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RESUMO

O estudo objetivou quantificar os fendis totais em cinco genétipos de Bixa orellana (Piave vermelha, Piave
vermelha gigante, CPATU 0060, Bico-de-pato I e Peruana Paulista). Os extratos foram obtidos em etanol PA
e solugdo hidroetanolica (80:20,v.v"'), sendo os resultados obtidos comparados a dois antioxidantes sintéticos,
butil-hidroxitolueno (BHT) e 4cido gélico (GAE). Os teores de fendlicos totais dos gendtipos analisados
apresentaram valores médios de 776,02 a 1.498,48 mg GAE.100 g de amostra (peso seco) e 297,08 a 450,97 mg
GAE.100 g, para os extratos hidroetandlicos e etanolicos, respectivamente. A medida da atividade antioxidante
para os extratos hidroetandlicos variou entre 48,31% e 70,10%. Valores inferiores foram obtidos para atividade
antioxidante dos extratos etanolicos (18,91% a 35,26%). Os resultados evidenciaram que o genétipo CPATU
0060 apresentou teores de fenélicos totais e atividade antioxidante superiores aos demais genétipos analisados.
Foi observada baixa correlacdo entre as varidveis de fendis totais e atividade antioxidante para os extratos
hidroetandlicos (R=-0,5328) e etanolicos (R= 0,4115). Considerando a ampla aplicagdo do urucum na industria
de alimentos e farmacéutica, os resultados sugerem que seus graos podem ser considerados uma fonte potencial
de antioxidante natural.

Palavras-chave. alimento funcional, composi¢do de alimentos, sistema modelo p-caroteno/acido linoleico,
espectrofotometria, andlise de alimentos.

ABSTRACT

The study aimed to quantify total phenols in five genotypes of Bixa orellana (Piave vermelha, Piave vermelha
gigante, CPATU 0060, Bico de pato I e Peruana paulista). The extracts were obtained from ethanol PA and
hydroethanol solution (80:20, vv''), the results compared to two synthetic antioxidants, butylated hydroxytoluene
(BHT) and gallic acid (GAE). The total phenolic contents of the genotypes studied showed mean values from
776.02 to 1498.48 mg GAE.100g"' sample (dry weight) and 297.08 to 450.97 mg GAE g'.100, for the extracts
hydroetanolic and ethanol, respectively. The measurement of antioxidant activity of the hidroetanolic extracts
ranged from 48.31% and 70.10%. Lower values were obtained for the antioxidant activity of ethanol extracts
(18.91% to 35.26%). Studies indicate that the genotype CPATU 0060 showed total phenolic contents and
antioxidant activity than the other genotypes studied. Low correlation was observed between the variables of
total phenols and antioxidant activity of the hydroetanolic extracts (R = -0.5328) and ethanolic (R = 0.4115).
Considering the wide application of annatto in food industry and pharmaceuticals, the results suggest that the
grains can be considered a potential source of natural antioxidant.

Keywords. functional food, food composition, system model B-carotene/linileic acid, natural antioxidants,
food analysis.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de antioxidantes sintéticos na
industria de alimentos constiui um mecanismo de defesa
na inibi¢do da lipoperoxidag¢ao. Entretanto, esses aditivos
sdo apontados como causadores ou promotores de
diversas patologias?. Assim sendo, é crescente o nimero
de publicagdes relativas a substituicido por antioxidantes
de fontes naturais*®.

A lipoperoxida¢do é um processo complexo
que ocorre em cadeia, no qual estio envolvidos
fatores proxidantes, como tratamento térmico, luz UV,
radiagdes ionizantes, metais, lipoxigenases e outros, que
favorecem a producao de intermedidrios radicalares
reativos e resultam em produtos secundéarios com
potencial efeito toxicoldgico”®.

Os antioxidantes atuam minimizando o
processo oxidativo durante as etapas da oxidagdo por
diferentes mecanismos. Os antioxidantes de natureza
enzimatica integram o sistema de defesa antioxidante
celular, removendo formas reativas de oxigénio,
nitrogénio, enxofre e outras, enquanto os antioxidantes
ndo enzimdticos podem atuar na complexacdo de ions
metalicos e na reducdo de radicais livres e perdxidos,
nestes ultimos estdo incluidos os compostos fenoélicos,
considerados potenciais antioxidantes’.

