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RESUMO - As sementes de urucum (Bixa orellana L.) sdo conhecidas por apresentarem em sua
composi¢do um pigmento de cor vermelha muito utilizado em alimentos. O principal pigmento do
urucum é a bixina, um carotenoide encontrado na superficie das sementes. Contudo, os graos
também possuem outros componentes de grande interesse comercial como o geranilgeraniol e o
tocotrienol. Esse artigo apresenta os resultados de dois estudos: o primeiro buscou avaliar a
evolugdo da concentragdo de pigmentos, geranilgeraniol e tocotriendis nas sementes de urucum
durante o desenvolvimento e maturagdo do fruto. O segundo estudou o comportamento de
geranilgeraniol e tocotriendis da fracdo insaponificavel do 6leo de sementes de urucum durante o
armazenado em trés temperaturas [-20°C (z 2°C), 10°C (x 2°C) e 25°C(z 2°C)].

Os resultados indicaram que houve uma diminuigdo da concentragdo de pigmentos (em
base seca) durante toda a maturacdo e secagem dos frutos ocasionada, inicialmente, pelo
aumento da massa das sementes e pela perda da umidade dos graos nas Ultimas amostragens. A
evolucdo das concentracdes de geranilgeraniol e tocotriendis nas sementes de urucum apresentou
comportamento similar, com um aumento da concentracdo até o inicio da formacéo do fruto e
degradacdo durante o periodo de perda de umidade com a secagem das cachopas. Nao foi
observada degradacdo significativa na concentragédo de geranilgeraniol na fragdo insaponificavel do
Oleo de urucum nas condi¢cdes e periodos de estocagem utilizados nesse estudo. O tocotrienol

apresentou degradacao significativa para as condi¢cdes de armazenamento a 25°C (+ 2°C).
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ABSTRACT - The annatto (Bixa orellana L.) seeds are known for presenting in its composition a
red pigment widely used in food. The main annatto pigment is bixin, a carotenoid found on surface
of annatto seed, but these grains also have other components of commercial interest as
geranylgeraniol and tocotrienol. This article presents the results of two studies: the first proposes a
assessment of the evolution of pigment, geranylgeraniol and tocotrienol concentrations in annatto
seeds during development and maturation of the fruit. The second study present the degradation of
geranylgeraniol and tocotrienol in the unsaponifiable matter of annatto seed oil stored in three
temperatures [-20°C (£ 2°C), 10°C (x 2°C) e 25°C (x 2°C)].

The results indicated that there is a significant decrease in the concentration of pigment (in
dry base) throughout maturation and drying of the fruit, initially caused by increase of seed mass
and moisture loss in the grain in the last sampling. The evolution of the concentrations of
geranylgeraniol and tocotrienol in annatto seeds presented similar behavior, with an increased
concentration until the fruit formation and degradation during the drying of the fruit. There was no
significant degradation in geranylgeraniol concentration in the unsaponifiable matter of annatto oil in
the conditions and storage periods used in this study. Tocotrienol presented significant degradation
at 25°C (z 2°C).

Keywords: Annatto, geranylgeraniol, tocotrienol, stability.

1 INTRODUCAO

O urucum (Bixa orellana L.) é uma bixacea originaria da América tropical que vem
conquistando espac¢o no mercado agricola mundial (JOLY, 2002). Sua principal caracteristica é ter
um pericarpo rico em bixina, um pigmento do grupo dos carotenoides. Os corantes obtidos dos
pigmentos das sementes de urucum tém grande aceitagdo no mercado internacional, em particular
na area alimenticia (FRANCO, 2008). O urucum pertence a familia Bixaceae, que possui um Unico
género Bixa e uma Unica espécie orellana, nome recebido em homenagem a Francisco Orellana,
primeiro europeu a navegar o Amazonas (SILVA & FRANCO, 2000; MULLER, 1988;
ENGELHARDT et al. 1988).

