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RESUMO

Cada vez mais o mercado globalizado vem restringindo o uso de corantes sintéticos
em alimentos, levando os pesquisadores e a industria ao interesse em pesquisas por
materiais naturais em particular os vegetais. O urucum (Bixa orellana) é uma planta
que possui um corante importante para a industria. Das suas sementes obtém-se os
carotendides e a bixina que tem um grande valor comercial. Esse trabalho tem como
objetivo extrair o pigmento do urucum com a finalidade de contribuir na sua funcao
como corante na Industria cosmética e alimenticia. A extragdo dos pigmentos do
urucum foi realizada com uma solucdao de 5% de KOH em etanol, sob agitacao,
aquecimento e controle de temperatura, tendo seu pH corrigido para 8,0. Em
seqguida, foi realizada uma cromatografia de camada delgada (TLC) com cloroférmio
e alcool metilico na proporcdo de 95:5, onde foi revelado 4 substancias diferentes.
De acordo com os célculos de Fator de referéncia (Rf) a segunda mancha exibiu o
valor de Rf: 0,85 essa € o mais préoximo do padrdo que apresenta Rf igual a 0,8
descrito na literatura. Logo apds preparou-se a cromatografia de coluna silica gel,
utilizando como eluente uma mistura de 190 mL de cloroférmio e 10 mL de alcool
metilico. Foi adicionado na coluna 4 mL da amostra de urucum extraida, de onde foi
retirada 32 fragdbes em tubos de ensaios enumerados para analise em
espectrofotometro. Através da andalise no espectrofotbmetro, utilizando como
solvente o cloroférmio, ficou comprovado que por meio da cromatografia de coluna
foi obtida a bixina em sua forma pura. Conclui-se que pela metodologia aplicada
pode-se obter a bixina das sementes de urucum. Este trabalho, além da extracdo de
pigmentos do urucum, também relata como esse tema pode ser empregado no
ensino médio para estudo de corantes naturais, extracdo de pigmento, e a estrutura
quimica da bixina, podendo explorar suas fungdes organicas.

Palavras-chave: Pigmento Natural; Urucum; Bixa orellana.



ABSTRACT

Increasingly globalized market has been restricting the use of synthetic dyes in
foods, leading researchers and industry interest in the research of natural materials
in particular vegetables. The annatto (Bixa orellana) is a plant that has a dye
important to the industry. From the seeds obtained by the carotenoids bixin and
having a high commercial value. This work aims to extract the pigment from annatto
in order to contribute to its function as a coloring agent in cosmetics and food
industry. The extraction of annatto pigment was accomplished with a 5% solution of
KOH in ethanol under stirring, heating and temperature control, having its pH
adjusted to 8.0. Then we carried out a thin layer chromatography (TLC) with
chloroform and methyl alcohol at a ratio of 95:5, where it was revealed 4 different
substances. According to the calculations of reference factor (Rf ), the second stain
showed Rf value : 0.85 that is the closest to the pattern that presents Rf of 0.8
described. Immediately after prepared to column chromatography on silica gel, using
as eluent a mixture of 190 ml of chloroform and 10 ml of methyl alcohol . Was added
in column 4 mL sample extracted annatto, from where it was withdrawn 32 fractions
in test tubes listed for spectrophotometer analysis. Through analysis on a
spectrophotometer using chloroform as solvent, it was proved that by means of
column chromatography bixin was obtained in pure form. It is concluded that the
methodology can be applied to obtain bixin of annatto seeds. This work, in addition to
the extraction of annatto pigments, also recounts how this subject can be used in
high school to study natural dyes, pigment extraction, and chemical structure of bixin

may exploit their bodily functions.

Keywords: Pigment Natural, Annatto, Bixa orellana.
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1. INTRODUGCAO

O mercado globalizado vem restringindo o uso de corantes sintéticos em alimentos
e, essa restricdo imposta pela Organizacdao Mundial de saude, tem levado os
pesquisadores e a industria ao interesse em pesquisas por materiais naturais, em
particular os vegetais, que sdo muito usados como corantes. Entre os corantes
naturais, o urucum é o mais utilizado no mundo, podendo ser aplicado em produtos
alimenticios. Sua utilizagdo se estende a outros segmentos como a industria téxtil,

de tintas, ragdo animal, cosmético e farmacologico (ALVES, 2005).

O urucum (Bixa orellana L.) é um arbusto tropical, uma planta nativa do Brasil, mas
desenvolve-se também em outras regides da América do Sul e central. Suas
sementes apresentam em sua pelicula externa um carotenéide avermelho
denominado bixina. De suas sementes podem ser obtido corante de diversas
tonalidades que vdo do amarelo ao castanho, passando pelo vermelho (SILVA,
2007).

A extracdo do pigmento do urucum ocorre na camada externa de suas sementes,
que sao constituidas basicamente de cis-bixina, o qual é um corante natural
permitido pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), por ndo ser toxico € nao
alterar o sabor dos alimentos. Da bixina sdo obtidos os demais pigmentos do
urucum, como a norbixina. Seus corantes apresentam caracteristicas hidrossollveis
e lipossoluveis, podendo ser empregado em grande numero de produtos
alimenticios. Apresentam também, maior estabilidade comparado a outros corantes

naturais, coloracdo atrativa e trata-se de uma cultura abundante (SILVA, 2007)

O corante da bixina & obtido por processos mecanicos e/ou empregando solventes
como: os 6leos vegetais, para a producao de extratos lipossollveis; solucao alcalina,
para o extrato hidrossoluvel ou ainda os solventes organicos como, acetona, etanol,
hexano, propilenoglicol ou cloroférmio. Apds a eliminagdo do solvente, alguns dos
extratos obtidos sdo normalmente processados na forma de pasta ou em pé.
(FRANCO, 2008).



