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RESUMO: Bixa orellana é uma planta nativa do Brasil, conhecida popularmente como urucum.
O objetivo desse estudo foi extrair o 6leo das sementes de B. orellana e, a partir dele, isolar
e identificar o tocotrienol e quantificar seus acidos graxos. A extragéo do 6leo realizou-se em
aparelho Soxhlet utilizando hexano como solvente extrator. O tocotrienol foi isolado por meio de
métodos cromatograficos e identificado por espectrometria de ressonancia magnética nuclear
RMN 'H e RMN "C. Os acidos graxos foram quantificados por cromatografia gasosa acoplada
ao espectrometro de massa. Os resultados demonstraram a presencga de & -tocotrienol e, dentre
0s acidos graxos, a ocorréncia do acido aracddnico, que até o presente momento n&o havia
sido relatada na espécie em estudo.
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ABSTRACT: Identification of & tocotrienols and fatty acids in fixed oil of annatto (Bixa
orellana Linné). Bixa orellana is a native plant of Brazil, popularly known as annatto. The purpose
of this study was to isolate the oil from the seeds of B. orellana and from it, identify the antioxidant
tocotrienol and quantify its fatty acids. The extraction of the oil was performed in a Soxhlet
apparatus using hexane as solvent. The tocotrienol was isolated by chromatographic methods
and identified by spectrometric methods NMR 'H and "*C. The fatty acids present in the oil were
quantified by gas chromatography coupled with mass spectrometry. Results demonstrated
the presence of d-tocotrienol and among the fatty acids, the arachidonic acid was present, a

substance which so far had not been previously reported.

Keywords: Bixa orellana, antioxidant, tocotrienol, arachidonic acid.

INTRODUGAO

Bixa orellana L., conhecida popularmente
como urucum, € nativa do Brasil, desenvolvendo-
se também em outras regides da América do Sul
e Central (Alonso, 2004) e cultivada em paises
tropicais como Peru, México, Equador, Indonésia,
india, Quénia e leste da Africa (Elias et al., 2002).

Os indios das regides do México, Peru e
Porto Rico, onde essa espécie é conhecida como
achiote, untavam-se com seu 6leo e sementes para
participar de ritos cerimoniais e usavam essa mistura
como camuflagem, que os protegia de picadas de
insetos e da agao solar (Alonso, 2004).

Flavondides, carotendides, acido galico,
acido alfitélico, diterpenos geraniol e geranil,
orelina, mono e sesquiterpenos (Revilla, 2001)
e os acidos linoléico e palmitico estdo entre os
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principais constituintes desta espécie (Matos et
al., 1992; Alonso, 2004). Dentre os carotendides,
destacam-se a bixina e a norbixina, compostos de
maior importancia comercial, uma vez que compdem
a maioria do pigmento vermelho extraido das
sementes de B. orellana (Alonso, 2004).

Os corantes obtidos dessa espécie sao
amplamente utilizados nas industrias alimenticias,
especialmente de sorvetes, confeitos, massas,
queijos, margarinas, manteiga, salsicha e produtos
carneos (Garcia et al., 2010; Lima, 2001). H& ainda
relatos de outras propriedades dos extratos de B.
orellana, como antimicrobianas, hipoglicemiantes,
antioxidante e de protecao solar (Coelho et al., 2003;
Alonso, 2004; Lima, 2001). Dentre as substancias
antioxidantes presente na semente pode-se citar o
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tocoferol e tocotrienol (Frega et al., 1998).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho
foi extrair o 6leo das sementes de B. orellana e
deste isolar e identificar o tocotrienol, assim como
quantificar seus acidos graxos.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e obtengao do 6leo

Os frutos foram coletados, nos meses de
junho e julho, no Instituto Ambiental do Parana,
municipio de Morretes, Parana. A identificagéo foi
realizada pelo curador do Museu Botanico Municipal
da Prefeitura de Curitiba, Osmar dos Santos Ribas.
Uma exsicata da planta encontra-se depositada sob
o numero 305810.