O ciclo de vida em plantas superiores envolve o desenvolvimento de uma semente seguido

por sua germinacdo e o desenvolvimento pés-germinativo através do crescimento da planta.
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Ambos sdo marcados por eventos fisioldégicos especificos relacionados as mudancas no peso

fresco, peso seco e conteddo de agua (CASTRO et al., 2004).

As maturidades fisiolégicas para cada espécie variam de acordo com suas caracteristicas,
com base nas mudancas morfolégicas, bioquimicas e fisiolégicas que ocorrem durante o
desenvolvimento do fruto e/ou da semente e o entendimento deste processo dentro do habitat
natural da espécie que, além de permitir estabelecer o ponto de maturidade fisiolégica da semente,
auxiliam na avaliagdo da extensédo de sua deterioracdo em condi¢cdes de campo (AGUIAR et al.,
1993; BARBEDO et al., 1994).

O geranilgeraniol é encontrado na parte externa das sementes de urucum com teores
proximos a 1% (COSTA & CHAVES, 2005; STRINGHETA & SILVA, 2008). O geranilgeraniol &
conhecido como um intermediario de biossinteses importantes, como a da vitamina K, de tocoferoéis
e tocotriendis, de diversos hormonios e carotenoides (JONDIKO & PATTENDEN, 1989).

Os tocotriendis sdo substancias que apresentam grande atividade antioxidante e fazem
parte das substancias com atividade vitaminica E. No 6leo de urucum, os tocotriendis sdo formados
predominantemente pelas formas gama e delta-tocotrienol, com esse ultimo podendo alcancar uma
concentracao superior a 90% das formas presentes. Os tocotriendis apresentam-se como um 6leo
viscoso, inodoro, de coloracdo avermelhada e sé@o praticamente insollveis em agua e solluveis em

Oleo vegetal e solventes apolares (SEM et al. 2007).

Esse estudo realizou uma avalia¢do preliminar da evolu¢éo da concentracdo de pigmentos,
geranilgeraniol e tocotriendis durante a maturacéo e secagem dos frutos do urucum durante a safra
de janeiro e fevereiro de 2016, conhecida como safrinha. Para isso foram colhidos frutos
periodicamente, até atingir a maturidade maxima de colheita, estabelecida pela secagem dos
frutos. Foi conduzida, em paralelo ao estudo anterior, uma avaliacdo da degradacdo de
geranilgeraniol e tocotriendis na fracdo insaponificavel do éleo de urucum armazenado em trés
condicdes de estocagem com temperaturas de -20°C (x 2°C), 10 °C (= 2°C) e 25 °C (z 2°C).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

As sementes de urucum utilizadas nesse estudo foram provenientes da cole¢&o do Instituto
Agrondmico mantida na Apta Regional Centro Norte, em Pindorama — SP. Para o estudo foi
selecionado um dos acessos, identificado como “Acesso 24, Planta 2” que, em ensaios anteriores,

apresentou bons teores das substancias estudadas (carotenoides, geranilgeraniol e tocotrienol). A
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planta caracteriza-se por apresentar cachopas de formato ovoide, bicarpelar, na cor verde (Figura
1) e uma média de 45 sementes por cachopa. Frutos da planta selecionada foram periodicamente
amostrados durante sua maturacdo e encaminhadas para o laboratério de Corantes Naturais do
Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL). As amostras foram identificadas como: Inicio de
formacdo do fruto; Frutos marcados, 25 dias; 30 dias; 45 dias; Inicio da secagem dos frutos e
Frutos secos. No ITAL os frutos foram pesados e as sementes foram separadas manualmente,
transferidas para frascos de vidro e armazenadas ao abrigo da luz e sob-refrigeracdo, até o

momento dos ensaios.

Figura 1. Fotografia tipica das cachopas e sementes da planta utilizada nesse estudo.

