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RESUMO

As sementes de urucum (Bixa orellana L.) sao ricas em compostos bioativos
pigmentares como a bixina, geranilgeraniol, tocotriendis e compostos fendlicos, com
aplicacdo na industrial e na saude. Varios solventes tém sido usados para extragéo e
quantificacdo de compostos do urucum, mas nenhum estudo sistematico de
interacbes composto-solvente e seu impacto na extragdo e quantificagdo com
diferentes solventes polares e apolares foi encontrado. O uso de solventes foi
proposto por ser um processo alternativo mais rapido, barato e seguro. Diante do
exposto, o objetivo da pesquisa foi desenvolver uma nova rota de extragdo de
compostos bioativos das sementes de urucum (Bixa orellana L.) com solventes
polares e apolares. A extracdo dos compostos bioativos foi realizada sob refluxo
(sistema Soxhlet) utilizando como solventes agua, hexano (P.A), cloroformio (P.A) e
alcool etilico (P.A). A fim de uma possivel viabilidade da metodologia desenvolvida,
foi comparado com o método utilizado na literatura. Os compostos obtidos foram
caracterizados pelas técnicas de Uv-Vis, FTIR, TG/dTG, DSC e MEV. As sementes
residuais (com tratamento), in natura (sem tratamento) e as cinzas foram analisadas
por FRX. Na etapa da extracdo com agua o material obtido apresentou coloragao
escura, quando dissolvido sua tonalidade ficou amarelada, possui um aspecto
higroscopico e um aroma adocicado, com o hexano observou-se duas fases de
caracteristicas oleosas, uma menos densa de coloracdo vermelha e outra de
coloragao laranja, na etapa da extracdo com cloroférmio e alcool verificou-se a
bixina, um material de coloracdo violeta com polaridade intermediaria e que se
dissolve em cloroféormio e alcool. A rota de extragdo de compostos bioativos
realizada foi viavel economicamente, rapida, segura e satisfatéria do ponto de vista
dos produtos extraidos para uma possivel aplicacao.

Palavras-chave: Bixina; Carotenoides; Solventes.



ABSTRACT

Annatto seeds (Bixa orellana L.) are rich in pigmentary bioactive compounds such as
bixin, geranylgeraniol, tocotrienols and phenolic compounds, with applications in
industry and health. Various solvents have been used for extraction and
quantification of annatto compounds, but no systematic study of compound-solvent
interactions and their impact on extraction and quantification with different polar and
nonpolar solvents has been reported. The use of solvents was proposed because it
is a faster, cheaper and safer alternative process. Given the above, the objective of
the research was to develop a new route for extracting bioactive compounds from
annatto seeds (Bixa orellana L.) with polar and non-polar solvents. The extraction of
bioactive compounds was carried out under reflux (Soxhlet system) using water,
hexane (P.A), chloroform (P.A) and ethyl alcohol (P.A) as solvents. In order to
analyze the feasibility of the methodology developed, we compared it with the
method used in the literature. The compounds obtained were characterized by UV-
Vis, FTIR, TG/dTG, DSC and SEM techniques. Residual seeds (with treatment),
fresh seeds (without treatment) and ash were analyzed by XRF. In the water
extraction stage, the material obtained presented a dark color, when dissolved its
tone became yellowish, has a hygroscopic appearance and a sweet aroma, with
hexane two phases with oily characteristics were observed, a less dense one with a
red color and another with a orange color, in the extraction stage with chloroform and
alcohol, bixin was found, a violet-colored material with intermediate polarity that
dissolves in chloroform and alcohol. The bioactive compounds extraction route
carried out was economically viable, fast, safe and satisfactory from the point of view
of the extracted products for a possible application.

Keyword: Bixin; Carotenoids; Solvents
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1 INTRODUGAO

O Brasil tem se consolidado como o maior produtor de sementes e corantes a
base de urucum (Bixa orellana L.) (COLOSIMO et al., 2022). O pais ocupa
destaque, tanto pela quantidade quanto pela qualidade, disponibilizando no
mercado, sementes com até 6% de bixina, o carotenoide majoritario presente no
grao usado pela industria. Segundo o IBGE, a produgédo de urucum no Brasil, em
2021 alcancou um total de 12.252 toneladas de sementes. Mesmo a produc¢ao tendo
aumento nas ultimas décadas, o prego do quilograma da semente de urucum, vém
aumentado ao longo dos ultimos, muito provavelmente devido ao aumento da
demanda desse produto no mercado.

Os compostos bioativos presentes nas sementes de urucum sao conhecidas
principalmente por seu alto poder de agao pigmentar, devido a presenca
principalmente do carotenoide bixina (STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018;
VARDANEGA et al, 2019). Esse pigmento, ndo apresenta toxidade, efeitos
genotdxidos, teratogénicos, mutagénicos e clastogénicos, além de ser excelente
antioxidante, possui também acao bactericida (AGNER et al., 2004; DE OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2019a; GARCIA, S. V et al., 2023 GASPARIN et al., 2021; MONTE et
al., 2016;). Dessa forma, os extratos das sementes sdo amplamente utilizados pela
industria, como corante natural para alimentos, pela industria de cosmética e para
fins medicinais (COLOSIMO et al., 2022; STRINGHETA et al., 2018; VARDANEGA
etal., 2019).

Além da bixina, a semente de urucum ganha destaque industrial e econdmico
por conter em seu arilo uma fragao lipidica rica em tocotrienois e geranilgeraniol. Os
tocotrienois pertencem ao grupo das vitaminas lipossoluveis € um dos componentes
da Vitamina E ja o geranilgeraniol é um diterpeno (metabdlito secundario)
destacando-se por desempenhar varias atividades bioldgicas e funcionando como
um intermediario na biossintese das Vitaminas E e K. Ambos podem ser utilizados
como suplemento nutricional, em alimentos e bebidas (FABRI, GOMES; ROBERTO;
CARVALHO, 2012; HO et al., 2018; JASKIEWICZ et al., 2019; MORAES; ZABOT;
MEIRELES, 2015).

Os consumidores vém buscando cada vez mais por produtos de origem
natural, pois ja existe uma preocupagdo com a sua saude, além do que, varios

paises terem proibido o uso de corantes sintéticos em alimentos (HUSA; HAMZAH,;
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SAID, 2PACHECO et al.,, 2019). Logo, a aplicagdo de corantes naturais tem se
intensificado nas industrias alimenticias e, portanto, o desenvolvimento tecnoldgico
de processamento deve acompanhar a evolugao do mercado.

Com relagdo aos processos tecnoldgicos de processamento do urucum trés
meétodos comerciais basicos de extracdo se destacam: a extragcdo alcalina, a
extracdo em Oleo e a extragao com solventes orgéanicos. Devido aos interesses na
separacao de substancias farmacologicamente ativas que compde as sementes de
urucum, o desenvolvimento tecnolégico, dessa industria, tem ganhado notoriedade
podendo alcangar um novo patamar. Nesse sentido, varias técnicas de extracao
estao sendo estudadas, dentre as quais, a extragao assistida por ultrassom ou micro
ondas, a extracdao com fluido supercritico e a extragdo acelerada por solventes
(COLOSIMO et al.,, 2022; IBRAHIM SILVA; NACHTIGALL; STRINGHETA, 2010;
KANG et al., 2010)

Algumas impurezas presentes no extrato podem afetar a qualidade e
estabilidade do corante e substancias ativas presentes, tais como acucares, acidos
organicos, proteinas, amido e outras moléculas soluveis, devido aos métodos nao
seletivos de extracdo (COLOSIMO et al., 2022; ZABOT et al., 2019). Nesse sentido,
um meétodo de extracao e isolamento dos compostos € fundamental para aumentar a
atividade bioldgica dos componentes extraidos bem como o seu rendimento.

Dentre os varios métodos de extracdo de compostos bioativos, aquele que
utiliza solventes orgéanicos € o mais eficiente do ponto de vista do teor de pigmentos
extraidos e da pureza do extrato (ALCAZAR-ALAY et al., 2017; IBRAHIM SILVA;
NACHTIGALL; STRINGHETA, 2010; STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018). Varios
solventes tém sido usados para extragcao e quantificacdo de compostos do urucum,
mas nenhum estudo sistematico de interacbes composto-solvente e seu impacto na
extragao e quantificacdo com diferentes solventes polares e apolares foi relatado.

Como o uso de solventes foi proposto por ser um processo alternativo mais
rapido, barato e seguro, (AGUDELO PATINO et al., 2023; IBRAHIM SILVA;
NACHTIGALL; STRINGHETA, 2010; STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018), buscou-
um produto extraido com finalidade industrial, comercial e laboratorial. Nessa
pesquisa, desenvolveu-se uma nova rota de extragao de compostos bioativos com
solventes polares e apolares de compostos bioativos das sementes de urucum (Bixa

orellana L.).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Desenvolver uma nova rota de extracdo de compostos bioativos das

sementes de urucum (Bixa orellana L.) com solventes polares e apolares.

1.1.2 Especificos

e Extrair os compostos bioativos das sementes do urucum utilizando diferentes
solventes;

¢ Analisar o rendimento dos compostos extraidos;

e Caracterizar a estrutura e a morfologia dos compostos bioativos extraidos;

¢ Avaliar os teores de bixina extraidos a partir da rota de extragcao proposta;

e Avaliar os teores de minerais das cinzas das sementes de urucum;

e Caracterizar estruturalmente as sementes de urucum.



17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DESCRIGAO E CLASSIFICACAO DO URUCUM

A Bixa orellana L., chamada assim pelo conquistador Francisco de Orellan
(GIULIANO; ROSATI; BRAMLEY, 2003; TAY-AGBOZO, 2018), popularmente
conhecida como “urucum” e “colorau” (no Brasil), “achiote” (no México) e “annatto”
(nos EUA) (DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019a). E um arbusto caracteristico da
floresta amazbnica e varzea (Figura 1 a), as sementes (Figura 1 b) produzem um
pigmento de coloragdo avermelhada, dai o nome urucum, palavra derivada do Tupi-
Guarani uru-ku que significa “vermelho”, podendo variar de tonalidades a depender

da sua concentragdo em solucédo (NOBRE et al., 2006).

Figura 1 - O urucuzeiro (a) e sementes de urucum (b).

Fonte: Tay-Agbozo (2018).

O urucuzeiro é originario da América tropical, pertencente a familia Bixaceae
(KARMAKAR et al., 2018). A planta exibe grande variabilidade de coloragdo, com
caule pardo-avermelhado, flores brancas ou rosas, frutos (cachopas) e sementes
vermelhos-escuros (LLOYD, 1980; STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018), estes
usados como ingredientes alimenticios ha muito tempo (VAN CHUYEN; HOI; EUN,
2012), um corante que existe nas formas hidrossoluvel e lipossoluvel, podendo ser
empregado em varios produtos alimenticios (AGNER et al., 2004).
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As sementes sao consideradas a parte da planta com importancia comercial,
ja que o pericarpo seco da semente (revestimento externo da semente) possui
pigmentos com grande aplicagdo industrial. A partir delas € produzido um dos
corantes mais usados no mundo, que é utilizado ndo somente em produtos
alimenticios, mas também nas industrias quimica, cosmética e farmacéutica
(VARDANEGA et al., 2019; VILAR et al., 2014). Possui baixos custo de produgao e
toxicidade o que o torna um pigmento atrativo e conveniente em substituicdo a
corantes sintéticos (AGNER et al., 2004). Dentre os corantes naturais, o urucum tem
grande importancia econdmica-social, ja que de suas sementes consegue-se obter
corantes que vao do amarelo ao castanho, passando pelo vermelho. Quando
comparado aos demais pigmentos naturais, o urucum possui maior estabilidade e
uma coloracao atrativa (TAHAM; CABRAL; BARROZO, 2015).

Figura 2 - Cachopa de urucum (a) Semente inteira e em corte (b)

ARILO

SEMENTE INTEIRA CORTE TRANSVERSAL

Fonte: Carvalho et al., (2010)

As sementes de urucum possuem um pericarpo (arilo) (Figura 2) que
apresenta varias substancias além do caracteristico pigmento vermelho, este
representa de 5 a 10% do peso da semente, dos quais 30% do peso total &
representado pelos carotenoides. Os 70% restantes estao divididos entre proteinas,
lipideos, carboidratos, umidade e cinzas (Tabela 1) (CARVALHO, PAULO
ROBERTO NOGUEIRA et al., 2010), além de ser uma rica fonte de compostos de

interesse em diversas areas (ZABOT et al., 2019).
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Tabela 1 - Composi¢ao das sementes de Urucum.

Composicao (%) Semente (V) Arilo
Umidade 9,8 3,5
Cinzas 4,6 2,0
Proteina bruta (%N x 6,25) 10,8 2,5
Extrato etéreo 4,8 30
Carboidratos totais 70 32
Carotenoides totais - 30

Fonte: Carvalho et al., (2010).

2.2 CAROTENOIDES

A palavra carotenoide é derivada de cenoura (Daucus carota) por conter os
principais pigmentos da sua raiz (RODRIGUEZ-CONCEPCION; STANGE, 2013).

Biologicamente os carotenoides sao sintetizados por todos os foto autotréficos
terrestres e aquaticos, incluindo plantas, microalgas e macroalgas, apresentam
pigmentag¢des vermelhos, amarelos e laranjas (SAINI et al., 2022). Bioquimicamente
os carotendides sdo sintetizados através da adi¢do gradual de trés unidades de
isopentenil pirofosfato (IPP) a um dimetilalil difosfato (DMAPP) para formar o
precursor de 20 carbonos geranilgeranil difosfato (GGPP) (BURRI, 2012; SAINI et
al., 2022; WALTER; STRACK, 2011)

Os carotendides sao hidrocarbonetos naturais (carotenos) contendo oito
unidades de isopreno [CH2=C(CH3) CH=CH] (ou seja, tetraterpenos), derivados do
licopeno (WW-caroteno) (Figura 3 a), algus carotendides apresentam grupos ciclicos
terminais com nove carbonos, como o [-caroteno. Possuem grupos oxigenados
como hidroxila ou epoxido denominados xantofilas, como a luteina (Figura 3 b).
Esses carotendides com menos de quarenta atomos de carbono sdo conhecidos
como apocarotendides, como por exemplo a bixina (Figura 3 c), um éster
monometilico e principal corante do urucum. (SHUMSKAYA; WURTZEL, 2013;
VERSHININ, 1999; VILAR et al., 2014; WALTER; STRACK, 2011).
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Figura 3 - Formulas estruturais do Licopeno (a), Luteina (b) e Bixina (c)

a) AN ANANANANN

b)

c) e

Fonte: Adaptado de VILAR (2014).