As sementes foram manualmente
removidas dos frutos, secas em estufa a 40°C
e o teor de umidade determinado em estufa a
100°C (Farmacopéia, 1988). Apods secagem, as
sementes foram fragmentadas em moinho de
martelo até atingirem o tamanho de 0,2 a 0,6mm
e extraidas com hexano em aparelho Soxhlet
por 6 horas (Farmacopéia, 2010; Carvalho et al.,
2009). O processo extrativo foi repetido trés vezes,
utilizando-se no total 1,2Kg de semente fragmentada
e aproximadamente 4,5 litros de solvente. O
extrato obtido foi colocado em rotoevaporador para
eliminacdo do excesso de solvente. Em seguida
transferiu-se o material para um recipiente que
permaneceu em banho-maria até atingir peso
constante. Obteve-se por esse procedimento o
6leo fixo da espécie, que foi armazenado em frasco
ambar e sob refrigeragao.

Isolamento e identificagdo do tocotrienol

Realizou-se uma cromatografia preparativa
em Silica Gel SG-60 Merck® de 20 x 7 cm. A fase
movel constituiu-se de hexano:acetato de etila:acido
férmico (85:20:3). Uma solugao alcodlica de DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila) 0,2% foi utilizada para
revelagao somente em uma pequena faixa de uma
das extremidades da placa, permitindo a visualizagéo
da regidao onde se encontrava a substancia
antioxidante (Mohamad et al., 2004). Removeu-se a
silica dessa regiao e para separa-la do composto, o
residuo foi solubilizado em cloroférmio e filtrado em
funil sinterizado G3. Apds evaporagao do solvente
realizou-se uma cromatografia em camada delgada
(CCD) para confirmar o isolamento da substancia.

Métodos espectrométricos de Ressonancia
Magnética Nuclear de RMN 'H, RMN *C e DEPT,
em conjunto com técnicas bidimensionais COSY
'H - '"H e HMQC, foram utilizados na determinagéo
estrutural da substancia isolada, juntamente com a
comparacao com dados disponiveis em literatura.
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As analises foram executadas em equipamento
Spectrometer NMR Varian, Gemini. Os espectros de
RMN 'H e °C foram realizados a 300 MHz e 75MHz,
respectivamente, com cloroférmio deuterado
(CDCL,). O padréo de referéncia de escala para a
RMN 'H foi o TMS, enquanto que para a RMN 'C,
teve-se como base os deslocamentos quimicos do
CDCl,.

Identificagao e quantificagdo dos acidos
graxos
O ¢leo foi esterificado com anidrido acético
e a analise determinada por Cromatografia Gasosa
acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-EM) da
marca Varian, modelo Saturno 2000R, em coluna
capilar OV-225, temperatura inicial de 50 °C com
elevagdo do aquecimento de 40 °C por minuto
até 220 °C, que foi mantido durante 30 minutos, e
temperatura do injetor de 250 °C.

RESULTADOS E DISCUSSOES

As sementes de B. orellana apresentaram
12,42% de umidade, valor considerado adequado
pela Farmacopéia Brasileira (Farmacopéia, 1988).
Ao final das extragdes obteve-se 57,6 g de dleo,
0 que resultou em um rendimento de 4,8%. Um
estudo semelhante realizou este procedimento
com a mesma espécie, nas mesmas condi¢gdes
experimentais, porém por um periodo de 2 horas,
com um rendimento de 2,3% (Matos et.al., 1992).
Considerando que o tempo de extragdo nesse
trabalho foi superior, o resultado parece ser coerente
com o encontrado por Matos e colaboradores (1992).