No estudo de estabilidade da fragdo insaponificavel das sementes de urucum foi utilizada
uma amostra da fracdo insaponificavel do 6leo de urucum obtida junto a uma empresa da regido de
Campinas e caracterizada quanto a concentragdo de umidade, geranilgeraniol e tocotrienéis. O
material insaponificavel foi transferido para frascos de vidro com 10 ml de capacidade e
armazenado em duas camaras marca Eletrolab Modelo 131FC a temperaturas de 10°C + 2°C e

25°C + 2°C e em um freezer marca Consul, 280L a temperaturas de -20°C + 2°C.
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2.2 Métodos

2.2.1 Tamanho, comprimento e massas das sementes
As medidas de tamanho e comprimento das sementes foram realizadas utilizando um
paquimetro e uma amostra de 5 sementes, tomadas ao acaso de cada periodo estudado. As

massas médias de cada gréo foram obtidas a partir de uma amostra de 50 sementes.

2.2.2 Umidade

A determinagdo de umidade foi feita com base no método descrito pela AOAC (HORWITZ,
2005), que tem como principio a determinacdo indireta da agua presente nas amostras por
gravimetria. A agua é eliminada por aquecimento 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.

2.2.3 Geranilgeraniol

O método analitico utilizado foi baseado na metodologia descrita por Zahn et al. (2000) e
modificada por Silva et al, (2010), e tem como principio a saponificagdo da amostra com solugéo de
KOH, extracdo da fracdo insaponificavel com éter etilico:éter de petréleo:acetato de etila
(60:30:05). Apoés eliminagdo do solvente de extragdo, o extrato foi diluido em n-hexano. A
guantificacéo foi realizada por cromatografia liquida em fase reversa com detector de arranjo de

diodos a 210 nm.

2.2.4 Tocotriendis

O método analitico para a determinacédo de tocotriendis teve como principio a diluicdo do
material insaponificavel em n-hexano e detec¢cdo e quantificacdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia utilizando coluna de fase normal (Si- 60) e detector de fluorescéncia, conforme descrito
por Panfili et al., (2003).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Estudo do desenvolvimento e maturagdo das sementes de urucum.

A Tabela 1 apresenta caracteristicas das sementes de cada amostragem. A Figura 2

apresenta a evolucdo das dimensfes e massa das sementes nas diferentes fases amostradas.
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Tabela 1. Caracteristicas das sementes de cada amostragem realizada nesse estudo.

Largura (mm) Comprimento (mm) Massa®
AMOSTRA
m

%1 ) T® % s - (mg)
Inicio de formacéo dos frutos 2,48 0,30 d 4,25 0,34 d 12,05
Fruto marcado 3,82 0,71 bc 5,12 0,37 bcd 20,67
25 Dias 4,54 0,24 ab 6,12 0,36 a 49,00
30 Dias 4,72 0,31 a 6,16 0,65 a 52,60
45 Dias 4,46 0,27 ab 5,90 0,45 ab 56,82
Inicio de secagem dos frutos 4,32 0,16 abc 5,34 0,40 abc 52,19
Frutos secos 3,70 0,31 c 4,74 0,17 cd 38,02

" Média aritmética de cinco repeticdes; ¥ Estimativa de desvio padréo; © Teste de Tukey. As médias na mesma coluna,
seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p < 0,05). ¥’ Massa média por gréo, obtidos a partir de
50 sementes.

Segundo Lima (2005), durante a maturagéo ha diversas transformacdes nas caracteristicas
do fruto, como tamanho, forma, cor, teor de agua, etc. até a paralizacdo da translocacdo das
substancias reservas da planta para os gréos. Nesse trabalho as dimensdes das sementes
variaram, apresentando crescimento até os 30 dias da formacao do fruto e decrescendo apds esse
periodo, principalmente pela perda da umidade dos graos. As massas das sementes seguiram o
mesmo padrdo da dimensdo com um aumento de peso até 45 dias do inicio da formacédo dos
frutos, diminuindo até o final do estudo. Essa perda de massa se deve principalmente a diminui¢éo

da umidade.