Na isomeria, as liga¢gdes duplas na cadeia de polieno dos carotendides
produzem diversos isbmeros geomeétricos e Opticos. Esta cadeia entre 9 e 11
ligagcdes duplas, promove a absorg¢do de luz visivel na faixa de comprimento de
onda de 400-500 nm e é a fonte do vermelho, amarelo, laranja, etc. cores
geralmente associadas a carotendides (Figura 4).(SAINI et al, 2022;
SIEFERMANN-HARMS, 1985; VERSHININ, 1999). No primeiro tipo de
estereoisomerismo, as moléculas podem apresentar os isébmeros all-trans (all-E) ou
cis (Z) e consequentemente, muitos tamanhos e formas (LU; LI, 2008;
SHUMSKAYA; WURTZEL, 2013).
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Figura 4 - Comprimento da conjugacao e cor de alguns carotenoides.

Carotenod Structure Conjugation Coliii
il : 3 ; ;

Phyioene [ | ; | § § ™ 3 Colorless

Phytofluene : : : ™ i 5 Colorless

C-carotene [l A 7 Yellow

Neurosporene Orange

Bixin HG.._ ' s ! |

Lycopene e R Ry ! ; 11

Fonte: Adaptado de Lu & Li (2008).

As propriedades quimicas, bioquimicas e biolégica dos carotenoides sao
essenciais para o corpo humano pois preservam suas células contra os danos
oxidativos causados pelos radicais livres e pelas espécies reativas de oxigénio que
podem ser formados no citoplasma, nas mitocondrias ou nas membranas e atacar
proteinas, lipidios, carboidratos e DNA (SHAMI; MOREIRA, 2004).

2.3 COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES NO URUCUM E SUAS APLICAGCOES

Como o urucum (Bixa orellana L.) € uma planta, a sua fitoquimica é
dependente da vegetagao a qual ela nasce e como consequéncia a composi¢cao dos
constituintes que formam suas sementes variam de regido para regiao. Existe uma
grande variedade de Bixa orellana L. e com ela muitos fitoquimicos, como corantes
amarelos, bixina e norbixina, mono e diterpenos, além de compostos fendlicos
(COELHO DOS SANTOS et al., 2022; FARIA et al., 2019; SHAHID-UL-ISLAM;
RATHER; MOHAMMAD, 2016). As sementes possuem também uma quantidade

substancial de compostos carotendides, principalmente carotendides (9'-cis-



22

norbixina e all-trans-norbixina) e outras criptoxantinas menos importantes, luteina,
zeaxantina metilbixina e geranilgeraniol (GALINDO-CUSPINERA; RANKIN, 2005),
além da fracéo lipidica formada pelos tocotrienois (COSTA, C. K. et al., 2013)

2.3.1 Bixina

A bixina é um pigmento natural vermelho-alaranjado, tipicamente ela é
biossintetizado pela clivagem enzimatica do licopeno. (HUSA; HAMZAH; SAID,
2018). Cerca de 80% desse pigmento € o carotenoide bixina, encontrado na
superficie da semente tendo propriedade corante (VILAR et al., 2014). De acordo
com a variedade da planta, a localizagdo geografica da cultura, a altitude da area
explorada e as condigdes climaticas, a quantidade de bixina nas sementes pode
variar (COELHO DOS SANTOS et al., 2022; VILAR et al., 2014).

As propriedades estruturais e fisico-quimicas da bixina (a-bixina), revelam que
ela € um éster apocarotendide com féormula molecular C2sH3004 € massa molar
394,51 g/mol. (RAHMALIA et al., 2014; RIVERA-MADRID et al., 2016).

Naturalmente encontra-se na configuragao cis-estéreoquimica, mas apresenta
trés isdbmeros principais de trans-bixina, 9',13' -di-cis-bixina e 9' -cis-bixina, contendo
nove ligagdes duplas de carbono conjugado (Figura 5) (SCOTTER, M. J. et al., 1994;
SCOTTER, MICHAEL J., 1995). Sua isomerizagdo ¢é causada devido a
deslocalizagéo e transigao dos elétrons 1 ao longo do esqueleto do polieno (RIOS;
BORSARELLI; MERCADANTE, 2005).
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Figura 5 - Estruturas moleculares de alguns isbmeros da Bixina

CHy CHy . . . ) o
S : [ 2g

9" 13'<cis-bixina

Fonte: Adaptado de Scotter (1994).

As duplas ligagbes da bixina podem isomerizar durante o isolamento e
solubilidade ou quando expostas ao calor e a luz, quando isso ocorre podem
converter-se em varios isbmeros como a [B-bixina, sua configuragdo all-frans e o
pigmento de McKeown, um composto amarelo de 17 carbonos (SCOTTER,
MICHAEL J., 1995).

A analise espectrofotométrica de todo espectro visivel nos fornece
informacdes importantes a respeito dos compostos extraidos das sementes do
urucum. Em espectrofotometria UV-Visivel, os carotendides normalmente mostram
trés picos de absorgdo maxima. Este apocarotendide € um liner insaturado de acido
carotendico, um monoéster de acido dicarboxilico e um éster metilico com 9 ligacdes
duplas conjugadas de absorbancia especifica ( Amax) em 430, 461 e 490 nm (DE
OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019a; STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018).
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Durante os processos de isolamento e preparacgao, a bixina pode se degradar,
como extragdo ou secagem por pulverizagao de suas fontes via oxidante, pHs altos,
oxigénio e condi¢des térmicas. (RAHMALIA et al., 2018; SCOTTER, MICHAEL J.,
1995).

2.3.2 Tocotrienois e Tocoferois

Séao substancias conhecidas pelo seu poder antioxidante presente nas
espécies vegetais além de serem compostos conhecidos por inibir processos de
oxidagao de lipidios em alimentos e sistemas biolégicos. (COSTA, C. K. et al., 2013;
MOHAMAD; IMA-NIRWANA; CHIN, 2021)

Recentemente foi identificado como um vegetal rico em &-tocotriendis, uma
fragdo lipidica presente na porcdo externa da semente (ALBUQUERQUE;
MEIRELES, 2012; CHAO et al., 1991; MORAES; ZABOT; MEIRELES, 2015),
superando substancias como o 6leo de palma e o farelo de arroz, o urucum (Bixa
orellana L.).

Nomeados a-, B-, y- e &- (alfa, beta, gama e delta) tocoferois e tocotrienois,
sdo conhecidos pelo nome genérico “vitamina E”, utilizado para designar oito
diferentes compostos, sdo moléculas hidrofébicas com baixa solubilidade em agua,
0 que leva ao desenvolvimento de estudos sobre emulsificacédo (ZABOT; MORAES;
MEIRELES, 2018). Os tocoferdis e os tocotrienois, possuem um anel cromanol onde
as estruturas se diferenciam dependendo do numero e da localizagdo dos grupos
substituintes destes anéis, eles ocorrem em uma variedade de isbmeros (Figura 6)
(BAPTISTAO, 2020; GUINAZ et al., 2009).

Figura 6 - Estrutura quimica dos tocotrienois e tocoferois respectivamente.
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Fonte: Adaptado de Guinaz (2009).
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Sendo substancias importantes nos alimentos, os tocoferdis por possuirem
propriedades de vitamina E, apresentam atividades antioxidantes, o que faz com que
eles protejam os tecidos do corpo contra os efeitos maléficos dos radicais livres.
Entre todos os homologos do tocoferol, o d-tocoferol apresenta o maior potencial
biolégico (HOUNSOME et al., 2008; LOPEZ ORTIZ; PRATS MOYA; BERENGUER
NAVARRO, 2006). A acao antioxidante acontece pelo fato da sua capacidade em
doar seus hidrogénios fendlicos aos radicais livres, e com isso impedir a oxidagéo
dos lipideos (COSTA, C. K. et al., 2013).

A principal fungcdo do &-tocoferol é a de radical antioxidante em cadeias de
membranas e lipoproteinas, bem como em alimentos (COSTA, PAULO AFONSO DA
et al., 2010; SCHWARTZ et al., 2008). Toda eficacia dos extratos de urucum na
prevencao da peroxidacao de lipidios e como agente antioxidante, é promovida pela
combinacdo da acdo dos tocoferéis com a bixina (CHISTE; MERCADANTE; et al.,
2011; KIOKIAS; GORDON, 2003; MIYAZAWA; NAKAGAWA; SOOKWONG, 2011).

2.3.3 Geranilgeraniol

O principal constituinte terpénico das sementes de urucum, o geranilgeraniol é
um isoprendide encontrado na via intermediario da biossintese das vitaminas E e K,
bem como um importante derivado metabdlico na via de sintese de
isoprendides/colesterol (HO et al., 2018).0s isoprendides, também chamados de
terpendides, consistem em unidades de isopreno (C5) e sao classificados com base
no numero de unidades de isopreno. Os principais grupos sdo monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20) e triterpenos (C30), (VARDANEGA et al.,
2019). Utilizado para descrever um alcool diterpeno de cadeia linear e ocorréncia
natural, o geranilgeraniol possui formula estrutural que pode ser descrita como:
trans-3, 7, 11, 15-tetrametilhexadecatetra-2, 6, 10, 14-em-1-ol (Figura 7).(TAHAM;
CABRAL; BARROZO, 2015).

Figura 7 - Formula estrutural do Geranilgeraniol.
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Fonte: Adaptado de Taham (2015).
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2.3.4 Aplicagoes dos compostos bioativos da semente do urucum na industria

de Alimentos

O urucum é o unico corante natural que tem sua origem no Brasil. Seu baixo
custo de producgao, aliado a baixa toxicidade, tornam o pigmento muito atrativo e
conveniente a industria de alimentos, propiciando substituicdo a muitos corantes de
origem sintética (AGNER et al., 2004; FABRI, ELIANE GOMES; TERAMOTO, 2015;
HUSA; HAMZAH; SAID, 2018).

Aprovado tanto pela Food and Drug Administration (FDA) como corante e
aditivo na industria de alimentos (KAPOOR; RAMAMOORTHY, 2021; MA et al.,
2021; PACHECO et al., 2019) quanto pela Unido Européia e em outros lugares do
mundo, é amplamente utilizado como ingrediente seguro em muitos produtos
alimenticios por sua atividade antioxidante e um amplo espectro de cores vermelho-
alaranjado-amarelo (HUSA; HAMZAH; SAID, 2018; PACHECO et al., 2019).

Na industria alimenticia, como corante natural, a bixina €& utilizada em
produtos lacteos, bebidas, doces, margarina, 6leo de salada, sorvete, produtos a
base de cereais, produtos extrusados, salsichas, arroz, sopas, molhos, bebidas,
produtos a base de peixe, produtos a base de carne, doces, bolos, etc., na industria
de creme e queijo sdo os mais utilizados (BALAKRISHNAN et al., 2021).

Em 2018 Pacheco et al, (2018) avaliou o efeito antioxidante do
processamento de produtos carneos reestruturados usando sal de potassio de bixina
como substituto ao nitrito de sédio (NaNO:2), logo o sal produzido e analisado
mostrou-se uma alternativa viavel aos nitritos por preservar a cor e inibir a
degradagao oxidativa da carne reestruturada, também mostraram que o efeito do sal
de bixina e potassio na estabilizagcdo microbiolégica foi bastante variavel,

dependendo da espécie bacteriana considerada.

2.3.5 Aplicagoes dos compostos bioativos na Saude

Estudos in vitro e in vivo mostraram o uso tradicional da bixina como agente
terapéutico por suas propriedades antioxidantes e antiinflamatérias com capacidade
geral para controlar doengas, como por exemplo, dor, sindromes infecciosas,
cardiovasculares, cancerigenas, neurodegenerativas e metabdlicas, demonstrando

que o carotenoide exerce a agao farmacologica no organismo (LAKEY-BEITIA et al.,
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2019; MA et al, 2021; PACHECO et al, 2019). Também se investigou os
mecanismos da bixina sendo induzida por tetracloreto de carbono (CCls) em
camundongos na inflamagéo renal, fibrose e estresse oxidativo. Os resultados do
estudo mostraram que a Bixina melhorou o dano renal diminuindo os niveis séricos
de creatinina, uréia, acido urico e aliviando a fibrose renal (MA et al., 2021)

O efeito da bixina sobre a alodinia mecanica, comportamentos depressivos e
ansiosos associados ao diabetes, juntamente com seus mecanismos envolvidos,
nesse estudo foi concluido que a bixina pode representar uma alternativa para o
tratamento de comorbidades associadas ao diabetes, neutralizando o estresse
oxidativo e a HbA1 plasmatica (GASPARIN et al., 2021).

Ensaios in vitro mostraram também que a bixina restaurou a sensibilidade das
células de melanoma A2058 a dacarbazina (agente anticancer clinicamente utilizado
para a terapia de melanoma metastatico) e aumentou sua atividade anti-migratéria.
Diferentes experimentos também indicaram que esse apocarotendide potencializou
o efeito pro-apoptético da dacarbazina por aumentar o estresse oxidativo, logo esses
dados sugerem que a bixina exerce atividade antimelanoma intrinseca por
mecanismos complementares aos da dacarbazina, incentivando seu uso em terapia
combinada para o tratamento do melanoma cutaneo (DE OLIVEIRA JUNIOR et al.,
2019).

Por possuirem propriedades antioxidantes, os carotenoides desempenham
papel de fotoprotecdo. Foi demonstrado em estudos in vivo e in vitro e esta
relacionado com sua atividade antioxidante ou com a modulagdo de outros
antioxidantes celulares. (DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2010).
A alta reatividade quimica e suas ligagdes duplas conjugadas é o que |hes concede
propriedades antioxidantes (BHATT; PATEL, 2020).

