 6leo de urucum. Entre essas substancias
destacam-se o geranilgeraniol e os tocotriendis fitoterapicos jA conhecidos e comercializados a
partir de sementes de urucum e a fracdo de cor azul, objeto desse estudo. Para isso, as atividades
necessarias para o conhecimento dos produtos e processos, imprescindiveis para o
estabelecimento dessa tecnologia, foram divididas em projetos, onde cada um contempla a
obtencéo de informagBes importantes para o que foi proposto. A Figura 1 indica os projetos que

participam desses estudos (em destaque, em azul, a contribuicdo do presente projeto).

Avaliagao agromorfolégica e quimica dos acessos
do Banco de Germoplasma de Urucum (Bixa
orellana L.) do IAC. (N° 20215)

SEMENTES DE
URUCUM

Estudo de estabilidade de bixina de sementes de
urucum (Bixa orellana L.) armazenadas em
diferentes embalagens. (N° 20214)

Separagao do amido de sementes de urucum

SOLUGAO EXTRAGAO E SEMENTES (Bixa orellana L.) descartadas pelas industrias de
ALCALINA PENEIRAGEM ESGOTADAS corantes. (N° 20218)
EXTRATO
AQUECIMENTO
Extracao e caracterizagao da matéria
v insaponificavel de sementes de urucum (Bixa
orellana L.) (N° 20216)
, FRAGAO
CENTRIFUGACAO INSAPONIFICAVEL
Separagao da Fragao Azul do 6leo de sementes
de Urucum (Bixa orellana L.). (N° 20217)

CORANTE

Figura 1. Localizacdo da contribuicdo dos diferentes estudos no processo de separacdo da Fracéo
Azul do 6leo de urucum. Trabalhos apresentados no 14° Congresso de Iniciacdo Cientifica (CIIC
2020).
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Entre esses projetos destacam-se: a) o conhecimento da variagdo de caracteristicas
importantes das sementes de urucum, buscando avaliar a concentracdo de pigmentos e lipidios de
63 acessos urucum da colecdo do IAC, localizado em Pindorama - SP e de sementes de
plantacdes ja consolidadas da regido da Alta Paulista, considerada a regidao de maior producao
dessa cultura do Estado de Sdo Paulo [Avaliagdo agromorfolégica e quimica dos acessos do
banco de germoplasma de urucum (Bixa orellana L.) do IAC]; b) a avaliacdo da estabilidade dos
pigmentos das sementes de urucum armazenadas sob vacuo, que procurou avaliar a diferenca de
estabilidade dos pigmentos do urucum armazenadas em embalagens tradicionais (rafia) e em
embalagens com barreira a luz, oxigénio e vapor de agua [Estudo de estabilidade de sementes
de urucum (Bixa orellana L.) armazenadas em diferentes embalagens]; c) o estudo sobre o
aproveitamento das sementes descartadas pela industria de corantes, que buscou agregar valor a
producdo de corante e a separacdo de fitoterapicos dessa cultura [Separacdo do amido de
sementes de urucum (Bixa orellana L.) descartadas pelas industrias de corantes]; d) o estudo
da concentragdo da fragdo insaponificavel presentes nas sementes de urucum [Extracdo e
caracterizacdo da matéria insaponificavel de sementes de urucum (Bixa orellana L.)]. €) o
estabelecimento das condi¢des para a separacdo da fracdo de coloragdo azul, cuja hipétese é a
presenca, na fragdo insaponificavel do 6leo de urucum, de derivados do azuleno, um importante
anti-inflamatério de origem natural [Separacao da fracdo azul do 6leo de sementes de urucum

(Bixa orellana L.)];

O urucum (Bixa orellana L.) é uma planta nativa da América Tropical, proveniente da flora
amazonica, sendo utilizado por populacdes indigenas muito antes do descobrimento do Brasil.
Atualmente a industria utiliza grande parte desses grdos para a producdo de corantes para a
indUstria de alimentos e de um tradicional condimento, denominado colorau. O pigmento
encontrado nas sementes de urucum apresenta coloracdo amarelo avermelhado devido a bixina,
um apocarotenoide cuja concentracdo equivale a aproximadamente 80% dos carotenoides

presentes nesses graos (Garcia et al., 2012).

