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RESUMO:

Urucum, Bixa Orellana L., € uma arvore pequena da familia Bixaceae, nativa da
América do Sul e Central, difundida nos trépicos. A bixina pigmento natural representa
80% de todos carotenoides presente na semente do urucum, possui cadeia mais curta
(25 C) do que os habituais carotenoides (C 40), a bixina também possui uma cadeia de
duplas ligagdes conjugadas, o que Ihe confere algumas caracteristicas especiais. Das
metodologias utilizadas para extragéo, o Soxhlet € um dos que permite um rendimento
maior. Esta extragao resulta em produtos distintos quanto a qualidade e concentracao
de ativos. As sementes das duas variedades de Bixa orellana cultivadas em Morretes
Parana analisadas, apresentaram as seguintes concentragdes apOs a extragcao
utilizando soxhlet e solventes em ordem crescente de polaridade, na variedade
vermelha, fragdo hexano 6,59%, cloroférmio 5,07% de bixina isolada, acetato de eitla
0,75% e fragéo hidroalcoodlica 5,75%, enquanto a variedade verde fragdo hexano
6,79%, cloroformio 3,28% de bixina isolada, acetato de eitla 0,87% e fragao
hidroalcodlica 4,8%. Observou-se a presenga cristais 1,378%, que foram identificados
como sendo sacarose na variedade vermelha apds algum tempo em repouso.
PALAVRAS-CHAVES: bixina, annatto, soxhlet, extragédo, urucum, fitoquimica

ABSTRACT:

Urucum (annatto or Bixa Orellana L . ), a small tree Bixaceae family, is native to South
and Central America and is widespread in the tropics . The natural pigment is bixin 80%
of all carotenoids present in the seed of the annatto, has shorter chain (25 C) than the
usual carotenoids © 40), bixina also has a chain of conjugated double bonds, which will
confers some special features. Of methodologies for extraction, Soxhlet is one that
allows the highest yield. This concentration results in different products in quality and
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concentration of assets. The seeds of two varieties of B. orellana L. grown in Morretes -
Parana analyzed , showed the following concentrations after extraction using soxhlet
and solvents in order of increasing polarity, the red variety, hexane fraction 6.59%,
chloroform 5.07% bixin isolated, acetate eitla 0.75% and 5.75% hydroalcoholic fraction,
while the green variety hexane fraction 6.79 %, chloroform 3.28 % bixin isolated from
eitla acetate 0.87% and 4.8% hydroalcoholic fraction. We observed the presence of
1.378 % crystals , which were identified as being sucrose in the red variety after some
time resting .

KEYWORDS: bixin, achiote, soxhlet, extraction, phytochemistry

1.INTRODUGAO

Bixa Orellanal.., conhecida popularmente no Brasil como urucum, uma arvore
pequena da familia Bixaceae, € nativa da América do Sul e Central sendo difundida nos
tropicos. A bixina pigmento natural da semente do urucum, um apocarotenoide
representa 80%de todos carotenoides presentes, possui cadeia mais curta (25 C) do
que o habitual carotenoides (C 40), a bixina também possui uma cadeia de duplas
ligagdes conjugadas, o que lhe confere algumas caracteristicas especiais. Nas
sementes da planta, a bixina esta presente na forma cis instavel, que pode ser
convertido para a forma trans estavel com o calor, ou com uso de solventes orgéanicos
para extragcdo(BARETH et al., 2002; KOUL et al., 2003; RIOS & MERCADANTE, 2004;
TOCCHINI & MERCADANTE, 2001).

Os carotenoides extraidos da semente do urucum que podem variar do

amarelo e vermelho, sdo muito utilizados na industria alimenticia para colorir produtos
lacteos, salsichas, carnes e doces,(MARCOLINO et.al.2011), e também nas industrias
téxteis e cosméticos (COSTA, 2007).
Dentre os corantes naturais, a bixina € um dos poucos permitidos pela OMS, porque
além de ndo ser toxico, n&o altera o sabor dos alimentos (MORSBACH, 1996), fracbes
extraidas do urucum mostraram também atividade antioxidante (COSTA, 2007;GOLIN,
2013).

