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RESUMO: Com a finalidade de estabelecer uma metodologia para a determinagio de
bixina em sementes de urucum, foi formado um Grupo de Estudo para a padronizagio de um
método. Dois tipos de andlise foram selecionados: uma utilizando o cloroférmio e sementes
meddas gue dosa bixina e outra utilizando o solugio de hidroxido de potdssio e sementes infeiras
que dosa a nerbixina. © melhor método foi o que utilizou o clorofdrmio. Para equiparar o feor
de norbixina encontrado pelz extragio com hidréxido de potdssio ao teor de bixina obtido pelo
outro tipo de analise utilizado, foi usado o fator de corregiio de 1,1601.

DESCRITORES: Sementes de urucum. Uracum. Bixina. Norbixina, determinagio.

Bixa orellana 1.

INTRODUGAO

Os corantes natuzais pertencem a um das ¢lasses
de aditivos para alimentos permitidos pela legislagdo
brasileira’.

Atualmente, hd grande interesse em substituir os
corantes artificiais pelos naturais. Destes corantes, o
mais utilizade em alimentos e que se encontrd o
mercado & o urucum.

O urucueiro ¢ uma planta de clima tropical que
atinge de dois a seis metros de altura. E formada de
folhas, flores e as cdpsulas gue envelvem as semen-
tes. Estas sementes possuem conformagdes arredon-
dadas revestidas por uma polpa de coloragio
avermelhada que contém o pigmento”.

A partiv da remogio da camada externa das se-
mentes da &rvore de urucam {Bixa orellana 1) por
varios processos sfio obtidos os extratos lipos-
soliveis e hidrossoliveis®.

O extrato liposselfivel contém diversos componen-
tes coloridos, sendo o principal 2 bixina ¢ o extrato
hidrossolvel contém como principal components co-
loride, a norbixina, produto de hidrdlise da bixina.

Para os dois extratos jd existem metodologias
para determinagio dos seus coranfes’, o que ndo
aconlece com as sementes.

A necessidade de se conhecer o teor de ¢orantes em
sementes foi abordada durante o Seminério de Coran-
tes Naturais realizade no Institufo de Tecnologia de
Alimentos, em setembro de 1988° , onde um grande
ntmere de intersssados, eatre os quals produtores,
comerciantes e pesquisadores se fez presente.

Surgiu, entdo, a idéia de se formar um Grupo de
Estudo para estabelecer uma metedologia tnica,
para determinaciio de bixina em sementes de
uracum. Essa padronizagio foi estabelecida apds um
estude colaborative conduzido neste trabalho.

MATERIAL E METODOS

Material

As sementes utilizadas durante todo o estudo
foram gentilmente fornecidas pela firma Bacnleré
Agro-Industrial Lida.

Treze laboratdrios participaram do estude co-
laborativo ¢ os mesmos encontram-se codificados
por letras do alfabeto.

* Realizado na Se¢lio de Aditivos e Pesticidas Residuais do Instituto Adolfo Lutz.

** Do Institute Adelfo Lutx,
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O Grupo de Estudo de Urncum estabeleceu dois
tipos de determinagio. Estes foram conduzidos apds
infimeros procedimentos, nos quals foram verificadas
as melhores condigdes tais como tomada de amostra,
trituragfo, modo de extragio ¢ solventes utilizados,
Métodos

1. Determinacgfo de bixina

Aparethagem
Moinho de facas ou equivalente
Espectrofotbmetro

Reagentes

Cloreférmio p.a.
Procedimenio:

Amostrar 100 g de sementes ¢ moer em um
moinho de facas ou equivalente.

Pesar com preciso de mg, cerca de 2 g da semente
moida e transferir para um erlenmeyer de 300 ml. Adi-
cionar 100 ml de clorofémmio e agitar vigorosamente
durante trés minutos. Filtrar através de 13 de vidro, rece-
bendo o filirado em balfio volumétrico de 250 ml, Retornar
o resicduo e a 14 e reextrair com 50 mi de clorofSrmio.
Filtrar através de 13 de vidro, recebendo o filtrado no
mesmo balfo volumétrico. Repetir o procedimento de
extracio com aliquota de 50 2 30 ml de cloroférmio ou
até a completa extragic dos pigmentos. Completar o
volume com clorofoimio. Repetir uma aliquota de 10 mi
e transferir para um baliio volumétrico de 100 ml. Com-
pletar o volune com cloroférmio. Pipetir uma aliquota de
10 mi e diluir com cloroférmio de 10 ml ¢ diluir com
cloroférmio em balfo volumétrico de 100 ml. Fazer a
leitura a 470 nm, usande cloroformio como branco.