Embora seja predominantemente utilizado na industria para a producdo de corante, o grao
de urucum ganhou notoriedade por apresentar substancias com propriedades farmacoldgicas.
(Carvalho, 2018). Na literatura € possivel encontrar citagdes sobre populacdes indigenas utilizando
0 urucum como repelente, protetor da pele contra raios solares, e no combate a enfermidades
(Moraes et al., 2005). As substancias contidas no urucum estao presentes ha muito tempo na
medicina doméstica por seus possiveis efeitos anti-inflamatoério, antimalarico, cardioténico,

digestivo, estomaquico, expectorante, febrifugo, hipotensivo, laxativo, entre outros (Monzonte et al.,
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2013; Capella et al., 2016; Ulbricht et al., 2012; Sangvikar et al., 2015; Chandel et al., 2014; Tan,
2004; Yong et al., 2013; Vilar et al., 2014; Pérez & Sanchéz, 2010).

Todos esses estudos indicam que nas sementes de urucum podem estar presentes
substancias que, em conjunto ou isoladamente, conferem atividades fitoterapicas. Estudos com o
urucum na busca por essas substancias possibilitou a publicacdo de inimeros artigos cientificos e
0 registro de varias patentes como a de uma pomada e uma solucao para ser usada na cicatrizacao
de feridas na epiderme e das mucosas em geral (Reis, 2010). Além disso, foram desenvolvidas e
patenteadas tecnologias para a separacdo de compostos como geranilgeraniol e tocotriendis
possibilitando seu uso como suplemento nutricional (Tan & Foley, 2002; Tan, 2004; Carvalho &
Silva, 2018).

O geranilgeraniol (all trans-3, 7. 11, 15-tetrametilhexadecatetra-2, 6, 10, 14-em-1-ol) é um
diterpeno presente nas sementes de urucum em concentracfes que podem chegar a 30% no
material insaponificavel desses graos (Costa et al., 2005, Jondiko e Pattenden, 1989; Barbosa
Filho, 2006). Estudando 84 acessos de sementes do banco de germoplasma de urucum do Instituto
Agrondmico (IAC), o Laboratorio de Pigmentos Naturais do Centro de Ciéncia e Qualidade de
Alimentos do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) encontrou concentracbes de
geranilgeraniol que variaram de 0,49 a 2,629/100g (Dequigiovani et al., 2017).

Estudos revelaram que o geranilgeraniol apresenta efeitos anti-inflamatério, antinociceptivo
e antiproliferativo (Grando, 2017). Além disso, tem sido utilizado no tratamento do Tripanossoma
cruzi (Menna-Barreto et al., 2008), da Micobacteria tuberculosis (Vik et al., 2007) e na inibicdo de
Staphylococcus aureus (Inoue et al., 2005).

Outras importantes substancias contidas nas sementes de urucum e ja comercializadas sao
0s tocotriendis. Os tocotriendis sdo substancias com atividade vitaminica E, com propriedades
neuro-protetivas, anti-cancer e redutoras de colesterol (Sem, et al., 2007; Watson & Preedy, 2009;
Qureshi et al., 2015; Tan, 2005; Pearce et al., 1992). O estudo conduzido pelo Laboratério de
Pigmentos Naturais do Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos do ITAL, com sementes do
banco de germoplasma de urucum do IAC, constatou que a concentracdo de tocotriendis variou
(em base seca) de 0,25 g/100g a 1,41 g/100g (Dequigiovani et al., 2017).

