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RESUMO

Existe uma extensa variedade genética no urucum que sdo conhecidas por denominag¢des como ”focinho de
rato”, “cabeca de moleque”, “peruana”, “bico de pato”, “amarela”, “piave” entre outras. Todas sdo caracterizadas
por propriedades como porte da planta, periodo de produgédo, forma e cores das cachopas, deiscéncia, etc. A tiltima
década tem sido marcada por um melhoramento genético, buscando maior produtividade e, principalmente, maior
teor de pigmentos. O Instituto Agronémico (IAC) comporta no Polo Regional Centro Norte, (Pindorama, SP), uma
colecdo de plantas de urucum, com mais de 25 acessos, que em trabalhos anteriores foram avaliadas quanto as suas
caracteristicas agrondmicas. Contudo, os teores de bixina e lipideos, que também sdo caracteristicas importantes
das sementes de urucum, pois afetam diretamente o rendimento industrial, ndo foram estudados. Este estudo teve
como objetivo a validagdo de uma metodologia analitica de determinagdo de bixina e a caracteriza¢do da colegido
do IAC quanto aos teores de bixina e lipidios. Os resultados indicaram que no método proposto houve linearidade
na faixa de trabalho utilizada para a andlise de sementes de urucum. Os limites de detec¢do e quantificagdo foram
de 0,31 e 0,63 g de carotendides totais expressos como bixina por 100 g de semente, respectivamente. O método foi
preciso mas sensivel a alteragdes na massa de amostra, tempo de extragdo e no coeficiente de absorgdo (E 1%,). As
drvores existentes na cole¢do possuem altos teores de bixina na semente, variando (em base seca) de 3,12 = 0,06% a
6,26 = 0,06%. Os teores de lipidios variaram de 1,97 + 0% a 3,98 = 0,09%. Nao foram observadas correlagoes entre as

concentragdes de bixina e de lipidios.
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ABSTRACT

BIXIN AND LIPIDS CONTENT IN ANNATO SEEDS FROM COLLECTION OF THE INSTITUTO
AGRONOMICO (IAC)

oo

Annato has wide genetic varieties that are known by different names including “focinho de rato”, “cabega
de moleque”, peruana, “bico de pato”, yellow and piave. Different properties are used to characterize them, namely,
size of plant, production period, shape and fruit color, dehiscence, etc. The last decade have been marked by genetic
improvement researches, in order to reach greater productivity and, especially, higher pigment content. The IAC has
at the Polo Regional Centro Norte, in Campinas-SP, a collection of annatto plants with more than 25 varieties, which
in previous studies were evaluated regarding their agronomic characteristics. However, bixin and lipids levels
were not studied and both characteristics of the annatto seeds are very important, once the industrial performance
during dyes production may be directly affected. The aim of the present study was to validate a methodology for
bixin determination in annatto seeds and to evaluate the IAC collection for bixin and lipids content. The proposed
method showed a linear response for each compound analyzed in the work concentration range. The detection
and quantification limits for the bixin, were, respectively 0.31 and 0.63 g per 100 g seeds. The repeatability study
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revealed a precise method; thus, significant variations have occurred when some parameters are changed, such as
sample amount, time of extraction and absorption coefficient (E i%,). The trees in the collection exhibited relatively
high levels of bixin in the seeds, ranging (on dried basis) from 3,12 = 0,06% to 6,26 = 0,06%. The levels of lipid varied
from 1,97 = 0% to 3,98 = 0,09%. No correlation was observed between bixin and lipids concentrations.

Key words: Annato, bixin, lipids.
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A planta do urucum é um arbusto de rdpido
crescimento, que alcanca de 4 a 6 metros de altura, de
aspecto robusto com flores vistosas cuja cor depende
da variedade (PINEDA, 2003). Os frutos ou cachopas
sdo cdpsulas de duas partes, que contém de 30 a 45
sementes, podendo ser ovéides, cordiformes, esféricos
e, em alguns casos, achatados. As cachopas podem
chegar a até 5 cm de largura, glabas ou pilosas e sua
coloragdo varia do verde ao vermelho intenso. O
cultivo perene tem boas perspectivas em programas
agricolas, principalmente destinados a pequenos e
médios produtores (Mazzani, 2000). Mazzant analisou
10 variedades diferentes de urucum em uma colecdo
instalada na Venezuela e concluiu que o grau de
diferenga existente entre as plantas é dependente de sua
procedéncia. Estas andlises revelam que estes recursos
podem ser utilizados como fonte de germoplasma para
trabalhos de melhoramento.