14

O desenvolvimento de tecnologia que conduza nao s6 a extracdo do pigmento bruto,
mas principalmente que leve a obtencdo de bixina de elevada pureza é de
fundamental importancia para agregar valor ao produto. Disponibilizar no mercado a
bixina de elevada pureza, significa maior competitividade e certeza de expanséo
comercial (FRANCO, 2008)

Esse trabalho tem como objetivo extrair o pigmento do urucum com a finalidade de

contribuir na sua fungédo como corante na Industria cosmética e alimenticia.
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2. HISTORICO DO URUCUM

Os primeiros registros sobre o urucum e diversas espécies de vegetais sdo datadas
em 1500, na Carta escrita por Pero Vaz de Caminha ao Rei D.Manoel, no
descobrimento do Brasil. Segundo Filgueiras et al. (2002, p.267) Caminha descreveu

essa planta como:

...uns ouricos verdes, de arvores que, na cor, queriam parecer de
castanheiros, embora mais e mais pequenos, e eram cheios duns grdos
vermelhos pequenos, que, esmagados entre os dedos, faziam tintura
vermelha, de que eles andavam tintos. E quanto mais se molhavam, tanto

mais vermelhos ficavam...

Sua denominagéo cientifica Bixa orellana Linné se deu em homenagem ao primeiro
botanico que o estudou, Francisco de Orellana (FONNEGRA et. al, 2007).

Pertencente & familia botanica Bixaceal, € uma planta arbérea, rastica, perene, de
origem pré-colombiana. O urucum ou Bixa orellana é uma planta originaria da
América do Sul, mais especificamente da regido amazonica, é encontrada também
no Caribe e Africa, sendo os maiores produtores Quénia, Brasil e Peru. Seu nome
popular tem origem da palavra tupi "uru-ku", que significa "vermelho” (BARBOSA,
2006).

Além de urucum, a B.orellana apresenta outros nomes populares no Brasil como,
urucu e colorau. Na Bahia esse é conhecido como acgafroeira da terra e agafroa. No
Peru, Cuba e Porto Rico é conhecida como bija e achiote. No México é conhecido
como axiotl, na Bolivia como urucu e onotto e onotillo na Venezuela (CORREA et. al,
1984 apud COSTA, 2007).

A parte mais utilizada das plantas sdo suas sementes, mas também utiliza-se as

raizes e folhas. Como citado em documentos histéricos, obtém-se das sementes o
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corante vermelho, usado inicialmente pelos indigenas como tinta corporal, e que

hoje tem grande importancia na industria alimenticia e cosmética (ALONSO, 2004).
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3. ASPECTOS BOTANICOS

O urucuzeiro também chamado de urucueiro pertence a familia bixaceae e ao
género bixa, tendo com espécies: Bixa orellana L.(espécie mais cultivada), Bixa
arborea, Bixa Americana, Bixa Purpurea, Bixa Upatensis,Bixa Tinetoria e Bixa
Oviedi. (FRANCO, 2002 apud SILVA, 2007).

z

E uma arvore pequena ou arbusto, com folhagens de trés a cinco metros de altura,
podendo alcancar 10 metros. Seu tronco é curto tendo de 20 a 30 cm de diametro.
Suas folhas sdo alternadas entre 10 a 20 cm de comprimento e de 5 a 10 cm de
largura, pontiagudas de cor verde (figura 1). Suas flores podem ser brancas ou
rosadas, o seu fruto tem formato de capsula, coberta externamente com apéndices

flexiveis vermelhos, verdes ou pardos (REVILLA, 2001).

Figura 1- Urucuzeiro

As condicbes consideradas 6timas para o cultivo do urucueiro que se adaptam aos

mais variados condi¢des climaticas sdo: temperatura entre 22 a 27. Sob condicbes
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de frio prolongado, o urucum nao se desenvolve, ocorrendo reducdo na sua
produtividade. A quantidade de chuva deve ser acima de 1.200 milimetros, bem
distribuida durante o ano. Devem ser evitadas as areas sujeitas a ventos fortes ou
frios, alta luminosidade. Costuma-se efetuar sua plantacado no inicio de temporada
chuvosa. (MANFIOLLI, 2004)

O urucueiro se desenvolve melhor em solos profundos, bem drenados para evitar
que as plantas em periodos de chuva permanegcam sob condicbes de
encharcamento por periodos prolongados. O pH do solo deve estar entre 5,5 e 7,0,
tornando importante a fertilizacdo orgénica ou mineral, pois esse tipo de solo
enriquecido é dificil de se encontrar naturalmente, sendo necessaria na fase inicial
de seu crescimento a adicao de alguns nutrientes como calcio, nitrogénio, potassio,
ferro e manganés (FARIA, 2004).