A norbixina (composto bioativo das sementes do urucum) demostrou ser uma
substancia capaz de potencializar o efeito fotoprotetor dos filtros sintéticos além de
ser um excelente antioxidante. O uso da norbixina, em produtos fotoprotetores,
acompanha a tendéncia no mundo dos cosmeéticos, pois o0 uso de produtos naturais
favorece o aumento da fotoprotegdo e confere agdo antioxidante as formulagdes
(GARCIA, S. V et al., 2023)

O corpo humano apresenta defesas biolégicas de protegdo com o intuito de
retardar os efeitos cumulativos da radiacago UVA e UVB: os antioxidantes

enzimaticos (glutationa, peroxidase, catalase, metionina-redutase e
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superéxidodismutase) e os ndo enzimaticos (vitaminas, minerais, cofatores e
polifendis) (FRANCA et al., 2013).

Os antioxidantes sado substancias que tem a capacidade de inibir o processo
de oxidagcdo de substratos oxidaveis. Dentro da perspectiva biolégica, sao
compostos que protegem o organismo humano, contra os efeitos nocivos
provocados pelos radicais livres (VANNUCCHI; MARCHINI, 2014). Muitas
substancias antioxidantes ja foram identificadas nas plantas (PEREIRA, ANA LUCIA
FERNANDES; VIDAL; CONSTANT, 2009).

Com relagao aos tocoferdis e tocotrienois, as principais aplicacbes desses
compostos do urucum incluem o tratamento de doengas cardiovasculares e cancer
(HOUNSOME et al, 2008) e prevencdo da peroxidagdo lipidica (CHISTE;
MERCADANTE; et al, 2011) os tocotriendis combinados com a bixina atuam
sinergicamente para proteger os lipidios insaturados da oxidagdo (CASTRO;
MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2011).

Um estudo publicado por Sun et al., (2012) sobre a agdo da vitamina E em
testes com ratos, mostrou uma redugdo significativa nos compostos oxidativos
causado pela eliminagdo dos radicais livres, reduzindo os niveis de peroxidagao
lipidica. Esse mesmo autor demonstrou em outro estudo que a suplementagdo com
Vitamina E na alimentacdo de pessoas saudaveis mostrou redugdo no estresse
oxidativo de células sanguineas. Também foi demonstrado que a agdo dos
tocotrienois apresentaram propriedades anticancer (PIERPAOLI et al., 2013;
RAHMAN et al., 2008) e na prevencao de doencas cardiacas (LEE et al., 2005;
SHIBATA et al., 2008).

O geranilgeraniol é o principal constituinte terpénico das sementes de urucum
e apresenta diversas propriedades terapéuticas, como atividade anti-inflamatéria
(GIRIWONO et al.,, 2013; PEREIRA, WANDERSON S. et al., 2018) regulagao da
producdo de testosterona (HO et al., 2018) agédo contra a doenga de Chagas
(MENNA-BARRETO et al., 2008) e leishmaniose (DA SILVA SANTOS et al., 2016) e
atividade anticancerigena (KATURU et al., 2011).

Em 2018 Jaskiewicz et al., (2019) realizou um estudo sobre a agao diversa
das estatinas selecionadas no musculo esquelético onde ela tentou explicar o efeito
protetor do Geranilgeraniol em Estatina-Associado selecionadas no musculo

esquelético Miopatia (SAM), nessa pesquisa, constatou-se que o geranilgeraniol
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previne o SAM, em parte, como consequéncia de uma via independente da caspase-

3, provavelmente pela inativagao do sistema calpaina.

2.3.6 Aplicagoes compostos bioativos diversas na industria

Além da vasta utilizagdo dos compostos extraidos das sementes de urucum
em inumeras aplicagdes na industria alimenticia e da saude, ha ainda uma enorme
outra parcela de aplicacbes em setores téxtil e de couro, cosméticos etc. (SHAHID-
UL-ISLAM; RATHER; MOHAMMAD, 2016).

Um material composto por acetato de celulose (nanofibra) associado ao
extrato bruto de urucum foi testa in vivo onde teve éxito na cicatrizacdo de feridas,
demonstrando ser um material inédito com boa compatibilidade (DOS SANTOS et
al., 2021).

A bixina foi explorada como um corante sensibilizador em células solares e na
terapia fotodinamica. E em Células solares baseadas em nanoparticulas de TiO:2
foram sensibilizadas usando corantes naturais bixina e norbixina e seu desempenho
foi analisado na presencga e auséncia de aditivo 2,2'-bipiridina (bipy) no eletrdlito. Os
resultados demonstraram que o aditivo, 2'-bipiridina (bipy) promoveu o aumento
significativo na voltagem das células. Este efeito foi mais pronunciado para a célula
sensibilizada com bixina , pois seu potencial aumentou de 299 para 519 mV
(CARVALHO, I. C. et al., 2020; CELLS et al., 2015; RAHMALIA et al., 2018; TAY-
AGBOZO, 2018; TAYA et al., 2015; TRACTZ et al., 2018).

Em um estudo realizado por Alwis et al., (2021) dois apocarotenoides, bixina e
norbixina sofrem fotodegradagéo na superficie de nanoparticulas semicondutoras de
TiO2. Logo, foi sugerido que o semicondutor TiO2 pode atuar como um catalisador
para o processo de fotodegradagcdo com um mecanismo comum a formacédo do
cation do radical apocarotenoide.

Stooll et al., (2023) adicionou bixina em filmes de PLA (poli(lactido)) apds
mistura por fusdo ou fundi¢do de solugédo para obter novos materiais de embalagem
para produtos alimenticios sensiveis a luz, nesse sentido, a bixina mostrou-se um
aditivo natural muito promissor para melhora do desempenho de materiais de
embalagem comercial para preservar a qualidade de diversos produtos alimenticios

sensiveis a oxidacgao.
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A bixina foi testada formando um filme fino como um biosorvente para a
remogdo de ions mercurio (Hg?*) em solugdes aquosas, os resultados mostraram
que o filme de bixina € uma alternativa adequada para a remocgao eficiente de
mercurio (Hg?*) de diversos sistemas aquosos. Isso introduz uma nova classe de
biossorvente baseada em apocarotendides, que sdo sustentaveis, de baixo custo,
n&o tdxicos e faciimente obtidos (CONDE VIEIRA et al., 2021).

Atualmente, a procura por compostos bioativos tem crescido, principalmente
aqueles que apresentam atividade antioxidante, devido a capacidade que eles tém
em interagir com as espécies reativas de oxigénio e impedir que ocorra efeitos
biolégicos indesejados nas proteinas, DNA e RNA, bem como alteragbes oxidativas
de aminoacidos, peroxidagcdo lipidica e ligagbes cruzadas com outras
macromoléculas, ruptura de cadeias e rearranjos cromossOdmicos, clivagem peptidica
e mutagdes (MELOI et al., 2011).

Antioxidantes naturais, tais como as vitaminas, polifendis e os carotenoides,
tém sido utilizados na area dos cosméticos, como por exemplo, em formulagdes de
fotoprotetores por causa das suas propriedades fotoprotetoras e antioxidantes.
Dentre os antioxidantes mais conhecidos e usados nas formulacdes fotoprotetoras
estdo a Vitamina E, vitamina C e o betacaroteno que ja tiverem seus efeitos
fotoprotetores comprovados (GONZALEZ; FERNANDEZ-LORENTE; GILABERTE-
CALZADA, 2008).

2.4 PROCESSOS DE EXTRACAO DOS COMPOSTOS DO URUCUM

A extracido de compostos das sementes de urucum, foi aprendida com os
indios, de maneira artesanal misturavam as sementes em agua quente com a
finalidade de extrair a calda vermelha. Em referéncia a uma especiaria portuguesa
homdénima de coloragao igual, o corante passou a ser chamado de colorau, dessa
forma nascia naquela época o colorau ou colorifico, nome utilizado até hoje (FABRI,
GOMES; ROBERTO; CARVALHO, 2012; STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018).

Pelo fato dos seus pigmentos estarem localizados na porgao externa
(pericarpo) das sementes, para extragdo nao € necessaria a sua maceragao.
Numerosas abordagens sao usadas para extrair os pigmentos das sementes de
urucum secas, normalmente sdo extraidos por processos mecanicos (Atrito e

secagem em leito de jorro; Raspagem e peneiramento) ou fisico-quimicos (Extracéo
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com Oleos vegetais; Extragdo com solventes organicos; Extracdo com solucéo
alcalina e Extragcdo com CO:2 supercritico) (SINHA et al., 2013; STRINGHETA,;
SILVA; COSTA, 2018; TAHAM; CABRAL; BARROZO, 2015; TAHAM; SILVA;
BARROZO, 2016; YOLMEH; HABIBI NAJAFI; FARHOOSH, 2014).

Trés métodos basicos, de maneira comercial, sdo mais usados para extrair o
pigmento das sementes: a extragao alcalina; a extracdo em o6leo, que resulta na
remogdo da bixina das sementes, além de pequenas quantidades de outros
materiais coloridos; e a extracdo com solvente, que resulta na forma mais pura do
pigmento bixina. De forma alternativa a extragdo mecanica, a extragdo com diéxido
de carbono (COz2) supercritico também podem ser utilizadas. Estes dois ultimos sao
caracterizados por serem métodos de extragdo nao poluentes, embora ainda sejam
mais utilizados em escalas laboratoriais como objetos de estudo (COLOSIMO et al.,
2022; TAHAM; CABRAL; BARROZO, 2015; TAHAM; SILVA; BARROZO, 2016).

2.4.1 Atrito e secagem em leito de jorro

E um processo mecanico, desenvolvido por Marthur e Gishler em 1955. O
leito de jorro € um equipamento que promove o contato solido-fluido. Nesse
equipamento as sementes de urucum sao forgadas por uma corrente de ar através
de um tubo em um extrator de leito de jorro. A principal caracteristica deste
equipamento € o movimento circular e uniforme das particulas no interior do leito, o
que proporciona um bom contato entre o fluido e as particulas, garantindo elevados
coeficientes de transferéncia de calor e massa justificando, assim, o seu uso em
secagem e inoculagdo de graos (IBRAHIM SILVA; NACHTIGALL; STRINGHETA,
2010; STRINGHETA,; SILVA; COSTA, 2018)

Barrozo et al., (2013) em seu trabalho, demonstrou ser possivel de forma
eficiente extrair bixina utilizando esse aparelho. Taham et al., (2016) propuseram o
uso de uma nova configuragao para o leito de jorro utilizando um tubo draft, ou seja,

um anteparo com altura regulavel objetivando aumentar o rendimento da extragao.

2.4.2 Raspagem e peneiramento

Esses métodos de extragcdo ndo sdo utilizados industrialmente pois sdo

métodos grosseiros que n&o garantem um bom rendimento. Como o material
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desejado se encontra no pericarpo (porgao externa) da semente, a raspagem pode
ser feita com escovas de nailon, sob a sua superficie. O peneiramento é realizado
através da agitagao das sementes em uma peneira, de forma que a camada externa
se desprenda e seja separada originando uma “massa” corante (STRINGHETA;
SILVA; COSTA, 2018).

2.4.3 Extragao com dOleos vegetais

Uma maneira industrial de extragcdo direta, simulando o que ocorre na
culinaria tradicional da América Latina, a semente de urucum €& imersa em O6leo
vegetal comestivel refinado, para produzir uma solugcdo oleosa de bixina, que é
entdo aquecida e filtrada. Esse filtrado € vendido como corante com um alto teor de
lipidios para temperar alimentos (IBRAHIM SILVA; NACHTIGALL; STRINGHETA,
2010; STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018).

O extrato normalmente possui uma quantidade préxima de 1,5% de bixina, ou
uma suspensao de aspecto oleoso com até 8% de bixina sendo vendidas
diretamente como corante de urucum, um o6leo-soluvel apos a padronizagdo da cor
caracteristica (COLOSIMO et al, 2022; IBRAHIM SILVA; NACHTIGALL;
STRINGHETA, 2010). A bixina é o principal componente obtido neste método de
extragdo, embora existam compostos que se originam da degradagao térmica, estes
possuem uma coloracdo amarelada sdo mais estaveis devido a utilizacao do calor,
inerente do processo da extragdo, além de serem lipossoluveis (STRINGHETA;
SILVA; COSTA, 2018; TAHAM; CABRAL; BARROZO, 2015).

Como a extragdo da 9’-cis-bixina pode acontecer pelo aquecimento da
suspensdo das sementes a uma temperatura maxima de 130 °C, ocorre a
isomerizagao da forma cis em seus isébmeros trans, compreendendo uma mistura de
todos os isdbmeros frans da bixina e da 9'-cis-bixina em proporgdes variaveis,
dependendo da temperatura de extragdo e do tempo. Préximo a estas altas
temperaturas de extragao, a 9'- cis-bixina sofre uma série de reac¢des de degradacéo
que produzem uma gama de produtos coloridos, que vao desde o amarelo até o
alaranjado (LLOYD, 1980).

O colorau, colorifico ou corante pode ser produzido por este método de
extracdo. Sua producdo ocorre pela mistura de fuba ou farinha de mandioca com o

urucum em po ou com o extrato oleoso de urucum. O produto, tem como principal
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mercado a regido Nordeste do pais, € muito utilizado para proporcionar a cor
avermelhada para carnes, molhos, queijos e arroz (TOCCHINI; MERCADANTE,
2001)

2.4.4 Extragcao com solventes

Os fatores que afetam a taxa de extragcdo dos pigmentos do urucum sao
tamanho da particula, o solvente utilizado e a temperatura. Particulas menores, com
grande area de superfisie, podem ser lixiviadas em particulas maiores nesse caso, o
solvente tem menos contato com a superfisie a ser extraida. O solvente deve
apresentar baixa viscosidade e circular livremente no sistema. Com relacdo a
temperatura, geralmente a extragdo ocorre de maneira mais eficaz quanto maior for
a temperatura de trabalho, porem a bixina é termossensivel a temperatura acima de
100°C, logo o solvente devera se misturar com a semente para uma maior extragao
dos compostos (IBRAHIM SILVA; NACHTIGALL; STRINGHETA, 2010;
STRINGHETA,; SILVA; COSTA, 2018).