A concentracio de bixina é encontrada usando:
Eltn = 2826,
2. Determinagfo de norbixina

Espectrofotometro
Reagentes

Hidroxido de potdssioa 5% e a 0,5%
Procedimento

Pesar com precisdio do mg, cerca de 25 g de semen-
tes em um erlenmeyer de 500 ml. Adicionar 150 ml de
soluglio de KOH a 5%, fervente. Aquecer a ebuligio
mantendo-a por wm minuto. Esfriar em dgua corrente.
Filtrar através de 18 de vidro para um balfo volumétrico
de 1000 ml e lavar o residuo com 100 m! de dgua
destilada. Repetir o processo de lavagem muais seto
vezes. Completar o volume com agua destilada, Retirar
uma aliguota de 2 mi desta solugdo e transferir para um
baldo volumétrico de 1000 mi, completando-o com
sodugio de KOH a (,5%. Fazer 3 leitura em especiro-
fotdmetro a 423 nm, em cela de | cm de percurso
optico, usando comeo branco a solugiio de KOHa 0,5%.

A concentragio de norbixina é encontrada usando
%
Siem = 3473,
A % de norbixina encontrada muitiplicada pelo
fator 1,037 dd a % de bixina.
Andlise estatistica

Os cileulos estatisticos utilizados para verificar a
variagio entre os dois métodos estudados foram a média
(x}, desvio padriio (8) e coeficiente de variagho (CV),

0 fator de corregdo final de um método para outro
foi estabelecido calculando-se a nova média apds a
eliminagiio dos valores fora do intervalo (x + §).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados de andlises realizadas pelos labe-
ratorios participantes, em sementes de urucum pelos
deis procedimentos em questdo sio mostrados na ta-

Aparelhagem bela 1.
TABELA |
Resultados de bixina, em sementes de urucum obtidos no estudo colaborative™
] Bixina (%)
LABORATORIO Extraciio com cloroférmio Exiraglio com solugio de KOH

A 2,40 2,32
B 2,31 -
C 2,24 2,10
D 2,20 2,27
IS - ,
F 2,22 -
G 2,35 -
H 2,44 2,11
I - -
J 2,45 1,94
K 2,46 2,19
L 2,48 2,43
M - 2,17
Média + Desvio padrio (X + §) 2,36 £ 0,11 2,19 + 0,13
Coecficiente de variaglio {CV) (%) 4,60 6,85

{*} Valores que representam média da andlise em duplicata

{-) Dado nio recebido
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Quande se determina o teor do corante de urucum
pelo método do clerofdrmio, o0 que estamos dosando
¢ a bixina, enquanto que no caso do método de KOH,
¢ a norhixina gue é o produto de hidrdlise da bixina.

Portanto, ¢ teor de norbixina encontrado deve ser
multiplicado pelo fator 1,037 para expressar o teor
de bixina na amostra.

Foi observado que a determinagdo utilizando
solugio de KOH apresentou resultades inferiores em
relaglo ao do cloroférmio. Também foi observado
que a variaglo entre 0§ dois procedimentos era cons-
tante, sendo, portanto, possivel expressar o teor de
bixina, independenie do procedimento utilizado,
pela introdugdo de um fator de correglo.

Esse fator de correglio foi estabelecido também
através de andlises realizadas pelos laboratdrios par-
ticipantes, em cinco ensaios, utilizando-se os dois
procedimentos anteriormente citados.

As tabelas 2, 3, 4, 5 ¢ & mostram os valores
encontrados pelos dois procedimentos ¢ o fator de
corregio obtido,

Na tabeia 7 observam-se os fatores de correglo
obtidos nog ¢inco ensaios, ¢ o fator de correcdo final
foi de 1,1601.

Dessa maneira multiplicando o teor de norbixing
encontrado por 1,1601, este pode ser equiparado ao
teor de bixina obtido pela extragio com cloroformio.

TABELA 2
Resultados de bixina obtidos no primeiro ensaio do estude colaborative®

Bixina (%)

Fator de corregio

LABORATORIO Ex{rag?o com Eixtrai;ﬁo com Norbixina/Bixina
cloroférmio solugio de KOH
A 1,943 1,657 1,1726
B 1,810 (1) 1,680 (1} 1,0774
C 2,000 (1) 1,690 (1) 1,1834
D 1,843 1,653 i,1149
E 1,913 1,703 1,1233
F 1,840 (2) 1,650 €2} 1,1152
G 1,836 1,435 1,2753
H 1,780 (2) 1,540 {2) 1,1558
i 2,066 (13 1,730 (1) 1,1734
Média + Desvio padrio (X + $) 1,1484 40,0299
Coeficiente de variagiio (CV) (%) 2,60
* Valores que representam média de tr€s determinagfes.
(1) Resultado de duas detenminagdes.
(2) Resultado de uma determinagdo.
TABELA 3
Resultados de bixina obtidos no segundo cnsaio do estude colaborative®
Bixina (%9)

