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RESUMO

MOREIRA, V. S. Atividade antioxidante e caracterizacdo fisico-quimica de variedades
de urucueiros in natura e encapsulado. Itapetinga — BA: UESB, 2013. 87p. Dissertacdo
(Mestrado em Engenharia de Alimentos).*

A espécie Bixa orellana originaria na América Tropical é muito utilizada na industria de
corantes naturais. O corante de urucum possui coloracdo avermelhada devido a presenca do
carotendide bixina presente no arilo da sua semente. O objetivo do trabalho foi de avaliar o
potencial antioxidante e caracterizar quanto as propriedades fisico-quimicas de variedades de
urucueiro in natura e em p6 encapsulado. Para tanto, foram realizadas analises de umidade,
cinzas, lipideos, proteina bruta e carboidratos totais. Além de quantificacdo de compostos
fendlicos, bixina e atividade antioxidante de trés variedades de sementes: Peruana Paulista,
Embrapa 37 e Focinho de Rato e trés marcas de urucum em pé encapsulado. Para a
quantificacdo de bixina utilizou-se 0 método KOH 5%, para compostos fendlicos o reagente
Folin-Ciocauteau e na avaliacdo do potencial antioxidante utilizou-se 0 método ABTS (&cido
2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)). Os resultados encontrados apresentaram
altos indices de bixina para a variedade Embrapa 37, 4,83+0,6% com diferencas significativas
para as demais variedades. O teor de bixina dos produtos encapsulados foram numericamente
mais baixos que 0s da semente, e a marcar B apresentou indice mais elevado (1,67+0,2%) que
as demais. Quantos aos resultados de compostos fenolicos, as variedades de sementes ndo
apresentaram diferenca significativa, visto que os valores oscilaram entre 54,84+8,1 e
65,13+2,7 mg GAE 100g'1. Para o urucum encapsulado, a marca B apresentou indice de
49,80+7,5 mg GAE 100g™, significativamente maior que as marca A e C , 22,58+1,6 e
27,47+53 mg GAE 100g™, respectivamente. As sementes de urucum e os produtos
encapsulados apresentaram potencial antioxidante para o radical livre ABTS, sendo que nas
variedades de sementes os valores variaram de 72,51+1,1 a 84,99 +1,0% de inibicdo, ndo
havendo diferenca significativa entre elas. Nos produtos encapsulados, os indices foram ainda
maiores, oscilando entre 86,80+0,95 para encapsulado B, 94,73+0,1% para encapsulado C e
98,41+0,2% para o A, havendo diferenca significativa entres todas as amostras. Os valores de
atividade antioxidante foram superiores aos do antioxidante sintético BHT que apresentou
63,62% de inibicdo. Tais resultados sugerem que a utilizacdo de corantes de urucum pode
proporcionar uma acao preventiva de doencas contribuindo de forma benéfica a saude do ser
humano.

PALAVRAS-CHAVE: corante natural, radical livre, bixina, fendis.

*QOrientadora: Tiyoko Nair Hojo Rebougas, DSc. UESB-DFZ, Vitdria da Conquista — BA.



ABSTRACT

MOREIRA, V. S. Antioxidant activity and characterization of physical chemistry of
varieties of urucueiros in nature and encapsulated. Itapetinga — BA: UESB, 2013. 87p.
Dissertation (Master Degree in Food Engineering).

The species Bixa orellana originated in Tropical America, widely used in the industry of
natural dyes. The colorant annatto has reddish color due to the presence of the carotenoid
bixin aryl present in the seed. The aim of this study was to evaluate the antioxidant potential
and characterize the physicochemical properties of varieties of fresh and annatto powder
encapsulated. Thus, we performed analyzes of moisture, ash, lipid, protein and total
carbohydrates. Besides quantification of phenolic compounds bixin and antioxidant activity of
three varieties of seeds: Peruana Paulista, Embrapa 37 and Focinho de Rato and three brands
of annatto powder encapsulated. For quantification of bixin method was used 5% KOH to the
phenol compounds Folin-Ciocauteau and for assessing the potential antioxidant method was
used ABTS (2,2 -azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) . The results showed high
levels of bixin for variety Embrapa 37, 4.83 + 0.6% with significant differences for other
varieties. The bixin encapsulated products were numerically lower than those of the seed, and
mark B showed higher rate (1.67 + 0.2%) than the others. As to results of phenolic
compounds, seed varieties showed no significant difference, whereas the values ranged from
54.84 + 8.1 and 65.13 £ 2.7 mg GAE 100g-1. To annatto encapsulated the brand B showed
index 49.80 £ 7.5 mg GAE 100g-1, significantly higher than the brand A and C, 22.58 + 1.6
and 27.47 £ 5.3 mg GAE 100g-1, respectively. The annatto seeds and encapsulated products
showed potential antioxidant free radical ABTS, and the seed varieties values ranged from
7251 + 1.1 to 84.99 + 1.0% inhibition, with no significant difference between them. In
encapsulated products, rates were even higher, ranging from 86.80 = 0.95 to encapsulated B,
94.73 £ 0.1% for encapsulated C and 98.41 £ 0.2% for A, significant difference between all
samples. The antioxidant activity values were higher than those of the synthetic antioxidant
BHT which showed 63.62% inhibition. Such results suggest that the use of anatto colorants
may provide a preventive action against diseases contributing beneficially to human health.

KEYWORDS: natural dye, free radical, bixin, phenols.

*Advisor: Tiyoko Nair Hojo Reboucas, D.Sc. UESB DFZ, Vitdria da Conquista — BA.
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1. INTRODUCAO

Diante da crescente tendéncia mundial de consumo de produtos livres de aditivos
sintéticos, as industrias vém demonstrando crescente interesse em substituir os corantes
artificiais pelos naturais em seus processos produtivos. Dentre 0s corantes naturais, 0 urucum
é 0 mais produzido e utilizado (OLIVEIRA, 2005).

O urucueiro (Bixa orellana L.) é uma planta originaria da América Tropical,
pertencente a familia botanica Bixaceae (CASTRO et al, 2009). Os frutos sdo capsulas que se
abrem em duas partes iguais recobertas por espinhos flexiveis contendo numerosas sementes
(FRANCO et al, 2002). No arilo da semente encontra-se uma fina camada do pigmento
avermelhado, que foi e tem sido utilizado pelos indigenas tanto na aplicacdo medicinal,
guanto como ornamento e protecdo contra insetos, em forma de pintura sobre a pele
(CASTRO et al, 2009).

O pigmento é muito utilizado na culinaria e na industria alimenticia em forma de
corante natural, representando 90% dos corantes usados no Brasil, e 70% no mundo
(MERCADANTE e PFANDER, 2001). Em geral, na inddstria brasileira o urucum é utilizado
para colorir manteigas, queijos, embutidos, sorvetes, refrigerantes e produtos de panificacdo.
As industrias téxteis, farmacéuticas e de cosméticos também utilizam o corante de urucum em
muitos de seus produtos.

Os pigmentos naturais em alimentos podem ser derivados de diversas substancias,
entre elas substancias fenolicas, producdo de oxidacdo, derivados de porfirinas, como grupo
heme e clorofilas, pigmentos escuros produzidos enzimaticamente ou ndo-enzimaticamente,
complexos de metais pesados com proteinas ou compostos fendlicos e carotenoides e
pigmentos relacionados. E preciso ressaltar que o nimero de corantes naturais disponiveis no
mercado é reduzido, destacando-se o urucum, acafrdo, extrato de beterraba, pimentdo
vermelho, extrato de casca de uva e carmim de cochonila (ARAUJO, 2004).

Os principais corantes naturais de aplicacdo na inddstria de alimentos sdo: as
antocianinas, a clorofila, a riboflavina, as betalainas, os flavonoides, caramelos e os
carotenoides.

O pigmento do urucum pode ser comercializado de diversas formas, desde extratos
liquidos, em pastas, ou em pd. Outra forma de comercializacdo que vem ganhando espaco,

devido a grande procura de produtos fitoterapicos sdo os microencapsulados. Essa técnica
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permite que o produto encapsulado permaneca protegido da luz aumentando sua vida de
prateleira e assim, aumentando seu valor agregado (CLARK, 2002).

O urucum possui muitos compostos bioativos, que sdo oriundos do metabolismo
secundario das plantas. Dentre os principais compostos do urucum estdo 0S compostos
fendlicos e os carotendides e por vezes estdo envolvidos com as propriedades funcionais,
entre elas a atividade antioxidante, responsavel pela protecdo a oxidagéo celular, podendo agir
de modo preventivo contra canceres, problemas cardiovasculares e envelhecimento.

Esses compostos atuam como antioxidantes em protecdo ao organismo humano contra
os radicais livres. Essas defesas antioxidantes que podem ser naturalmente produzidas ou
consumidas através da dieta. Em adicdo aos efeitos protetores dos antioxidantes enddgenos, a
inclusdo de antioxidantes na alimentacdo é de grande importancia e o consumo de frutas e
vegetais esta relacionado com a diminuicdo do risco do desenvolvimento de doencas
associadas ao acumulo de radicais livres (POMPELLA, 1997).

Diversas pesquisas reafirmam a acdo antioxidante dos compostos bioativos do
urucum, entre eles a bixina.

Weiss e Landdauer (2003) fizeram um levantamento de inimeras substancias
potencialmente antioxidantes, dentre elas encontra-se a bixina, presente na semente do
urucum, importante na industria de corantes.

No trabalho de Zhang, Cooney e Bertram (1991) ao estudar o efeito de inibicdo da
peroxidacdo, através de carotenos, como 0 beta-caroteno, a castaxantina, a luteina, o alfa-
tocoferol, o licopeno e a bixina, constatou-se a grande eficacia na inibi¢cdo dos consequentes
efeitos de transformac6es neoplasticas induzidas quimicamente. O alfa tocoferol foi 0 mais
ativo inibidor da peroxidacéo, seguido pela bixina.

Sendo assim o objetivo do trabalho foi de avaliar o potencial antioxidante e caracterizar
quanto as propriedades fisico-quimicas do urucum in natura e em pd encapsulado. Além
quantificar os teores de bixina pelo método KOH 5% e compostos fenolicos totais pelo

método de Folin-ciocauteau.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Urucum

O urucueiro é uma planta arbustiva (Figura 1a) denominada botanicamente de Bixa
orellana L. pertencente a familia boténica Bixaceae, originada da América Tropical, € uma
planta rastica, perene, de origem pré-colombiana e pertence a flora amazénica (CASTRO et
al, 2009).

A denominag&o Bixa orellana surgiu em forma de homenagem a Francisco Orellana,
primeiro europeu a navegar o Amazonas (SILVA e FRANCO, 2000; MULLER, 1988;
ENGELHARDT, ROED e DIDRIKSEN, 1988) que estudou a espécie (ALONSO, 2004). No
entanto, a palavra no dito popular urucum é derivada do tupi uru-ku, que significa “vermelho”
(CASTRO et al, 2009). Essa tintura vermelha era utilizada pelos indigenas na pintura
corporal, camuflagem, tintura de objetos de ceramica e artesanato (ALONSO, 2004).

Os primeiros registros escritos sobre essa planta foram encontrados na Carta de Pero
Vaz de Caminha ao rei de Portugal em 1500, na qual descreve diversas espécies vegetais
brasileiras, dentre elas, 0 urucum com a seguinte descrigdo: ... uns ouri¢os verdes, de arvores
que, na cor, queriam parecer de castanheiros, embora mais e mais pequenos, e eram cheios
duns graos vermelhos pequenos, que, esmagados entre os dedos, faziam tintura vermelha, de
que eles andavam tintos. E quanto mais se molhavam, tanto mais vermelhos ficavam”
(FILGUEIRAS e PEIXOTO, 2002).

O corante avermelhado do urucum ainda € utilizado pelos indigenas tanto na aplicacéo
medicinal quanto como ornamento e protecdo contra insetos, em forma de pintura sobre a pele.
Esse corante que se localiza na fina camada do arilo da semente é conhecido como colorau ou
colorifico, sendo muito utilizado na culinaria para realcar a cor dos alimentos, embora nao
possua aroma nem sabor (CASTRO et al, 2009).