A extragao com solventes é a mais eficiente em relacado ao teor de pigmentos
extraidos e a pureza do extrato, porém é limitada pela necessidade de um solvente
que seja compativel com o emprego do produto final. Para ensaios laboratoriais
como a determinagao do teor de bixina em sementes e extratos isolados de bixina
dentre outros, os solventes orgénicos sdo os mais adequados (STRINGHETA,;
SILVA; COSTA, 2018).

Os solventes apolares e polares se dividem em dois grupos: polares proéticos
(solvente que carrega uma ligagcado de hidrogénio) e polares apréticos (solvente que
nao carrega ligagao de hidrogénio). A polaridade do solvente é fundamental tanto na
extracdo quanto na caracterizacdo de compostos organicos, haja vista que essa
caracteristica do solvente exibe comportamentos diferentes dos compostos
extraidos (RAHMALIA et al(2014).

2.4.5 Extragcao com solucdes alcalinas

O processo de extracdo de compostos que envolve solucdes alcalinas é o

mais utilizado de ponto de vista comercial, por ser o mais simples. A bixina ndo é

soluvel em agua, a ndo ser em solugao alcalina, pode sofrer uma reagdo quimica de
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saponificagdo. Utiliza-se trés bases no processo, sendo elas o hidréxido de sdodio
(NaOH), potassio (KOH), aménio (NH4OH) além do sal carbonato de sédio (Na2CO3)
como fonte de alcali (VAN CHUYEN; HOI; EUN, 2012).

Colosimo et al., (2022) mostram que a forga da reagdo quimica de
saponificagao da bixina € dependente primordialmente da concentragao e do tipo da
base utilizada e, em ultima analise ao tempo e da temperatura do processo. Quanto
maior for a concentracdo da base, a reacdo quimica de saponificagdo sera mais
completa. Algumas bases proporcionam reagdo completa enquanto outras oferecem
uma reagao parcial, gerando mistura de pigmentos (bixina e norbixina) no extrato
(Figura 8).

Figura 8 - Reagdes quimicas para obtengdo do corante (norbixina) deu

rucum utilizando solugdes alcalinas.
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Fonte: Adaptado de Stringheta (2018).

Algumas dificuldades neste método de extracdo poderao surgir dependendo
do meio, ser mais ou menos acido. Na condicdo de um meio mais acido, o
norbixinato sera reprotonado e formara a norbixina, composto menos soluvel em
agua, nesse caso ocorre a precipitacdo do pigmento. Uma outra limitacdo associada
ao meétodo esta na retirada da solugido alcalina do extrato. Esta exige operagoes
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unitarias posteriores ao processo, elevando o custo energético do processo
(TAHAM; CABRAL; BARROZO, 2015).

2.4.6 Extragcao com CO:2 supercritico

A extracdo com fluido supercritico (SFE - Supercritical Fluid Extraction)
explora o poder de solvatacdo dos fluidos a temperatura e pressdo acima de seus
valores criticos (BRUNNER, 2005). Um dos fluidos supercriticos mais usados na
industria € o didxido de carbono (CO2), que possui temperatura critica (Tc) de 31,1
°C e presséo critica (Pc) de 73,7 bar. No processo de extracado supercritica, o CO2é
utilizado como solvente em condicdes criticas de temperatura e pressao. Nestas
condi¢des, com alguns solventes, ocorre um aumento na solubilidade. Este método
tem se mostrado vantajoso na remocao seletiva de compostos de sistemas
alimenticios complexos (TAHAM; CABRAL; BARROZO, 2015).

COLOSIMO et al.,(2022) em seu trabalho afirma que este método de extracéo
de bixina é vantajoso pois n&o utiliza solventes téxicos e produz produtos de alta

qualidade além de se mostra um processo de baixo impacto ambiental.
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3 METODOLOGIA

Esse estudo foi realizado no Laboratério de Fisico-Quimica (Instituto Federal
do Piaui — IFPI) onde extraiu-se compostos bioativos das sementes de urucum, com
diferentes solventes. As caracterizagdes por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) foram realizadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE-PE) e as caracterizagbes de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) no Instituto de Criminalistica "Vital Araujo" Policia Civil do Estado do Piaui
(PC-PI).

Nessa pesquisa, foram executadas combinag¢des de solventes, resultando na
metodologia ilustrada no organograma da Figura 9. A fim de uma analise para
demonstrar a viabilidade da metodologia  proposta, realizou-se um estudo
comparativo de acordo com o método apresentado por Husa (2018), com

alteragcbes, para a extracdo dos compostos bioativos das sementes de urucum.

Figura 9 — Fluxograma das Etapas experimentais realizadas na pesquisa.
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Fonte: Autor (2023).

No Quadro 1 é apresentado as caracteristicas dos materiais obtidos em cada

etapa da extragao e suas siglas.
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Quadro 1 - Caracteristicas dos materiais obtidos em cada etapa da extragéo e suas

siglas.
Solvente Utilizado Caracteristicas do Material Sigla
Agua Sdlido de coloragéo preta 1
Liquido de coloragédo laranja 2A
Hexano (P.A) Liquido de coloragéo vermelha 2B
Sdlido obtido apoés a destilagédo 3A
Clorofémio (P.A) Sdlido obtido do residuo
do bal&do volumétrico 3B
. Sélido obtido antes da destilagéo 4A
Alcool Etilico (P.A)
Salido obtido apés a destilagédo 4B

Fonte: Autor (2023).

3.1 QUIMICA E REAGENTES
A matéria prima empregada foi a semente de urucum (Bixa orellana L.), obtida
em comeércio local da cidade de Teresina-Piaui, em novembro de 2022.A Tabela 2

apresenta os solventes utilizados, necessarios para a realizagao da pesquisa.

Tabela 2 - Lista de reagentes utilizados.

Solvente Tipo Fornecedor
Agua destilada P.A ACS Prépria do laboratorio
Hexano P.A ACS Dinamica
Cloroférmio P.AACS Exodo cientifica
Alcool Etilico P.AACS Vetec

Fonte: Autor (2023).

3.2 ETAPAS DAS EXTRAGCAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Inicialmente as sementes foram selecionadas de forma que visualmente
apresentassem uma coloragao laranja-avermelhada intenso. 200,0 g de sementes,
previamente livres de impurezas, foram colocadas em um saco filtrador deixando-as
em refluxo, por 24 horas, em um sistema Soxhlet. Utilizou-se 700,0 mL de cada
solvente (Tabela 2), de maneira alternada por ordem de polaridade.
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Na primeira etapa do processo, utilizou-se a agua destilada, foi observado,
a olho nu, que as sementes eram de cor avermelhada e a solugdo que escorria
da corneta extratora do sistema Soxhlet durante o refluxo para o baldo de fundo
redondo era da mesma tonalidade.

Na segunda etapa do processo de extragao apos 20 minutos de secagem
das sementes na capela, foi utiizado o Hexano (P.A), como solvente.
Visualmente foi observado que as sementes prosseguiam com a mudanca de
coloragcao enquanto a extrato apresentou duas fases de coloracgdes diferentes.

Na terceira etapa, apds a secagem das sementes por mais 20 minutos na
capela, usou-se o cloroférmio (P.A) como solvente. A olho nu as sementes
comecaram a ficar com o aspecto murcho, sua cor escura e o extrato vermelho
intenso.

Por fim na quarta etapa da extracao, foi utilizado o solvente alcool etilico
(P.A) ap6s a exposicao das sementes para a secagem por mais 20 minutos.
Durante os cinco dias da extracao, a solugdo que escorria da corneta extrato para
o baldo de fundo redondo, ficou visivelmente com uma tonalidade mais incolor. O
processo de lavagem foi interrompido quando a solugdo que escoou do aparelho
Soxhlet para o frasco de fundo redondo ficou transparente e as sementes de
urucum, escuras.

Ao final de cada etapa, foram destilados os extratos adquiridos a fim de
recupera-los, bem como os materiais extraidos para as caracterizacbes, conforme
mostra de maneira resumida a Figura 10.

Apos o processo da destilacdo e secagem em estufa, a fracdo solida, obtida
da extragdo com agua destilada, foi observado um material de coloragéo escura e de
aspecto higroscopico. Da etapa da extragdo hexano (P.A) obteve-se um material
oleoso com duas fases uma menos densa e de tonalidade vermelho intenso e outra
de coloracao laranja. Na etapa da extragédo cloroférmio (P.A) e alcool etilico (P.A)
respectivamente, foi separada por filtragdo, e obteve-se a forma pura de

microcristais de bixina com tonalidade vermelho-purpura.
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Figura 10 - Resumo dos procedimentos realizados para a extracdo do material.
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Terminado o processo de extragdo armazenou-se 0s materiais em recipiente
ambar para protecdo da luz. Apds isso, quantificou-se, em massa, os materiais
extraidos. Com relacdo as sementes, uma parte foram avaliados os teores de
minerais das suas cinzas antes da extragdo (sementes in natura) e apés a extragao

(sementes tratadas), a outra parte foi descartada.

3.3 METODOLOGIA PADRAO DE REFERENCIA

A metodologia descrita, foi desenvolvida partindo do principio de que nas
sementes de urucum (Bixa orellana L.) possuem compostos bioativos lipossoluveis e
hidrossoluveis, logo entende-se que alternando o uso de solventes de polaridades
diferentes é possivel extrai-los em cada etapa da extracao.

A fim de uma possivel a viabilidade da metodologia desenvolvida, foi
comparado com o método utilizado por Husa et al., (2018), com alteragdes. Nesse
sentido, separou-se 4 lotes de sementes de urucum, para cada lote pesou-se 50
gramas de sementes, alternando com 400 mL para cada tipo de solvente utilizado.

O quadro 2 ilustra o lote de sementes utilizado na pesquisa, para cada lote
utilizou-se a nomenclatura do solvente que iniciou o processo de extragcdo bem como

a sequéncia de solventes utilizadas para cada lote de semente utilizado.



Quadro 2 - Sequéncia de solventes utilizados.

Lote Solvente/Etapa
Agua
Hexano
Semente Cloroférmio
Agua Alcool Etilico
Hexano
Cloroférmio
Semente Alcool Etilico
Hexano Agua
Cloroférmio
Alcool Etilico
Semente Agua
Cloroférmico Hexano
Alcool Etilico
Agua
~Semente Hexano
Alcool Etilico Cloroférmio

Fonte: Autor (2023).
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A mistura das sementes de urucum com o solvente foi agitada em agitador

digital (IKA, RW-20) durante uma hora para cada solvente utilizado uma frequéncia

de 500 rpm até a completa extracdo da cor das sementes (Figura 11). Entre um

solvente e outro esperou-se secar as sementes para eliminar os riscos de

contaminagao. O material extraido foi filtrado usando papel Whatman grau 595 com

tamanho de poro variando de 4 - 7 um. Apds o processo de extragao, recuperou-se

o solvente em evaporador rotativo e o precipitado foi seco em estufa a 60 °C por 24

horas.
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Figura 11- Processo de extragdo de compostos bioativos segundo a norma

Fonte: Autor (2023).

3.4 DETERMINACAO DO TEOR DE CAROTENOIDES TOTAIS EXPRESSOS EM
BIXINA POR ESPECTROFOTOMETRIA

De acordo com a norma proposta pelo Instituto Adolfo Lutz, preparou-se uma
solugdo aquosa de hidroxido de potassio a 0,5% que consistiu em pesar 5 g de
hidroxido de potassio (KOH) utilizando balanga analitica digital FA 2012N e
transferiu-se para um balao volumétrico de 1000 mL.

Pesou-se, 0,1 g do corante em pd, do material extraido e transferiu-se para
um baldo volumétrico de 500 mL com hidréxido de potassio 0,5%. Pipetou-se 1 mL
desta solucédo para um baldao volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com
hidréxido de potassio (KOH) 0,5% (Figura 12).
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Figura 12 - Solugao corante filtrada de semente de urucum (1) e extrato alcalino da

semente de urucum (2).

Fonte: Autor (2023).

Ajustou-se o zero do espectrofotdmetro, em unidades de absorbancia a 453
nm, utilizando a solugdo de hidréxido de potassio (KOH) 0,5% como branco e
cubetas de 1 cm. Utilizou-se as seguintes formulas para a determinagdo da

concentragao molar da Bixina:

ml
) = v (Equagao 1)
Onde:
m= Concentragdo molar (mol/L).
m1= massa as bixina (g).
M= Massa Molar da Bixina (g/mol).

V= Volume da solugao (L).
Concentragao da Bixina apos a diluigéo:
mi.Vi= mf.Vf (Equacéo 2)
Onde:

mi= Concentra¢ao molar inicial (mol/L).

Vi= Volume da solugéo inicial (L).
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mf= Concentracao molar final (mol/L).

Vf= Volume da solugao final (L).

Os espectros de absorgcdo obedecem a uma relacdo linear entre a
absorbancia e a concentragdo de uma espécie absorvente, ou seja, a lei de Beer-

Lambert (RODRIGUEZ, 2001), que pode ser representada pela seguinte formula:

A =Eo-I-m(Equacao 3)

Onde:

A: absorbancia;

Eo: coeficiente de absorgéo (mol/L-cm);
I: comprimento do caminho 6ptico (cm);

m: concentragdao molar (mol/L).

O Calculo do teor de carotenoides totais expresso em norbixina usando o
valor de absortividade: Eo= 3473.

Para expressar o resultado em bixina, deve-se multiplicar o teor de norbixina
encontrado pelo fator 1,037.

Utilizou-se a Espectrofotometria do Ultravioleta/Visivel (UV-VIS) para
compararmos o0s picos especificos de carotenoides nos solventes utilizados, bem
como analisarmos o teor do material adquirido.