América Latina é a principal produtora mundial de urucum (B. orellana L),
apresentando uma producgéo anual de aproximadamente 17 mil toneladas, das quais
12 mil sdo originarias do Brasil (TOCHINI, MERCADANTE, 2001).

Das metodologias utilizadas para extragédo, o Soxhlet € um dos que permite um
rendimento maior. Esta extracédo resulta em produtos distintos quanto a qualidade e
concentragéo de ativos (CARVALHO, 2001).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Botanico

As sementes de Bixa orellana L, pertencentes a duas variedades: “Casca
verde”, “Casca vermelha” coletadas: Local IAPAR, Instituto Agronémico do Parana.
Rod. Miguel Buffara, km 8, Morretes_ Parana, Brasil. Caixa Postal n° 11 - 83350 000
Fone/Fax: 55 (41) 3462-1203, Estacéo Experimental de MorreteEST.: Morretes / COD.:
02548038 /LAT.: 25°30°S/LONG.: 48°49"W/ALT.: 59m.

A Coleta realizada nos meses de junho e julho de 2012, coletada a variedade
vermelha aproximadamente 2900Kg e a variedade verde com 5000Kg de sementes
frescas.

Aidentificagao botanica da espécie foi realizada no Museu Botanico Municipal
da prefeitura de Curitiba pelo curador Osmar dos Santos Ribas , em comparagdo com
exsicata catalogada no herbario sob o numero: 379.394.

2.2 Fragmentacao das sementes

As sementes foram removidas manualmente dos frutos, e colocadas para
secar em estufa de ventilacdo a 50°C, até completa desidratacao, apds a estabilizacgéo,
o material foi triturado e a padronizagédo granulométrica foi realizada pelo método da
Embrapa 1996.

2.3 Extracao

As sementes secas, variedade vermelha (798g) verde (2200g) foram
submetidas a extracdo em aparelho de soxhlet durante 6 horas com hexano,
cloroférmio, acetato de etila e hidroalcodlica (CARVALHO, 2009).

No Soxhlet com aplicacdo farmacotécnica, ha substituicdo do sistema de
percolacao por uma placa de teflon perfurada (Figura 1) e recoberta com algodao, com
o objetivo de filtrar a solugéo extratora eluida (CARVALHO, 2009).
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Figura 1. Soxhlet farmacotécnico, onde A = sistema Soxlhet (10cm de diametro e 41
cm de altura) e B = placa de teflon (10cm de didametro).

Em seguida, o liquido extraido foi filtrado para remocao de qualquerimpureza e
ent&do concentrado em roto evaporador para eliminagéo do solvente.

Os rendimentos foram obtidos considerando-se o peso inicial das sementes
secas e moidas. O armazenamento foi feito em frascos de vidro &mbar, fechados e em
refrigeracéo para evitar oxidagéo e/ou rancificagéo.

2.4|dentificacao do cristal

2.4.1Pontode Fusao

Os cristais obtidos da frag&o cloroformio apresentaram ponto de fusao de 195
°C, que corresponde ao valor encontrado por SILVA (2000) para a bixina.

2.4.2 Anadlise em Espectroscopiade Infravermelho

Os espectros no infravermelho das substancias isoladas foram obtidos com
amostras preparadas em pastilhas de brometo de potassio anidro (KBr) comprimidas
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em equipamento Bomem - Hartmann & Braum MB-Serie. A varredura foi feita de 400 a
4000cm’, leitura de transmitancia e detector DTGS. As amostras foram pastilhadas
com brometo de potassio (Kbr).