A maijoria dos vegetais superiores sintetiza
uma expressiva quantidade de metabdlitos secundarios
relacionados a diversas fung¢des, como quimopreventivos
em resposta ao ataque de herbivoros e microrganismos,
na biossintese de compostos sinalisadores da polinizacio,
para manter o equilibrio ecoldgico e estabelecer, assim, a
homeostase da planta, sendo sua sintese regulada por fatores
bidticos e abidticos™. Estes fitoquimicos de ocorréncia
natural apresentam-se como misturas complexas que
diferem entre vegetais, partes da planta (sementes, folhas e
raizes), bem como durante os estidios de desenvolvimento
da mesma. Em geral, sdo agrupadas estruturalmente em
trés grupos quimicos: terpenos, compostos nitrogenados
e fenolicos, neste dltimo estdao incluidos os flavonoides,
considerados potenciais antioxidantes naturais'.

A Bixa orellana L. (urucum) é uma importante
fonte de matéria-prima empregada na induastria de
alimentos brasileira, especialmente na produgdo de
embutidos, massas, queijos, sorvetes e confeitarias, e
corresponde a aproximadamente 90% do mercado de
corantes. Em nivel mundial, representa cerca de 70% do
mercado de corantes naturais empregados na industria

de alimentos. Apesar da sua utilizacdo como corante ha
muitos séculos pelos indios, seu uso comercial é recente e
vem aumentando cada vez mais em fungdo das exigéncias
do mercado por produtos mais “saudaveis’, uma vez que a
legislagao limita o uso de determinados aditivos artificiais
na inddstria alimenticia e farmacéutica

O estado da Bahia possui uma area plantada de
urucumestimadaem 2 milhectares,commaior concentragao
no sul e extremo sul, sudoeste e litoral norte. Por essa razdo,
o banco de germoplasma ativo da Bahia esta instalado na
Universidade do Sudoeste da Bahia/UESB, com mais de
120 acessos de urucum, sendo considerado um dos maiores
do mundo com cerca de mil espécies de plantas'>'2. Dentre
estas, destacam-se Piave vermelha, Piave vermelha gigante e
CPATU 0060, pela boa produtividade, associada a elevados
teores de bixina nas sementes, que variam de 3,5% a 6%. O
gendtipo de Bico-de-pato é o mais cultivado no extremo sul
da Babhia, possui elevada produtividade e embora apresente
limitado teor de bixina, entre 2,1 a 3,3%, destaca-se como
um dos mais vigorosos gendtipos no Brasil.

Pelo exposto e considerando as amplas aplicaces
das sementes do urucueiro na industria de alimentos,
objetivou-se com o presente estudo avaliar os teores
de fendlicos bioativos a partir dos extratos de cinco
gendtipos de urucueiros, determinar o melhor solvente
extrator, bem como verificar a correlagio entre os teores
de fendlicos totais e a atividade antioxidante.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido nos Laboratdrios de
Quimica Analitica e Bioquimica, Fisiologia Animal e
Nutri¢do Animal, todos da UESB, Campus de Itapetinga/
Bahia. Foram utilizados graos de urucum (Bixa orellana
L.) dos genoétipos Piave vermelha, Piave vermelha gigante,
CPATU 0060, Bico-de-pato I e Peruana paulista, cedidos
gentilmente pelo banco ativo de germoplasma da UESB,
Campus de Vitéria da Conquista, Bahia, em setembro
de 2007, os quais foram selecionados por serem os mais
cultivados no Brasil.

Preparo da Matéria-Prima

Os graos de urucum foram ajustados a teores de
umidade de 10%, em estufa com circulagdo forcada de ar a
temperatura de (50 £ 2) °C. Em seguida, foram triturados
para reducdo do seu tamanho, em um moinho de bancada,
e os graos triturados foram classificados em peneiras Tyler
para tamanho da particula igual a 180 um.
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As fragdes obtidas foram acondicionadas a vacuo
em sacos de polipropileno e mantidas em local seco, a
temperatura ambiente e protegidas da luz.