A norma foi utilizada para a determinacdo do ter de carotenoide totais
expressos em bixina no material extraido segundo a metodologia proposta e para a

metodologia segundo Husa et.al., (2018) para a analise do padrao de comparagao.
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4 CARACTERIZAGAO DOS MATERIAIS EXTRAIDOS

As caracterizagdes fisico-quimicas dos materiais extraidos foram realizadas
nos Laboratérios do Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia de Materiais
(PPGEM) do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Piaui (IFPI). As
caracterizagdes de MEV e FTIR foram realizadas no Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste (CETENE) e Instituto de Criminalistica "Vital Araujo"

Policia Civil do Estado do Piaui (PCPI) respectivamente.

4.1 DE ACORDO COM METODOLOGIA PROPOSTA

4.1.1 Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros dos materiais extraidos foram obtidos em infravermelho (FTIR)
realizada em espectrometro Bruker Alpha Il ATR platinum T Diammond, utilizando
acessorio ATR (reflectancia total atenuada) e cristal de diamante, na regidao de 4000-

600 cm™' com 32 varreduras (scans) e resolugdo de 4 cm-’

4.1.2 Andlise por Espectrofotometria Ultravioleta/Visivel (UV-VIS)

Os espectros de absor¢cao molecular no ultravioleta/visivel foram obtidos em
espectrometro de duplo feixe SHIMADZU, modelo UV-2401 PC. Foram preparadas
solugdes padrdées dos materiais extraidos, usando alcool e cloroférmio como
solventes. Para efetuar as analises, foram colocadas 5 a 10 gotas das solugbes
preparadas em cubetas de quartzo de 4 mL de capacidade com preenchimento da
capacidade restante com solvente, em seguida, foram submetidas a analise
espectral em faixa de varredura entre 600 nm a 200 nm. Logo foi observado a
absor¢do molecular dos extratos liquidos (apds a agitagdo) e secos (apdés o

processo de recuperagao do solvente e secagem em estufa).

4.1.3 Anadlise Termogravimétrica e Gravimetria Derivada TG/dTG

As curvas de analise termogravimétrica e gravimetria derivada foram obtidas
simultaneamente no aparelho SDT Q600, da TA INSTRUMENTOS, utilizando a
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razao de aquecimento de 10 °C/min, no intervalo entre 25 a 1000 °C, utilizando

atmosfera de nitrogénio com um fluxo de 50 mL/min.

4.1.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As anadlises DSC foram realizadas num analisador térmico modelo DSC-60
plus. Foram usadas panelas de aluminio que foram aquecidas de 25 °C a 600 °C
numa taxa de aquecimento de 10°C/min, em atmosfera de nitrogénio a 50 mL.min"".

Foi usada em média 8,0 mg de amostra em cada panela.

4.1.5 Cinzas

Para a analise, foi utilizado o método gravimétrico segundo as normas do
Instituto Adolfo Lutz com alteragdes (BRASIL, 2005a). Essas alteragdes se justificam
devido a massa das cinzas serem utilizadas para a analise de Fluorescéncia de
Raios-X (FRX).

Ao final das etapas da extracdo, com a finalidade de determinar o teor de
cinzas (residuo mineral fixo), foram pesados 20g das sementes (antes e depois da
extragdo) em cadinho de porcelana previamente tarado e colocado em forno a uma

temperatura de 600°C até a degradagao de toda a matéria orgéanica.

4.1.6 Fluorescéncia de Raios-X (FRX)

Para esta analise foi utilizado um Espectrémetro por Fluorescéncia de Raios-
X, modelo Epsilon 3 - XL da Panalytical, utilizando modo omnian, em ambiente de ar

atmosférico e gas nitrogénio).

4.1.7 Microscopia Eletronica de Varredura com Espectroscopia de Dispersao
em Energia acoplada (MEV-EDS)

As micrografias foram realizadas no microscopio eletrdbnico de varredura
(MEV) com canhdo a emissao por campo, marca FEI, modelo Quanta FEG 250, com
tensdo de aceleragdo de 1 a 30 kV, equipado com EDS de SDD (Silicon drift
detectors), marca Ametek, modelo HX-1001, detector Apollo X-SDD. Amostras foram
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fixadas em fita adesiva dupla face de carbono, aterradas com tinta adesiva
condutora de prata, e recobertas com Ouro (Au) na metalizadora, marca Quorum,

modelo Q150R, durante 30s, a 20 mA, por plasma gerado em atmosfera de argonio.

4.1.8 Analise do teor de pigmentos do material extraido.

A analise do teor de carotenoides totais expressos em bixina foi realizada pelo
meétodo espectrofotométrico do Instituto Adolfo Lutz. Para a determinagdo foi
utilizado 0,1 gramas do material extraido e diluido em hidréxido de potassio (KOH),
posteriormente, foi realizada a leitura em comprimento de onda de absorgdo maxima

453 nm utilizando hidroxido de potassio (KOH) como branco nas leituras.

4.2 DE ACORDO COM A NORMA UTILIZADA PARA COMPARACAO

4.2.1 Analise por Espectrofotometria Ultravioleta/Visivel (UV-VIS)

Os espectros de absorgao molecular no ultravioleta/visivel foram obtidos em
espectrometro de duplo feixe SHIMADZU, modelo UV-2401 PC. Foram preparadas
solugdes padrdées dos materiais extraidos, usando alcool e cloroférmio como
solventes. Para efetuar as analises, foram colocadas 3 a 5 gotas das solugdes
preparadas em cubetas de quartzo de 4 mL de capacidade com preenchimento da
capacidade restante com solvente, em seguida, foram submetidas a analise
espectral em faixa de varredura entre 600 nm a 200 nm.

Utilizou-se a Espectrofotometria do Ultravioleta/Visivel (UV-VIS) para
compararmos o0s picos especificos de carotenoides nos solventes utilizados, bem
como analisarmos o teor do material adquirido. Logo foi observado a absorgao
molecular dos extratos liquidos (apds a agitagédo) e secos (apds o processo de

recuperacgao do solvente e secagem em estufa).
4.2.2 Analise do teor de pigmentos do material extraido
A analise do teor de carotenoides totais expressos em bixina foi realizada pelo

método espectrofotométrico do Instituto Adolfo Lutz. Para a determinagdo foi

utilizado 0,1 gramas do material extraido e diluido em hidréxido de potassio (KOH),



47

posteriormente, foi realizada a leitura em comprimento de onda de absorgdo maxima

453 nm utilizando hidroxido de potassio (KOH) como branco nas leituras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os compostos bioativos obtidas das sementes de urucum (Bixa orellana L.),
apds o isolamento notou-se que cada etapa, possuia visualmente caracteristicas
diversas, como observado na Figura 13. Na etapa da extragdo com agua destilada o
material apresentou coloragcéo escura. Quando dissolvido em agua, sua tonalidade
ficou amarelada com um aspecto higroscopico e aroma adocicado. Os compostos
extraidos com o hexano (P.A) apresentaram duas fases com caracteristicas oleosas.
Uma menos densa de coloragcédo vermelha e outra de coloragao alaranjada. Na etapa
da extragdo com cloroférmio (P.A) foi verificado que a bixina apresentou coloragéo
violeta e por possuir polaridade intermediaria dissolveu-se bem tanto no alcool
quando no cloroférmio, o mesmo foi observado para a etapa da extragao com alcool
(P.A), com a diferenca na textura dos materiais solidos, isso provavelmente devido
ao solvente utilizado, a metodologia adotada na extragdo ou até mesmo devido a
reacao de isomerizacdo no momento da recuperacao do solvente, como descrito por
(HUSA; HAMZAH; SAID, 2018; RAHMALIA et al., 2014).

O extrato solido foi quantificado com uma massa de 48,03 g. representando
um rendimento de aproximadamente 24% de material extraido. O material

caracterizado como bixina, apresentou uma massa de aproximadamente 16,56 g.
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Figura 13 - Materiais obtidos durante as etapas da extracdo: Extragdo agua (a)
Extracdo Hexano (b); Extracdo Hexano (c); Extragcao Cloroférmio (d); Etapa da

Extragéo Alcool (e).

Fonte: Autor (2023).

Com relagao as sementes in natura, foi nitida a mudancga de coloracao (Figura
14), indicando que o material extraido se encontra na superficie do grao,
corroborando com os trabalhos de STRINGHETA; SILVA E COSTA (2018). Amassa
final das sementes foi de 147,89 g, fazendo a diferenga entre a massa de partida (in
natura) e a massa final (tratada), houve uma perda de aproximadamente 4,08 g de

material, ocasionada devido a lavagem, filtragdo, pesagem e até mesmo na troca de

recipientes para armazena-lo.

Figura 14 - Sementes de urucum in natura (a) e tratada (b)

Fonte: Autor (2023).
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5.1 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

No espectro da amostra 1 (Figura 15) € apresentado uma banda ampla e
intensa em 3268 cm™! devido as vibragdes de estiramento da ligagdo (O-H). O pico
em 2928 cm' é atribuido ao estiramento assimétrico (C-H ) dos grupos metil (CH3).
Banda intensa e estreita em 1589 cm™ é o grupo funcional do anel aromatico,
especificamente as vibragbes de estiramento C=C (carbono-carbono) em liga¢des
duplas conjugadas. Essa regido do espectro € caracteristica das vibragdes de
estiramento das ligagdes duplas conjugadas presentes em anéis aromaticos, como o
benzeno.

Figura 15 — Grafico do Espectros de FTIR dos materiais extraidos das sementes de
urucum (Bixa Orellana L.) nas etapas de agua (Amostra 1) e hexano (Amostra 2) e
do po de bixina (Amostras 3A, 3B, 4A, 4B)
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Amostra 4A

Trasmitancia (u.a.)
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Fonte: Autor (2023).

A banda média e estreita em 1389 cm™! é geralmente atribuido as vibragdes

de deformagado angular (dobramento) C-H em grupos metil (CHs), essa regido do
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espectro € caracteristica das ligagdes C-H em cadeias alifaticas ramificadas. A
banda estreita e intensa em 1033 cm™ é atribuida a um alcool primario (O-H).
Provavelmente nessa etapa da extracdo a agua, que €& um composto polar
inorganico, tenha arrastado muitas outras substancias, formando um material com
bandas de absorgcdo em faixas que as diferem de bixina.

A Tabela 3 resume as principais atribuicbes para as bandas de absorgao

observadas para o material extraido com agua.

Tabela 3 - Atribuicbes para as bandas de absor¢ao do material extraido com agua.

Numero de ondas Atribuicoes
(cm )
3268 Vibragdes de estiramento da ligagdo (O-H).
Estiramento assimétrico (C-H) do grupo
2928 metil
Amostra 1 Vibracdes de estiramento (C=C) em
1589 ligagdes
duplas conjugadas
1389 Deformacao angulas

Fonte: Autor (2023).

A curva da amostra 2 (Figura 15) possui bandas de absor¢ao na regido do
espectro de 3317 cm™ atribuido a presenga do grupo hidroxila (O-H) de alcool e esta
associado a absorgédo que ocorre devido as vibragdes de estiramentos das ligagdes
O-H. A banda alargada porem de baixo sinal em 2111 cm-' indica a presenga do
estiramento da ligagcao de alcinos (C=C). Banda de intensidade variavel e estreita
em 1636 cm' representa estiramento de alcenos nao conjugados (C=C). A regido de
absorcdo com numero de ondas em 858 cm' e 731 cm™ é atribuida ao anel
aromatico de 2 e 5 atomos de hidrogénios respectivamente. O material analisado é
resultado da extragdo com hexano, um solvente organico apolar, que possivelmente,
pode ter arrasta consigo muitos constituintes durante a extragdo, gerando um
material com propriedades nao caracteristicas de bixina, como observado no FTIR.

A Tabela 4 resume as principais atribuicbes para as bandas de absorcao

observadas para o material extraido com hexano.
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Tabela 4 - Atribuicbes para as bandas de absor¢cao do material extraido com

hexano.
Numero de ondas Atribuicoes
(em )
3317 Vibragdes de estiramento grupo (O-H).
2111 Estiramento de alcinos (C=C).
Vibragbes de estiramento (C=C) nao
1636 conjugados.
Amostra 2 . i
Anel aromatico com 2 e 5 atomos de
858 e 731 hidrogénio

respectivamente

Fonte: Autor (2023).

No espectro de FTIR para as amostras de bixina (Amostras 3A, 3B, 4A, 4B)
(Figura 15) a regido entre 3900 a 3000 cm™ é atribuida ao estiramento (O-H) de
acido carboxilico, essas bandas de estiramento estdo condizentes com os trabalhos
de (DA SILVA JUNIOR et al., 2021; RAHMALIA; FABRE; MOULOUNGUI, 2015; RAO
etal., 2014).

Da mesma forma que as bandas de absorcio forte e estreita em torno de
1714 cm™ e 1254 cm™' foram atribuidas ao estiramento (C=0) do &cido, resultado
semelhante foi encontrado por (RAO et al., 2014).

A vibragao alifatica referente ao grupo metil (CH3) ocorreu em 2916 cm™ e
2922 cm™ essa variagdo provavelmente é devido ao uso do solvente utilizado
durante a extracdo, vibragdes similares foram encontradas por (DOS SANTOS et al.,
2021).

Bandas de absorgdo em 1607cm™ e 1609 cm™ e 1593 cm™ indicam
alongamento da ligagao alceno (C=C), resultados parecidos foram encontrados por
(DA SILVA JUNIOR et al., 2021; RAHMALIA; FABRE; MOULOUNGUI, 2015).

Em 1158 cm™ e 1159 cm' vibragdes simétricas e assimétricas do grupo éster
(C-O-C), essas banda foram iguais as encontradas na anadlise de (RAHMALIA;
FABRE; MOULOUNGUI, 2015)

Estiramentos em 1033 cm™, 1006 cm™', e 1008 cm-'sdo atribuidos a flexdo
assimétrica de (C-H) corroborando aos resultados encontrados por (DOS SANTOS
et al., 2021). Em 961 cm vibragdo de balango metileno do tras-carotenodide
semelhantes as bandas encontradas por (RAHMALIA; FABRE; MOULOUNGUI,



53

2015; RAO et al., 2014). Em 848 cm™ e 850 cm™ metileno terminal do cis-
carotendide idénticos as bandas listadas por (DOS SANTOS et al.,, 2021). Todas
essas bandas de absorcao na FTIR estdo relacionadas a bixina. A Tabela 5 resume
as principais atribuicbes para as bandas de absorcdo observadas para a bixina
(amostras 3A, 3B, 4A, 4B).