Além das substancias como o geranilgeraniol e os tocotrienois, estudos realizados no ITAL
sugerem a possivel presenca de derivados do azuleno. A presenca dessas substancias pode
ajudar a explicar algumas das propriedades farmacoldgicas atribuidas a esses gréos. O azuleno
(biciclo-5,3,0-decapentaeno) e seus derivados sdo conhecidos por propriedades anti-inflamatorias
(Gordon, 1952; Safayhi et al., 1994; Garrera et al., 2001; Chavan et al., 2012).
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Esse estudo teve como objetivo a separacdo da fracdo azul presente no material

insaponificavel das sementes de urucum.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

O material insaponificavel das sementes de urucum utilizado neste estudo foi obtido junto a
uma empresa de producdo de corante da regido de Americana - SP. Um resumo do processo de
obtencao esta descrito a seguir: os pigmentos das sementes de urucum foram extraidos utilizando
solugBes alcalinas que tém a finalidade de desesterificar a bixina e os lipidios presentes nesses
graos. A bixina é transformada em sal de norbixina e permanece na fracdo aquosa e o material
insaponificavel é separado por decantacdo ou centrifugacdo. O fluxograma simplificado desse
processo esta apresentado na Figura 1.

Duas amostras do material insaponificavel de lotes diferentes foram utilizadas neste estudo
e caracterizadas quanto a concentracao de carotenoides totais (expressos como bixina), umidade,
pH, densidade, tocotriendis e geranilgeraniol.

2.2 Equipamento

O sistema utilizado para o fracionamento do material insaponificavel do éleo de urucum
consistiu de: uma manta de aquecimento (marca Satra — modelo AMS905), com controle de
temperatura e agitacdo. Um baldo de fundo redondo, de 2 litros, com trés bocas que se
conectavam a um termopar e a um condensador de serpentina. O condensador foi mantido
resfriado a uma temperatura de 3° (+ 1°C), com o uso de um banho de circulagdo de agua (marca
Logen, modelo LS540). Um reservatorio com gelo seco foi instalado entre o condensador e o
sistema de geracdo de vacuo, servindo como trap® para substancias com alta presséo de vapor. O
vacuo do sistema foi mantido com o auxilio de uma bomba de vacuo, marca Alpax, modelo
PC3001. As fracbes separadas foram recolhidas em um funil de separacdo acoplado ao
condensador. Entre o trap e a bomba de vacuo foi instalado um sistema para a coleta do material

retido pelo trap. A Figura 2 apresenta o equipamento utilizado nesses processos.

2.3 Metodologia de separacao da “fragao azul”
Um volume de 700 mL da matéria insaponificaAvel de urucum e 200 mL de 6leo vegetal foi
adicionado ao baldo de 2L. O sistema foi fechado e a agitacéo foi iniciada. A bomba de vacuo foi

ligada, estabelecendo um véacuo inicial de 900 mbar e o aquecimento foi iniciado. O processo de

6 Trap: Espécie de condensador que captura por refrigeracao substancias de alta pressao de vapor.
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fracionamento foi conduzido com o controle da pressao, de forma a nao ocorrer o arraste do 6leo
bruto para o sistema de condensacdo. Esse arraste é provocado pela ebulicdo da agua residual
presente na matéria insaponificavel. A pressdo foi diminuida continuamente e a temperatura

monitorada e registrada.

Figura 2. Sistema de Destilagdo utilizado para a separacgéo da fragédo azul.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados das andlises de caracterizagdo da matéria
insaponificavel utilizadas neste estudo. Os resultados indicaram uma elevada concentracdo de
agua gque permanece em suspensao na fracao insaponificavel apos a separacéo pelo processo de
centrifugacdo. A concentracdo de umidade ficou proxima a apresentada por Cunha et al. (2016),
gue encontraram 41,3 (x1,2) g/100g nesse tipo de produto. Esse mesmos autores encontraram na
fracdo insaponificavel de sementes de urucum, concentragdes de geranilgeraniol e tocotriendis
iguais a 27,6 (x0,1) g/100g e 6,5 (x0,1) g/100g, respectivamente. Esses valores divergem dos
observados neste estudo e podem ser explicados por fatores como variedade das plantas que

deram origem as sementes, tratos culturais, tempo de armazenamento, entre outros.