10

6,0

“
@ 50
"
o
°
2 0 = e
a v Q.- -0
E
-
@ 30
z X i wd..,
& o a a
é 20 hos
g O Lrgura média dos graes (mm)
.g 1.0 & 0 Comprimento meédio dos grdos (mm)
8. & A Massa média de 50 grdos (g)
0.0
Iniclo de Fruta marcado 25Dl 30 Dsan 45 Dias Imicio da Frutos secos
formaglo do secagem dos

frute LT
Periododacoleta

Figura 2. Evolugdo das dimensBes das sementes durante o desenvolvimento e secagem dos frutos de
urucum.
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A Tabela 2 apresenta os resultados das analises de umidade, carotenoides totais
(expressos como bixina), geranilgeraniol e tocotrienol em sementes de urucum colhidas durante o
desenvolvimento e maturacao do fruto.

No estudo de Lima (2005), a umidade das sementes foi em média 83% apds 14 dias da
antese, variando entre 85,1% e 81,2% no periodo compreendido entre 21 e 42 dias da antese.
Esses valores sdo bem préoximos aos valores observados nesse estudo para as amostragens de
inicio da formacg&o dos frutos e 25 dias apds suas marcagdes. A Figura 3 apresenta a evolucdo da
umidade nas sementes durante a maturacdo e secagem dos graos.

No estudo de Lima (2005) o teor de pigmentos nas sementes de urucum permaneceu
constante entre 0,64% e 0,68% entre 35 e 56 dias da antese. Aos 70 dias da antese a
concentragcdo de pigmentos foi de 0,88% e de 1,61% aos 77 dias. Nesse estudo, o teor de
carotenoides totais expressos como bixina variou, em base Umida, entre 0,67% para a amostragem
no inicio da formagao dos frutos e 1,91% para as sementes extraidas dos frutos secos. Quando
calculado em base seca, o maior valor foi observado na amostragem de 25 dias (6,77%) e o menor
valor no fruto seco (2,50%). Exceto os resultados referentes ao “fruto marcado”, quando o valor
observado foi bastante elevado, observa-se que a concentracdo de pigmentos em base seca
decresce continuamente até o final do estudo (Figura 4). Isso se deve possivelmente ao aumento
das massas das sementes durante o desenvolvimento dos frutos sem o correspondente aumento
dos pigmentos carotenoides e a perda por degradacdo provocada pela exposicdo das sementes ao
ambiente, causada pela deiscéncia dos frutos do acesso estudado.

Pela primeira vez é apresentada a evolucdo da concentracdo de geranilgeraniol e
tocotrienol durante o desenvolvimento e maturacdo de sementes de urucum. A concentracdo de
geranilgeraniol apresenta uma diminuicdo constante durante as diferentes fases amostradas
(Figura 4). Assim como observado para os pigmentos, essa diminuicdo deve ser fungdo do
aumento da massa das sementes, ou seja, uma maior massa vegetal com a mesma concentragédo
de geranilgeraniol resulta em uma menor concentracdo dessa substancia. No final do estudo a
diminui¢cdo da concentragdo de geranilgeraniol pode estar associada a exposi¢cao das sementes ao
ambiente, causada pela deiscéncia dos frutos do acesso estudado. A excecao foi a amostra de 30
dias que, fugindo do padrdo observado para as demais, apresentou a maior concentracao (1,97%).
Esses valores ficaram dentro da faixa observada por Carvalho et al (2016) que, avaliando
sementes da colecdo de urucum do Instituto Agrondmico encontrou uma concentracdo de

geranilgeraniol que variou entre 0,49% a 2,62%.
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Tabela 2. Resultados das analises de umidade, carotenoides totais (expressos como bixina), geranilgeraniol e tocotrienol em sementes de urucum colhidas
durante o desenvolvimento e maturacdo do fruto (expressos em base seca).