A planta Bixa orellana recebe diferentes denominacdes populares ao redor do mundo:
urucu, urucum e acafroa, no Brasil; atole, achiote e bija nos paises de Peru, Colémbia e Cuba;
achiote, bija; onoto, na Venezuela;, uruki. no Paraguai; rocou e rocoyer na Republica
Dominicana e Guiana francesa; rocuyer na Franga, e ainda changuaricd, pumacud, K‘uzub,
no México (SANDI, CUEN e BACERRA, 2003) .

Quanto a estrutura, apresenta flores pentameras, com muitos estames e inflorescéncias

paniculadas terminais de coloragdo rosea (JOLY, 1991). As flores sdo hermafroditas com cinco
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sépalas surgindo nas extremidades dos ramos, formando fasciculos onde nascem cépsulas
ovaides com dois carpelos de espinhos flexiveis, com cinco pétalas orbiculares, glandulosas na
base, deciduas, obovais e inteiras (SANTOS, 1958; BATISTA, 1988, MORAIS et al, 1999).
Suas folhas sdo cordiformes, normalmente grandes, de coloracdo verde ou verde violeta
(FALESI, 1987; PRESTON e RICKARD,1980). Os frutos sdo capsulas ou cachopas, ovoéides
ou globulosa de 3 a 4cm de comprimento e 3 a 4,5cm de didmetro, no qual encontra-se
contendo numerosas sementes, envoltos por uma polpa de cor vermelha. As capsulas sdo
recobertas por espinhos e contém média de 40 a 50 sementes (FRANCO et al, 2002). As
sementes sdo grosseiramente arredondadas, revestidas por uma polpa mole de coloracéo
avermelhada, as quais tornam-se duras e secas de coloracdo escura com o amadurecimento
(Figura 1b).

A planta pode alcangar até 6m de altura, possuindo um desenvolvimento rapido, com
um potencial de produgdo de 40 a 50 anos. O urucueiro pode florescer e frutificar durante o
ano todo, entretanto, a maior ocorréncia séo as floradas no periodo da primavera e outra no
final do ver#o, esta Gltima em maior producdo (REBOUCAS e SAO JOSE, 1996).

Fotos: MOREIRA, V.S., 2012.

Fgural. a) Ianta de rucueirb;'b) Sementes do urucum

No Brasil, a cultura do urucum tem expandido pela facilidade de adaptacdo de sua
cultura em diversas regies do pais e pelo aumento na demanda por corantes naturais. Varias
sdo as variedades cultivadas, entre elas: Bico-de-pato: tipo vigoroso; percentual médio de
bixina 2,5%; boa produtividade. Plantado principalmente no Estado da Bahia; Peruana paulista:
tipo vigoroso; teor de bixina médio 2,5%; boa produtividade. Cultivado em diversas regides,
principalmente em S&o Paulo, Minas Gerais, Bahia e Para; Piave: tipo vigoroso; alto teor de
bixina superando os 3,0%; média producdo. Cultivado no Estado do Pard (OLIVEIRA, 1996);
Embrapa 36 e Embrapa 37: planta de porte médio, com niveis de bixina em trono de 5% a
5,5%. Ambas provenientes de melhoramento genético (EMBRAPA, 2001).
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As variedades Peruana Paulista e Embrapa 37 estdo representadas nas Figuras 2a e 2b,

respectivamente.

Fotos: MOREIRA, V.S., 2012.

Figura 2. Variedades de urucueiro: a) Peruana Paulista, b) Embrapa 37

De modo geral, a composi¢do nutricional das sementes de urucum apresentam a
seguinte distribuicdo: 40 a 45 % de celulose; 3,5 a 5,5 % de agucares; 0,3 % a 0,9 % de 0leo
essencial; 3 % de 6leo fixo; 1,0 % a 4,5 % de pigmento; 13 % a 16 % de proteina, como
também alfa e beta caroteno além de taninos e saponinas. Apresenta ainda 17,5 % de lipideos
na forma de &cido linolénico, a linoleico ¢ oleico, 10,6 % de aminoacidos. As cinzas (5,4 %)
apresentaram alto conteudo de fosforo, ferro e zinco, com reduzido teor de calcio. Além da
bixina e norbixina, outros carotenos sdo encontrados em menores quantidades no arilo da
semente do urucum, entre eles isobixina, beta caroteno, criptoxantina, luteina, zeaxantina e a
orellina (OLIVEIRA, 2005).

2.1.1 Aplicagdes do urucum

A principal aplicabilidade das sementes de urucum concentra-se na industria de
alimentos, onde é empregado como corante (SANDI, CUEN e BACERRA, 2003). Neste setor,
a demanda por corantes naturais vem crescendo na medida em que se provam a toxidade dos
sintéticos, e a ndo toxidade do corante do urucum. Deste modo, o corante de urucum & um dos
poucos permitidos pela Food and Agriculture Organization (FAQO) para aplicacdo em
alimentos (BARBOSA-FILHO et al, 1998).

Em geral, os corantes sdo utilizados pelas indUstrias em seus produtos, com o objetivo
de torna-los atrativos ao publico consumidor. O consumo dos corantes naturais, além de colorir
o produto final (NAZARE et al, 1996) ainda possui acdo vitaminica, podendo atuar como

precursor de vitamina A (OLIVEIRA et al, 2003).
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Como corante alimenticio, é vastamente aplicado em laticinios, como queijos,
margarina e manteiga. No setor de embutidos, a principal utilizacdo é na industria de
salsicharia. H& ainda usos nas industrias de sorvetes, confeitaria e massas (LIMA et al, 2001).

Entre os corantes naturais, 0 urucum encontra-se em segundo lugar em importancia
econdmica, atras apenas do corante caramelo (MERCADANTE, STECK e PFANDER, 1997),
amplamente utilizado pela indUstria de refrigerantes.

Outro importante mercado dos pigmentos do urucum € a indistria de condimentos para
fabricacdo de colorificos, temperos e outros produtos usados na gastronomia brasileira, que
representam cerca de 60% do volume total de urucum comercializado no Brasil. De acordo
com Tocchini e Mercadante (2001) o colorifero pode ser uma mistura de urucum em pé com
fuba de milho ou de mandioca. Este produto pode ter adi¢do de sal e/ou 6leos comestiveis.

No que diz respeito a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para os extratos de urucum, na
década de 70, a IDA era de 1,25mg/kg de peso corpéreo, no entanto na década de 80 este
namero reduziu para 0,065mg/kg de peso corpdreo. A aplicacdo de extratos de urucum em
alimentos tem sofrido restricbes no que se refere a gama de produtos a que pode ser
adicionado bem como quanto a quantidade permitida. Uma das alegacGes € que pouco se
conhece sobre a composicdo desses extratos (FAO/OMS, 1970; FAO/OMS, 1976;
FAO/OMS, 1980 citado por MERCADANTE e PFANDER, 2001).

Atualmente, o urucum é uma das maiores fontes naturais de corantes e pigmentos
vermelhos. Sua ampla utilizacdo, também se deve a grande faixa no seu espectro de cores do
corante, podendo ser usado em alimentos com cores fortes e em alimentos com cores menos

intensa, como pode ser observada na Figura 3 (SANTOS, 2007).

. . . " ‘
|

Figura 3. Diferentes tonalidades de cores obtidas com corantes de urucum.
Fonte: SANTQS, 2007
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2.2 Plantas medicinais

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo quanto a
espécie humana (TAKAMURA, 2008).

Devido as observacbes populares sobre o uso e a eficicia de plantas medicinais,
passou-se a conhecer seus efeitos benéficos sem ao menos conhecer suas propriedades,
constituicdo, composicdo quimica. Desta forma, a cultura popular contribuiu para a
divulgacdo da acdo terapéutica de determinados vegetais. Dessa forma, usuarios de plantas
medicinais de todo o mundo, mantém ativo a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando
validas informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos (MACIEL,
PINTO e VEIGA JUNIOR, 2002).

No que diz respeito a medicamentos ja desenvolvidos, os produtos naturais (incluindo
produtos de microrganismo, animais e plantas) tem sido fonte da maioria deles. Até a década
de 90, cerca de 80% dos farmacos eram produtos naturais, ou produtos inspirados nesses
produtos, por exemplo: morfina, atropina, colchicina, penicilina, vincristina (HARVEY,
2008).

A pesquisa na area de plantas medicinais era até certo tempo atras baseada apenas em
testes de triagem farmacoldgicos e biologicos. Atualmente, essa area de pesquisa tem ganhado
forca, sendo realizada em niveis farmacocinéticos e farmacodinamicos. Os testes de triagem
envolvem, atualmente, pesquisa molecular (TAKAMURA, 2008).

Acredita-se que 15% das espécies vegetais existentes no mundo tenham sido
minuciosamente estudadas, estabelecendo relacdo com seu uso terapéutico. O Brasil é
considerado o pais mais rico em diversidade, detendo aproximadamente 20% do nimero total
de espeécies do planeta, a grande maioria ainda ndo estudada. Diante dessa realidade, algumas
medidas governamentais tendem a contribuir com as pesquisas na area de plantas medicinais.
Diretrizes do Ministério da Saude determinam algumas prioridades (especialmente espécies
nativas) para a pesquisa nesta area (WAGNER, 2007).

Ha muito tempo as plantas medicinais deixaram de ser uma opcdo terapéutica
destinada a populacdo carente (TAKAMURA, 2008). E passou a ser uma fonte bastante
promissora de interesse terapéutico e neste contexto muitas espécies devem ser investigadas.

O urucueiro estd sendo largamente empregado na medicina popular, seus extratos
possuem potencial antimicrobiolégico (IROBI, MOO-YOUNG e ANDERSON, 1996) anti-

hemorragicos, expectorante na forma de xarope e para gargarejos, como laxativos,
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estomaticos, cicatrizantes e contra dispepsia (LIMA et al, 2001). As sementes secas também
se usam nos males de figado, tuberculose, afeccdes do coracdo, problemas na pele,
antipirético e antiinflamatério; as sementes servem, ainda, como antidoto para o &cido
prassico que é aplicado nos casos de envenenamento com mandioca, como antidoto para o
acido cianidrico, na terapia de bronquite e em queimaduras (LIMA et al, 2001). Ja as folhas
séo utilizadas terapeuticamente para afec¢fes do estomago, doengas coronarianas, intestino,
afeccdes respiratorias e urinarias, e também como afrodisiaco (COELHO et al, 2003).

2.3 Radicais livres e estresse oxidativo

Guerra Filho e Fannan (1994) definem radicais livres como sendo moléculas que
perderam um elétron de sua camada mais externa, ficando com outro desemparelhado. Por
razdes quanticas, esta molécula tende a emparelhar com outro de alguma outra molécula; por
isto os radicais livres se tornam tdo reativos. A reatividade varia com a estrutura quimica,
temperatura e concentracdo de suas moléculas no meio de reacdo. Geralmente apresentam-se
em concentracdes de nanogramas (parte por bilh&o).

A configuracdo dos radicais livres as torna moléculas altamente instaveis, com meia-
vida curtissima e quimicamente muito reativas. A presenca dos radicais € critica para a
manutencdo de muitas funcbes fisiologicas normais (POMPELLA, 1997). No entanto, a
producdo desses radicais livres em nosso organismo € inevitavel, ja que quando ha
necessidade de ativacdo do sistema imunoldgico, os macrofagos utilizam o peroxido de
hidrogénio para destruir bactérias e outros elementos estranhos, ha também, producdo de
radicais na desintoxicacdo de drogas e de Oxido nitrico, importante para desencadear o
relaxamento dos vasos sanguineos (MONCADA e HIGGS, 2001).