As mudas do urucueiro geralmente sdo produzidas em canteiros ou em semeadura
em sacos plasticos. O preparo do solo para o cultivo consiste basicamente, em uma
aracao aproximadamente 30 cm de profundidade. A calagem deve ser procedida
conforme os resultados da anadlise do solo, de 60 a 90 dias antes do plantio, para
maior eficiéncia (MANFIOLLI, 2004)

Segundo Revilla (2001), o fruto pode ser colhido ap6s 16 meses da semeacao,
quando estiverem maduros, o que pode ser identificado pela maturacdo das
capsulas que é dada pela mudanca de sua cor quando passa do verde, amarelo ou
vermelho para castanho ou marrom. E importante colher apenas as capsulas que se
apresentem maduras e secas, uma vez que o porcentual elevado de umidade nas
sementes contribuira negativamente para a perda da qualidade das mesmas, assim

como, o aparecimento de mofos.

Suas sementes medem de 0,3 a 0,5cm de diametro, e seu formato varia em
piramidal a cbnico, a superficie das sementes sao lisas, com coloracao vermelha
(figura 2). Na obtencado de suas sementes, devem se escolher as plantas produtivas
e rusticas, resistente a pragas e doencas, com alto teor de bixina e maduras.
Quando as sementes sao retiradas das capsulas essa ja pode ser semeada, se iSso
nao for feito, deixar as sementes & sombra, em local ventilado, mais a sua

armazenagem deve ser evitada (FARIA, 2004).
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Figura 2- Fruto contendo semente de Bixa orellana

A qualidade das sementes esta diretamente relacionada com o teor de bixina
produzida, e varia de regido para regiao, pois dependem de sua variedade, clima e
solo. E de extrema importancia cuidados no cultivo, pois para suas sementes serem
classificadas para exportacéo, o teor de bixina deve ser superior a 2,5%, o que ainda
néao acontece na media das sementes nacionais (FARIA, 2004).

Existem algumas pragas e doencas que podem vir atacar o urucueiro que € uma
planta tolerante a pragas causadoras de danos econémicos as espécies cultivadas.
Dentre essas se destacam: o cochonilhas (Pinnaspis sp), acaros, bezourinho
(Capsus sp) e as formigas cortadeiras (Atta sp), trips (Selenothrips sp).O percevejo
(Leptoglossus sp), chupao dos frutos (hemiptero da familia Coreideae), e o caruncho
do urucum (inseto da ordem Coleoptera e familia Bruchidae), atacam diretamente os
seus frutos,causando danos as sementes e prejudicando sua comercializacao
(FRANCO et. at, 2002 apud MANFIOLLI, 2004).

A principal doenca que ataca o urucueiro é causada pelo fungo oidio bixa (Oidium
sp), pertencente a subdivisdo Ascomycotina, familia Erysiphaceae. Um ataque
intenso nas folhas pode prejudicar as fungdes metabdlicas normais da planta,

provocando deficiéncia no seu desenvolvimento. A doenga se manifesta com
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aparecimento de bolores brancos nas folhas e nos pélos dos frutos da variedade

bico de pato (figura 3).

Figura 3- Aspecto da folha de Bixa orellana com Oidio (RUSSOMANO et.al,
2012): (A) Oidio incidente em folhas jovens das partes mais baixas da planta de
urucum ; (B) Sintomas iniciais de Oidio na folha de urucum; (C) Crescimento
em folhas de urucum; (D) Sintomatologia avancada de O.bixae em folha de
urucum.

Outra espécie causadora de doenca no urucueiro € a Rhizoctonia solani, que atinge
a planta somente no estagio de muda, provocando a queda do colo das mudas, por
perderem sua sustentacdo. Caso nao haja controle, as perdas podem chegar a
totalidade da plantacdo (FRANCO et. al, 2002 apud COSTA, 2007).

A cescosporiose, causada por Cescospora bixae Allesch e Noack, afeta apenas
folnas maduras. Seus sintomas sdo manchas irreguladores de cor marrom
avermelhada a marrom escura, circundadas por um halo amarelo (figura 4). Se nao
houver controle, as folhas secam e caem. (FRANCO et. al, 2002 apud COSTA,
2007).

O fungo Pythium, causa a podridao da raiz, pequenas lesdes necréticas de cor
marrom escuro. Nas partes aéreas, aparecem manchas amarelas generalizadas, e
qgue quando atingem um estédgio avancado, causam a morte da planta (FRANCO et.
al, 2002 apud COSTA, 2007).
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Figura 4- Aspecto da folha de Bixa orellana com cercosporiose (RUSSOMANO
et. al, 2012 p.47)
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4. COMPONENTES QUIMICOS

A Bixa orellana é constituida por muitos compostos quimicos dentre eles o grupo
dos flavondides, destacando-se o glicosideo de apigenina (figura 5 a), bisulfato de
apigenina e hipoaletina. Tendo também &acido galico (figura 5 b), acido alfitélico, éleo
essencial, diterpenos (geraniol, geranil) (figura 5c), além de vestigios de alcalbides.
Dentre os carotendides estdo a bixina, norbixina, (que compdem a maior parte do
pigmento vermelho extraido das sementes, tendo maior valor comercial) orelina,
tocotriendis, tocoferdis, caroteno, criptoxantina, metilbixina, luteina, vitaminas (A, B e

C), proteinas, agucares, celulose, gorduras, calcio, ferro e fésforo (ALONSO, 2004).