Umidade Bixina® GG? y-TT® 8-TT TT-Totais

AMOSTRA (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009)

SO L s T % s T % s T % s T X s
Inicio de formacéo dos frutos 85,6 57 a 4,69 0,08 b 1,29 0,05 b 0,07 0,01 c 0,30 0,07 bc 0,39 0,08
Fruto marcado 88,6 0,1 a 6,77 0,09 a 0,97 0,01 c 0,08 0,01 c 0,43 0,01 a 0,53 0,01
25 Dias 79,2 1,7 ab 4,08 0,09 c 1,23 0,03 b 0,12 0,01 a 0,46 0,01 a 0,58 0,01
30 Dias 75,9 0,6 b 3,41 0,14 de 1,97 0,03 a 0,09 0,01 bc 0,37 0,02 ab 0,47 0,02
45 Dias 76,1 0,5 b 3,78 0,03 cd 1,02 0,03 c 0,11 0,01 ab 0,42 0,01 a 0,53 0,01
Inicio de secagem dos frutos 46,7 5,0 c 3,08 0,18 e 0,71 0,05 d 0,08 0,01 c 0,25 0,04 c 0,33 0,04

Frutos secos 23,8 3,4 d 2,50 0,10 f 0,71 0,02 d 0,07 0,01 c 0,29 0,01 bc 0,36 0,01

@ carotenoides totais (expressos como bixina); @ GG = Geranilgeraniol; ® TT = Tocotriendis; ¥ % = Média aritmética; ®) = 5 = estimativa de desvio padrao; ©®'T = Teste de
Tukey. As médias na mesma coluna seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenga significativa (p < 0,05).
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Figura 3. Evolucdo da umidade nas sementes durante o desenvolvimento e secagem dos frutos.
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A concentracdo de tocotriendis apresentou um acréscimo durante os primeiros 25 dias do
inicio de formacao do fruto, com um méaximo de 0,58% (em base seca), seguido de uma diminuicao
no periodo restante do estudo (Figura 4). Essa degradacdo também pode ser creditada a
exposicado das sementes ao ambiente, causada pela deiscéncia dos frutos do acesso estudado. Os
valores observados também ficaram dentro da faixa observada por Carvalho et al (2016) que
avaliando amostras das sementes da colecdo de urucum do Instituto Agronémico encontrou uma

concentracéo de tocotrienol que variou entre 0,25% a 1,41%.
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Figura 4. Evolu¢cdo da concentracdo de carotenoides totais (expressos como bixina), geranilgeraniol e
tocotriendis, nas sementes de urucum durante o desenvolvimento e secagem dos frutos.

3.2 Estudo da degradacao da fracao insaponificavel do 6leo de urucum.
A Tabela 3 apresenta a composicdo da fracdo insaponificavel do 6leo de urucum utilizado

nesse estudo.

Tabela 3. Composicdo da fracdo insaponificavel do éleo de urucum utilizado nesse estudo.

Componente Concentracédo (g/100g)
Geranilgeraniol 27,6 (0,1)
Tocotriendis Totais 6,5 (0,1)
Umidade 41,3 (1,2)
Outros’ 24,6

'Outros (Pigmentos, Fitosterodis, alcoois graxos, terpenos, ceras, etc.)
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A Tabela 4 e a Figura 5 apresentam os resultados das andlises de Geranilgeranil e
Tocotriendis nos diversos periodos do estudo. As andlises de variancia das regressdes indicaram
que nao houve variacao significativa (p < 0,05) na concentracdo de geranilgeraniol durante os 180
dias de armazenamento em nenhuma das condi¢cbes estudadas. Na avaliacdo dos resultados das
analises de tocotriendis alguns valores foram estabelecidos como “outlayers” e descartados (todos
os resultados para 60 dias de armazenamento, os resultados das amostras de -20°C e 10°C para
150 dias de armazenamento e para a amostra de 25°C para 180 dias de armazenamento). As
andlises de variancia da regressao linear indicaram que houve uma degradacgéo significativa (p <

0,05) apenas para o tocotrienol armazenado a 25°C.