Os radicais livres de oxigénio (RLO) sdo produzidos naturalmente em nosso
organismo por meio de processos metabolicos oxidativo (MONCADA e HIGGS, 2001). Em
torno de 85% a 90% de oxigénio que respiramos € utilizado pela mitocondria, e o restante, por
diversas oxidases e oxigenases, com liberacdo do radical superéxido e agua oxigenada, e por
reacdes nao-enzimaticas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

A formacao dos radicais livres € iniciada pelo oxigénio que possui muita facilidade em
se reagir. Ao término da respiracdo aerdbica o oxigénio reduz-se a agua, e entdo originam-se
espécies altamente reativas, como o superoxido (O3, radical hidroperoxido (HO-¢) e o radical

hidroxila (OHe). Essas espécies estdo envolvidos nos processos de peroxidacao lipidica nas
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membranas celulares (GUERRA FILHO e FANNAN, 1994). A Tabela 1 abaixo apresenta

espécies reativas oriundas do oxigénio.

Tabela 1. Radicais livres

O,- radical superoxido
OH radical hidroxila
NO- oxido nitrico
ONOO peroxinitrito
Q radical semiquinona
O, oxigénio singlete

Fonte: BIANCHI e ANTUNES, 1999.

Quando a formacéo dos radicais livres ocorre em quantidades superiores as defesas
antioxidantes, podem ocorrer distarbios celulares e metabdlicos de diversas maneiras
(ARAUJO, 2004).

Esse desequilibrio favoravel aos pro-oxidantes desencadeia um processo conhecido
como estresse oxidativo. Esse estresse resulta em dano tecidual ou na producdo de compostos
toxicos ou danosos aos tecidos. Um dos principais mecanismos de leséo é a lipoperoxidacéao
(LPO), ou seja, a oxidacdo da camada lipidica da membrana celular, alem dos danos a
proteinas e ao DNA, provocando diversas alteracdes na funcdo (SIES, 1986).

A formacéo de radicais livres pode ser ocasionada por fatores enddgenos e exdgenos,

conforme Tabela 2.

Tabela 2. Fontes enddgenas e exdgenas de geracdo de radicais livres.

Enddgenas Exdgenas
Respiracdo aerdbica Oz6nio
InflamacGes RadiacBes gama e ultravioleta
Peroxissomos Medicamentos
Enzimas do citocromo P450 Dieta
Cigarro

Fonte: BIANCHI e ANTUNES, 1999

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados com a

etiologia de vérias doencas, incluindo doencas degenerativas e aquelas relacionadas aos danos
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de DNA (STAHL e SIES, 1997). A Tabela 3 mostra algumas doengas relacionadas ao estresse

oxidativo celular.

Tabela 3. Doencas relacionadas com a geracédo de radicais livres.

Disfuncdo cerebral Enfisema

Aterosclerose Esclerose multipla
Cardiopatias Envelhecimento

Diabetes Catarata

Inflamagdes cronicas Doengas do sistema imune
Artrite Cancer

Fonte: BIANCHI e ANTUNES, 1999

A defesa contra os radicais livres vém de acdo de antioxidantes que podem ser
encontrados na dieta ou serem naturalmente produzidos (POMPELLA, 1997).

Dentre os ingeridos na dieta estdo incluidos o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno,
selénio, acido ascérbico (vitamina C), glutationa reduzida. E os sintetizados pelo organismo
constituem o superéxido dismutases, catalase e glutationa peroxidase (YU, 1994). Para
minimizar os efeitos toxicos dos radicais livres formados, € necessario um adequado

equilibrio dos compostos pro e antioxidantes (ARAUJO, 2004).

2.4 Antioxidantes

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de retardar ou inibir a
oxidacdo de substratos oxidaveis com formacdo de radicais livres. Naturalmente, alguns
antioxidantes sdo produzidos pelo corpo humano e outros podem ser adquiridos pelo consumo
de alimentos (ARAUJO, 2004).

Sies e Stahl (1995) definiram antioxidantes como uma substancia que, presente em
baixas concentracdes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacao
deste substrato de maneira eficaz. Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos
radicais livres podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos ou ndo-enzimaticos,

conforme Tabela 4.
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Tabela 4. Principais agentes de defesa antioxidante.

N&o-enzimatico Enzimatico

L-cisteina Superoxido dismutase
Curcumina Catalase

[3-caroteno NADPH-quinona oxidoredutase
a-tocoferol (vitamina E) Glutationa peroxidase

Proteinas do plasma Enzimas de reparo

Selénio

Glutationa

Clorofilina

Flavonoides

Acido ascorbico (vitamina C)

Fonte: BIANCHI e ANTUNES, 1999

2.4.1 Estratégias da defesa antioxidante

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis na protecdo dos organismos, tais como: (i)
impedindo a sua formagéo, principalmente pela inibicdo das reacfes em cadeia com o ferro e 0
cobre; (ii) interceptando os radicais livres para que ndo ataquem os lipideos, os aminoacidos
das proteinas, as bases do DNA, evitando a formacéo de lesdes e perda da integridade celular;
ou (iii) reparando das lesGes causadas pelos radicais. Esse processo esta relacionado com a
remocdo de danos da molécula de DNA e a reconstituicdo das membranas celulares danificadas
(BIANCHI e ANTUNES, 1999).

O desempenho dos antioxidantes depende do tipo de radical livre que foi formado,
desta forma, é perfeitamente possivel que um antioxidante atue como protetor em determinado
sistema, mas que falhe na protecdo, ou mesmo que aumente as lesbes induzidas em outros
tecidos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Por exemplo, a vitamina C atua na fase
aquosa como um excelente antioxidante sobre os radicais livres, mas ndo é capaz de agir nos
compartimentos lipofilicos para inibir a peroxidagéo dos lipideos (ODIN, 1997).

ApoOs a acdo dos antioxidantes, ha uma conversdao para novos radicais de baixa
reatividade. Esta acdo consiste basicamente em doar um elétron aos radicais prevenindo a

oxidacdo de biomoléculas, tornando os radicais menos instaveis.
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A superdxido dismutase, catalase e glutation peroxidase sdo importantes enzimas
antioxidantes, que agem rapidamente sobre as espécies reativas de oxigénio (VOEGELI et al,
1992). A superoxido dismutase estéd presente na forma de duas isoenzimas. Uma localiza-se no
citoplasma que contém cobre e zinco; a outra apresenta magnésio em sua estrutura e é
mitocondrial. Essa enzima é considerada como protetora da longevidade, pois é essencial para
todos 0s organismos que necessitam de oxigénio para sobreviver. Atua sobre os radicais
superoxido e hidroperoxido pela conversao destes em perdxido de hidrogénio e oxigénio.

As catalases agem sobre, o per6xido de hidrogénio, convertendo-o em duas moléculas
de 4gua e uma de oxigénio. Essa enzima esta presente nos peroxissomos e catalisa a reacao de
conversdo do peréxido de hidrogénio de forma muito rapida, quase que concomitantemente a
formacdo dessa molécula (ESTEVE e KRIESTEN, 1990).

Ja a glutationa peroxidase € um complexo de varias enzimas que dependem de selénio
para atuar sobre a reducdo do perdxido de hidrogénio, de radicais hidroperoxidos e de acidos
graxos peroxidados (ESTEVE e KRIESTEN, 1990).

2.4.2 Métodos de avaliacdo da atividade antioxidante

Os metodos in vitro para avaliar a capacidade antioxidante de extratos vegetais
baseiam-se na habilidade do antioxidante em sequestrar radicais livres.

O sistema B-caroteno/acido linoléico trata-se de um ensaio espectrofotométrico baseado
na descoloragdo (oxidagao) do B-caroteno induzida pelos produtos da degradacéo oxidativa de
um acido graxo. A determinacdo € efetuada a 470 nm, na presenca e auséncia de um
antioxidante (RUFINO et al, 2006).

O método ABTS (2,2 -azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) € um dos mais
utilizados entre os testes indiretos de avaliacdo da atividade antioxidante, que consiste em
monitorar 0 decaimento do radical ABTS produzido pela oxidacdo do 2,2°-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), provocada pela adicdo de uma amostra contendo
fendlicos. A quantidade de ABTS consumida esta relacionada a reacdo com os fendlicos
presentes na amostra (RUFINO et al, 2007).

Outro método muito utilizado é o DPPH (radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila), que é
um radical estavel em solucdo e que reage com compostos capazes de doar elétrons. Para essa
andlise utiliza-se uma solucdo alcodlica de DPPH, que absorve no comprimento de onda

proximo de 517nm, e & medida que seu elétron deixa de ser desemparelhado, a absor¢édo
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decresce e ocorre a mudanga de coloracdo frente as moléculas antioxidantes testadas (DI
MAMBRO; MARQUELE e FONSECA, 2005).

2.5 Compostos bioativos

Compostos bioativos séo identificados como sendo compostos envolvidos no
metabolismo secundario de plantas, sendo desta forma restrita a determinados grupos de
vegetais. Esses compostos estdo relacionados com suas propriedades funcionais, e, portanto,
possuem caracteristicas benéficas a saide (STRINGHETA, 2004). Devido a popularidade dos
medicamentos fitoterapicos, a busca por esses compostos bioativos tem ganhado mais
reconhecimento (DINIZ, ASTARITA e SANTAREM, 2007).

Quando um alimento afeta de modo benéfico uma ou mais fun¢des do corpo, além de
possuir efeitos nutricionais adequados, sendo relevante ao bem estar e sadde humana, é
considerado um alimento funcional (ROBERFROID, 2002). Essa terminologia surgiu no Japéo
com o intuito de estimular o consumo de alimentos saudaveis, atuando na reducao do risco de
doencas (COLLI, 1998).

Dentre os compostos bioativos considerados funcionais estdo os compostos fenolicos
(flavonoides, &cidos fendlicos, taninos) e os carotendides (beta-caroteno, licopeno, luteina,
bixina) que constituem um importante grupo (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

Deve ser enfatizado que, devido a diferencas genéticas, um alimento funcional ndo sera
necessariamente funcional para todos os membros de uma populacdo. Ressalta-se ainda, que
ndo existe uma recomendacdo de dose minima de ingestdo diaria de compostos com
propriedades funcionais (CARVALHO et al, 2006).

A planta Bixa orellana destaca-se pela presenca restrita do carotendide bixina e
norbixina, que sdo pigmentos de importancia comercial. Além disso, pode-se encontrar outros
constituintes quimicos como os flavondides: glucosideo de apigenina, bisulfato de apigenina e
hipoaletina (ALONSO, 2004) e também acido galico, acido alfitélico, dleo essencial,

diterpenos (geraniol, geranil), além de vestigios de alcaldides.

2.5.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos possuem importantes fungdes fisioldgicas e morfoldgicas, e séo
amplamente distribuidos no reino vegetal (HARBORNE, 1994). Cerca de 8.000 diferentes
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compostos fendlicos sdo encontrados na natureza, que englobam desde moléculas simples até
moléculas com alto grau de polimerizagdo, além disso, estes compostos podem ser encontrados
nos vegetais na forma livre ou ligados a moléculas de agucares (BRAVO, 1998). A maioria dos
compostos fendlicos naturais encontra-se conjugados com mono e polissacarideos bem como a
outros grupos funcionais tais como, ésteres e metil ésteres (WATERMAN e MOLE, 1994).

Segundo Harbone (1994), os compostos fendlicos podem ser classificados em dois
grandes grupos: os fendis simples, apresentando Unico anel aromatico, contendo uma ou mais
hidroxilas substituintes e os polifendis, que sdo constituidos de duas ou mais unidades
monoméricas, fendlicas, até compostos poliméricos. Sendo considerados fendis simples, 0s
4cidos fendlivos e os flavonoides, e os polimeros como os taninos e ligninas (RIBEREAU-
GAYON, 1968 citado por SANTQOS, 2009).

Os écidos fendlicos sdo divididos em dois grupos: acidos hidroxibenzoicos (&cidos
caféico) e &cidos hidroxicinamicos (acidos galico), ambos envolvidos na germinacdo de
semente e crescimento (BRAVO, 1998). A Figura 4 apresenta a estrutura quimica do &cido

galico e &cido caféico.