Existe uma extensa variedade genética no
urucum que sdo conhecidas com denominagées como
“focinho de rato”, “cabeca de moleque”, “peruana”,
“bico de pato”, “amarela”, “Wagner” e “Piave”, entre
outras. Todas sdo caracterizadas por propriedades como
porte da planta, periodo de producdo, forma e cores das
cachopas, deiscéncia, etc. (BALIANE, 1982).

A ultima década tem sido marcada por um
melhoramento genético da espécie, buscando maior
produtividade e, principalmente, maior teor de
pigmentos. A concentracdo desses pigmentos, expressos
geralmente como bixina, superou a média de 2,5% e a
produtividade ja atinge valores superiores a 1500 kg ha™
(CARVALHO et al., 2007).

A inflorescéncia do urucum geralmente tem
inicio dos 18 aos 21 meses apds o plantio. A colheita
das cachopas ocorre em dois periodos, a primeira de
fevereiro e marco a segunda em agosto e setembro.
Apés a colheita, geralmente realizada manualmente,
as cachopas sdo secas e, em seguida, beneficiadas. O
beneficiamento é realizado manualmente ou por meio
de mdquinas apropriadas para esta finalidade (CARVALHO
e HeiN, 1989).

Segundo Karto et al. (1992) o ponto madximo de
qualidade fisiolégica com base na porcentagem e no
indice de velocidade de emergéncia, situou-se entre 72 e
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79 dias apds a antese da primeira flor da inflorescéncia.
As porcentagens de bixina acima de 2,5% s6 foram
observadas nas sementes colhidas entre 30 e 51 dias.
As épocas correspondentes aos estddios de melhor
qualidade fisiol6gica ndo coincidiram com as de maiores
porcentagens de corantes.

Na semente de urucum, observa-se em sua
superficie um arilo que possui varias substancias além do
pigmento vermelho caracteristico. Este arilo representa
cerca de 5% a 10% do peso da semente, dos quais apenas
30% sdo representados pelo carotendide bixina. Os 70%
restantes estdo divididos em cinzas (2,0%), proteinas
(2,5%), lipideos (30%), carboidratos (32%) e umidade
(3,5%). A semente sem o arilo possui 9,8% de umidade,
4,6% de cinzas, 10,8% de proteina, 4,8% de lipideos e
70% de carboidratos (CARVALHO et al., 1991).

Atualmente, uma das maiores dificuldades na
comparacdo entre os resultados do teor de bixina de
diferentes procedéncias estd na falta de uniformidade
dos métodos de andlise e da auséncia de demonstracgdo
da adequagdo desses mesmos métodos aos seus
propésitos. As metodologias usadas variam desde a
utilizagdo de diferentes solu¢bes para a extragdo do
pigmento até o uso inadequado dos coeficientes de
absorcdo (E1.,) para a quantificacdo dos carotenéides.
CarvaLHO et al. (1993), publicaram um estudo
indicando os coeficientes de absor¢do adequados para
cada tipo de extrato (bixina ou sal de norbixina) e a
possibilidade de degradagdo do pigmento durante o
processo analitico.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi a
valida¢do de uma metodologia analitica de determinacéo
de bixina e a caracterizagdo da coleg¢do do IAC quanto
aos teores de bixina e lipidios.

No periodo de 28 a 30 de maio de 2007, logo
ap6s uma capina, foi realizada uma amostragem das
cachopas das plantas de cada acesso de urucum do
banco de germoplasma do IAC, localizado no Polo
Regional Centro-Norte, no municipio de Pindorama,
SP. Cada acesso esteve representado por uma amostra
(cachopas) de, no minimo, cinco plantas distribuidas
aleatoriamente na colecdo (Figura 1). As cachopas foram
colhidas verdes, envasadas em sacos de polietileno
(raschel), identificadas e encaminhadas para o Instituto
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Tabela 1. Resultados das anélises de bixina, lipideos e umidade das sementes da colegio da APTA Regional Centro-Norte. X =
Meédia de trés repeti¢des analiticas, simultaneas e independentes; s = Estimativa de desvio-padrdo; na = ndo analisada