Tabela 5 - Atribuicdes para as bandas de absor¢ao da bixina.

Numero de ondas Atribuicoes
(cm )
Vibragdes de estiramento grupo (O-H) de
3900 a 3000 acido
Vibragdes alifaticas referentes ao grupo
2922 3 2916 metil (-CH3)
1714 e 1254 Estiramento (C=0) de acido
Vibracgdes de estiramento (C=C) de
1609 e 1607 alcenos

Bixina

Vibragdes simétricas e assimétricas
do grupo
1159 e 1158 ester (C-O-C)

Fonte: Autor (2023).

5.2 ANALISE POR ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA/VISIVEL (UV-VIS)

O espectro UV/Visivel das amostras extraidas estdo apresentados no grafico
2. A Figura 16 (a), ilustra os materiais com bandas de absor¢cdo nao especifica de
carotenoides, enquanto o grafico 2 (b), ilustra os materiais com bandas de absorgéo

tipicas de carotenoides.
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Figura 16 - Espectro de absor¢gao UV-Vis das amostras extraidas com agua (amostra
1) e hexano (amostra 2 A) (a) e das amostras de bixina (3A, 3B, 4A, 4B) (b).
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Fonte: Autor (2023).

A Figura 16 (a) apresenta duas bandas de absorgao na regido do ultravioleta, o
de Amax 254 nm e o outro em 343,2 nm. O espectro da amostra 2A, possui cinco picos
nas regides de 262,4 nm, 343,2 nm, 361,4 nm, 395,4 nm e 584,8 nm. Existem regides
muito similares nas duas curvas entre 200 nm e aproximadamente 350 nm, isso
pode ser atribuido ao fato da extragdo com o hexano carregar consigo alguma
mistura de materiais que veio da primeira etapa da extragdo, sendo detectado no
momento da analise. Por ndo terem espectros de absor¢ao caracteristicos do
carotenoide bixina, esses achados estdo condizentes com a caracterizagdo por
Espectrometria no Infravermelho (FTIR) observados na Figura 15.

Wang et al., (2017) detalha que a regidao do Ultravioleta UV, representa uma
parte do espectro solar dividida em trés faixas de absor¢ao, raios UVC (100 -290
nm) absorvida pela atmosfera, raios UVB (290 a 320 nm) que estdo associados ao
bronzeamento indireto e tardio e raios UVA (320 a 400 nm) causadores da
pigmentacao imediata e de curta duragao, sendo classificados em: UVA | (340 — 400
nm) e UVA Il (320 — 400 nm). De acordo com a regiao que fornece a protegao, os
filtros quimicos séo classificados em UVA e UVB pois, nem sempre apresentam um
amplo espectro de fotoprotegcdo (DO NASCIMENTO; DOS SANTOS; DE AGUIAR,
2014).

A radiagao Ultravioleta UV é responsavel por cerca de 90% dos prejuizos
causados a pele (VOLKOVOVA et al., 2012). Logo, é necessario proteger a pele
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contra a acgdo dessas radiagdes por seus efeitos serem prejudiciais para o
organismo humano.

Ambos os materiais tém absor¢cdo em comprimentos de onda muito distantes
e na faixa de aproximadamente 340 a 400 nm, provavelmente esses materiais
associados com outros filtros quimicos, sejam importantes para a fotoprotecgéao.
RIBEIRO (2010) esclarece que essa faixa de absor¢ao € caracteristica da faixa do
UVA longo e esta relacionada diretamente com o fotoenvelhecimento e o cancer de
pele, além de ser uma regido dificil de ser alcangada por alguns filtros quimicos.

As amostras analisadas por espectrofotometria UV/Visivel (grafico 2 (b)),
apresentam bandas de absorgdo em comprimentos de onda em picos de 296,8 nm e
434,4 nm, material da extragcdo com hexano apos filtragem aderido ao papel filtro
(amostra 2B); 323,4 nm, 440,4 nm e 472 nm (amostra 3A); 289,0 nm 430,4 nm e
452,2 nm (amostra 3B); 458,6 nm e 488,4 nm (amostra 4A) e 242,8 nm, 283,0 nm,
457,6 nm e 486,6 nm (amostra 4B).

Em seus trabalhos, Stringheta (2018) e Saini et al., (2022) afirmam que para
os carotenoides a espectrofotometria UV/Visivel (grafico 2 (b)), geralmente mostra
trés picos de comprimentos de onda de absor¢cdo maxima (nm), onde o primeiro é
somente um ponto de inflexdo, o segundo esta localizado em aproximadamente 452
nm e o terceiro proximo de 476 nm. No carotenoide bixina, suas medidas de
absorbancia possuem dois picos principais para a determinacdo, sendo que o
preferido € aquele mais deslocado a direita, ou seja, proximo a 476 nm, uma vez que
neste comprimento de onda ha menos interferéncia da possivel presenca de
produtos da decomposicdo amarelos, que ficam sobrepostos na curva espectral
(SCOTTER, M. J. et al., 1994; STRINGHETA; SILVA; COSTA, 2018).

Segundo CALOGERO et al., (2015) a bixina exibe bandas de absor¢do acima
de 400 nm devido a uma transicao eletrénica-dipolo orientada ao longo do eixo da
molécula. Logo, para carotenoides como a bixina a transigdo mais importante é a
transicdo T—T*, neste sistema conjugado, os elétrons T s&o altamente
deslocalizados e o estado excitado é de energia comparativamente baixa (DOS
SANTOS et al., 2021). A energia necessaria para provocar a transicdo é
relativamente baixa, o que corresponde a absor¢ao na regido do visivel, pode ser
atribuido aos dois picos acima de 400 nm obtidos no espectro. A maior intensidade

de picos acima de 400 nm é caracteristica do carotenoide bixina (CALOGERO et al.,
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2015; PEROTTI et al., 2020; RAHMALIA et al., 2014; SCOTTER, M. J. et al., 1994;
SCOTTER, MICHAEL J., 1995; SCOTTER, MICHAEL J et al., 2000)

Na amostra 2B apesar de termos o ponto de inflexdo e uma absorbancia na
faixa desejada de carotenoides (434,4 nm), ndo existe o pico mais deslocado a
direita, isso ocorre, provavelmente, devido esse material, arrastar substancias da
etapa anterior da extragao, ainda vir misturado a outras substancias.

Para os materiais 3A, 3B, 4A e 4B sugere-se que sejam do carotenoide
bixina. Comparando seus picos de absorcdo, existem pequenas diferencgas, sendo
uns mais deslocados a direita e outros mais a esquerda. RAHMALIA et al., (2014) e
HUSA et al., (2018) comparando os espectros do UV/visivel da bixina obtidos com
esses solventes (cloroférmio e alcool) revelou uma pronunciada dependéncia do
solvente, essa caracteristica € tipica dos espectros de absorcdo eletrbnica de
compostos de polieno. Analisando a estrutura da bixina, que possui 25 atomos de
carbono e grupos terminais de acido e éster metilico, ele € mais polar do que outros
tipos de carotenoides normalmente de cadeias com 40 atomos de carbono, e esta
molécula tem maior afinidade por solventes de polaridade média (CHISTE;
YAMASHITA,; et al., 2011; SILVA, G. F. et al., 2008)

Segundo Silva (2007), os carotenoides n&o apresentam absor¢ao nos
comprimentos de onda da regidao correspondente a ultravioleta. Para RAHMALIA et
al. (2015), as duplas ligagdes conjugadas presentes na estrutura da bixina
constituem o grupo cromdéforo absorvedor de luz, resultando na forte banda de
absorcao acima de 400 nm, como observado nesta analise de UV-Vis (Figura 16
(b)).

Os picos abaixo de 400 nm observados nas amostras se deve provavelmente
pela formagéo da cis-bixina (DOS SANTOS et al., 2021). PEROTTI et al., (2020) e
dos SANTOS et al.,(2021) justificam que essas bandas fracas de absorgao na regiao
do UV (296,9 nm/ amostra 2B; 393,4 nm/amostra 3A; 289 nm amostra 3B; (283 nm/
amostra 4B) sdo atribuidas a transicdo do estado fundamental para um estado
excitado mais alto, que s6 & permitido nos isébmeros cis dos carotenoides. Os
espectros de absorbancia desses isdmeros estdo condizentes com os resultados
encontrados nas bandas de absor¢ao indicadas na Espectroscopia de Infravermelho

(FTIR), observados no Figura 15.
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5.3 ANALISE do UV-VIS (ULTRAVIOLETA-VISIVEL) DOS MATERIAIS EXTRAIDOS
DE ACORDO COM O PADRAO DE REFERENCIA

ApOs cada etapa da extragao, separou-se uma parte do material para analise
do extrato liquido e a outra apds o processo de remoc¢ao do solvente, cristalizagao e

secagem.

5.3.1 Extratos liquidos

O quadro 3 é formada por graficos dos lotes das sementes de cada etapa da
extragdo. Dos extratos liquidos fez-se a anadlise espectrofotométrica na regido do
Ultravioleta/Visivel (UV-Vis), utilizando como branco o solvente utilizado em cada
etapa da extragdo. O estudo foi realizado para termos parametros comparativos aos
realizados na metodologia proposta nesse trabalho.

Para os extratos liquidos, observou-se que nas etapas analisadas
independente da alternancia da semente utilizada no processo, o uso do solvente
Agua (P.A), ndo evidencia regides do espectro de absorcdo especificas de
carotenoides (quadro 3: a, c, e, g), estudos semelhantes foram destacados por
(RAHMALIA et al., 2014; RIVERA-MADRID et al., 2016), e proximas as encontrados
na metodologia da extragdo proposto nesta pesquisa, como observado no Figura 16
(a).

A etapa do solvente Hexano (P.A) as regides do espectro de absorcao
indicaram que os compostos extraidos vinham carregados com varias misturas,
provavelmente trazidas dos compostos que compde a semente ou até mesmo de
restos de impurezas da etapa anterior do processo, isso provavelmente acontece
devido o solvente utilizado ser bastante apolar como afirmam (RAHMALIA et al.,
2014; DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019a; BAPTISTAO, 2020; GUINAZ et al.,
2009). Na etapa do Hexano (P.A), observado no grafico 2 (a, b) devido a
metodologia empregada observou-se duas curvas do espectro de absorgao, devido
nessa etapa da extragao obter-se solventes de densidades diferentes, mesmo assim
estdo condizentes com os graficos descritos na norma utilizada para comparagao.
Esses resultados estdo de acordo com os propostos por (COLOSIMO et al., 2022,
TAHAM; CABRAL; BARROZO, 2015; HUSA et al., 2018; RAHMALIA et al., 2018).



Quadro 3 - Materiais liquidos extraidos em cada etapa da extragao, com picos

especificos nao carotenoides / misturas (a, c, e, g) e com picos especificos de

materiais carotenoides (b, d, f, h).
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A etapa da extracdo em que foi utilizado o Cloroférmio (P.A) e o Alcool (P.A)
(quadro 3 (b, d, f, h)) ocorreram em regides do espectro de absor¢ao especificos de
carotenoides, evidenciado serem os melhores solventes, dentre os utilizados, para a
extragdo de carotenoides como indica (RAO et al., 2014; MARCOLINO et al., 2011;
SILVA, MARTA C.D. et al., 2005). Esses resultados sao similares aos demonstrados
segundo a metodologia proposta nessa pesquisa, como observados no Figura 16 (a)
(b). Picos com absorbancias mais intensas e mais deslocados a direita evidencia o
solvente influenciando na analise como demonstra os estudo de Stringheta (2018),
Saini et al., (2022) e MARCOLINO et al., 2011.

5.3.2 Extratos solidos

Os quadros 4 e 5 sao formados por graficos dos lotes das sementes de cada
etapa da extracdo. Dos extratos sélidos fez-se a anadlise espectrofotométrica na
regiao do Ultravioleta/Visivel (UV-Vis), utilizando como branco os solvente
Cloroférmio (quadro 4) e Alcool (quadro 5). O estudo foi realizado para termos
parametros comparativos aos realizados na metodologia proposta nesse trabalho.

Para os extratos sdlidos (quadro 4 (a, c, e, g)) e (quadro 5 (a, c, e, g)),
analisados com brancos diferentes, ndo muito diferente dos resultados encontrados
para os extratos liquidos (quadro 3: a, ¢, e, g) observou-se que nas etapas
analisadas independente da alternancia da semente utilizada no processo, o uso do
solvente Agua (P.A), ndo evidencia regides do espectro de absorcdo especificas de
carotenoides, estudos semelhantes foram destacados por (RAHMALIA et al., 2014;
RIVERA-MADRID et al., 2016), parecidos aos resultados encontrados na
metodologia da extragdo proposto nesta pesquisa, como observado no Figura 16 (a).

Com relacdo aos resultados encontrados para materiais com picos de
absorgéao tipicos de carotenoides (quadro 4 (b, d, f, h)) e quadro 5 (b, d, f, h)),
também n&o houve diferenga significativa do ponto de vista das regides de
comprimentos de onda dos observados para os extratos liquidos (quadro 3: a, c, e,
g) também semelhantes aos resultados encontrados na metodologia da extragao
proposto nesta pesquisa, como observado no grafico 2 a e b. RAHMALIA et al.,
(2014) fazendo uma comparagao dos espectros de Ultravioleta- Visivel (UV-Vis) da

bixina obtidos com varios solventes revelou uma pronunciada dependéncia do
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solvente, uma caracteristica tipica dos espectros de absor¢cdo eletrénica de

compostos de polieno.