Obtenc¢io dos Extratos

Para a extracdo dos compostos fendlicos foram
utilizados dois solventes: etanol PA e uma solucio
hidroetandlica (80:20, v.v-1). Os extratos em etanol PA e
hidroetandlicos foram obtidos por processo de extracio
solido-liquido: 5gdeamostradesidratada foram mantidos
em contato, por 30 minutos e sob agitagdo constante,
com 50 mL dos respectivos solventes, a temperatura
ambiente, (28 + 2) °C. Posteriormente, a mistura foi
centrifugada a 3600 x g por 10 minutos. O residuo obtido
foi submetido a mais uma extracdo idéntica a descrita
anteriormente. Os extratos obtidos foram particionados
com hexano, em funil de separacdo e, posteriormente,
clarificados com 5 mL de solu¢édo aquosa de hidréxido
de bério 0,3 M e 5 mL da solugdo de sulfato de zinco
a 5% e homogeneizada, sendo a mistura deixada em
repouso por 20 minutos. Apos esta etapa, a mistura foi
centrifugada para remogdo dos interferentes da analise,
conforme procedimento recomendado por Furlong et
al't. Os extratos foram concentrados em evaporador
rotativo a temperatura de (50 + 2) °C, transferidos para
tubos de ensaio com tampa e acondicionados a -18 °C.
Os extratos concentrados foram liofilizados.

Determinagao Espectrofotométrica
dos Fendlicos Totais (FT)

Para determinag¢do dos compostos fenolicos totais,
foi adotado procedimento proposto por Wettasinghe e
Shahidi" utilizando o reagente de Folin-Ciocauteau (Sigma-
Aldrich). O ensaio envolve reagdes de oxidorreducio em
meio alcalino, no qual anions fenolatos sao oxidados e o
complexo fosfotungstico (H,PW O,)) fosfomolibidico
(H,PMo,,0, ), de cor amarela, proveniente do reagente
que ¢é reduzido a uma mistura de 6xidos de tungsténio
e molibdénio, de cor azul. A intensidade de cor que se
desenvolve é proporcional ao teor de compostos fendlicos
presentes no extrato. O total de compostos fendlicos nos
extratos obtidos foi expresso em mg de equivalente de
acido galico.100 g da amostra desidratada.

Determinagao da Atividade Antioxidante
in vitro dos Compostos Fenolicos Totais

A atividade antioxidante dos extratos de urucueiros
foi avaliada utilizando-se o sistema modelo do {3-caroteno/

64

acido linoleico, que consiste na cooxidagao do B-caroteno/
acido linoleico em uma emulsdo aquosa, monitorada
com o decaimento da absorvancia na regido do visivel,
proposto por Marco', Miller'” e Lee et al.'® e modificado
por Emmons e Peterson"”. A metodologia consiste na
homogeneizagio de 2 mg de P-caroteno em 20 mL de
cloroférmio em um baldo de fundo redondo contendo
40 mg de 4cido linoleico e 400 mg do emulsificante
Tween 20 (Emulsdo A). Ap6s a dissolucédo da mistura, foi
removido o solvente em evaporador rotativo a (50 £ 2)°C.
Posteriormente, foi-se adicionando 100 mL de agua
destilada saturada com oxigénio sob agitacdo vigorosa.
Aliquotas de 3 mL da emulsao A foram transferidas para
uma sequéncia de nove tubos de ensaio contendo 40 pL dos
extratos brutos liofilizados na concentragao de 1 mg.mL".
Ao primeiro tubo foi realizada a leitura imediata a 470 nm
em espectrofotdmetro (tempo zero), enquanto os demais
tubos foram incubados em banho-maria a (45 + 2)°C,
sendo as leituras realizadas em intervalos de 15 min,
durante um periodo de duas horas. A amostra em branco foi
constituida de 3 mL da emulsao acido linoleico-Tween 40
(Emulsao B) e 40 uL agua destilada oxigenada. A amostra
controle, sem antioxidante, foi preparada adicionando
3 mL da emulsdo A em uma sequéncia de nove tubos de
ensaio e 40 pL do solvente testado.

Aatividadeantioxidantedaamostrafoicomparada
a dois antioxidantes sintéticos, BHT (2,6-di-tert-butil-
4-metil fenol) e acido galico, ambos na concentragdo
de 1 g.100 mL"' em etanol PA, que foi determinada nas
mesmas condicbes acima descritas. O percentual da
inibicdo da oxidac¢do em relagdo ao controle foi obtido
pela relacio das absorvaincias no tempo final e inicial
dos extratos. A atividade antioxidante (AA) foi calculada
como percentual de inibigéo, relativa ao controle, sendo
utilizada a seguinte expressao:

DT, - DT,
DT,

% de Inibi¢do = 100

Onde:
DT, (Absorbancia do controle
no inicio e ao final da analise) = In

DT, (Absorbancia da amostra
no inicio e ao final da analise) = In
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Tabela 1. Teores de fendlicos totais nos extratos etandlicos (EE) e hidroetandlicos (EHE) de urucum