COOH HO
L1 HO
OH o
Acido galico Acido caféico

Figura 4: Estrutura quimica do &cido galico e do &cido caféico.

Fonte: Balasundram, Sundram e Samman, 2006.

Os flavonodides estdo presentes em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta
na forma de glicosidios ou agliconas. Sdo compostos de baixo peso molecular, consistindo em
15 atomos de carbono, organizados na configuracdo Cs—C3-Cs (HARBONE, BAXTER e
MQOSS, 1999).

Devido a suas propriedades antioxidantes os flavondides estdo envolvidos na prevencédo
de doencas como, alergias, inflamacgdes, artrites, doencas cardiovasculares, arteriosclerose,
doencas degenerativas e cancer (KATSUBE et al, 2003; ABDILLE et al, 2005).

Sua estrutura consiste em dois anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por

um anel pirano C. Quanto aos anéis A e B, diferem-se pelo potencial antioxidante, ja que o
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anel B possui maior capacidade eletro-doadora, conforme Figura 5 (MERKEN e BEECHER,
2000; BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

o -
A C
- i

Figura 5. Estrutura quimica dos flavondides.

Fonte : Balasundram, Sundram e Samman, 2006.

Os taninos possuem o peso molecular relativamente alto constituem uma classe de
polifendis e de acordo com a estrutura quimica, sdo classificados em taninos hidrolisaveis e
taninos condensaveis (OSZMAINSKI et al, 2007)

Os taninos condensaveis, também chamados proantocianidinas, sdo polimeros de
unidades de flavondides do tipo flavandis, como as catequinas e epicatequinas. Estes
compostos podem conter de duas até cinquenta unidades de flavondides. Também sao
responsaveis pelo sabor adstringente dos alimentos (MONTEIRO et al, 2005)

Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres de acidos galico e elagicos glicosilados, formados a
partir do chiquimato, onde os grupos hidroxilas do agucar séo esterificados com os &cidos
fendlicos. Os taninos elagicos sdo muito mais frequentes que os galicos, e é provavel que o
sistema bifenilico do acido hexaidroxidifenilico seja resultante da ligacdo oxidativa entre dois
acidos galicos (KING e YOUNG, 1999; BURNS et al, 2000; PORTER, 1989).

Os compostos fenolicos possuem atividade antioxidante e anticarcinogénica estando
relacionada com a inibicdo dos canceres de colon, es6fago, pulméo, figado, mama e pele.
(PIMENTEL, FRANCKI e GOLLUCKE, 2005)

Eles podem ser sintetizados através de duas rotas biossintéticas distintas, a rota do
chiquimato onde originam-se os fenilpropandis e coumarinas e a rota do acetato que produz as
fenonas e quinonas. Esses produtos podem originar outros compostos fendlicos, por meio de
rotas secundarias (ESCARPA e GONZALES, 2001). A Figura 6 apresenta as rotas de

biossintese dos fendélicos.
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Aminoacidos Carboidratos
%, Ciclo de Calvin
CH, \ COOH
- P
T )
0 "SCoA ﬂ
i
Acetil-CoA HO™ \‘T oM
l OH
Acido esquimico
CH, l
HOOC ¥ cH, - €O - COOH
24
CH, L T
07 “sCoA \]/
Malonil-SCoA OH
Acide Profenico
Fenols Simples Fenilpropancides
HO._ -~ _OH OH
U —
T N ._.?,r"**v’)
C. OH | ~__oH — c.c

= T W s by
0 L | Chalcona

O s

.. cJ\ A

e

OH 0O Flavonoides

Figura 6. Rota biossintética simplificada dos compostos fendlicos.
Fonte: ESCARPA e GONZALES (2001)
2.5.2 Carotenoides

Os carotendides possuem estrutura insaturada de hidrocarbonetos terpénicos e podem
conter grupos de hidroxilas, carbonilas e carboxilas, nestes casos sdo denominados xantofilas.
Séo formadas por moléculas de isopreno (C5) ligadas em 1-4 (BOBBIO e BOBBIO,1992a).

S@o substancias coloridas amplamente distribuidas em plantas. Existem alguns
encontrados na natureza como luteina, violaxantina, neoxantina, beta-caroteno e outros bem
restritos a algumas plantas, como licopeno, bixina e capsantina (BOBBIO e BOBBIO,
1992b). S&o os pigmentos mais difundidos da natureza, sendo responsaveis pela coloracdo
amarela, laranja, e vermelha de flores, frutos e folhas (BOBBIO e BOBBIO,1992a).

Segundo Lima et al (2003), o efeito antioxidante da bixina e norbixina, carotendides
presentes na planta urucum tem importancia na prevencao de aterosclerose. Uma vez que as
lesbes ateroscleroticas iniciam-se apos algum tipo de lesdo no endotélio, cujo dano é causado,
principalmente, pela lipoproteina LDL oxidada e, portanto, a inibi¢cdo da oxidacdo, resulta na
protecdo do endotélio.

Os carotenodides possuem muitas funcbes bioldgicas, entre elas a a¢do antioxidante
contra os radicais livres. Com isso, o consumo de alimentos ricos em carotendides na dieta

humana, deve ser utilizado para prevengéo e tratamento de algumas enfermidades.
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2.5.2.1 Bixina e norbixina

A bixina € um apocarotendide monometil éster carboxilico que confere a coloragdo
vermelha as sementes de urucum, o qual tem sido extraido e utilizado como corante aditivo
solivel em alimentos e cosméticos desde o periodo pré-Colombiano. Sua estrutura quimica é
composta por uma cadeia isoprénica de 24 carbonos, contendo um acido carboxilico e um éster
metilico nas extremidades, apresentando assim, a formula molecular C,sHz300. E lipossolivel,
soltvel em cloroférmio, acetona, éter etilico, etanol e insoldvel em 4gua (MERCADANTE e
PFANDER, 1998).

E possivel encontrar outros pigmentos presentes na semente do urucum, entre eles a
norbixina. A norbixina (C,4H2s04) é 0 derivado desmetilado da bixina que, apesar de ocorrer
naturalmente, € quase sempre referida como produto da saponificacdo da bixina, sendo esta a
sua forma de obtengdo para fins comerciais (MERCADANTE e PFANDER, 1998). E um
composto hidrossoltvel, insolivel em alcool, propileno glicol, dleo e gordura.

A Figura 7 mostra a estrutura quimica dos pigmentos bixina e norbixina.

BIXINA
o o, ﬁ
HO\“C/\)\\\/\M/Y\\/\I/\Q/C\OH _";:
o| CH, CHy
NORBIXINA

Figura 7. Estrutura dos pigmentos do urucum
Fonte: COSTA, 2007

Ambos corantes apresentam duas configuracGes estereoquimicas, isto é, cis e trans. A
cis-bixina € soltvel na maioria dos solventes organicos polares, onde apresenta uma coloragéo
mais alaranjada, porém insolivel em dleos vegetais, podendo se converter rapidamente em
trans isbmeros devido a sua instabilidade. A trans-bixina tem propriedades semelhantes ao
isbmero cis, porém apresenta coloracdo vermelha em solucéo e é solivel em 6leo vegetal. Os
isbmeros cis-bixina, trans-bixina, cis-norbixina e trans-norbixina diferem em algumas
caracteristicas fisicas (SATYANARAYANA, PRABHAKAR e RAO, 2003). Em extratos

nas condi¢Bes normais, ha predominio da cis-bixina e cis-norbixina, mas em condicGes de
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aquecimento sdo parcialmente mudadas para trans-bixina e trans-norbixina, estando assim em
sua forma mais estavel (PIMENTEL, 1995). A Figura 8 mostra a inter-relacdo dos pigmentos

dos urucum.

calor calor

cis-bixina trans-bixina compostos
degradados
Hidroélise
cis-norbixina trans-norbixina

Figura 8. Inter-relagcdo dos pigmentos do urucum
Fonte: SILVA, 2007

Varios outros carotenoides (C19, C22, C24, C25, C30, C32) ja foram identificados, e
constituem uma parcela minoritaria dos pigmentos. Dentre eles o geranilgeraniol apresenta
maior expressividade (representando 1% das sementes secas) (MERCADANTE e PFANDER,
1998).

O mecanismo de biossintese de bixina permanece pouco conhecido. Entretanto, foi
sugerido que o carotenoide de 40 carbonos, licopeno, seja seu precursor (MERCADANTE,
STECK e PFANDER, 1997; JAKO et al, 2002; BOUVIER et al, 2003a). Baseado na
similaridade estrutural entre bixina e o pigmento crocetina do acafrdo, a reacdo de biossintese
de bixina pode envolver a acdo de uma dioxigenase, uma desidrogenase do aldeido e uma
metiltransferase, numa série de reagdes procedendo sequencialmente a partir de licopeno.
Essa suposta rota de biossintese de bixina é sustentada (i) pela analise de derivativos da
clivagem de licopeno que se acumulam em pequenas quantidades em sementes de urucum
(MERCADANTE, STECK e PFANDER, 1997), (ii) pela recente caracterizacdo de
dioxigenases de plantas que clivam o cromdforo dos carotendides em sitios definidos
(BOUVIER, DOGBO e CAMARA, 2003b) e (iii) pela introducdo desses trés genes derivados
de urucum em cepas de Escherichia coli engenheiradas para producédo de licopeno, os quais
induziram a sintese de bixina (BOUVIER et al, 2003a). A possivel rota de biossintese de

bixina a partir do licopeno esta representada na Figura 9.
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Figura 9. Rota de biossintese da bixina a partir do licopeno
Fonte: JAKO et al, 2002

A fim de melhor esclarecer as rotas de biossintese da bixina, Soares et al, em 2011
identificaram cerca de 800 sequéncias expressas (ESTS) em uma biblioteca de sementes de
urucum em diferentes fases de desenvolvimento. A partir dessas informacBGes foram
identificados dois genes candidatos da biossintese de bixina, um codificando para uma
dioxigenase de clivagem do caroteno do tipo 4 (CCD4) e outro codificando para uma
metiltransferase (COMT). Analises de PCR em tempo real demonstraram que a expressao de

CCD4 e COMT foi induzida durante os processos de desenvolvimento e pigmentacdo das

sementes 0 que sugere 0 envolvimento de ambos 0s genes na biossintese de bixina.
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A extracdo da bixina pode ser realizada por diversas metodologias, uma bastante
utilizada é pelo método KOH (hidréxido de potéssio), que € uma base forte que promove a
saponificacdo parcial do grupo éster da bixina em sua forma hidrossolivel, ou seja, o sal da
norbixina. A concentracdo utilizada, em geral € de 5%, j& que trabalhos corroboram que a
saponificagdo ocorre em concentrages de KOH acima de 1%, ou ainda que a saponificacéo
de bixina em norbixina ocorra em valores de pH maiores de 10. Sendo assim, a concentracao
do solvente e o pH possui maior dependéncia para reacdo de saponificacdo que outros fatores,
como temperatura (SILVA, 2007; NACHTIGALL et al, 2009).

Fato este confirmado por trabalho realizado por Silva, Nachtigall e Stringheta (2009)
em que foram testadas diferentes concentracGes de KOH (0.6%, 1%, 2%, 3%, 4% e 5%). Os
pesquisadores concluiram que a maior concentracdo foi a que promoveu maior converséo de

bixina em norbixina e na menor concentracao a reacdo ndo ocorreu.

2.5.2.2 Extracdo dos pigmentos

A extracdo de corantes de urucum possibilita obter no mesmo tipo de semente,
corantes soluveis em agua e corantes sollveis em oleo, alterando-se apenas o solvente de
extracdo. Isso por sua vez, torna o urucum uma das matérias-primas mais importantes e
interessantes em estudo (LIMA et al, 2001).

Visto isso, 0s pigmentos das sementes do urucum podem ser extraidos por diferentes
processos: mecanicos (atrito e raspagem) e fisico-quimicos (solventes, enzimas). A extracdo
por solventes pode ser feita por trés metodos basicos, extracdo alcalina (solucdo de NaOH ou
KOH), em que resulta na conversdo da norbixina e bixina, extracdo com 6leo (soja ou milho)
e a extracdo por meio de solventes organicos (cloroformio, etanol, acetona e propilenoglicol),
que resulta na forma mais pura dos pigmentos (ALVES, 2001).