OH
HO | o o
S
OH O
apigenina Acido gdlico
(a) (b)
CH;
X OH
HsC CH;
geraniol
(c)

FIGURA 5- Estrutura quimica: a) acido galico b) apigenina e c) geraniol
(COUTINHO; MUZITANO; COSTA 2009)
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Segundo Alonso (2004) o urucum tem trinta e cinco componentes que foram
identificados, entre eles: pirofosfato de farnesilo (11,6%) (figura 6), acetato de
occidentalol (9,7%), a bixina e a norbixina, que sao os principais constituintes. Sua
quantidade total varia significativamente, os valores comuns sao de 2-5%, mas seu
conteudo pode chegar a cerca de 7% do peso seco das sementes. Outros
componentes sdo acetona, achiotina, acido tomentdsico, éster metilico de trans-

bixina apocarotenoides.

=

OFP

pirofosfato de farnesilo

FIGURA 6- Estrutura quimica do pirofosfato de farnesilo (JUNIOR, 2002, p.10)

4.1 CAROTENOIDES PRESENTES NO URUCUM

Os carotendides sao pigmentos amplamente distribuidos na natureza, muito utilizado
como corantes e um grande precursor da vitamina A. Estima-se que sua producéo
mundial anual de biomassa seja de 100 milhdes de toneladas (FRANCO,2008)

Os carotendides formam um tipo incomum de agentes redutores biologicos, pois
reduzem os produtos de oxidagdo a baixos niveis de oxigénio, pois altos niveis de
oxigénio levam a destruicdo dos carotendides. Na maioria dos tecidos biolégicos, o
nivel de oxigénio é baixo, entdo os carotendides adquirem importancia como
antioxidante. Os carotendides agem como sequestradores dos radicais peroxila
reduzindo a oxidacdo do DNA e lipidios ou desativando o oxigénio singleto, essa
desativacdo pode se da de duas formas, pela reagdo quimica do carotendide com
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1 1
O2 ou pela transferéncia fisica da energia de excitacao do O2 para o carotenoide

(DAVID; BARREIROS; DAVID, 2006).

As respectivas coloracdes dos carotendides vao desde o amarelo, passando pelo
laranja, até o vermelho intenso. Isso acontece pela multiplicidade de duplas ligacoes
conjugadas na estrutura mais freqliente do tipo C40. A caracterizacao de cada
variante estrutural é por meio da espectrofotometria com comprimento de onda na
regido do ultravioleta (UV) e do visivel (FONTANA et. al, 1997). A bixina e seus
isbmeros tém absorbancia maxima a cerca de 500nm e 470nm. Ja o B-caroteno
absorve na faixa 450nm (ZERAIK; YARIMAKE, 2008)

Os carotendides oxidam com facilidade, pois contem um grande numero de ligagoes
duplas conjugadas. Esta oxidacdo ocasiona a perda de cor dos carotendides em
alimentos, sendo Ester os principais mecanismos de degradacgdo. A estabilidade a
oxidacao de um pigmento é altamente dependente do seu ambiente (SCHAWARTZ;
ELBE et. al,2010).

4.1.1Bixina e Norbixina

A primeira vez que a bixina foi isolada das sementes de Bixa orellana ocorreu em
1875, mas somente em 1961 a sua estrutura completa foi estabelecida através de
estudos de ressonadncia magnética nuclear de hidrogénio e carbono treze
(BARBOSA, 2006).

A bixina é um apocarotendide (um grupo derivado dos carotendides, o0s
apocarotendides, é oriundo da clivagem oxidativa dos carotenos) com uma cadeia
de 25 carbonos que constitui, em média, 2,5% das sementes secas da Bixa
Orellana, contendo um &cido carboxilico e um éster metilico nas extremidades,
ocorrendo naturalmente na forma cis. Porém, durante o processo de extragao,
quando submetido a alta temperatura, é isomerizada conduzindo a forma frans mais
estavel, a qual é denominada isobixina. Retirando-se o grupo metil éster da bixina,
tem-se a norbixina, um acido dicarboxilixo (figura 7) (BARBOSA, 2006).
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Figura 7- Estrutura quimica da Bixina, Isobixina e Norbixina
(In: BARBOSA, 2006, p.7)

Os is6bmeros cis-bixina, trans-bixina, cis-norbixina e trans-norbixina diferem em
algumas caracteristicas fisicas. A cis-bixina é soluvel na maioria dos solventes
organicos polares, onde apresenta uma coloracdo mais alaranjada, porém insoluvel
em Oleos vegetais e agua, podendo se converter rapidamente em transisbmeros
devido a sua instabilidade. A trans-bixina tem propriedades semelhantes ao isdmero
cis, porém apresenta coloragdo vermelha em solucao e é soluvel em éleo vegetal
(SATYANARAYANA et.al , 2003).

A bixina (monometiléster do acido dicarboxilico norbixina) € o principal componente
colorido de B.orellana (80% dos carotendides totais), estando sujeita a isomerizacao
devida a intensa insaturacdo. O composto presente em maior quantidade nas
plantas sao os isébmeros cis metil-hidrogénio (CUSPIRENA et. al 2002, apud COSTA
2007).