Dentre as inumeras substancias com poder
antioxidante presente nas espécies vegetais estdo o
tocoferol e o tocotrienol, conhecidos pelo poder de
inibicao dos processos de oxidagao de lipidios em
alimentos e sistemas bioldgicos. A agao antioxidante
dessas duas substancias deve-se principalmente a
capacidade em doar seus hidrogénios fendlicos aos
radicais livres, e com isso impedir a oxidagao dos
lipideos (Barreiros & David, 2006). Enquanto existem
muitos estudos in vitro e in vivo comprovando a
atividade antioxidante dos tocoferois, as pesquisas
com os tocotriendis sdo escassas, provavelmente
em razao da dificuldade de encontra-los (Sookwong
et al., 2007; Frega et al., 1998).

O radical DPPH, quando em contato com
uma substancia antioxidante doadora de hidrogénio,
pode ser reduzido em meio alcodlico. Enquanto
a reagao se processa, ocorre alteragdo da cor
violeta para amarela. A intensidade da coloragéo
€ proporcional a concentragdo da substancia com
potencial antioxidante (Di Mambro et al., 2005;
Hirata, 2004). A presenca de possiveis compostos
com acgao antioxidante no 6leo de B. orellana foi
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visualizada pelo perfil cromatografico da CCD
que revelou regides de coloragdo amarela. Em
razdo do aparecimento de um composto em maior
concentracdo que os demais no perfil cromatografico
(Rf 0,47), realizou-se o isolamento e a identificacdo
deste buscando confirmar sua identidade como
sendo tocotrienol.

Esta substancia apresenta quatro isbmeros

(Figura 1), o que pode determinar diferengcas nas
propriedades antioxidantes e nas suas agdes
farmacoldgicas.

Os deslocamentos quimicos de RMN
confrontados com dados de literatura (Carvalho,
1998; Silva, 1997; Strohschein et al., 1999)
permitiram estabelecer a substancia como sendo
o © tocotrienol, o que foi possivel pela presenca

FIGURA 1. Estrutura quimica dos tocotriendis e seus isbmeros

a:R,=R,=CH,
B:R,=CH;R=H
:R, =H;R,=CH,
0:R =R =H

TABELA 1. Comparagéo dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H, "*C e correlagdo HMQC e COSY para

substancia isolada com dados de literatura

CARBONO* 1aca 13cb 1Ha 1Hc 1Hd COSY HMQC
(*H - "H) (*H-3C)

2 75,5 74,6

3 32,1 32,4 1,70-1,84 m 1,6-18m 1,75 m H, 31,5

4 26,9 25,7 2,69t 2,63t 2,69t H, 22,7

5 12,7 114,9 6,37 d 6,31d 6,37d 112,7

6 146,2 144.,4

7 115,8 119,5 6,47 d 6,41d 6,47 d 115,8

8 127,6 122,2

9 147,9 145,5

10 121,4 122,2

1 31,5 31,9 1,48 - 1,56 m

2 24,2 24,5 1,94-209 m 1,90-2,20m H, 26,9

3 124,6 124,0 5,05-5,15m 124,5

4 135,3 135,2

5 39,93 37,4 1,48 - 1,56 m

6’ 26,8 25,7 1,94-2,09m 1,90-2,20m H. 39,93

7 124,5 124,0 5,05-5,15m 5,04 m 124,6

8 135,2 135,2

9 39,9 37,5 1,48 - 1,56 m

10° 26,8 25,7 1,94 -2,09 m 1,90-2,20 m H,, 39,9

11 124,4 124,1 5,05-5,15m 124,4

12’ 131,56 131,0

12’ — Me 17,9 17,0 1,68s 1,60 s 17,9; 5,9

12’ — Me 25,9 26,0 1,59 s 1,52s

8 — Me 14,3 14,1 1,59 s 1,52s

4’'— Me 16,0 14,0 1,59s 1,52s

2 -Me 22,7 23,5 1,25s 1,18 s 1,25s 24,2;1,5

8 — Me 16,1 11,8 212s 2,06 s 212s 22,7

n - Me 0,8-0,9m 0,8-0,9m 14,3

 Os dados do espectro de RMN de 'H e **C realizados a 300 MHz e 75 MHz, respectivamente, CDCI,, TMS, ppm.