A partir dos extratos obtidos com KOH 0,6% e NH40H 2% sdo produzidos os
corantes em pO em spray-dryer, e 0s extratos hidroalcodlicos e alcodlicos ddo origem a
corantes em pasta (PIMENTEL, 1995; CASTRO, 1992).

2.6 Urucum em po encapsulado

A encapsulacdo é um processo de empacotamento de particulas (compostos de sabor,

pigmentos, acidulantes, nutrientes, enzimas, conservantes) em capsulas comestiveis. O

36



material encapsulado é denominado de recheio ou ndcleo, e o material que forma a cépsula,
encapsulante, cobertura ou parede (AZEREDO, 2005).

Alguns dos objetivos da encapsulacdo de componentes de alimentos séo: reduzir as
interacbes do nucleo com fatores ambientais, retardando alteragdes que podem resultar em
perda de aroma, alteracdo de cor ou perda do valor nutricional; separar componentes reativos
ou incompativeis; reduzir a taxa de migracdo do material do ndcleo para o ambiente externo
(por exemplo, por evaporacdo, que € muito rapida no caso de compostos de sabor ndo
encapsulados); evitar reagfes prematuras de um substrato; mascarar compostos de sabor
indesejavel; promover melhor solubilidade do nicleo e melhor incorporacdo em sistemas
secos. Outro importante objetivo é permitir que a liberacdo do material do nicleo ocorra
lentamente com o tempo, ou a partir da ocorréncia de um certo evento (AZEREDO, 2005).

Ingredientes nutricionais, como vitaminas, acidos graxos, poliinsaturados, minerais,
antioxidantes podem ser microencapsulados, aumentando a vida Util de produto, reduzindo a
violabilidade e degradacgdo oxidativa e assim, aumento seu valor agregado (CLARK, 2002). A

Figura 10 apresenta urucum em po encapsulado.

Fonte: MOREIRA, V. S., 2012

Figura 10. Urucum em pé encapsulado

O urucum em po encapsulado é comercializado em forma de suplemento Vitamina A.
Na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria- ANVISA existem trés produtos registrados
como suplemento de Vitamina A a base de urucum, na categoria suplemento vitaminico ou
mineral.

Os principais métodos de microencapsulamento segundo Souza (2000) sdo: processos
quimicos: coacervacdo, incompatibilidade polimero-polimero, polimerizacdo interfacial em

interfaces liquido-liquido, polimerizacdo in situ, evaporacdo de solvente, extrusdo em bocal
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submerso. E processos mecénicos: spray drying, spray cooling, spray chilling, leito
fluidizado, polimerizagdo interfacial em interfaces solido-gas e liquido-géas, extrusdo com
centrifugacdo, extrusdo ou gatejamento em um banho de dessolvatacdo, separacdo por
suspenséo rotacional (spinning disk).
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3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Pesquisa e Produgdo de Microrganismos
(BIOFABRICA), Laboratorio de Nutricdo Animal, campus de Vitoria da Conquista — BA e
Nucleo de Estudos em Ciéncia de Alimentos, campus Itapetinga-BA na Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia. As analises foram realizadas entre os meses de julho e
outubro de 2012.

3.1 Obtencao de matéria — prima

3.1.1 Sementes

Foram utilizadas trés variedades de sementes de urucum: Peruana Paulista, Embrapa
37 e Focinho de Rato (Figura 11). As variedades Peruana Paulista e Focinho de rato foram
coletadas no banco de germoplasma da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, no
municipio de Vitéria da Conquista - BA nos meses de Mar¢o/2012 e Junho/2012,
respectivamente. Esta regido € caracterizada como clima tropical, de altitude em torno de 900
m e precipitacdo pluviométrica variavel entre 700 mm a 1200 mm anuais, com temperatura
média anual variando entre 18 e 25°C. A area esta localizada nas coordenadas geogréaficas de
14°51" Latitude Sul e 40°50" Longitude Oeste. A vegetacdo predominante na regido ¢ Mata de
Cip6, sendo uma transicao entre caatinga e Mata Mes6fila (NOVAES e SAO JOSE, 1992).

Foto: MOREIRA, V. S.,2012

Figura 11. Sementes de urucum das variedades: a) Peruana Paulista, b)Embrapa 37 e
¢)Focinho de Rato.
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A variedade Embrapa 37 foi coletada na Fazenda Sempre Viva localizada na BR-367,
Eunapolis — BA no més de junho de 2012. O municipio possui altitude de 183 m, com
coordenadas geograficas de 16° 22" Latitude Sul e 39° 34" Longitude Oeste. A regido
apresenta vegetagdo predominante Mata Atlantica com clima equatorial e indice
pluviométrico de 1800 mm/ano, segundo a classificacdo climatica de Kdppen-Geiger.

3.1.2 Urucum em p6 encapsulado

Os produtos industrializados de urucum em pd encapsulado (Figura 12) foram
adquiridos em lojas de produtos naturais, no periodo de fevereiro a julho de 2012, nas cidades
de Vitoria da Conquista e Itabuna, na Bahia. Foram utilizadas trés marcas, sendo identificados
como urucum em po encapsulado A, B e C. Os produtos encapsulado das marcas B e C sdo
registrados na ANVISA na categoria suplemento vitaminico e mineral. Os custos unitarios

dos produtos estdo expostos na Tabela 5.

Tabela 5. Custo unitario do produto p6 de urucum encapsulado. UESB, Itapetinga - BA, julho
de 2012.

Marcas Céapsulas mg R$ (reais)
A 60 500 (urucum) 15
B 60 450 (urucum+vitamina A) 27
C 120 250 (urucum+vitamina A) 20

~

7] | Ingrediente- Cada
| | Urucumernp(newta‘:,n!n:t
Modo de usar:

Uma capsula, trés vezes 20 &

magmrﬁm(aﬁa

Foto: MOREIRA, V. S.,2012

Figura 12. P6 de urucum encapsulado. UESB, Itapetinga - BA, julho de 2012.
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3.2 Preparo da matéria-prima

Os grdos de urucum provenientes das trés variedades foram secos em estufa de
circulagdo fechada, por 72 horas a 55°C. Posteriormente foram trituradas utilizando um
moinho de bola MA 350 e classificados em peneiras com tamanho da particula igual 180 um,
para que atingisse granulometria proxima a do urucum em pé encapsulado (Figura 13). As
fracOes obtidas foram acondicionadas em sacos de polietileno de coloragdo escura e mantidas
em local seco a temperatura ambiente (25£1°C), protegido de luz.

Fotos: MOREIRA, V. S.,2012

MARGCOM;

Figura 13. a) Moinho de bola; b) Trituracdo das sementes; c) Sementes e amostra moida.
UESB, Itapetinga - BA, setembro de 2012.
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A Figura 14 apresenta o fluxograma do preparo dos gréos de urucum.

Coleta das S Descachou- S Retirada das N Peggglgaerrlr(;:m
sementes pamento Impurezas analitica
v |

e Aemlocal
csttsa5erc [ moinnode bola [>]  Peneirasto > proteqtdoda o
ambiente

Figura 14. Fluxograma do preparo da matéria-prima: semente de urucum. UESB, Itapetinga -
BA, setembro de 2012.

3.3 Caracterizacao fisico-quimica

Para as andlises de caracterizagdo fisico-quimicas foram utilizadas as amostras de
semente trituradas e poé de urucum encapsulado.

A umidade foi determinada pelo método de secagem em estufa, a temperatura de
105°C £3°C durante 24 horas, utilizando 5g de amostra triturada, segundo as Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 1985), com valores expressos em porcentagem.

O teor de cinzas foi determinado de acordo com metodologia proposta pela AOAC
(1995). Pesou-se cerca de 2 g de amostra moida e submeteu-se a incineracdo em mufla a
550°C por 4 horas até obtencdo do residuo de coloracdo cinza esbranquicada, com valores
expressos em porcentagem.

O teor de proteinas foi determinado pelo método Kjeldhal proposto por Silva e
Queiroz (2002) recolhendo-se a amonia liberada em &cido bérico a 4 %, com valores
expressos em porcentagem, utilizando o fator de conversao nitrogénio/proteinas de 6,25.

Os lipidios totais foram determinados segundo procedimento recomendado pela
AOAC (1995), mediante extracdo em extrator Soxhlet, utilizando 1 g de amostra com éter de
petréleo como solvente extrator durante 8 horas, com valores expressos em porcentagem.

O conteudo de carboidratos totais foi determinado por diferenca conforme
metodologia proposta por Sniffen et al (1992), determinado pela expressdo CT = 100 —
(%PB+%EE+%MM), em que CT= carboidratos totais, PB=proteina bruta; EE=extrato
etéreo/lipideos; MM= matéria mineral/cinzas. Valores expressos em porcentagem.

A Figura 15 apresenta os procedimentos realizados nas analises de proteina bruta e

lipideos.
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Fotos: MOREIRA, V. S.,2012

Figura 15. a) Bloco digestor de proteinas; b)Destilador; c)Titulagdo com acido cloridrico; d)
Extrator Soxhlet; e) Amostras desengorduradas.

3.4 Determinacéo da bixina por espectrofotometria

De acordo com o método proposto por Yabiku e Takahashi (1991), a extracdo da
bixina foi realizada com KOH (hidréxido de potassio) 5%, que consistiu em pesar 25 g da
amostra (sementes de urucum, base seca/ pd de urucum encapsulado), utilizando balanca
analitica digital FA 2012N. Em um erlenmeyer de 500 ml foi adicionado 150 ml da solugdo
de KOH a 5% e colocou-se para ferver. Ao entrar em ebuli¢do, foi colocado as sementes,
mantendo-as por 1 minuto. Sem agitar, esfriou em agua corrente. Em um baldo volumétrico
de 1000 ml, filtrou-se a solucéo e, posteriormente, lavou- se com &gua destilada (100 ml) por

sete a nove vezes, e completou o baldo até 1000 ml. Finalmente, tomou-se uma aliquota de 2
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ml da solucdo corante filtrada, Figura 16, e colocou em outro baldo volumétrico de 1000 ml
completando do volume com a solucdo de KOH a 0,5%, fornecendo o extrato alcalino (Figura
16). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro com filtro de 453nm e célula de 1 cm de
percurso éptico, contra um branco de solucdo de KOH a 0,5%. Foram realizadas trés leituras

para cada tratamento. Utilizou-se a seguinte equacdo para calcular o teor de bixina:

Ab .fD.V

Bi(%)= x 1,037, onde:
m.E
Ab= absorvancia E= coeficiente especifico de extingdo (3473)
fD= fator de diluicdo (1000ml) m=massa de semente (259)
V= volume inicial do extrato 1,037= fator de conversao

Foto: MOREIRA, V. S.,2012

Figura 16. Solucao corante filtrada de semente de urucum (esquerda) e extrato alcalino da
semente de urucum (direita). UESB, Vit6ria da Conquista- BA, junho de 2012.

3.5 Determinacéo de ph dos extratos alcalinos

O pH foi determinado por pHmetro digital, com imersdo direta em, aproximadamente

100ml dos extratos alcalinos.
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3.6 Obtencao dos extratos etanolicos

Os extratos foram obtidos por processo de extracdo utilizando 1g de amostra
desidratada mantida em banho ultrassonico, em trés tempo de 25 minutos, sendo acrescido a
cada tempo 5ml de alcool etilico (80%), a temperatura ambiente (25° +2° C). Posteriormente,
a mistura foi centrifugada a 9000 rpm, por 30 minutos e o sobrenadante foi transferido para
tubos de ensaio com tampa e acondicionados a —18 °C, conforme Figura 17.

Fotos: MOREIRA, V. S.,2012
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Figura 17. a) Banho ultrassénico com amostras de urucum; b) Extratos etandlicos das
amostras de urucum. UESB, Itapetinga - BA, outubro de 2012.