No mecanismo de biossintese da bixina estdo envolvidas as enzimas como
dioxigenases, metiltransferases e aldeido desidrogenases que participam de uma
série de reacbes a partir de um precursor com 40 carbonos. Por ja terem identificado
tracos de derivados de licopeno acumulados na planta, acredita-se que esse seja 0
precursor, no caminho proposto para biossintese da bixina (figura 8) (BOUVIER
et.al, 2003 apud COSTA 2007).
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Figura 8- Biossintese da bixina (In: OLIVEIRA, 2005, p.27)

4.1.2 Licopeno e B-caroteno

O B-caroteno é considerado o caroteno mais abundante nos alimentos sendo o mais

interessante economicamente, pois apresenta maior atividade vitaminica. Sendo o

Unico carotenodide que apresenta dois radicais B-ionona, que ao romper-se forma
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duas moléculas de pré-vitamina A (figura 9). (AMBRISIO et. al, 2006 apud
OLIVEIRA, 2010).

Anel de p-ionona Anel de p-ionona
B-Caroteno ke

I | < L ,;|

Sy B 24

|
\

Cadeia poliénica
H,C CH,CH, CH,

B-Caroteno

Retinol

Figura 9- Estrutura quimica e clivagem do B Caroteno (In: AMBRISIO et. al,
2006 apud OLIVEIRA, 2010, p.6)

A obtencdo do betacaroteno se da por diversas espécies de fungos, leveduras e
algas. Entretanto, certas espécies sao capazes de sintetizar em quantidade
suficiente para sua producao em escala industrial (OLIVEIRA, 2010).

O estudo da producéo de betacaroteno é recentemente incentivado, pois a utilizacao
de corantes artificiais vem sendo questionada devido aos possiveis problemas que
podem ocasionar a saude, levando a FAO (Food And Agriculture Organization),
o6rgao da ONU, a tomar medidas restritivas ao seu uso, fato que contribui para o
aumento da utilizacdo de corantes naturais. No Brasil, o Ministério da Saude fica
responsavel pela legislacdo de alimentos e cosméticos. As normas brasileiras para
corantes e aditivos tém por base as americanas, especificadas pelo FDA (Food and
Drug Administration) (OLIVEIRA, 2010).



28

4.1.3 Tocoferois e Tocotrienois

Os tocoferois e tocotriendis sdo conhecidos por inibir os processos de oxidacao dos
lipidios em alimentos e sistema bioldgico. Esses sdo encontrados em sementes de
oleaginosas, folhas e outras partes verdes das plantas (VANCONCELLQOS, 2005).

As denominacdes a, B, y e & dependerao dos radicais ligados na base dos tocoferdis

e tocotriendis (figura 10).

a-tocoferol: Ry = R; = CH;
CH, B-tocoferol: Ry = CH3; Ro=H

y-tocoferol: Ry = H; R, = CH;
cH, oO-tocoferol: Ry =R, =H

TOCOFEROL

o-tocotrienol: R, = R, = CH,4
p-tocotrienol: Ry = CHs; R,= H
y-tocotrienol: Ry = H; R,= CH;
o-tocotrienol: Ry =R, =H

TOCOTRIENOL

Figura 10- Estrutura quimica do tocoferol e tocotrienol (In: COSTA, 2007, p.31)

A fungdo do tocotrienol é a inibicdo do crescimento de células cancerosas nas
glandulas mamarias, enquanto o tocoferol ndo inibe este efeito. Estudos sugerem
que as funcgdes bioldgicas do tocoferol e tocotrienol ndo parecem estar relacionadas
uma com a outra (VASCONCELLOS, 2005).

Esses compostos sdo importantes ndo somente para os sistemas biolégicos e
alimentos, mas também para impedir a auto-oxidacdo do 6leo nas sementes
vegetais. Estudos comprovam a atividade oxidante dos tocoferdis, j& os estudos
sobre o tocotriendis sdo escassos, provavelmente pela dificuldade de encontra-lo na
natureza, estando presente em poucas espécies (COSTA, 2007). A acao
antioxidante desses dois compostos é devido a sua capacidade de doar hidrogénios
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fendlicos ao radical livre, assim, impedindo a acdo dos radicais livres nos lipidios
(VANCONCELLOS, 2005).
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5. ACAO ANTIOXIDANTE DOS CAROTENOS

Em nosso sistema biolégico sdo formadas constantemente espécies reativas, para
iss0, 0 nosso organismo desenvolveu defesas antioxidantes de forma a proteger-se
dos possiveis danos causados por essa espécie. Denomina-se antioxidante
qualquer molécula que inibi ou minimiza um processo de oxidacao. Do ponto de
vista biolégico, um antioxidante protege estruturas celulares e biomoléculas contra
os efeitos deletérios de substancias que promovem a oxidagdo (HALLIWELL et. al,
2007 apud ANGELI 2011)

5.1 RADICAIS LIVRES

Um radical livre é uma estrutura que apresenta um elétron desemparelhado, ou seja,
por estar ocupando um orbital atbmico sozinho o torna mais instavel e
conseqlentemente mais reativo. Por razbes quanticas, esta molécula tende a
emparelhar esse elétron com algum outro elétron de outra molécula. Em geral, os
radicais livres sao formados por absorcao de radiacdo (ultravioleta ou visivel), por
processo de catalise enzimatica ou reacdes redox (SALVADOR; HENRIQUES,
2004).