® CARVALHO, 1998. e
¢ SILVA, 1997. T
¢ STROHSCHEIN et al., 1999.

T \T/’: ‘vﬂ#”‘l\/"\f\v"\v’/ﬁ\x
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de um dubleto em 6,37 ppm e em 6,47 ppm,
correspondendo aos hidrogénios nas substituicdes
R1 e R2, respectivamente (Tabela 1).

A importancia que se tem dado aos
tocotriendis deve-se as suas atividades bioldgicas.
Ha estudos que sugerem a inibigdo do crescimento
de células cancerigenas em glandulas mamarias e
redugao do risco de doengas cardiacas por essas
moléculas, que podem também prevenir outras
patologias que se originam de estresse oxidativo
(Nakagawa et al., 2007; Shibata et al., 2008).

Com relagadao as propriedades
farmacoldgicas atribuidas ao isbmero delta,
Michihara e colaboradores (2009) estudaram seu
efeito na produgado de melanina e comprovaram
que esse composto diminui os niveis de tirosinase
e, por conseqliéncia, a formagdo de melanina,
indicando que pode ser utilizado para tratamento de
hiperpigmentacao cutanea. Esse isbmero também
demonstrou ser promissor agente quimioterapico
por inibir a angiogénese tumoral, pois apresentou
efeitos supressores da proliferagdo de carcinomas
pancreaticos (Shibata et al, 2008; Hussein & Mo,
2009). O b&-tocotrienol € o isbmero mais potente
da vitamina E e representa o composto com maior
destaque quando se refere as suas propriedades
farmacolégicas (Hussein & Mo, 2009).

Assim como os antioxidantes, os acidos
graxos representam compostos de importancia
farmacologica, pois participam de reacgdes
inflamatoérias que podem estar relacionadas a
resisténcia imunoldgica, disturbios metabdlicos e
doencgas neoplasicas. Com excegao dos saturados
e monoinsaturados, os poliinsaturados, em especial
o linoléico e a-linolénico, pertencentes a familia do
6mega 6 e 6mega 3, respectivamente, ndo sao
sintetizados endogenamente pelos humanos e
sdo chamados de acidos graxos essenciais. Eles
produzem outros poliinsaturados no organismo e
desempenham importantes fungdes nos processos
metabdlicos (Hirayama et al., 2006; Martin et al.,
2006; Tinoco et al., 2007).

No 6leo de B. orellana, o composto presente
em maior concentragao € o acido linoléico (19,5%),
seguido do acido palmitico (15,5%), oléico (8,1%)
e estearico (7,1%). As concentragdes obtidas
foram comparadas com os resultados de Matos
e colaboradores (1992) e, em especial para os
acidos oléico e estearico, algumas diferengas foram
notadas. Uma possivel explicagao ¢ a existéncia de
diversas variedades da espécie em estudo e a época
em que os frutos foram colhidos, que pode interferir
nas quantidades de seus componentes.

O acido aracdénico identificado neste
estudo é um acido poliinsaturado que se destaca
por ser precursor de prostaglandinas e tromboxanos,
produzidos pelos tecidos em situagdes de inflamagéo,
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infecgao, lesao tecidual e agregacao plaquetaria
(Hirayama et al., 2006). Esta relacionado com o
desenvolvimento do cérebro e retina nos primeiros
periodos de vida (Martin et al., 2006) e é essencial
pela sua fungéo de sinalizagdo e divisdao celular
(Tinoco et al., 2007).

Assim, a presenga de tocotrienol, em
especial o isbmero &, no 6leo de B. orellana é
relevante ndo somente pelos seus comprovados
efeitos terapéuticos, mas por ser encontrado em um
numero restrito de espécies vegetais. A presenga do
acido aracdoénico nao havia sido relatada em outros
estudos e representa um composto de importante
atividade farmacoldgica. Nesta perspectiva, este
estudo apresenta a espécie B. orellana como fonte
de duas substancias com relevéancia cientifica em
atividades bioldgicas.
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