A separacdo da fracdo azul do material insaponificavel das sementes de urucum foi
conduzida utilizando o equipamento de destilacdo descrito neste relatorio. Apds varios ensaios as
condicdes de separacdo da fracdo azul foram estabelecidas, controlando fatores como a presséo e
a temperatura do sistema de destilacao.
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O processo contemplou a separacgdo inicial da dgua e de substancias com elevada pressao
de vapor, seguida pela destilagdo de uma fracdo intermediaria, de cor amarela, possivelmente
composta por substancias como monoterpenos e outras substancias de baixa massa molecular e
com pressao de vapor superior aos componentes da fragdo azul. A fracdo azul é evaporada logo
apos uma fracao de coloracdo amarela, sobrepondo a ela durante processo de destilacdo. Essa
sobreposigéo foi parcialmente controlada com “cortes” no processo de destilagdo assim que se

observava o inicio da destilacéo da fracédo azul.

Tabela 1. Resultados das andlises de caracterizagdo da matéria insaponificavel utilizadas neste

estudo’.

Anélises" Amostra 1 T Amostra2 T
Umidade (g/100gq) 50,2 (1,24) a 40,7 (0,57) b
Bixina® (g/100g) 2,07 (0,03) a 2,27 (0,17) a
pH 12,3 - 11,8 -
Densidade (g/mL) 0,98 (0,1) a 0,99 (0,1) a
Geranilgeraniol (g/100g) 9,15 (3,09) a 5,86 (0,06) a
y-Tocotrienol (g/100g) 1,41 (0,03) a 1,31 (0,01) b
d-tocotrienol (g/100g) 9,05 (0,21) a 7,11 (0,01) b
Tocotrienol Total (g/100g) 10,46 a 8,42 b

'Média de, no minimo duas repeticdes analiticas, simultaneas e independentes (estimativa de desvio
padrao); “Bixina = carotenoides totais expressas como bixina. 3Tukey (p < 0,05): as médias seguidas pela
mesma letra, na mesma linha, ndo sao significativamente diferentes.

A quantidade de agua recuperada no processo de destilagdo foi de aproximadamente 150
mL, representando aproximadamente 20% da matéria-prima adicionada ao sistema. Essa menor
proporcao quando comparada com o resultado da andlise de umidade da matéria-prima pode ser
explicada pela evaporacdo simultdnea de substancias de alta pressdo de vapor, presentes na

fracdo insaponificavel, e que é determinada como “umidade” no processo analitico.

A fracdo intermediéria, de coloracdo amarela, representou aproximadamente 4% do material
destilado ou 30mL. O volume da fragdo azul separada foi de aproximadamente 80mL ou 11% do

material insaponificavel adicionado ao sistema de destilagéo.

’ Essa caracterizacao foi conduzida junto com o projeto “Extracéo e caracterizacdo da matéria insaponificavel
de sementes de urucum (Bixa orellana L.)” e o resultado esta apresentado em ambos os artigos.
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A Tabela 2 apresenta os volumes de cada uma das fragcbes separadas em dois dos
processos de destilagdo conduzidos neste estudo.

Tabela 2. Volumes de cada uma das fracdes separadas em duas repeticbes do processo de
destilacdo conduzidos neste estudo.

Ensaio Agua' (mL) Fracdo intermediaria® (mL) Fracdo azul (mL)
1 150 30 71
2 150 27 78

! Agua e volateis com elevada pressdo de vapor; * Fracdo amarela.

A Figura 3 apresenta o grafico da evolucdo do processo de destilagdo, com a indicag&o do
inicio e fim de cada segmento considerado como etapas neste processo (Etapa 1 — destilacdo de
agua; Etapa 2 — destilagéo da fracdo intermediaria (fracdo amarela); Etapa 3 — destilagédo da fracéo
azul). As cores apresentadas no grafico representam os “cortes” realizados durante o processo de

destilacdo. A Figura 4 apresenta uma imagem da fracdo azul separada por esse sistema.
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Figura 3. Variacdo da pressdo e temperatura durante as diferentes fases do processo de
destilacdo para a separacao da fracao azul.
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Figura 4. Fracdo azul separada pelo processo de destilagdo descrito neste artigo.

4 CONCLUSAO

O processo de separacdo da fracdo azul mostrou-se factivel, com um rendimento de
aproximadamente 11%. A identificagdo dos componentes dessa fracdo faz parte da continuidade
do estudo que contempla também a caracterizacao das atividades fitoterapicas em parceria com a

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Unicamp, por meio de projeto aprovado junto a Fapesp.
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