O oxigénio é a molécula iniciadora do processo de formacao dos radicais livres por
sua facilidade em reagir. O oxigénio reduz-se a agua ao final da respiracéo

anaerodbica, nessa fase originam-se espécies altamente reativas, como a hidroxila
(.OH), radical superoxido (Oy), radical hidroperéxido (HOQ'). (GUERRA FILHO;
FANAN, 1994 apud COSTA, 2007).

O processo de formagcdo dessas espécies reativas de oxigénio (ERO) esta
demonstrada pela (figura 11).

Ao absorver energia o oxigénio molecular em seu estado fundamental, pode se

]
converter ao estado singlete excitado (02). O oxigénio tanto em sua forma
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fundamental como singlete, ao absorver um elétron, pode se converter em
superoxido (02-). Numa segunda etapa de reducdo, a partir do superoxido a

formacao do peréxido de hidrogénio (H202), pela absor¢cdo de mais um elétron e de

2 H . Ao receber um terceiro elétron e mais 1 H , reduz-se ao radical hidroxila(.OH),
apos receber o quarto elétron e 1 H ,forma finalmente a molécula de agua (HZO)

(VOEGELI et al., 1992, apud COSTA, 2007).
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Figura 11- Formacao da espécie reativa de oxigénio (In: VOEGELI et. al, 1992,
apud COSTA, 2007, p. 24).
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6. CORANTE

As cores tém papel notadamente dominante em nossa vida, porém na maioria das
vezes acaba passando despercebido. A maior parte da raca humana tem a
habilidade de perceber as cores, e desde as primeiras civilizagbes o homem tenta
reproduzir as cores da natureza, seja por questdes estéticas ou puramente
funcionais. Para isto, é feito uso de pigmentos e corantes (DIAS; GUIMARAES;
MERCON, 2002).

A cor é o primeiro critério utilizado na aceitagédo ou rejeicao, por isso, na industria de
alimentos a cor é um atributo importante. A adicdo de corantes nos alimentos &,
muitas vezes, uma exigéncia do consumidor. Se a cor for atraente, dificiimente o
alimento ndo sera ingerido ou, pelo menos, provado (HARDER; BRAZACA;
ARTHURI, 2007).

Os pigmentos sdo compostos quimicos que absorvem luz na faixa de comprimento
do visivel. A cor produzida € devida uma estrutura especifica de uma molécula. Essa
estrutura captura energia e sua excitacéo, a energia nao absorvida é refratada para
ser capturada pelo olho, onde impulsos sdo encaminhados para o cérebro onde
esse interpreta como uma cor. Sao substancias insoluveis e oferecem cobertura,
opacidade, tingimento e cor, por exemplo, séo utilizados em tintas para residéncias e
produtos de maquiagens cosméticas Em aplicacdes industriais, bem como nas artes,
sua permanéncia e estabilidade sao propriedades desejaveis (ALVES, 2005).

Corantes é qualquer produto quimico, natural ou sintético que confere cor, podendo
geralmente podem ser aplicado em solugdo ou ainda puro. Fixam-se de alguma
maneira a um substrato, podendo ser um tecido, papel, cabelo, couro € muitos
outros materiais. Estes atuam absorvendo a luz em um determinado comprimento de
onda chamado de luz visivel 380-770 nm. O ideal e que os corantes apresentem
fixacdo uniforme com as fibras em todo o substrato e que sejam estaveis a luz e aos
processos de lavagem (DIAS; GUIMARAES; MARCON, 2002).

A utilizacao de corantes e pigmentos naturais vem despertando interesse em
pesquisas tedricas e empiricas das relagdes entre cor, estrutura molecular e
propriedades de aplicagdo e conservacdo (ESCOLA INTERATIVA, 2012)
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Até a metade do século XIX, os corantes em quase totalidade eram isolados de
fontes naturais, de origem principalmente animal ou vegetal. As necessidades de
busca a substancias mais proximas do ideal para as aplicacdes pretendidas, assim
como o desenvolvimento das pesquisas encorajaram a busca por corantes sintéticos
com propriedades superiores (ESCOLA INTERATIVA, 2012).

Na legislacédo brasileira sdo permitidas trés categorias de corantes para o uso em
alimentos, os corantes naturais, o corante caramelo e os artificiais. Segundo o artigo
10 do Decreto n°5 871, de 26 de marco de 1967, que considera corante natural ou
pigmento extraido de substancia vegetal ou animal. Corante caramelo € o produto
obtido a partir da reagdo de Maillard de acucares. J& o corante artificial é a
substancia obtida por processo de sintese. Segundo a legislacdo vigente, em
produtos que contém corantes deve vir descritos em seu rétulo a Classe do aditivo
(corante) e 0 nome por extenso, além disso, os corantes artificias devem apresentar

no rétulo a indicagao "colorido artificialmente" (TENORIO, 2010).