Bixina (%) Lipideos (%) Umidade (%)
Amostras Base seca Base seca
X S * X S * X S

1 423 0,08 abed 2,34 0,06 ab 6,85 0,01
2 4,18 0,07 abcd 2,90 0,04 ec 5,96 042
3 3,82 0,24 aef 2,36 0,04 ab 5,31 0,17
4 3,80 0,06 aefg 2,84 0,04 de 5,76 021
6 3,12 0,06 h 2,82 0,07 de 427 1,57
9 3,94 0,09 abf 2,70 0,07 de 4,11 0,14
11 3,75 0,07 aefg 2,30 0,01 ab 4,69 0,84
12 328 0,04 egh 2,28 0,04 ab 5,34 0,26
13 3,30 0,04 egh 3,39 0,02 f 6,05 0,04
14 446 0,11 bed 2,80 0,06 de 4,73 0,09
15 325 0,10 ¢h 3,40 0,03 f 4,60 0,03
16 3,38 0,09 egh na na na 481 1,41
17 4,64 0,11 di 2,69 0,06 de 3,55 0,40
18 5,38 0,02 jk 333 0,11 f 3,79 0,39
19 3,63 0,08 efgh 3,15 0,04 cf 6,83 0,60
21 3,79 0,12 aefg 2,82 0,02 de 2,86 0,18
22 549 0,09 jk 327 0,04 f 8,56 0,88
23 395 0,22 abf 2,77 0 de 5,01 1,39
24 398 0,13 abcf 2,72 0,01 de 3,50 0,35
26 3,60 0,04 efgh 2,71 0,03 de 3,35 0,35
27 5,67 0,03 k 398 0,09 g 6,68 0,51
28 3,71 0,02 aefg 2,63 0,02 d 6,30 0,78
29 4,52 0,10 cdi 2,87 0,09 de 5,87 1,24
31 5,07 0,09 ij 2,89 0,10 e 747 0,28
32 4,39 0,13 bed 1,97 0 h 7,04 0,57
34 6,26 0,06 1 2,27 0,11 5,53 0,19

* As amostras com a mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentam diferengas significativas (as médias foram comparadas entre

si pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade de erro).

de Tecnologia de Alimentos para a secagem (ao sol),
retirada das sementes e anélises.

O método utilizado tem como principio a
saponifica¢do dabixinaem sal denorbixina, quenaforma
hidrossoluvel foi quantificado por espectrofotometria
em comprimento de onda na regido do visivel, conforme
descrito a seguir: Para cada 10g + 0,2 g de sementes
de urucum foram adicionados 60 mL da solucdo de
extracgdo (°), a mistura foi aquecida até a ebuli¢do por 2
minutos e a solucdo, esfriada a temperatura ambiente.
O extrato (e as sementes) foram pesados e a massa
corrigida para 250 g com &dgua destilada. A mistura
foi agitada por 10 minutos, uma aliquota de 1 mL foi
transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e o
volume completado com solugdo de KHO 0,5% (m/v). A

amostra foi agitada e nova aliquota foi diluida em KOH
0,5% (m/v) para obter leitura espectrofotométrica entre
0,3 e 0,7 unidades de absorbancia. A leitura foi realizada
em um comprimento de onda de 453 nm. Foi utilizada,
como referéncia, uma solucdo de KOH 0,5% (m/v). A
conversdo do sal de norbixina para bixina foi realizada
multiplicando o resultado analitico por 1,16.

A metodologia foi validada quanto a linearidade,
pela construgio de uma curva de calibracdo de
carotendides totais expressos como “sal de norbixina”
com seis pontos, considerando a origem; sensibilidade,
pormeiodaconstru¢dodeumacurvapadraosuplementar
com trés pontos, com concentragdes inferiores ao tltimo
ponto da curva de linearidade, lidos em triplicatas
(QuatTrOCCHI et al., 1992). Foram utilizadas as seguintes