Tabela 4. Resultados das analises de Geranilgeranil e Tocotriendis nos diversos periodos do estudo de
estabilidade da fragc&o insaponificavel de urucum.

Condicdes beriodo Geranilgeraniol y-Tocotrienol d-tocotrienol Tocotrienol
de . (9/100g) (9/10009) (9/10009) Total
estocagem (Dias) Z(D 5@ 3 s % s (g/100g) @

0 27,59 0,06 0,71 0,02 5,77 0,05 6,48

30 32,10 1,97 0,71 0,04 5,68 0,24 6,39

O 60 24,92 0,31 0,68 0,04 8,02 0,08 8,70
S 90 25,63 0,19 0,57 0,02 5,14 0,14 5,71
' 120 27,25 0,12 0,57 0,01 4,75 0,34 5,32
150 28,73 0,59 0,60 0,04 6,51 0,20 7,10

180 27,21 0,09 0,49 0,01 5,13 0,08 5,63

0 27,59 0,06 0,71 0,02 5,77 0,05 6,48

30 37,70 4,94 0,89 0,10 6,07 1,05 6,97

60 23,86 2,51 0,71 0,04 7,98 0,63 8,69

g 90 25,79 0,53 0,57 0,01 5,01 0,26 5,58
- 120 27,36 0,09 0,55 0,00 4,45 0,15 5,00
150 19,03 0,22 0,31 0,05 3,21 0,20 3,51

180 27,06 0,16 0,42 0,01 5,47 0,23 5,90

0 27,59 0,06 0,71 0,02 5,77 0,05 6,48

30 33,20 2,69 0,77 0,08 5,75 0,89 6,52

60 22,85 3,84 0,71 0,10 8,14 0,93 8,84

g 90 25,68 0,44 0,54 0,00 5,02 0,21 5,56
« 120 27,27 0,02 0,55 0,02 4,54 0,13 5,09
150 28,30 0,26 0,46 0,00 4,75 0,34 5,21

180 28,23 1,16 0,43 0,03 5,02 0,84 5,45

" = Média aritmética de, no minimo, duas repeticdes analiticas; © = s = estimativa de desvio padrdo. ©® soma de

y-tocotrienol e 8-tocotrienol
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Figura 5. Gréficos do estudo de estabilidade do Geranilgeraniol (A) e Tocotrienol (B) da fracdo
insaponificavel do 6leo de urucum.

4 CONCLUSAO

Quando avaliada em base seca, a concentragdo de carotenoides nas sementes de urucum
apresentou diminuicdo durante todas as etapas do estudo. Essa evolugéo foi creditada ao aumento
de massa das sementes sem um aumento correspondente dos pigmentos carotenoides. A
evolucdo das concentracbes de geranilgeraniol nas sementes de urucum apresentou
comportamento similar. A concentracdo de tocotrienol apresentou um aumento até os primeiros 25
dias, seguido de uma diminuicdo no periodo restante do estudo. Recomenda-se a continuidade do
estudo com maior niumero de acessos e durante a principal safra dessa cultura que ocorre entre o
periodo de junho e agosto.

N&o foi observada degradacgéo significativa na concentracdo de geranilgeraniol na fracao
insaponificavel do 6leo de urucum durante o periodo do estudo, nas condi¢cdes de estocagem
utilizadas nesse estudo. Os tocotriendis sofreram degradacgéo significativa (p < 0,05) durante 150
dias de armazenamento a 25°C (+ 2°C). N&o houve degradacédo significativa (p < 0,05) dessas
substancias nos armazenamento a 10°C (+ 2°C) e -20°C (z 2°C).
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