2.4.3 Analise em RMN

O espectro de RMN de '"H e DEPT 135° das substancias isoladas foram
obtidos do equipamento Bruker Topsin 1.3 200 mHz do Laboratério de RMN do
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

No mundo inteiro sdo conhecidos 40 variedades de urucum espalhados pelo
mundo inteiro. No Parana o IAPAR em uma pesquisa coordenada por Morsbach
(1996) introduziu 2 O(vinte) variedades em Morretes e Paranavai. No entanto, nos
parametros de produtividade, somente a IAC 530 e IAC 062 mostraram-se razoaveis
para os trés quesitos: numero de cachos por plantas, niumero de cachopa por cacho e
numero de graos por cachopa.

A maioria das introdugbes mostrou ciclo precoce e médio. Somente 3 (trés)
apresentaram ciclo tardio: Piave vermelha, IAC 018 e IAC 11. Esta ultima é tao tardia
que o florescimento inicia no outono-inverno dificultando a formacéo e o
amadurecimento das capsulas. Piave vermelha, pelo fato de ser mais tardia, é
suscetivel ao oidio. Essa doenga que aparece com maio intensidade na época fria e
seca diminui a capacidade de fotossintese das folhas e por conseguinte, reduz a
producao (MORSBACH,1996).

Neste trabalho as sementes secas, estabilizadas e trituradas, de ambas
variedades verde e vermelha, foram submetidas a extracdo com gradiente de
polaridade crescente hexano, cloroformio, acetato de etila e etanol em aparelho de
soxhlet modificado (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 1999; COSTA, 2007),cujos
resultados estdo descritos natabela 1.

Na fragdo cloroféormica, ainda no momento da extragéo, ja se detectava a
presenca de cristais no fundo do baldo. Ap6s o término do processo, essa fragao foi
filtrada em funil de Buchner, e que se apresentaram brilhantes e de cor vermelho-
purpura. Esses cristais foram lavados com cloroformio gelado para remogao de
impurezas, secos, armazenados em um frasco ambar e conservados sob refrigeracéo.

De acordo com COSTA, (2007), SILVA (2000) e BARBOSAFILHO etal. (1998),
esses cristais correspondem a *bixina, principal constituinte do corante.
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TABELA 1 - RENDIMENTOS EM OLEOS, SOLIDOS E BIXINA EM VARIEDADES
DE Bixa orellana CULTIVADAS EM MORRETES PARANA.

Variedades Hexano Cloroférmio
. Granulometria| fragao - Acetato-etila | Hidroalcoolica
analisadas [ Jbixina
oleosa
casca vermelha 455,83um 6,59% 5,07% 0,75% 5,75%
casca verde 635,78um 6.79% 3,28% 0,87% 4,8%

A identificacéo de bixina foi feita por através de analise espectral de IV, UV, e
RMN de 'H comparados com dados da literatura, Dessa forma, a analise dos dados de
RMN de 'H, *C, COSY, DEPT e HMQC e dados de literatura (OLIVEIRA, 2005;
COSTA, 2007) permitiram caracterizar o cristal obtido como sendo o corante bixina*,
conforme tabela 2.

O espectro de IV, apresentado , mostrou uma banda do grupamento hidroxila
em 3143,96 cm™, as metilas e metilenos alifaticos em 2947,22 e 2881,64 cm™, e a
carbonila em 1716,64 cm”, conforme figura 1. Esses grupamentos também est&o
presentes na estrutura quimica do corante bixina.

O espectro de RMN de 'H para a amostra analisada, representado na figura 2,
apresentou sinais de deslocamento quimico entre 1,91 -1,96 ppm que correspondem a
préton das metilas ligadas aos carbonos vinilicos, um singlete em 3,68 ppm que
corresponde a metoxila do grupamento éster e também dois pares de dubletes em 5,79
17,23 € 5,90/ 7,85 ppm atribuidos respectivamente a Ha / HB aos grupos carboxilicos
do acido livre e do éster. Também apresentou multipletos entre 6,41 a 6,90 ppm.