LABORATORIO Extrac?io com Extragﬁe com iff?g i)cgfng?érii%ig
cloreformio solughio de KOH
A 2,153 1,827 1,1784
B 1,896 1,503 1,1184
C - - -
D . " -
E 1,946 (1) 1,740 (1) 1,1184
F 2,036 (2) 1,730 (2) 1,1734
G - - -
H - - -
I . - -
J 1,930 1,657 1,1648
Média + Desvio padiio (X + $) 1,1722 + 0,0688
Coeficicnte de variagio (CV} (%) 0,59

*Valores que representam média de trés determinages,
(1) Resultade de duas determinagdes.

(2) Resultado de uma determinago.

(-) Dado ndo recebido
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TABELA 4
Resultados de bixina obtidos no ferceire ensaio do estudo colaborativo™
Bixina (%)
LABORATORIO Extracio com Extragio com iifé ;;:?g;iiz
cloroformio solucio de KOH
A 2,603 2,240 1,1620
B 2,300 1,793 1,2827
s - - -
D - - -
E 2,604 (1) 2,099 (1} 1,2403
F 2,350 (2) 2,140 (2) 10980
G . . -
H - - .
I - - ) .
J 2,270 1,990 1,1407
Média = Desvio padrio (X + S) 1,1797 +0,0504
Coeficiente de variagio (CV) (%) 4,26
* Valores que representam média de trés determinagles,
(1) Resultado de duas determinagdes.
(2) Resuitado de uma determinagio.
(~} Dado nio recebido
TABELA 3

Resultados de bixina obtidos no quarto ensaio do estudo colaborative®

Bixinz (99)

LABORATORIO Extragio core

Extragio com

Fator de corregio
Norbixina/Bixina

L cloroformio solugdio de KOH
A 1,976 1,845 1,0677
B 1,923 1,577 1,2194
'S - . .
D 1,477 1,630 0,3061
B 2,024 (1) L701 () 1,189%
F 1,870 (2) L7 (2 1,6929
G . - -
H - - .
i . . .
J 1,836 1,577 1,1604

Média + Desvio padrio {X + %)
Coefleiente de variacdo (CV) (%)

* Valores que representam média de trés determinagbes.
(1) Resultado de duas determinagdes.
{2) Resuitado de woa determminagio.

{-) Pado nio recebido
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TABELA 6
Resuitados de bixina obtides no quinte ¢nsaio do estudo colaborativo®
Bixina (%)
LABORATORIO  Extragio com Extragio com iﬂmr,df’ corregao
bl ¥ orbixina/Bixina
cloroférmio solugdo de KOH
A 2,419 2,213 1,0931
B 2,256 (2} 1,890 (2} 1,1805
s . . -
b 2,080 1,936 10777
E 2415 (1) 2,075 (1) 1,1639
F 2,370 (2) 2,084 (2) 1,1372
G - . -
H - - -
I - . -
¥ 2,190 (1) 1,886 (1) 1,1612
Média & Desvio padriio (X £ 8) 1,1541 £ 0,0147
Coeficiente de variagio (CV) (%) 1,27
* Valores que representam média de trés determinag@es.
(1) Resultado de duas determinagGes.
(2) Resuitade de uma determinagio.
{(-) Dado ndo recebido
TABELA 7

Fatores de correcBo obtidos nos cineo ensaios

Tomada Fator de corregiio

i 1,1484

2 1,1797

3 1,1722

4 1,1461

5 1,15341
Meédia + desvio padrio (X £ %) 1,1601 + 0,6150
Coeficiente de variagdo {CV) (9%) 1,29

CONCLUSOES

Com base no estudo realizado, concluiu-se que:

1. A melhor metodologia para a determinagiio de
bixina em sementes de urucum utiliza cloroférmio

para extrag@io e leitura espectrofotométrica a 470
nm.

2. O fator de corregio para equiparar o teor de
norbixina encontrade por extragfio com KOH, ao
teor de bixine obtido pela extragio com cloroférmio
¢ de 1,1601.
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ABSTRACT: In order to establish the methodology for determination of bixin in
annatto seeds, a Group of Study was formed. Two kind of analysis were selected: ong nsing
chloroform, which gives bixin, and other using KOH, which gives norbixin. The best
method were chloroform to extract the pigment. In order to compare the level of the bixin
found by extraction with KOH to the level obtained by the other methed, it is necessary to
use correction factor of 1,16G1.

DESCRIPTORS: Annatto seeds. Bixin, norbixin, determination. Bixg orellana L.
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