Os corantes naturais sao obtidos a partir da extracdo de vegetais, e muito
empregado pelas industrias alimenticias. Sdo exemplos (figura 12) o urucum,
carmim de cochonilha, curcumina, antocianinas e betalainas
(ADITIVOS&INGREDIENTES, 2009).
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Figura 12- Estrutura quimica dos corantes naturais (antocianina, carmim de
cochonilha, curcumina e bixina) (In: TENORIO, 2010, aprimorado)
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Os corantes sintéticos sdao semelhantes aos naturais quanto a estrutura quimica,

porém sao obtidos sinteticamente em laboratério. Sdo exemplos a tartrazina,
amarelo crepusculo, azorrubina e eritrosina (figura 13) (ADITIVOS&INGREDIENTES,

2009).
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Figura 13- Estrutura quimica dos corantes sintéticos (azorrubina, tartrazina,

amarelo crepusculo e eritosina) (In: PRADO; GODOY, 2003, aprimorado)
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7. CORANTES NATURAIS, EXTRAGCAO E APLICAGAO NO ENSINO
MEDIO.

Um dos grandes desafios atuais do ensino da ciéncia nas escolas € construir uma
ponte entre o conhecimento ensinado e o cotidiano dos alunos. Muitos alunos tém
em vista a quimica como uma disciplina dificil e complexa, criando distanciamento e
apatia pela matéria (VALADARES, 2001).

Tradicionalmente o conteddo ministrado no ensino da quimica é respaldado por
definigdes, regras, formulas, nomenclaturas, classificagées, obrigando o aluno a
decorar conteudos sem relacao pratica com seu cotidiano. Pensando desta maneira,
o aluno perde o interesse nas aulas e torna ainda mais problematica a intensa
necessidade de assimilacdo dos conteudos ensinados pelo professor, o que dificulta
ou até impossibilita que os alunos e a sociedade, por conseqiiéncia, compreendam
gue muitos eventos e objetos cotidianos sédo oriundos de fendmenos que envolvem
reacdes quimicas (SOUZA, 2007).

Tanto o professor quanto o aluno conhecem as dificuldades de conciliar os conceitos
quimicos expostos em sala de aula com a vivéncia do cotidiano do aluno. Nem
sempre é possivel fazer essa ligacao, principalmente na realidade da educacéao
brasileira, onde a maioria das escolas em, especial as publicas, ndo possuem
materiais didaticos adequados e nem laboratérios para que o professor consiga
desenvolver os conceitos de forma simples e a partir de observacdes de fatos
experimentais (DIAS; GUIMARAES; MERCON, 2002).

A implantagdo de aulas praticas seria ideal para despertar o interesse na
participacdo dos alunos, associando os conceitos a partir da observacéao, tornando o
aprendizado mais significativo, permitindo que eles compreendam as
transformacdes quimicas que ocorrem no mundo fisico de forma mais abrangente,
construindo um conhecimento cientifico, aplicagdes tecnoldgicas e implicagdes
ambientais, sociais, politicas e econdmicas (DIAS; GUIMARAES; MERCON, 2002).

O uso de corantes como objeto de estudo justificou-se pelo fato da cor ser uma

propriedade marcante. Todos possuimos cores preferidas que refletem em variados
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objetos que adquirimos. Dessa forma, a cor € um tema que motiva os alunos a
aprender quimica. (DIAS; GUIMARAES; MERCON, 2002).

O experimento realizado neste trabalho, ou seja, extracao da pigmentacao a partir
do urucum proporciona a abordagem dos seguintes conteddos da Quimica:
caracteristica polar e apolar de substancias, solubilidade, funcbées organicas,
métodos de separacao de misturas, equilibrio acido-base, corantes e pigmentos e
indicadores de pH. (JUNIOR; BISPO, 2010).

Para iniciar o estudo desse tema, pode-se definir corante e pigmento. Corante é
“‘qualquer produto quimico, natural ou sintético que confere cor.” (DIAS;
GUIMARAES; MERCON, 2002). J& os pigmentos sdo somente “substancias naturais
que conferem cor” (FAZENDA, 1995 apud OLIVEIRA; KONISHI; ALMEIDA, 2011).

Ao abordar a estrutura quimica da bixina obtida na extracao, podem ser exploradas
as funcdes organicas encontradas na substancia, acido carboxilico e éster, fazendo

uma revisao sobre este tema (figura 14).
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Figura 14- Estrutura quimica da bixina (In: OLIVEIRA, 2010, p.18)



8. MATERIAIS E METODOS

8.1. MATERIAIS E REAGENTES

e Semente de urucum

e Erlemeyer 250 mL

e Agitador magnetico

e Baldo de 100 mL

e Bécker 600 mL

e Bécker 250 mL

e Bécker 100 mL

e Proveta 100 mL

e Espectro (Femto cirrus 80)
e Balanca digital (Marte AY220)
e Pipeta graduada

e Pipeta volumétrica

e Bastdo de vidro

e Bastdo magnético

e pHmetro (MPA-210)

e Funil de vidro

e Papelfiltro

e Espatula de ferro

e Termbmetro

e Papel silica 0,20 mm (Macherey- nagel, alugram sil g/ uv )
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e Coluna

e Suporte

e Tubo de ensaio

e Silica

e Capilar

e Agua destilada

e Etanol

e Hidroxido de potassio (Quimex QX 505.1000)

e Cloroférmio (Dinamica quimica contemporanea Ltda)
e Acido citrico (Synth)

e Alcool metilico (Dinamica quimica contemporanea Ltda)

8.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

8.2.1. Extracao do pigmento

Preparou-se uma solugédo extratora com concentragées 5%. Para isto pesou-se 5¢g
de hidroxido de potassio e avolumou-se em um baldo de 100 mL, sendo 90 mL de
agua deionizada e 10 mL com etanol.