Quadro 4 - Materiais sélido extraidos apds secagem em estufa em cada etapa da

extragao, com picos especificos ndo carotenoides / misturas (a, c, €, g) € com picos

especificos de materiais carotenoides (b, d, f, h),
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Fonte: Autores (2023)

Quadro 5 - Materiais solido extraidos apos secagem em estufa em cada etapa da

extragao, com picos especificos ndo carotenoides / misturas (a, c, €, g) e com picos

especificos de materiais carotenoides (b, d, f, h), utilizando como branco Alcool.
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5.4 DETERMINACAO DO TEOR DE CAROTENOIDES TOTAIS EXPRESSOS EM
BIXINA POR ESPECTROFOTOMETRIA

5.4.1 Anadlise do teor de pigmentos dos materiais extraidos na extragao
proposta.

A tabela 6 fornece informacbes das absorbancias e teor de carotenoides
totais expresso em bixina a 453 nm. O calculo foi realizado utilizando as equacgdes 1,
2 e 3. O quadro 6 representa os graficos com as amostras de comprimentos de onda
em 453 nm, essenciais para determinagdo da absorbancia no calculo, como
determina a norma.
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Tabela 6 - Teor de bixina do material extraido

Material Comprimento de Absorbancia Teor de Bixina
onda (nm) (u.a) (%)
3A 453 0,028 65,6
3B 453 0,019 96,6
4A 453 0,021 87,8
4B 453 0,020 92,7

Fonte: Autor (2023).

Tomando como base o teor de bixina (%), nas amostras analisadas, foi
observado que a etapa da extragdo realizada com cloroformio (P.A) apds a
destilacdo (3B) e a etapa realizada com alcool etilico (P.A) apds a destilacao (4B)
encontram-se na forma mais pura, valores que corroboram com os trabalhos
realizados por Perotti et al., (2020); Saini et al., (2022) e Calogero et al., (2015).

Os resultados dos teores de bixina (Tabela 6) ilustra a rota utilizada no
processo. Os solventes utilizados na andlise e sua recuperagao provavelmente
influenciaram nos valores encontrados ou até mesmo a proporcdo de compostos
isdbmeros como relatado no trabalho de Enayti et al., (2023) e Marcolino et al.,
(2011).

Ao realizarem-se varreduras para identificar os pontos de maxima
absorbancia, em um mesmo comprimento de onda (453 nm), observou-se que
quadro 6 (a b, c, d) apresentam picos diferentes de absorbancia. Esses valores
quantificados na tabela 6 de absorbancias diferentes, influenciam diretamente no
teor de bixina analisada, convergindo com os trabalhos de Marcolino et al., (2011) e
RAHMALIA et al., (2018).
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Quadro 6 - Espectro de absorgédo de bixina em hidroxido de potassio (KOH), com
comprimento de onda em 453 nm: Extracdo cloroférmio apds destilagdo (a);
extragdo cloroférmio residuo do baldo volumétrico (b); Extracdo alcool antes da

destilagao (c); extragao alcool pés a destilagao (d).
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Fonte: Autor (2023).
5.4.2 Analise do teor de pigmentos do material extraido segundo a norma.
O quadro 7 apresenta os valores de absorbancias e teor de carotenoides

totais expressos em bixina para cada lote de semente em cada etapa da extracao.

Como a norma estabelece que o material analisado precisa estar na forma de po,
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em algumas etapas da extragcdo, em algumas etapas nao foi possivel a sua
determinacao (Nd), inviabilizando a sua analise. Outro detalhe da ndo determinacgéao
(Nd) do material extraido segundo a norma utilizada, foi o fato de alguns materiais
apresentarem baixo rendimento. A norma estabelece que sejam utilizados 0,1
gramas do po6 do material que se deseja analisar.

O quadro 7 ilustra que s6 foi possivel a determinagdo dos teores de
carotenoides totais expressos em bixina no lote da semente agua / etapa
cloroférmio; lote da semente hexano / etapa cloroférmio e alcool e lote da semente

alcool / etapa alcool e cloroférmio.

Quadro 7 - Teor de bixina do material extraido

Lote/Solvente Etapa/ Comprimento Teor de
Solvente de Absorbancia Bixina (%)
onda (cm ') (u.a)

Agua Nd Nd Nd
Hexano Nd Nd Nd
Alcool Cloroférmio 453 0,023 79,5
Alcool Nd Nd Nd
Hexano Nd Nd Nd
Cloroférmio 453 0,022 83,5
Semente Alcool 453 0,025 73,5
Hexano Agua Nd Nd Nd
Cloroférmio Nd Nd Nd
Alcool Nd Nd Nd
Semente Agua Nd Nd Nd
Cloroférmio Hexano Nd Nd Nd
Alcool 453 0,03 61,2
Agua Nd Nd Nd
Semente Hexano Nd Nd Nd
Alcool Etilico | Cloroférmio 453 0,024 76,5

Fonte: Autor (2023).

Os teores diferentes de carotenoides totais expressos em bixina observados
no quadro 7 indica a etapa utilizada no processo. Como o material extraido (bixina)
foi obtido por meio de etapas em um sistema mecanico de rotacdo com alternancia
de solventes, é possivel que parte da divergéncia entre os dados fisico-quimicos se
deva a pequenas impurezas ocasionadas pelo uso do solvente, tais impurezas nem
sempre sao eliminadas o que pode causar variagdes na leituras durante a analise,

como é demonstrado em estudos de quantificacdo conduzido por varios autores
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(HUSA et al., 2018; MCKEOWN e Marck 1962; SCOTTER, MICHAEL J., 1995;
TAKAHASHI, M. Y., 1987)

O grafico da Figura 17 (a), (b) e (c), apresentam picos de absorbéancias
diferentes, em um mesmo comprimento de onda (453 nm), indicando os pontos de
maxima absorbancia em cada varredura. Esses resultados sdo semelhantes aos
alcangados por (TAKAHASHI, M. Y., 1987 e HUSA et al., 2018).

Figura 17 - Grafico do Espectro de absorgao de bixina em hidroxido de potassio
(KOH) com comprimento de onda em 453 nm: Lote da semente Agua/etapa agua
(a); Lote da semente Hexano/ etapa Alcool e Cloroférmio (b); Lote da semente
Alcool/ etapa Alcool e Clororférmio (c).
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Fonte: Autor (2023).

5.5 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DAS AMOSTRAS (TG e dTG)

As curvas de variagdo de massa versus temperatura (termogravimetrias) (TG)
e dTG, foram obtidas para coletar informacdes sobre a estabilidade térmica dos
materiais extraidos das sementes de urucum (Bixa orellana L.).

Pode-se observar através da grafico 18 (a) as curvas termogravimétricas
sobrepostas do material extraido com agua (amostra 1), Hexano (amostra 2),
cloroférmio apods a destilagdo (amostra 3A), cloroférmio residuo do baldo volumétrico
(amostra 3B), alcool etilico antes da destilacao (amostra 4 A) e alcool etilico apos a
destilagdo (amostra 4 B), e os estagios da degradagao, observado no grafico 18 (b),
sua analise derivada da termogravimetria (dTG).

O material obtido da extragdo com agua (amostra 1), possui trés eventos

principais (grafico 18 (b)), caracterizados pela perda de massa do material. O
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primeiro evento ocorre no intervalo de temperatura entre 25°C e 173°C, com 21,36%
de perda de massa, além de estar relacionada a perda de agua superficialmente
adsorvida no material, existe também a possibilidade do material ter absorvido agua
e durante a analise ela vaporizar, haja visto que esse material se mostra bastante
higroscopico, resultados semelhante ocorreram nos trabalhos de (ANSELMO;
MATA; RODRIGUES, 2008).

O segundo evento ocorre entre 173°C a 593°C, com 42,55% de perda de
massa, nesse faixa de temperatura observamos, uma perda de massa de forma
mais acentuada, indicando a sua degradagao. O terceiro evento ocorre na faixa de
593°C e 806°C com 24,46% de perda de massa do material até que ocorra a sua
estabilizagao.

A unica amostra liquida, foi a extraida com hexano, obteve-se uma fragao
oleosa. Para a sua analise utilizou-se nitrogénio (N2) liquido, para que ocorresse a
sua solidificacao, possibilitando a sua realizagdo. O material de caracteristica oleosa
(amostra 2), dentre todos os analisados € o Unico que degrada em uma unica etapa
(grafico 18 (b)) em uma faixa de temperatura entre 25°C a 215°C.

Na etapa da extragdo na qual utilizou-se o solvente cloroférmio representados
pelas amostras 3A e 3B e alcool representado pelas amostras 4A e 4B ¢é
caracteristico do corante bixina. Silva et al., (2005) detalha eventos de degradacao
muito semelhantes aos que foram encontrados nessa pesquisa, observamos 5
eventos de degradacéo térmica (grafico 18 (b)).

O material adquirido da extracao utilizando cloroférmio apdés a destilagao
(amostra 3 A) apresenta uma perda de massa entre as faixas de temperatura entre
25° a 100°C de 1,44%, como essas amostras foram secas em estufa a 50°C, nessa
etapa da degradacao, pode ter ocorrido a liberagdo de agua de adsorgao residual
contida nas amostras. Entre 100°C e 237°C houve uma perda de 8,92% de material
e entre 237°C e 307° a amostra perdeu uma massa de 10,08%.

As trés primeiras perdas de massas foram muito baixas em relagao a quarta e
a quinta perda, o que provavelmente possa esta ocorrendo entre o primeiro € o
terceiro eventos a isomerizagdo da bixina, ou seja, a cis-bixina (forma encontrada na
natureza) se transforme em trans-bixina (forma estavel) indicando que o grau de
degradagao ¢ influenciado pela temperatura, esse estudo esta condizente com os
trabalhos de Silva et al., (2005) e Stringheta et al., (2018) ou ainda, em um estudo

proposto por Takamoto (2015) e Bitencourt (2018) foi proposto que isso ocorre
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devido ao polimorfismo de cada material extraido em cada etapa, ou ainda devido a
proporgao de isbmeros cis trans ou dicis presentes em cada amostra. Além disso é
importante destacar que a bixina por ser um produto orgénico natural, na presenca
do calor, luz ou do diéxido de enxofre, sofre degradacédo (SCOTTER, MICHAEL J.,
1995).

A degradacéo desses carotenoides ocorre com a decomposi¢ao de produtos
coloridos variando do amarelo palido ao laranja. O composto amarelo com 17
carbonos € o principal produto gerado na decomposigdo desse carotenoide, mas
outros compostos de menor massa molecular como o m-xileno, tragos de tolueno e
acido toluico também sao relatados (SCOTTER, M. J. et al.,, 1994; SCOTTER,
MICHAEL J., 1995; SCOTTER, MICHAEL J et al., 2000; STRINGHETA; SILVA;
COSTA, 2018). O quarto e quinto eventos, que ocorrem entre faixas de
temperaturas de 307°C a 511°C (perda de 44,92% de massa) e 511°C e 670°C
(perda de 33,90% de massa).

Analisando as curvas de dTG presentes no grafico 4 (b), das amostras 3A e
3B do material extraido utilizando solvente cloroférmio, observa se eventos de
degradacao relativamente proximos, o que nos remete a interpretar que nas duas
amostras os materiais sd0 os mesmos, ou seja, bixina e que ambas sofrem
isomerizagao. Logo, entre 25°C e 110°C observa se uma perda de massa 6,53%, na
faixa de temperatura entre 110°C e 290°C ocorre uma perda de 29,26% de massa e
a partir do terceiro evento as degradacdes sdo maiores. Entre 290°C e 490°C a
perda de massa é em torno de 37,81%, entre 490°C e 600°C ocorre uma perda de
23,77% na massa, se estabilizando na faixa de variacao de temperatura entre 490°C
e 800°C com perda de 1,82% em sua massa.

Nao muito diferente do observado nas amostras de bixina, extraidas com
cloroférmio, observa se quatro eventos de degradacao do material extraido com
alcool etilico (amostra 4A), muito provavelmente, por esse material ndo ter sido
destilado, sobram residuos do material da extragdo anterior. A primeira degradacao
(grafico 18 (b)) ocorre na faixa de temperatura entre 25°C e 102°C com perda de
1,42% em massa, o segundo evento ocorre na faixa de temperatura entre 102°C e
278°C perdendo 18,23% da sua massa, nos eventos trés e quatro ocorrem as
maiores perdas de massas 42,81% e 36,45% em faixas de temperaturas entre

278°C € 498°C e 498°C até sua estabilizacdo em 750°C respectivamente.
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Para a amostra extraida apds a destilagdo (amostra 4B), os eventos da
degradagao (grafico 18 (b)) sdo quatro: entre as temperaturas de 25°C a 115°C
ocorre uma perda de 3,17% de massa, a segunda perda de massa acontece entre
as temperaturas de 115°C e 406°C, nesse caso de 42,56%, a maior perda de massa
registrada, entre 406°C e 595°C é de 25,07%, se estabilizando entre as

temperaturas de 595°C e 950°C com uma perda de 27,68% na massa do material.

Figura 18 - Grafico (a) TG e (b) dTG dos compostos extraidos das sementes de

urucum (Bixa Orellana L.)
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Fonte: Autor (2023).

5.6 ANALISE POR CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC), foi usada para auxiliar sobre os
estudos da decomposicao dos constituintes dos materiais extraidos e os eventos
endotérmicos e/ ou exotérmicos que possam vir a ocorrer, por meio do
monitoramento do fluxo de calor em fung¢ao da temperatura.

O comportamento térmico da amostra 1 (Figura 19), indica que o material
analisado possui um evento endotérmico na temperatura de 123°C. Sugere-se que
esse seja 0 mesmo evento que ocorre na primeira etapa da perda de massa do
material observado na curva de TG (Figura 19), pois o evento se encontra

exatamente nessa faixa de temperatura, ou seja, relacionada a perda de agua
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superficialmente adsorvida no material, além da sua vaporizagdo. Em seguida
observa-se um processo continuo exotérmico com um pico na faixa de temperatura
entre 193°C, a partir dai ocorre uma degradacao exotérmica do material.