Gendtipos

EHE (mg GAE.100 g)

Teor de fenolicos totais

EE (mg GAE.100 g)

CPATU 0060
Piave vermelha gigante (PVG)
Peruana paulista (PP)
Bico-de-pato I (BP)
Piave vermelha (PV)

1.498,48 + 14,50 a
1.280,72 £14,57 a
1.024,98 £33,29 a
821,15 +54,10 a
776,02 £12,49 a

450,97 £ 42,20 a
310,85 +45,87 a
382,21 £69,72 a
389,99 £22,02 a
297,80 £35,78 a

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrio (n = 3); médias seguidas da mesma letra na coluna

nao diferem estatisticamente (p > 0,05)

Analises Estatisticas

Todas as determinagbes foram realizadas em
triplicata e todos os resultados foram apresentados como
média + desvio-padrido (DP). Foram realizadas analises
de varidncia (ANOVA) com duas repeticoes e o teste de
Tukey, ao nivel de significancia de 5%, usando o Sistema
de Analises Estatisticas e Genéticas (SAEG) versdo 8.0. O
coeficiente de correlacdo foi estabelecido entre os teores
de fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos
utilizando o software Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentados os teores médios
de fenolicos totais (FT) obtidos em funcdo do tipo de
extrato para cada um dos genétipos de urucueiros,
sendo verificada maior eficiéncia na extracdo destas
fitomoléculas em etanol a 80%, fato que pode ser atribuido
a maior afinidade quimica dos fendlicos por este solvente
quando comparado a extracdo em etanol PA e evidencia
que a presenca da agua no solvente extrator aumenta a
eficiéncia extratora nas matrizes analisadas.

Cardarelli e Mercadante® quantificaram os
FT pelo método de Folin Ciocauteau em sementes de
urucum empregando diversos solventes e obtiveram 184
mg GAE.100 g' para os extratos metanolicos, 156,50
mg GAE.100 g' para o hidroetanoélico (50:50 v.v') e
109,80 mg GAE.100 g' para o etandlico. A diferenca
observada em relagdo ao presente estudo pode ser
atribuida ao tamanho da particula, o método e o tempo
de extragdo utilizado, além dos gendtipos envolvidos.
Beal*! avaliou os teores de FT em extratos etéreo,
acetonico, alcodlico e aquoso de rizomas de gengibre,

utilizando o método de Folin Ciocalteau e observou
teores médios entre 846,37 a 1409,05 mg GAE.100 g,
semelhantes aos obtidos neste trabalho.

Shahidi e Naczk* consideram complexo selecionar
a forma mais eficiente de extracdo dos compostos
fenolicos, devido a influéncia de inumeros fatores, como
a matriz a ser analisada, o solvente extrator, o tamanho
das particulas e natureza quimica. Estes fitoquimicos
podem apresentar diferentes graus de polaridades nos
alimentos, bem como sua presenca em elevados teores,
além da possibilidade de sua interagdo com carboidratos,
proteinas e outros componentes dos alimentos, o tempo
e a temperatura de extragdo e outros. Segundo Andreo e
Jorge”, procedimentos adicionais podem ser realizados
para remover substincias ndo fendlicas, razdo pela
qual neste estudo foram particionados com hexano e
clarificados com solugio de Ba(OH), 0,3M e sulfato
de zinco a 5% para remocio de interferentes conforme
proposto por Furlong. A extragio com solventes
organicos de alta polaridade (metanol, etanol e acetona)
e agua é frequentemente utilizada para a extragdo dos
compostos fendlicos®*, sendo que o etanol e a agua
sao os solventes mais empregados para a extragdo de
polifendis totais por questdes de baixa toxicidade.

No Brasil, o uso de antioxidantes adicionados em
alimentos é controlado pelo Ministério da Saide e ndo deve
ser superior a 200 mg.kg" para BHA e TBHQ e 100 mg.kg™
para BHT. Estudos utilizando antioxidantes sintéticos
em alimentos tém sido frequentemente monitorados
considerando os possiveis danos que estes podem provocar
ao organismo®. Observa-se que os extratos retardaram
de forma expressiva a descoloragdio do [-caroteno,
demonstrados pelos percentuais de inibi¢ao (Tabela 2).
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Tabela 2. Teores de fendlicos totais nos extratos etandlicos (EE) e hidroetandlicos (EHE) de urucum