(°) Solugdo de extracdo: 290 mL de 6leo de mamona em 100 mL de hidréxido de potéssio 45% (m/v) e 190 mL de dgua destilada. Aquecer
em bico de Bunsen até a mistura tornar-se clara. Retirar uma aliquota de 50 mL de solugéo sabdo e adicionar 130 mL de solugdo de
hidréxido de potassio 45% (m/v) e 1000 mL de dgua deionizada.
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Figura 1. Mapa do banco de germoplasma de urucum do Instituto Agronémico, localizado no Polo Regional Centro-Norte, no

municipio de Pindorama (SP). F = Falhas.
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3S
equagdes: Limite de detecgdo = [Yﬂ%} ( - ) e Limite

1f 30 — Yl7l+]05bl 1
de quantifica¢do = [—b] ( \/n)’
em que: Y, é a estimativa da resposta do branco
(coeficiente linear obtido pela equagdo da curva de
calibragdo construida com a média das absorbancia das
amostras); S, é a estimativa de desvio do padrao do
branco (coeficiente linear obtido pela equagdo da curva
de calibragdo construida com a estimativa de desvio-
padrdo das médias das absorbancia das amostras); b é
o coeficiente angular da curva analitica e n é o niimero
de pontos da curva. A precisdo foi avaliada pela
realizacdo de sete repeticdes do método analitico em
uma mesma amostra, utilizando a equagdo de Horwitz
(Horwirz, 1982) como referéncia. Para a avaliagdo da
robustez do método, foi utilizado um planejamento
fatorial saturado (27) com a variacdo dos seguintes
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fatores: massa da amostra (2,5g,5g, 10 ge 25 g), tempo
de agitagdo (5 e 10 minutos), tempo de ebuli¢do (1 e 2
minutos) e Ei,, (2850 a 453 nm e 2870 a 482 nm). Os
valores resultantes foram comparados com a estimativa
de desvio-padrdo observada no estudo da precisdo do
método (QuarTrOCcHI et al.,, 1992). Considerou-se que
houve diferenca significativa ao nivel de 95% quando o
valor absoluto do resultado foi maior que a estimativa
de desvio-padrdo constatada no estudo da precisdo do
método, multiplicado por raiz de 2.

Os lipideos foram analisados segundo Stold-
Weibull (DiemAR, 1963), cujo teor de substancias
soltiveis em éter é determinado gravimetricamente,
ap6s destrui¢do das proteinas, carboidratos e outros
componentes, com acido cloridrico.

Para o estudo da linearidade do método foi
construida uma curva com concentragdes crescentes
de sal de norbixina (Figura 2). A andlise estatistica
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dos resultados indicou que o método representa
uma correlagdo significativa, com uma probabilidade
de 95%. Portanto o método foi considerado linear
para a faixa de trabalho. Os limites de deteccdo e de
quantificagdo foram, respectivamente, 0,31 e 0,62 g de
carotendides totais expressos como “sal de norbixina”
por 100 g de sementes de urucum. Esse resultado é
muito inferior aos valores geralmente encontrados nas
sementes de urucum, indicando que o método é sensivel
suficientemente para esse tipo de andlise.

1,6

14
1,2
T
G 1
[
«©
2 08
o
é’ 0,6
04 y =28,922x - 0,0142
’ r2=0,9996
0,2
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Sal de norbixina (pgmL’)

Figura 2. Absorbancia da solugdo de sal de norbixina para
diferentes concentragées.

Para o calculo da precisdo do método analitico,
foram realizados sete repeti¢cdes analiticas de uma
mesma amostra, apresentando como resultado 4,71
* 0,09 g de carotendides totais expressos como “sal
de norbixina” por 100 g de sementes de urucum. O
coeficiente de variacdo (CV = 2%) foi inferior aos
coeficientes calculados pela equagdo de Horwitz (CV =
4%), demonstrando boa precisdo do método analitico.

Na avalia¢do da robustez do método foi possivel
verificar que houve diferenca significativa quando se
variou os seguintes fatores: a massa da amostra de 10 g
para2,5¢g, 5,0 ge25g; otempo de agitacdo de 5 para 10
minutos e a substituigao do E1., 2850 a 453 nm por Ei
2870 a 482 nm.

Com base nesses resultados, ficou estabelecida para o
método analitico uma massa de amostra inicial de 10 g+ 0,2 g;
um tempo de agitagdo de 10 minutos ¢ o uso de comprimento
de onda de 453 nm com o E1ly, = 2850 = 40.

No método validado verificou-se uma incerteza
expandida de aproximadamente 6% (4,71 g + 0,28 g de
carotenoides totais expressos como “sal de norbixina” por
100 g de sementes de urucum) (k = 2).