A curva de DSC da amostra 2 (Figura 19), possui dois eventos endotérmicos
em faixas de temperaturas de 13°C e 89°C respectivamente. O primeiro evento
ocorre em um faixa de temperatura baixa o que pode indicar a vaporizagdo de
substancias volateis contidas no 6leo. A segundo pico exibiu um acentuado evento
endotérmico em 89°C e partir dele ocorre a degradacdo do material. Associando
esse evento as curvas de TG e dTG (Figura 18) a degradag&o ocorre em uma unica
etapa, fato observado na curva de DSC.

Para as amostras de bixina (3A, 3B, 4A e 4B) (Figura 19), observa-se eventos
endotérmicos e exotérmicos em temperaturas muito proximas. Resultado
semelhante foi relatado por (BITENCOURT et al., 2018; FIGUEIREDO-JUNIOR et
al., 2021; MARCOLINO et al., 2011; SILVA, MARTA C.D. et al., 2005).

Para as amostras 3A e 3B o evento endotérmico ocorre na temperatura de
183°C e para a amostra 4A acontece na temperatura de 197°C. Essa variagao nos
pontos de fusao, pode ter sido ocasionada pelo uso do solvente usado durante a
extragdo (HUSA; HAMZAH; SAID, 2018), também pode ter ocorrido durante a
recuperacao do material ou devido a presenga de polimorfismos nos cristais, ou
mesmo, por causa da propor¢cdo dos isébmeros cis- trans presentes na amostra
(BITENCOURT et al., 2018).

Os graficos de Tg e dTG (Figura 18) é possivel interpretar que com o0 aumento
da temperatura ha a isomerizagao da forma instavel da bixina (Cis-bixina) para a sua
forma estavel (trans-bixina) e a consequente quebra da molécula nas mesmas faixas
de temperaturas e essas provaveis quebras ocorrem com liberagdo de compostos.
Resultados semelhantes foram relatados por (SCOTTER, M. J. et al., 1994,
SCOTTER, MICHAEL J., 1995). Na amostra 4B (Figura 19) ocorrem eventos
endotérmicos e exotérmicos pouco pronunciados. O material possui ponto de fusao
de 150°C e apos isso a molécula se degrada e se estabiliza em uma faixa de
temperatura de aproximadamente 552°C. Esses achados corroboram com os
espectros de FTIR (Figura 15) e os espectros UV/Vis (Figura 16) que indicam a

ocorréncia de isdbmeros sendo formados.
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Figura 19 - Gréfico da Analise térmica por DSC dos compostos extraidos das

sementes de urucum (Bixa Orellana L.)
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5.7 CINZAS

A Tabela 6, indica os teores (em %) de cinzas de urucum antes (in natura)
(Figura 20) e depois da extragdo (tratada) (Figura 21). Como incineramos uma
massa de 20,0 g e a literatura utiliza 5,0 g, é razoavel que tenhamos um teor maior
do que a literatura nos mostra, mas fazendo uma proporcionalidade obtemos um
percentual de cinzas de 4,07% (in natura) e 2,97% (Tratada) valores préximo dos
trabalhos de Taham et al., (2015).
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Figura 20 - Sementes de urucum Figura 21 - Cinzas das Sementes de
in natura (A) e tratada (B) urucum in natura (A) e tratada (B)
A

Fonte: Autor (2023) Fonte: Autor (2023)

E importante observamos que o teor das cinzas ap6ds a extracdo do material é
inferior quando comparado com as cinzas antes da extracao, isso porque apoés a
extracdo, ocorre uma reducédo de parte dos teores dos minerais como observados

nas Tabela 7 pela analise de Fluorescéncia de Raios-X (FRX).

Tabela 6 - Analise de cinzas.

Sementes Cinzas (g) Teor de Cinzas (%)
Semente (in natura) 3,26 16,3
Semente (Tratada) 2,38 11,9

Fonte: Autor (2023)

5.8 FLUORESCENCIA DE RAIOS-X (FRX)

A Tabela 7 fornece informagdes sobre a composigao inorganica presente nas
sementes de urucum antes e apds a extragcao dos materiais, bem como as suas
cinzas apos a incineragéo.

A analise quimica qualitativa por espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X
das cinzas indica a presenga dos elementos quimicos majoritarios, Potassio (K),
Célcio (Ca), Magnésio (Mg) e Fosforo (P).

A maior parte dos elementos quimicos (Mg, Si, P, Mn, Fe e Zn) diminuiram a
sua concentragao depois que ocorreu todas as etapas da extracéo, € provavel que a

extracdo utilizando solventes tenha arrastado uma parte deles.
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Uma outra parte de elementos quimicos (S, Cl e Rb) aumentou a sua
concentragao apos a extragao o que pode nos levar a acreditar em alguma possivel
contaminagdo durante os ensaios. Com relacdo ao Cloro (Cl) acreditamos esta
coerente, pois na extragéo foi utilizado o solvente cloroférmio (CHCIs), que na sua
estrutura possui o elemento quimico Cloro (Cl), logo uma parte as sementes devem
ter absorvido.

A presenca do Ca (Calcio) nas cinzas das sementes de urucum antes da
extragdo e a sua auséncia apos a extracdo nos leva a acreditar em algum erro
instrumental, ja que o K (Z = 19) e o Ca (Z = 20) sao elementos quimicos vizinhos na
tabela periodica. Este fato pode provocar sobreposicao de linhas espectrais dos
elementos, em fungdo das proximidades das energias de excitagdo dos elétrons,
dificultando a analise, por isso o potassio (K) aparece com uma concentragdo de
80,34% e a de calcio (Ca) ndo apresenta concentragdo. Este resultado estad de

acordo com o encontrado por Fernandes (2012).

Tabela 7 - Composigao da parte inorganica das Sementes de Urucum

Elementos Semente Cinza Semente Cinza
(%) (%) (%) (%) Semente
(In Semente Tratada Tratada
natura) (In
natura)
Al 3,33 - -
Si 3,86 0,56 0,42
P 1,65 7,19 6,59
S 3,90 1,77 1,93
Cl - 3,07 4,03
K 44,83 63,46 80,34
Ca 34,36 16,01 -
Ti 0,45 - -
0,24
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Fe 2,76 0,70
Cu 0,16 -
Rb 0,31 0,26
Sr 0,15 - - -
Sn 0,80 - 0,80 -

Fonte: Autor (2023).

Ferreira & Falesi (1989) examinaram os teores de nutrientes nas sementes,
na casca e na placenta de sele¢des de urucuzeiro e concluiram que na semente os
teores de nutrientes eram superiores aos da casca. A média dos teores encontrados
na semente pelos autores nas 5 selegbes de urucuzeiro foram fosforo 3,74 mg/g,
potassio 19,2 mg/g, calcio 1,82 mg/g, magnésio 2,22 mg/g, zinco 0,0354 mg/g, cobre
0,0046 mg/qg, ferro 0,085 mg/g e manganés 0,023 mg/q.

Os minerais sdo elementos com fung¢des organicas muito importantes no
organismo pois participam tanto na forma idénica quanto constituintes de compostos
(enzimas, horménios e proteinas do tecido organico) e sao nutrientes vitais, que
compde cerca de 4% do peso do corpo (CALIXTO-LIMA, [S.d.]).

Em um estudo publicado por Anselmo et al., (2008), para cada 100g de
semente de urucum existem 7 mg de caélcio. O calcio (Ca) € um macromineral que
possui varias importancias fisioldgicas, dentre elas, a formagdo e metabolismo do
0sso, mediagdo da contracdo vascular e vasodilatagdo, fungdo muscular,
transmissao nervosa, sinalizacao intracelular e secre¢cao hormonal, além de ser o
mineral mais abundante no organismo, constituindo cerca de 1,5 a 2% do peso
corporal e 39% dos minerais do corpo humano (ZHU; ZHENG, 2020).

Além de promover o crescimento celular o potassio (K) tem fung¢des bioldgicas
importantes na transmissdo neural, tobnus vascular e contracdo muscular, € o
principal cation do fluido intracelular, esta presente em pequenas quantidades no
fluido extracelular. Juntamente com o sédio, o potassio esta envolvido na
manutengao do equilibrio hidrico normal, equilibrio osmoético e o equilibrio acido-
base. Juntamente com o calcio, ele é importante na regulagdo da atividade
neuromuscular (FARQUHAR et al., 2015; WEAVER; MARR, 2013). Segundo Ferreira
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& Falesi, (1989), o potassio no farelo da semente do urucum possui valor de

19,2mg/g.

5.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) e ESPECTROSCOPIA
POR DISPERSAO DE ENERGIA (EDS)

As analises utilizando Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) realizadas
para a bixina com magnificagbes em 5.000x sdo ilustradas sob a forma de
micrografias conforme a Figura 17. A imagem A e B sdo os materiais extraidos com
cloroférmio e a imagem C e D sdo os materiais extraidos com alcool antes e apds a
destilagao respectivamente.

A técnica de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foi utilizada para
caracterizagao qualitativa de elementos quimicos presentes nas amostras e avaliar a
morfologia da bixina (amostras 3A, 3B, 4A e 4B) extraidas das sementes de urucum.
Nao foi possivel a andlise da amostra extraida com agua (amostra 1) pois houve
uma interagdo com o aparelho, inviabilizando a caracterizacao.

Nas imagens da superficie da bixina & possivel observar que o material
apresenta irregularidades em toda a sua extensdo, destacando-se a presenca de
agregados, sulcos e lamelas. Caracteristicas essas relatadas também por Enayati et
al., (2023) segundo o qual, irregularidades sao justificadas ao considerar que o
estado de agregacgao da bixina durante a analise se encontra em forma de po, esse
aspecto aglomerado torna dificil a visualizagao individual da particula. Segundo Rios
e Mercadante (2004), supondo que diferentes maneiras de extragdo do carotenoide
podem ser empregadas, diferengas morfoldgicas podem ocorrer, desta forma, nao

se pode fixar um padrao de imagem micrografica para este material.
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Fonte: Autor (2023).

A andlise de Espectroscopia por Dispersdao de Energia (EDS) permitiu
identificar de forma semi-quantitativa estes elementos, visto que nao foi utilizado
padrées para determinagdo. Os resultados EDS desse carotenoide, apresentaram
os elementos quimicos esperados (carbono e oxigénio) encontrado na estrutura da

bixina.
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6 CONCLUSAO

Nesta pesquisa foi realizada por meio de uma nova rota, extrair compostos
bioativos presentes nas sementes de urucum. Foi utilizado uma sequéncia de etapas
com diferentes solventes. A utilizagcdo de solventes polares e apolares possibilitou
um bom rendimento e teor de extragdo, para o material extraido com cloroférmio
(P.A) e alcool (P.A)

O espectro de infravermelho (FTIR) da bixina (amostra 3A, 3B, 4A e 4B)
garantiu que nas etapas da extracdo com cloroférmio e alcool etilico ocorreu de
forma satisfatéria pois a avaliacdo dos espectros de infravermelho (FTIR),
possibilitou verificar todas as bandas de absor¢des caracteristicas do corante bixina,
com discretos deslocamentos nos numeros de onda, devido a metodologia adotada
na extracdo. Para as amostras 1 e 2 as bandas de absorcao diferem do corante
bixina.

O espectro de UV/Vis da bixina (amostra 3A, 3B, 4A e 4B) foram identificadas
as trés bandas de absorcao na regido visivel caracteristicas dos carotenoides, além
de apresentar picos do ultravioleta (UV), ou seja, abaixo de 400 nm atribuidas a
transicdo do estado fundamental para um estado excitado, que s6é é permitido nos
isdbmeros cis dos carotenoides, corroborando com espectros de FTIR. Para as
amostras 1 e 2A apesar dos estudos indicarem que ndo sejam carotenoides, sao
materiais isolados que provavelmente associados com outros filtros quimicos, sejam
importantes para a fotoprotecéo.

As curvas TG/dTG que avalia a estabilidade térmica da bixina, apresenta um
perfil de perda de massa ocorrendo em quartos e cinco estagios de degradacéo,
indicando a eliminacdo de produtos com diferentes massas, formados a partir da
quebra das ligagdes duplas da cadeia carbbénica dos carotenoides.

Nas curvas de DSC é possivel observar picos endotérmicos e exotérmicos, 0s
endotérmicos indicando pontos de fusdo (183 °C, 197°C, 209°C) da bixina
condizentes com a literatura e os picos exotérmicos indicam a decomposicio
térmica.

A analise de cinzas entre as sementes de urucum (Bixa orellana L.) in natura
e tratada, apresentou uma reducdo da parte inorganica. E provavel que durante o

processo de extracdo, tenha ocorrido o arraste de minerais.



78

A Fluorescéncia de Raios-X (FRX) das sementes e das cinzas permitiu
verificar a presenga de elementos inorganicos. Com exceg¢ao do cloro onde ha um
aumento em sua concentragdo se compararmos as sementes in natura com a
semente tratada, pois utilizamos o solvente cloroférmio que contém o elemento
quimico cloro (Cl) aumentado a sua concentragcédo, ha uma redugéo esperada sobre
a concentragao de minerais, pois a extragao arrastou a parte mineral da amostra
analisada. Esses minerais sao essenciais para o bom funcionamento do corpo
humano.

A estrutura da bixina analisada pelo Microscopio Eletrénico de Varredura
(MEV) mostra uma morfologia com presenca de agregados, sulcos e lamelas. A
espectroscopia por Dispersdo de Energia (EDS) revela os elementos quimicos
Carbono (C) e Hidrogénio (H) em sua estrutura.

A metodologia desenvolvida para extracdo de compostos bioativos foi

satisfatoria do ponto de vista dos produtos extraidos para uma possivel aplicagao.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Feito o processo de extracao, sugerimos aplicagdes:

v Em processos de fotodegradagdo na superficie de nanoparticulas
semicondutoras de TiO2.

v' Adicdo da bixina em filmes de PLA (poli(lactido)) apds mistura por
fusdo ou fundi¢do de solugao para obtencédo de novos materiais de embalagem para
produtos alimenticios sensiveis a luz.

v A bixina foi testada formando um filme fino como um biosorvente para a
remogao eficiente de mercurio (Hg?*) de diversos sistemas aquosos.

v' Provavelmente o material extraido com &agua, associados a outros

filtros quimicos, sejam importantes para a fotoprotegao.
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