A Figura 18 mostra o fluxograma dos procedimentos realizados na obtencdo dos
extratos.

Retirao liquido do

1g amostra +5ml de

Banho ultrassonico erlenmeyer e Banho ultrassénico
etanol 80% em um : —> b -
por 25 min. a 25°C acrescenta mais 5ml por 25 min. a 25°C
erlenmeyer de etanol
v |
Retirao liquido do : x Transferénciado
A Centrifugagdoa
erlenmeyer e Banho ultrassonico S sobrenadante para
acrescenta mais 5ml por 25 min. a 25°C — 9000n%ipn_nsl,tgsor 30 tubos de ensaio com
de etanol tampa
v |

Acondicionamento
a-18°C.

Figura 18. Fluxograma do preparo dos extratos etandlicos de semente e pé de urucum
encapsulado. UESB, Itapetinga - BA, outubro de 2012.
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3.7 Determinacao de compostos fendlicos totais por espectrofotometria

Para determinacdo do teor de compostos fendlicos totais, foi adotado procedimento
proposto por Wettasinghe e Shahidi (1999), utilizando o reagente de Folin-Ciocauteau (RFC).

Foram homogeneizados em tubos de ensaios 0,5 mL do RFC, 0,5 mL de extrato e 1,0
mL de solucdo saturada de bicarbonato de s6dio (NaHCO3). O volume da mistura foi ajustado
para 10 mL pela adicdo de 8 mL de &gua destilada e submetidos a agitagdo vigorosa em
agitador de tubos. A mistura foi mantida em repouso a temperatura ambiente (28 + 2 °C) por
25 minutos e apds este tempo, foi centrifugado a 3600 rpm por 5 minutos. A amostra em
branco foi constituida de 0,5 mL do RFC, 0,5 mL do solvente correspondente, 1 mL de
solucdo saturada de NaHCO3 e 8 mL de &gua destilada. O teor de compostos fendlicos totais
foi determinado a 725 nm em espectrofotometro.

Para obtencdo das curvas analiticas lineares, foi utilizado uma solucdo estoque de
4cido galico na concentracdo de 1 mg.mL™, e foram diluidas de modo a obter concentragdes
de 0,21 até 0,077 mg de equivalente de acido géalico mL™. O total de compostos fendlicos nos
extratos obtidos foram expressos em mg de equivalente de 4cido galico 100 g™ da amostra

desidratada, curvas analiticas com coeficientes de determinacdo néo inferiores a 0,9991.

3.8 Determinacéo da atividade antioxidante por ABTS

Para determinacdo da atividade antioxidante foi utilizado, inicialmente, o método
DPPH, contudo, nos ensaios com os extratos etanolicos de urucum, devido a escura coloracao
dos extratos e a faixa de leitura espectrofotométrica ndo favoravel, os valores foram
descartados. Do mesmo modo, no trabalho realizado por Cardarelli e Mercadante (2006), as
amostras realizadas pelo método DPPH foram descartadas, sendo entdo utilizado o método
ABTS, neste caso as amostras de urucum apresentaram boa atividade antioxidante.

Diante disso, foi utilizado o método de descoloracdo do ABTS, de acordo com
metodologia proposto por Re et al (1999), com modificacdes.

Para a realizacdo do ensaio utilizou o cation radical ABTSe+ (acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), que apresenta coloracdo azul-esverdeada forte. Este radical
foi gerado através da reacdo de ABTS com persulfato de potassio (K2S208), esta solucdo foi

incubada a temperatura ambiente no escuro, durante 16 horas.
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A solugdo estoque de ABTSe+ foi diluida com tampéo fosfato salino (pH 7,2) até o
valor de absorbancia de 0,70 + 0,02, determinado em 734 nm.

Foram adicionados 1ml dos extratos etandlicos em duplicata a uma solugdo contendo
4ml do radical ABTSe+ e as leituras foram efetuadas 5 minutos ap6s o inicio da reacdo, em
cubeta de quartzo com 1cm de caminho Optico. Quando o composto (amostra) possui
capacidade antioxidante, este promove a redugdo do ABTSe+ pré-formado pela doagéo de
elétron ao radical (recebe H-), o que causa a descoloracao da solucdo e provoca a diminuicao
na absorbancia em 734 nm (Figura 19). A intensidade dessa inibicdo € dependente da
capacidade antioxidante, da concentracao e do tempo de reacgéo.

A captura do radical livre foi expresso em porcentagem de inibi¢do (% inibicdo) do

cation radical ABTSe+, de acordo com a formula abaixo:

e ey e~ A _
% inibigao=—2r —Ateste x 100, onde:

branco

Avpranco= absorbancia em 734 nm da solu¢do de ABTSe+;
Aseste =absorbancia em 734 nm da solugdo de ABTSe+ apds 5 min. da adigdo de 1 ml da
solucdo da amostra.

P8 | -

- — . — — - — o —
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Figura 19. Mudanca de coloracdo pelo sequestro do radical livre ABTS
Fonte: RUFINO et al, 2007

3.9 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental adotado foi o Inteiramente Casualizado (DIC), com dois
grupos de trés tratamentos:

- trés variedades de sementes de urucum in natura
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- trés marcas de produtos de urucum em po encapsulado.

As andlises de determinagdo de bixina e compostos fendlicos foram realizadas com
trés repeticbes. As analises de caracterizacdo fisico-quimica foram realizadas com 2 (duas)
repeticdes.

As andlises de atividade antioxidante foram utilizadas um grupo de 6 tratamentos (trés
variedades de sementes de urucum in natura e trés marcas de produtos de urucum em pé
encapsulado) com duas repeticdes. Foi utilizado como controle o antioxidante sintético BHT
(butil hidroxitolueno).

Os dados obtidos foram submetidos & Analise de Variancia (ANOVA), em anexo, e as
comparacgdes entre média executados por meio do teste de t student com nivel de significancia
de 5% por meio do programa estatistico SISVAR 4.2. O coeficiente de correlacdo para
determinar a curva padrdo de acido galico utilizou o software Microsoft Excel, versédo 2007.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisico-quimica

4.1.1 Variedades de urucueiros in natura

Os valores encontrados de umidade, cinzas, lipideos, proteina bruta e carboidratos
estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Caracterizacdo fisico-quimica das sementes de urucum: umidades, proteina bruta,
lipideos, cinzas e carboidratos totais (valores expressos em porcentagem). UESB, Itapetinga -
BA, 2012,

Variaveis Embrapa 37 Focinho de Peruana
Rato Paulista
Umidade 6,06 +1,242 7,01 + 0,062 5,91 +0,972
Proteina bruta 11,26 +0,272 13,23 +1,222 11,25 +0,192
Lipideos 13,15 +0,492 10,74 +2,918 9,62+ 1,732
Cinzas 4,62 +0,23? 4,15 +0,12 3,99 +0,28"
Carboidratos totais 70,98 +0,532 71,89 + 3,942 75,15 £1,932

As letras diferentes em uma mesma linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de t student (p < 0,05).

O percentual de umidade das sementes de urucum das variedades Embrapa 37,
Focinho de Rato e Peruana Paulista oscilou entre 5,91+0,97 e 7,01+£0,06, ndo apresentando
diferenca significativa entre eles. Esses valores ndo se mantiveram distantes dos encontrados
por Lemos (2008), que apresentou teores de 4,34 a 6,06% em sementes das variedades Bico
de Pato I, CPATU 0060 e Peruana Paulista. A variedade de Peruana Paulista apresentou
5,91% de umidade neste trabalho e 5,58% no trabalho de Lemos (2008). Os pesquisadores
Custodio et al (2002) ao trabalhar com germinacdo de sementes de urucum verificaram teores
de umidade que variavam de 6,5 a 7,5%, Corlett, Barros e Villela (2007) encontraram valores
entre 7,0 e 9,2%. Em uma pesquisa realizada com 19 amostras de urucum do Instituto
Agrondmico de Pindorama em Sdo Paulo, os autores constataram valores de umidade que
variavam de 2,86 a 8,56% (OLIVEIRA et al, 2010). Neste ultimo trabalho os valores

oscilaram bastante e alguns teores se mantiveram distantes dos encontrados por esse estudo.
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De modo geral, o teor de umidade estd dentro do limite estabelecido para boas
condi¢des de armazenagem, jA que sementes de urucum com umidade relativas superiores
14% ndo séo recomendadas, podendo haver incidéncia de fungos e bactérias.

Os teores de proteina bruta oscilaram entre 11,25+0,19 a 13,23%1,22%, ndo
apresentando diferenca significativa entre eles. Os valores estdo de acordo com os valores
encontrados por outros autores. Lemos (2008) quantificou valores médios de 10,37 a 12,37%,
Pezzato et al (2004) encontraram 11,50% e Pereira et al (2009) verificaram teor de 13,53%,
ambos em semente. Pedrosa, Cirne e Moraes Neto (1999) ao estudar sementes de urucum em
diferentes situacdes de armazenagem encontraram valor médio de 12,67% para proteina.
Demczuc Junior (2012) quantificou teores de proteina bruta em residuo de semente e
encontrou valor préximo aos determinados por este trabalho, em torno de 11%.

Os resultados médios de lipideos oscilaram entre 9,62+1,73 e 13,15+0,49%, ndo
apresentando diferenca significativa entre eles. Nos trabalhos de Oliveira (2005) e Lemos
(2008) os valores encontrados por eles foram 17,5% e 18,38%, respectivamente, sendo
superior ao do presente trabalho. Valores inferiores também foram encontrados na literatura,
Pereira et al (2009) encontraram 2,10%, Carvalho et al (2010) quantificaram valores de 1,97 a
3,98% e Demczuc Junior (2012), 1,84% para residuo de semente.

Quanto aos teores de cinzas, os valores oscilaram entre 4,62+0,23% para a variedade
Embrapa 37, 4,15+0,12% para Focinho de Rato e 3,99+0,28% para Peruana Paulista. N&o
houve diferenca significativa entre as variedades Embrapa 37 e Focinho de Rato. No entanto,
a Embrapa 37 apresentou diferenca significativa com a Peruana Paulista. Entre essa Ultima e a
variedade Focinho de Rato também nédo apresentaram diferenca entre si. Dentre os trabalhos
encontrados na literatura para teores de cinzas, Lemos (2008) quantificou 2,99%, Franco
(2007) encontrou 4,6% e Pereira et al (2009), encontraram 6,62%. Demczuc Junior (2012),
em andlise com o residuo da semente encontrou 5,65% para residuo de semente. Os valores
apresentam oscilacdo em comparacao a este trabalho.

Os valores de carboidratos totais identificados por diferenca variaram entre 70,98 +0,5
e 75,15 £1,9%, ndo apresentando diferenca significativa entre eles. Valor proximo do
encontrado por Pereira et al (2009) que foi de 78,02%. No entanto, os valores encontrados por
Lemos (2008) e Franco (2007) foram contrastantes, mantendo-se em torno de 58 e 57%,
respectivamente. A andlise do residuo da semente realizada por Demczuc Junior (2012)

manteve em 27,21%.
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Diante dos dados apresentados observa-se uma diferenciacdo entre os valores
apresentados por este trabalho e outros encontrados na literatura, esse fato deve-se a
diferencas de variedades trabalhadas e varricdes climaticas do cultivo, além de época de
colheita.

4.1.2 Marcas de produtos de urucum em p6 encapsulado.

Segue as informacdes contidas nos rétulos dos produtos encapsulados.

A amostra do urucum em p6 encapsulado A apresenta informacdes incompletas em
sua embalagem, j& que o rétulo ndo possui Tabela de Informacdo Nutricional. O Gnico dado
apresentado € a composicdo: urucum. Quanto a posologia € indicado no rétulo o uso de uma
capsula (500mg) trés vezes ao dia para adultos e uma cépsula (500mg) uma vez ao dia para
criangas de acordo com indicagdo do médico ou nutricionista. Diante das informacdes
apresentadas entende-se que o contetdo da capsula € inteiramente de urucum em po.