Preparou-se uma solucao de &cido citrico 20% para ser utilizado posteriormente
para correcao de pH. Pesou-se 20,099 de acido citrico e avolumou-se em um balao

de 100 mL com agua deionizada

Retirou-se as sementes de urucum de suas capsulas e pesou-se 10g de semente
para cada concentracdo de solucdo, adicionou-se 60 mL do solvente extrator. Apds
a adicao do solvente, a amostra foi submetida a agitacdo em banho maria por duas

horas, em chapa de aquecimento em temperatura de 50°C. A temperatura foi
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monitorada com um termémetro (figura 15). Apds a extracdo a amostra foi filtrada
em papel filtro (figura16). (NACHTIGALL; SILVA et. al,2008)
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Figura 15 — Extracao do pigmento com agitador e aquecimento.

Figura 16 — Filtracao da amostra

Apés a filtracao o pH foi corrigido pH 8 com solugéo de &cido citrico (figura 17). Apos
a correcao do pH foi realizada a cromatografia de camada delgada (TLC).
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Figura 17 — Realizando a correcao do pH

8.2.2. Cromatografia de TLC

Em uma placa de silica (papel silica) foram aplicados com auxilio de um capilar
algumas gostas da amostra do pigmento extraido do urucum. A placa foi eluida com
uma mistura de cloroférmio e alcool metilico na proporcéao (95:5), colocou-se essa
fase moével em um pote com tampa. Em seguida, deixou-se secar e a placa foi
adicionada na fase mével como apresentado na figura 18 (LOTFI; HASSAN; HABIB,
2008) .

Figura 18 — Cromatografia TLC
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8.2.3. Cromatografia de coluna

A coluna de silica gel foi empacotada empregando como eluente o cloroférmio;
alcool metilico (19:1) (figura 19). Colocou-se 4 mL da amostra de urucum extraida na
coluna. E procedeu-se a eluicdo. Obteve-se 32 fragdes para andlise em tubo de
ensaio devidamente numerado.

Figura 19 — Cromatografia de coluna

8.2.4. Espectro

As fracdes de numero 1 até 32 foram identificadas por espectrofotometria. Utilizou-
se cloroférmio com solvente e procedeu-se a leitura entre 300 a 700nm.
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9. RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo do corante do urucum foi feita seguindo a metodologia NACHTIGALL;
SILVA (2008) obtendo-se 100 mL do extrato.

Para a identificacdo da bixina nesse extrato foi realizado uma cromatografia de
camada delgada (figura 20).

Figura 20 — Resultado cromatografia de TLC

Essa cromatografia indicou a presengca de 4 substéncias diferentes, sendo
observada a presencga da bixina através da comparacao de seu fator de referéncia
(Rf) encontrado na literatura LOTFI et, al.( 2008). Os calculos do fator de referencia
de cada substancia observadas na TLC de acordo com a equacdo 1 estao
apresentados abaixo.
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Distancia percorrida pela mancha desde a origem (d,)

R
Distancia percorrida pelo solvente desde a origem (d,,)

1)

e Rf (1) :6,4=0,97
6,6

e Rf (2):56=0,85
6,6

e Rf (3):32=0,48
6,6

e Rf (4):22=0,33
7.8

Observou-se que ap6s os calculos dos Rfs a segunda mancha era a mais préxima
do padrao, pois esta exibiu valor de Rf 0,85, valor proximo ao obtido por LOTFI et,
al.(2008), que obteve um valor de Rf é igual a 0,8.

Com a técnica de cromatografia em coluna (figura 21), pode-se isolar as fragcdes que
continham a bixina, a qual foi identificada por analise espectrofotométrica,

verificando-se um Amnax ~ 470 nm .



44

Figura 21 — Etapas da cromatografia de coluna

Obteve-se 32 fragbes. Os espectros das fragdes 4 a 31 apresentaram grande
similaridade com o padrdo do espectro da bixina obtido por Alves (2005) (figura 22).
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Figura 22 — Espectro Padrao da bixina (ALVES,2005)

Na fracdo 4 observou-se Amax 470 nm , caracteristico da bixina, porém com baixa

concentragao (figura 23).
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FIGURA 23 - Espectro da fracao 4

A amostra que apresentou 0 melhor espectro com um pico préximo ao padréo da
literatura descrito por ALVES( 2005) (figura 24) foi a fracdo obtida no tubo 22. Na

figura 24 pode-se verificar um pico maximo de absorcao Anax ~ 470 nm.
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FIGURA 24 - Espectro da fracao 22

Para uma analise quantitativa, as fracbes de numero 4 até 31, poderiam ser
agrupadas e o solvente evaporado obtendo-se a bixina mais pura possivel. Em
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seguida esta amostra poderia ser submetida a uma nova cromatografia de camada

delgada para verificar sua pureza.
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10. CONCLUSAO

Conclui-se que pela metodologia empregada pode-se obter a bixina das sementes
de urucum. Através de purificacdo do extrato em cromatografia em coluna foi
possivel isolar e em seguida identificar por espectrofotometria a bixina existente no

extrato.

Os pigmentos do urucum tem se destacado por possuirem muitas aplicacdes em
diversos segmentos, pois estes além de serem naturais ndo alteram as
caracteristicas dos produtos em que sao empregados, ndo sao toxicos, sao grandes

precursores da vitamina A e E.
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