O espectro de RMN de ®C apresentou sinais de deslocamento quimico
em 167,7 e 166,9 ppm referentes aos carbonos das carbonilas de acido e éster,
respectivamente. Também apresentou sinal de deslocamento em 51,4 ppm referente
ao carbono da metoxila do éster. Na regido de 120 a 148,2 ppm observou-se
multiplicidade de sinais correspondentes aos carbonos sp2 da cadeia vinilica e
na regidao entre 12 -20 ppm os sinais de deslocamento de carbonos das metilas
ligadas aos carbonos vinilicos (figura 3).
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TABELA 2 -DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN DE 'H E DE “C DO CRISTALE

CORRELACAO HMQC
CARBONO* 3¢ca 3¢ 3¢ce HMQC®'H - "°C

1 167,9 167,8 167,8

2 17,3 17,2 17,2 5,79

3 131,2 131,2 131,2

4 148,2 148,2 148,2 7,23

5 131,4 131,4 131,4

6 140,6 140,6 140,6

7 138,0 138,0 138,0

8 139,0 139,1 139,1

9 134,6 134,5 134,5

10 133,4 133,4 133,4

11 131,3 131,3 131,3

12 134,7 134,7 134,7

13 - 136,7 136,7

14 136,7 136,7 136,7

15 123,1 123,1 123,1

16 124,8 124,8 124,8

17 140,0 139,9 139,9 7,85

18 141,5 141,4 141,4

19 17,7 117,6 17,6 5,90

20 166,9 166,9 166,9

21 51,4 51,4 51,4 3,68

22 19,9 19,9 19,9 1,91 -1,96
23 13,9 12,6 12,6 1,91 -1,96
24 12,7 12,5 12,5 1,91 -1,96
25 12,6 12,4 12,4 1,91 -1,96

@ OLIVEIRA, J.S. Purificacdo de compostos de urucum por processo adsortivo, Floriandpolis, 2005, 185f.

Tese (doutorado em Eng® Quimica), UFSC.

b COSTA, C.K. Estudo fitoquimico de Bixa orellana, Bixacea e aplicagdo de oleo em formulagdo cosmética,
Curitiba, 2007. 98f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas), UFPR.

° Medidas feitas observando-se o nucleo de 'Ha 200 MHze Ca MHz, DMSO, ppm.
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FIGURA 2 - ESPECTRO DE RMN 'H DO CRISTAL (200MHz, DMSO)
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FIGURA 3 — ESPECTRO DE RMN "“C DO CRISTAL (75MHz, DMSO)
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A extracao a fragdo etandlica da variedade vermelha, ap6s algum tempo em
repouso, apresentou um cristalizacdo e precipitacdo de cristais no fundo do
Erlenmeyer, cerca de 1,378%. Esta cristalizagcdo ndo ocorreu na variedade verde. Os
cristais precipitados foram analisados no 1V (figura 4) e RMN 'H e RMN "C, onde seus
resultados coincidiram com a sacarose conforme literatura.

FIGURA 4 -ESPECTRO DEABSORGCAOQO DE IV DASACAROSE EM Kbr
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4.CONCLUSAO

As sementes de duas variedades de Bixa orellana cultivadas em Morretes
Parana analisadas, apresentaram as seguintes concentracbes apds a extracéo
utilizando soxhlet e gradiente de polaridade, na variedade vermelha, a fragdo hexano
6,59%, cloroférmio 5,07% de bixina isolada, acetato de eitla 0,75% e fragéo
hidroalcodlica 5,75%, enquanto a variedade verde fragdo hexano 6,79%, cloroférmio
3,28% de bixina isolada, acetato de eitla 0,87% e fragdo hidroalcodlica 4,8%.
Observou-se a presenca cristais 1,378%, que foram identificados com sendo sacarose
na variedade vermelha apds algum tempo em repouso.
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