O urucum em po encapsulado B apresenta no rotulo informagdes nutricionais e
ingredientes da capsula (450mg): urucum em po e vitamina A, além da posologia que indica o
consumo de uma capsula trés vezes ao dia. Para esse consumo diario escabele 0,6mg de
vitamina A, entdo uma capsula corresponde a 0,2mg e 449,8mg de urucum.

O rotulo do urucum em po6 encapsulado C apresenta informacdo nutricional,
ingredientes e posologia. Uma porcao de uma capsula (250mg) apresenta 600mcg de vitamina
A, ou seja, 0,6mg. Desta forma, 249,4mg do conteudo seriam de urucum em po, ja que
segundo fabricante ndo ha o adicionamento de nenhum outro composto. Neste produto, a
posologia indica uma capsula ao dia e adverte para que o0 consumo ndo a exceda.

A caracterizacdo fisico-quimica desses produtos esta apresentada na Tabela 7,
identificando valores médios de umidade entre 9,79+0,95 e 10,70+ 0,91%, ndo apresentando
diferenca significativa entre si. Os valores de proteina bruta oscilaram entre 5,86+2,73 e
12,11+ 0,41%, a marca B apresentou valores significativamente superiores em comparacao as
demais marcas. Os teores de lipidios encontrados foram entre 12,07+4,31 e 18,91+5,43%, ndo
apresentando diferenca significativa entre eles. Para cinzas o percentual oscilou de 2,19+
0,94 a 7,01+3,12, ndo apresentando diferenca significativa e para carboidratos totais 0s
valores variaram entre 61,97+8,12 para marca B, 79,79+3,68% a marca A e 74,37+£0,01% a
marca C. As marcas A e C foram significativamente superiores ao valor encontrado da marca
B.
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Tabela 7. Caracterizag¢do fisico-quimica do urucum em p6 encapsulado, marcas A, B e C.

(valores expressos em porcentagem). UESB, Itapetinga - BA, 2012.

Encapsulado A Encapsulado B Encapsulado C
Variaveis
Umidade 10,70+ 0,912 9,79+0,95? 10,51+1,012
Proteina Bruta 5,95+ 0,13° 12,11+ 0,412 5,86+2,73"
Lipideos 12,07+4,312 18,91+5,432 17,01+1,012
Cinzas 2,19+ 0,94¢ 7,01+3,128 2,76+0,00°
Carboidratos Totais ~ 79,79+3,682 61,97+8,12° 74,37+0,01°

As letras diferentes em uma mesma linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de t student (p < 0,05).

N&o foram encontrados na literatura, trabalhos voltados a caracterizacdo fisico-
quimica de encapsulados de wurucum, aqueles encontrados estdo relacionados ao

comportamento do encapsulante e qualidade de capsulas.
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4.2 Determinacao dos teores de bixina

4.2.1 Variedades de urucueiros in natura

Os resultados de pH do presente trabalho foram maiores que 12 o que reforca a
ocorréncia da reacdo de saponificacdo. As amostras ndo apresentaram diferenca significativa
para valores de pH, conforme apresentado nas Tabelas 8.

Quanto aos teores de bixina das sementes, a variedade Embrapa 37 se destacou com
niveis de bixina mais altos (4,83+0,61%), sendo significativamente diferentes de todas as
outras amostras de sementes (Tabela 8). Essa cultivar é melhorada geneticamente, foi
desenvolvida pela EMBRAPA em 2001 e atualmente, possui o maior nivel de bixina,
podendo chegar muitas vezes a 6%. A variedade utilizada neste trabalho foi coletada na regido
do Sul da Bahia, municipio de Eunapolis-BA. A regido possui condigdes climaticas
favoraveis, com vegetacdo predominante de Mata Atlantica, com indice pluviomeétrico anual.

Esses fatos explicam os niveis altos encontrados neste trabalho para essa variedade.

Tabela 8. Teores de bixina e pH nos extratos alcalinos das sementes das variedades de
urucum. UESB, Vitéria da Conquista - BA, 2012.

Variedades Bixina(%o) pH dos extratos alcalinos
Embrapa 37 4,83+0,61° 12,87+0,02 °
Focinho de Rato 2,35+0,22°" 12,85+0,04 °
Peruana Paulista 2,35+0,01° 12,85+0,03 °

As letras minusculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de t student (p < 0,05).

As variedades Focinho de Rato e Peruana Paulista apresentaram valores para bixina de
2,3520,22 e 2,35+0,01%, ndo sendo significativamente diferentes entre si, de acordo com a
Tabela 8.

Com base nos estudos de Oliveira (1990) as sementes de urucum podem ser

classificadas conforme a Tabela 9.
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Tabela 9. Classificagdo das sementes de urucum.

Classificacao Umidade Bixina Material estranho
Tipo 1 <10% >2,5% Auséncia
Tipo 2 10 a 14% 2,0a2,5% Auséncia
Tipo 3 >14% <1,8% Presenca

Diante dos dados apresentados de teores de bixina e umidades, as sementes da
variedade Embrapa 37 enquadra-se na classificagdo Tipo 1 e Peruana Paulista e Focinho de
Rato na Tipo 2.

Outros trabalhos encontrados na literatura realizam analise de bixina em sementes pelo
método KOH e encontraram valores proximos. Verissimo et al (2008) avaliou teores de bixina
para variedade Peruana Paulista para tingimento de fibras naturais e quantificou 2,1% do
carotenoide. Carvalho et al (2010) quantificaram a bixina de 19 amostras do Instituo
Agrondmico de Pindorama-SP e encontrou teores que variavam de 3,12 a 6,26%. Santana et
al (2008) ao trabalhar com sementes de Piave Vermelha em diferentes acondicionamentos e
temperaturas verificaram teor de bixina de 2,58% e Pedrosa, Cirne e Moraes Neto (1999)
encontraram valor médio de 3,37% para sementes de urucum em diferentes situacfes de
armazenagem.

Barbosa-Filho (1998) pesquisou teores de bixina em quatro diferentes gendtipo de
urucum do estado da Paraiba: Casca Verde (1,3%), Casca Vermelha (1,1%), Bico de Calango
(0,07%) e Gréo Preto (0,9%) verificando, portanto, valores inferiores ao encontrados neste
trabalho e outros na literatura.

Essas oscilacOes de valores de bixina em diferentes variedades podem ser atribuidas ao
fato de que o urucuzeiro é cultivado em areas com diferentes tipos de clima e em regides
proximas das zonas equatorianas, sugerindo que possa estar associada a fatores climaticos ou
edaficos, ou relacionada com fatores genéticos da planta, ou ainda, a interacao desses fatores
(SAO JOSE, SAO JOSE e REBOUCAS, 1991).

4.2.2 Marcas de produtos de urucum em p6 encapsulado.

Os percentuais de bixina para urucum em p6 encapsulado estdo expostos na Tabela 10.
A marca B de urucum encapsulado apresentou 1,67+0,22% de bixina, a marca C apresentou

0,56+0,21%, e a marca A: 0,17+0,01. Foram encontradas diferencas significativas para teores
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de bixina entre todas as marcas analisadas, no entanto a marca B apresentou o maior teor de

bixina.

Tabela 10. Teores de bixina e pH dos extratos alcalinos do urucum em p6 encapsulado,
marcas A, B e C. UESB, Vitoria da Conquista - BA, 2012.

Encapsulado/Marca Bixina(%o) pH dos extratos alcalinos
A 0,17+0,01° 13,00+0,20 ®
B 1,67+0,22 2 12,79+0,06°
C 0,56+0,21" 12,790,062

As letras minGsculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de t student (p < 0,05).

Os valores para bixina foram numericamente maiores para as variedades de sementes
do que os produtos encapsulados. Contudo, a variedade da semente Embrapa 37 e a marca B

de encapsulado apresentaram maiores teores de bixina.
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4.3 Determinacao dos fenodlicos totais

4.3.1 Variedades de urucueiros in natura

O grafico 1 apresenta a curva padrdo de acido galico pela qual foram quantificados os

valores de compostos fendlicos com coeficientes de determinacéo néo inferiores a 0,9991.

Gréfico 1. Curva padrdo de acido galico para quantificagdo de compostos fendlicos de urucum

in natura e encapsulado. UESB, Itapetinga - BA, 2012.

1,6
1,4 y=5,9479x - 0,032
R2=0,9994

1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Absorbancianm

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Concentragdo de acido galico (mg/ml)

Os teores de fendlicos totais para sementes de urucum variaram de 59,04+4,9 mg GAE
100g™ para variedade Embrapa 37, 65,13+2,7 mg GAE 100g™ para Focinho de Rato e
54,84+8,1 mg GAE 100g™, ndo havendo diferenca significativa entre elas, Tabela 11.

Tabela 11. Teores de Fendlicos Totais nos extratos etandlicos de urucum em semente (valores
expressos em mg GAE 100g™). UESB, Itapetinga - BA, 2012.

Variedades Fenodlicos (mg GAE 100g™)
Embrapa 37 59,04+4,91°
Focinho de Rato 65,13+2,71°
Peruana Paulista 54,84+8,12°

A s letras minGsculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de t student (p < 0,05).

Trabalhos realizados com sementes de urucum revelaram valores superiores aos

encontrados neste estudo. Lemos (2008) verificou valores entre 297,80 a 450, 97 mg GAE
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100g™ de fendis totais para extratos etandlicos. Cardarelli e Mercadante (2006) encontraram
teores para extratos etandlicos de 109,8 mg GAE 100g™ e 156,5 mg GAE 100g™ para
hidroalcoolicos.

Os valores encontrados sdo discordantes daqueles citados pela literatura, esse fato se
deve provavelmente, pela diferenga das variedades utilizadas e as condigBes climaticas

envolvidas, além da época de colheita das sementes.
4.3.2 Marcas de produtos de urucum em p6 encapsulado.

De acordo com a Tabela 12, os teores de fendlicos em extratos etandlicos do urucum
encapsulado, a marca B apresentou valor de 49,80+7,5mg GAE 100g™, significativamente
superior as demais variedades. Sendo os valores das marcas A e C, 22,58+1,6 e 27,4745,3

mg GAE 100g™, respectivamente.

Tabela 12. Teores de Fendlicos Totais nos extratos etanolicos de urucum encapsulado (valores
expressos em mg GAE 100g™). UESB, ltapetinga - BA, 2012.

Encapsulado/Marca Fenodlicos (mg GAE 100g™)
A 22,58+1,61
B 49,80+7,51°
C 27,4745,33 "

As letras minusculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de t student (p < 0,05).

A marca B apresentou maior teor do carotendide bixina e também maior valor de
compostos fendlicos. Esses dados sugerem uma superioridade da marca B sob as demais.

Né&o foi encontrado na literatura estudos que quantificaram teores de fenois totais em
corantes de urucum microencapsulados. No entanto, com base nos resultados das variedades
in natura, os valores dos fendis dos encapsulados sdo numericamente inferiores.

Os teores de compostos fendlicos estdo relacionados ao potencial antioxidante de

vegetais.
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4.4 Avaliacao da atividade antioxidante por ABTS

4.4.1 Variedades de urucueiros in natura

As sementes de urucum possuem compostos bioativos, como compostos fenolicos e
carotendides entre eles a bixina e norbixina que possui pela sua estrutura quimica um
potencial antioxidante, que por muitas vezes ja foi alvo de investigacdo de diversos autores.

A Tabela 13 apresenta o percentual de inibi¢cdo do radical livre ABTS dos extratos
etandlicos das sementes de urucum. Utilizou-se o antioxidante sintético BHT como controle.
A variedade Embrapa 37 apresentou 84,99 £1,01% de inibicdo, Focinho de Rato 82,46
+1,43% e Peruana Paulista 72,51+1,15%. N&ao houve diferenca significativa entre os extratos
das diferentes variedades e o controle.

Tabela 13. Percentual de Inibicdo do radical livre ABTS em extratos etandlicos de sementes
de urucum e o controle BHT (antioxidante sintético). UESB, Itapetinga - BA, 2012.