Inibi¢ao da oxidagio do p-caroteno

Genotipos
EHE (%) EE (%)
Peruana paulista (PP) 48,31 + 6,73 a 3526 + 3,56 a
Piave vermelha (PV) 65,01 +1,98 a 34,54 +526a
Bico de pato I (BP) 69,94+ 7,22a 33,37 +£1,92a
Piave vermelha gigante (PVG) 55,32 +5,26a 21,61 + 1,26 a
CPATU 0060 70,10 £ 0,65 a 1891 +3,34a

Os resultados estdo expressos como média + desvio-padrio (n = 3); médias seguidas da mesma letra na coluna

nao diferem estatisticamente (p > 0,05)

O extrato hidroetanoélico oriundo da variedade
CPATU 0060 apresentou percentual de inibi¢do da
oxidagdo do B-caroteno correspondente a 70,10%, sendo
esse valor inferior aos obtidos com os antioxidantes
sintéticos, acido galico e BHT que apresentaram valores
de 71% e 99,69% respectivamente (Figuras 1 e 2).

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo
foram relatados por Cardarelli e Mercadante?”, que
avaliaram a atividade antioxidante (AA) pelo radical
DPPH de extratos de urucueiro obtidos a partir de
solventes com diferentes polaridades e observaram
porcentagens da AA de 38% e superiores a 100 %, para
os extratos hidroetanolicos, e a 50% para os etandlicos,
respectivamente.

Estao disponiveis na literatura varios estudos que
demonstram relagao entre os teores de fendlicos totais e a
atividade antioxidante?®*% Observa-se que varios fatores
estdo envolvidos no efeito antioxidante apresentado pelos
fendlicos, tais como a estrutura quimica e composic¢do dos
fitoquimicos fenolicos bioativos, a posi¢ao e o nimero de
hidroxilas presentes nas moléculas dos polifendis, dentre
outros. Acredita-se que a ortohidroxilagdo influencia
positivamente no efeito da atividade antioxidante dos
fenolicos™.

Neste estudo, foi observada baixa correlagdo entre
as variaveis, Fenois Totais e Atividade Antioxidante para
os extratos hidroetanolicos (R = -0,5328) e etandlicos (R
= 0,4115).

Os coeficientes de correlagio (R) e de
determinacdo (R?) para o extrato hidroetandlico de
urucum foram inferiores aos observados por Melo
et al*, que investigaram extratos metanodlicos de
hortalicas utilizando o sistema modelo de oxidagdo do
B-caroteno/acido linoleico para a medida de AA e o teor
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Figura 1. Efeito antioxidante dos extratos etanolicos de genétipos de
urucueiros sistema modelo B-caroteno/acido linoleico. Piave verme-
lha (PV), Piave vermelha gigante (PVG), CPATU 0060, Bico-de-pato
I, Peruana Paulista (PP)
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Figura 2. Efeito antioxidante dos extratos hidroetanélicos de genéti-
pos de urucueiros sistema modelo B-caroteno/acido linoleico. Piave
vermelha (PV), Piave vermelha gigante (PVG), CPATU 0060, Bico-
de-pato I, Peruana Paulista (PP)
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de FT determinado pelo método de Folin Ciocauteau.
De acordo com Melo et al.**, vérios fatores podem
influenciar a determinagdo de fendlicos em matrizes
vegetais e, consequentemente, a medida da AA, com
destaque para aqueles relativos ao cultivo da planta,
condigoes edafoclimaticas, caracteristicas genéticas da
planta, estresses bidtico e abidtico e outros.

CONCLUSAO

Constatou-se uma consideravel variagdo nos
teores de compostos fendlicos totais nas sementes dos
genotipos estudados, tanto nos extratos hidroetanolicos
quanto nos etanolicos. Embora as solucdes hidroetandlicas
tenham aumentado tanto a extragdo dos compostos
fenolicos presentes nas sementes de urucueiros como a
atividade antioxidante, foi observada baixa correlacio
entre as variaveis de fenois totais e atividade antioxidante
para os dois tipos de extratos estudados. Os extratos
hidroetandlicos do gendtipo CPATU 0060 apresentaram
atividade antioxidante superior a 70%, embora inferior
aos antioxidantes sintéticos testados.

Os resultados sugerem que os graos do
urucum podem ser considerados como uma fonte
potencial de antioxidante natural e, embora estudos
sistematicos in vivo devam ser conduzidos para explorar
a biodisponibilidade das fitomoléculas avaliadas, o seu
uso deveria ser estimulado, tanto o doméstico como nas
industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica.
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