As plantas da cole¢do de urucum do IAC, no
Polo Regional Centro-Norte, jd& foram avaliadas,

N

em trabalhos anteriores, quanto a produtividade,

resisténcia as pragas, caracteristicas dos frutos e das
sementes (Bovi et al., 1994). Segundo os autores, o
nivel de deiscéncia e a forma do fruto ndo tiveram
coeficiente de correlagdo significativo com a producdo
(massa de semente). O tamanho, a massa e o niimero
de sementes por fruto proporcionaram correlacgdo
positiva, mas baixa.

Na tabela 1 estdo relacionados os resultados
das andlises de bixina e lipidios (base seca) e umidade
(sementes inteiras) das amostras da cole¢do. Os
resultados indicaram que houve diferenca significativa
no resultado de bixina das drvores da colecdo, variando
de um minimo de 3,12 = 0,06% (Amostra 6) a um
maximo de 6,26 = 0,06% (Amostra 34). A maior parte
das amostras se situou na faixa entre 3 e 4% (Amostras
3,4,9, 11, 12, 13, 15, 16, 19, 21, 23, 24, 26 e 28). Nas
amostras 1, 2, 14, 17, 29 e 32 apresentaram teores de
bixina na faixa entre 4% e 5% e as amostras 18, 22, 27 e
31 apresentaram teores de bixina entre 5% e 6%. Nas
amostra 34 foi a tnica a ter concentracdo de bixina
superior a 6%.

Os resultados de umidade variaram muito entre
as sementes com um minimo de 2,86% (amostra 21) a
um maximo de 8,56% (amostra 22). Como as analises
foram realizadas com amostras de sementes inteiras,
observou-se uma variagdo muito grande entre alguns
ensaios, sugerindo falta de homogeneidade na umidade
entre as diferentes amostras de sementes.

Os resultados de lipidios estdo expressos em base
seca e variaram de um minimo de 1,97 = 0% (amostra
32) a um méximo de 3,98 + 0,09% (amostra 27). A maior
parte ficou entre 2% e 3% (Amostras 34, 12, 11, 1, 3, 28,
17,9, 26, 24, 23, 14, 21, 6, 4, 29, 31 e 2). As amostras 19,
22,18, 13, 15 e 27 tiveram teores de lipidios superiores
a3%.

Néo foram observadas correlagdes entre as
concentragdes de bixina e de lipidios, de bixina e
umidade ou ainda de lipidios e umidade das sementes
estudadas.

A amostra 34 foi a que teve os melhores
resultados para utilizagdo na inddstria de corantes
(extracdo alcalina). O alto teor de carotendides (6,26%)
e 0 baixo teor de lipideos (2,27%) facilitam o processo
de extracdo mais utilizado pelas indtstrias de corante
(saponificagdo).

Na amostra 27, apesar da elevada concentragdo
de carotendides (5,67%), hd também alta concentragdo
de lipideos (3,98%). Esse alto teor de lipideos pode
dificultar a etapa de saponificacdo utilizada pelas
industrias de corantes. Todavia esse mesmo acesso pode
ser interessante para industrias que utilizam a extragao
do corante por meio de 6leo vegetal.

Bragantia, Campinas, v. 69, n. 3, p519-524, 2010
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As sementes de urucum com teores menores
que 2,5 gramas de carotendides totais expressos
como bixina por 100 g de sementes de urucum (base
umida) encontram dificuldades de comercializagdo,
por diminuirem muito o rendimento industrial e a
qualidade do produto final (corante). Nesse trabalho,
nenhuma amostra apresentou valores, em base iimida,
inferior a esse limite.

Nos acessos de wurucum do banco de
germoplasma do Instituto Agronémico (IAC), mantido
no Polo Regional Centro-Norte, em Pindorama, (SP). Os
resultados sdo bastante varidveis tanto para os teores de
bixina, como de lipidios.

Em alguns acessos os teores de bixina sdo bastante
interessantes, superior as média observada no comércio
dessas sementes.

Na amostra 34 observam-se melhores resultados

quando suas sementes sdo destinadas a extragdo de
corantes por saponificagdo.

Nao ha correlagdo entre os teores de bixina e de
lipidios nas amostras estudadas.
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