Amostras % inibicdo do ABTS
BHT (antioxidante sintético) 63,62+0,11°
Embrapa 37 84,99 +1,01°
Focinho de Rato 82,46 +1,43°
Peruana Paulista 72,51+1,15°%

As letras minusculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de t student (p < 0,05).

A acdo antioxidante das sementes de urucum pode ser confirmada pode trabalhos
como o de Martinez-Tomé et al (2001) que realizaram um estudo de atividade antioxidante
com especiarias, entre elas colorau (Bixa orellana), orégano (Origanum vulgare) e acafrdo
(Crocus sativus) e também com antioxidantes sintéticos, como butil hidroxianisol (BHA),
butil hidroxitolueno (BHT) e propil galato, os ensaios apresentaram boas atividades
antioxidantes as especiarias e em alguns testes superior ao antioxidante sintético.

Em concordéncia ao presente trabalho em que as amostras de urucum apresentaram
altos indices de atividade antioxidante, Silva e Takemura (2006) realizaram ensaios para
atividade antioxidante com extratos de Vermania condensata, Bixa orellana e Alternanthera
brasiliana. As espécies de V. condensata, B. orellana mostraram significante atividade

antioxidante, enquanto o extrato de A. brasiliana apresentou pouca atividade.
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Kiokias e Oreopoulou (2006) ao avaliarem individualmente o extrato de urucum,
luteina e licopeno quanto a suas capacidades de inibir a formacéo de hidroperéxidos em uma
emulsdo aquosa, cuja oxidacdo foi estimulada pelo uso do 2,2’-azobis amidinopropano
(AAPH), foi evidenciada alta atividade antioxidante pelo urucum em comparacgao aos outros
compostos, concordando com os resultados encontrados no presente estudo.

Lemos (2008) realizou teste de atividade antioxidante como genotipos de urucum
através do método &cido linoleico/b-caroteno e encontrou valores entre 18,91 a 35,26% de
inibicdo. Ja no presente trabalho, os extratos de urucum superaram as variedades de urucum
utilizadas por Lemos (2008), chegando a atingir até 84,99% de inibicdo aos radicais livres.

Cristié (2011) avaliou a atividade antioxidante de urucum e piquid. O urucum
apresentou 63,6% de protecdo ao aminoacido triptofano contra o oxigénio singlete, uma
espécie reativa. Percentual mais baixo que o encontrado no presente trabalho.

Oliveira Neto et al (2012) verificou atividade antioxidante através do método DPPH
com extratos de urucum, beterraba e acerola. O urucum apresentou maior atividade
antioxidante em comparacdo aos demais. Os autores acreditam que a acdo antioxidante do
urucum se deve aos compostos fendlicos, mas também em grande parte aos carotendides
presentes no pigmento.

Outro ensaio realizado pelo método DPPH foi realizado com extratos brutos de folhas
de urucum e espinheira santa, ambos 0s extratos apresentaram elevada atividade antioxidante,
91,6% para urucum e 90,1% para espinheira santa (GOMES et al, 2008).

Os estudos apresentados corroboram com os resultados do presente trabalho, em que

as amostras de Bixa orellana mostraram alto percentual de inibicao a radicais livres.

4.4.2 Marcas de produtos de urucum em p6 encapsulado.

Utilizou-se o antioxidante sintético BHT como controle. O percentual de inibicdo do
radical ABTS pelos extratos etandlicos das amostras de p6 de urucum encapsuladas
apresentou valores altos, o urucum encapsulado da marca A quantificou 86,80+0,93%, a
marca B 98,41+0,23%, e marca C 94,73+0,12% (Tabela 14), havendo diferenca significativa

entres as trés marcas e o controle.
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Tabela 14. Percentual de Inibi¢do do radical livre ABTS em extratos etan6licos de urucum em
po encapsulado A, B e C e controle BHT (antioxidante sintético). UESB, Itapetinga - BA,
2012.

Encapsulado/Marca % inibigdo do ABTS
BHT (antioxidante sintético) 63,62+0,11°
A 86,80+0,93°
B 98,41+0,23
C 94,73+0,12°

As letras minGsculas diferentes em uma mesma coluna apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de t student (p < 0,05).

O produto encapsulado da marca B apresentou valores significativamente mais altos
para bixina, compostos fendlicos e atividade antioxidante que as outras marcas analisadas.
Esse produto apresentou teor de antioxidante superior ao do antioxidante sintético. Esses
resultados demonstram que o produto da marca B é de qualidade superior que as demais, visto
que 0s compostos bioativos apresentam altos valores, além disso, esse produto se diferencia
dos outros pela particularidade da capsula ser de material escuro, evitando a oxidacdo das
substancias. Esses dados podem justificar o valor unitario (R$ 27,00) do frasco da marca B
ser superior aos demais.

Em trabalhos encontrados na literatura, ndo foi encontrado estudos com ensaios de
atividade antioxidante de urucum em po encapsulado. Ainda assim, nota-se que o potencial de

inibicdo desse radical é alto mesmo apds o processamento das sementes.
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5.CONSIDERACOES FINAIS

O urucum é visto como alimento funcional, e muito procurado como produto fitoterépico.

Devido as propriedades funcionais presentes na espécie Bixa orellana sugere-se uma
substituicdo dos corantes sintéticos pelo corante de urucum, ja que esse corante é um produto
natural, benéfico a salde humana.

Contudo este trabalho conclui que:

- Os produtos encapsulados apresentaram menor teor de bixina quando comparado com as
variedades de sementes. Sendo a variedade Embrapa 37 com o maior indice de bixina.

-Ndo houve diferenca dos valores de composicdo fisico-quimica nas cultivares de
sementes, com excecdo dos valores de cinzas e marcas de encapsulados, com exce¢do dos
teores de proteina bruta.

-Néao houve diferenca de compostos fendlicos nas cultivares de sementes, no entanto a
marca B de urucum em po encapsulado apresentou maior indice de compostos fendlicos
quando comparados as demais marcas.

-As sementes de urucum e os produtos encapsulados em pd mostraram potencial
antioxidante para captura de radical livre ABTS, os valores de atividade de antioxidante de
Bixa orellana foram maiores do que as do antioxidante sintético BHT (hidroxitolueno
butilado).

Tais resultados sugerem que a utilizacdo de corantes de urucum pode proporcionar uma

acdo preventiva de doencas contribuindo de forma benéfica a satde do ser humano.
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ANEXO A

Tabela de andlise de variancia para variavel lipideo em sementes de urucum in natura. UESB,
Vitéria da Conquista, 2012.

AMOSTRA 2 13.015600 6.507800 1.744 0.3145
erro 3 11.197800 3.732600

CV (%) = 17.30
Média geral: 11.1700000  Numero de observagdes: 6
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ANEXO B

Tabela de analise de variancia para variavel proteina em sementes de urucum in natura.
UESB, Vitoria da Conquista, 2012.

AMOSTRA 2 5.200933 2.600467 5.588 0.0974
erro 3 1.396150 0.465383

CV (%) = 5.73
Média geral: 11.9083333  Numero de observagdes: 6
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ANEXO C

Tabela de analise de variancia para variavel umidade em sementes de urucum in natura.
UESB, Vitoria da Conquista, 2012.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
AMOSTRA 2 1.428700 0.714350  0.892 0.4966
erro 3 2.402450 0.800817

Total corrigido 5 3.831150

CV (%)= 14.15

Média geral: 6.3250000  NUmero de observagdes: 6
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ANEXO D

Tabela de analise de variancia para variavel carboidrato em sementes de urucum in natura.
UESB, Vitoria da Conquista, 2012.

AMOSTRA 2 19.229733 9.614867  1.4540.3618
erro 3 19.832200 6.610733

CV (%) = 3.54
Média geral: 72.6733333  Numero de observagdes: 6
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ANEXO E

Tabela de analise de variancia para variavel cinzas em sementes de urucum in natura. UESB,
Vitéria da Conquista, 2012.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
AMOSTRA 2 0.428933 0.214467  9.172 0.0527
erro 3 0.070150 0.023383

CV (%) = 3.60
Média geral: 4.2483333  Numero de observagdes: 6

75



ANEXO F

Tabela de analise de variancia para variavel fendis em sementes de urucum in natura. UESB,
Vitéria da Conquista, 2012.

AMOSTRAS 2 160.612200 80.306100  2.4850.1636
erro 6 193.910000 32.318333

CV (%) = 9.53
Média geral: 59.6733333  Numero de observagdes: 9
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ANEXO G

Tabela de analise de variancia para variavel bixina em sementes de urucum in natura. UESB,
Vitéria da Conquista, 2012.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
AMOSTRAS 2 4.763756 2.381878 17.2130.0033
erro 6 0.830267 0.138378

Total corrigido 8 5.594022

CV (%)= 12.99

Média geral: 2.8644444  NUmero de observagoes: 9
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ANEXOH

Tabela de analise de variancia para variavel atividade antioxidante em sementes de urucum in
natura. UESB, Vitdria da Conquista, 2012.

AMOSTRA 3 576.281100 192.093700 2.478 0.2006
erro 4 310.057300 77.514325

CV (%) = 11.60
Média geral: 75.8950000  Numero de observagdes: 8
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ANEXO |

Tabela de analise de variancia para variavel lipideo em urucum em p6 processado. UESB,
Vitéria da Conquista, 2012.

AMOSTRA 2 49.866133 24.933067  1.519 0.3503
erro 3 49.252800 16.417600

CV (%) = 25.33
Média geral: 15.9966667  Numero de observagdes: 6
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ANEXO J

Tabela de analise de variancia para variavel proteina em urucum em p6 processado. UESB,
Vitéria da Conquista, 2012.

AMOSTRA 2 51.426900 25.713450 10.092 0.0465
erro 3 7.643850 2.547950

CV (%) = 20.02
Média geral: 7.9750000  NUmero de observagoes: 6
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ANEXO L

Tabela de analise de variancia para variavel umidade em urucum em p6 processado. UESB,
Vitéria da Conquista, 2012.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
AMOSTRA 2 0.918233 0.459117  0.755 0.5426
erro 3 1.824650 0.608217

Total corrigido 5 2.742883

CV (%)= 7.55

Média geral: 10.3316667  Numero de observagdes: 6
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ANEXO M

Tabela de analise de variancia para variavel carboidrato em urucum em po processado. UESB,
Vitéria da Conquista, 2012.

AMOSTRA 2 333.792533 166.896267 16.148 0.0248
erro 3 31.005400 10.335133

CV (%) = 4.46
Média geral: 72.0433333  Numero de observagdes: 6
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ANEXO N

Tabela de analise de variancia para variavel cinzas em urucum em p6 processado. UESB,
Vitéria da Conquista, 2012.

AMOSTRA 2 27.686100 13.843050 4.001 0.1424
erro 3 10.380250 3.460083

CV (%) = 46.68
Média geral: 3.9850000  NuUmero de observacoes: 6
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ANEXO O

Tabela de analise de variancia para variavel fenois em urucum em pé processado. UESB,
Vitéria da Conquista, 2012.

AMOSTRAS 2 1263.353156 631.676578 21.902 0.0017
erro 6 173.046067 28.841011

CV (%) = 16.13
Média geral: 33.2844444  Namero de observagdes: 9
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ANEXO P

Tabela de analise de variancia para variavel bixina em urucum em p6 processado. UESB,
Vitéria da Conquista, 2012.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
AMOSTRAS 2 3.590067 1.795033  60.803 0.0001
erro 6 0.177133 0.029522

Total corrigido 8 3.767200

CV (%)= 21.57

Média geral: 0.7966667  Numero de observacoes: 9
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ANEXO Q

Tabela de analise de variancia para variavel atividade antioxidante em urucum em po
processado. UESB, Vitoria da Conquista, 2012.

AMOSTRA 3 1463.530838 487.843613 2165.187 0.0000
erro 4 0.901250 0.225312

CV (%) = 0.55
Média geral: 85.8912500  Numero de observagdes: 8
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