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1-gis|a;aoopsar?ra?mes tnatuErais pertencem a uma das classes de aditivos permitidos pela
& imentos. Estes aditivos estlo sendo usados hd b : i 2
o e A a bastanie tempo, ainda gue

_ Atualmente hj grapde interesse em substituir os corantes artificiais pelos natu-
rais, Destes corantes, 0 mais utilizado em alimentos que se encorntram no mercado, & o
drucum, : !

) O urucueiro & uma pianta d& clima tropical que atinge de 2 a 6 metros de altura
E formada de folhas, flores & as cépsulas que envolvem as sementes. Estas saementes pos:
suern conformagéo arredondadas, revestidas por uma poipa de coloragfo avermelhada que
¢ o pigmento.

A partir dag sementes de urucum séo obtidos os extratos lipossoliveis & hidros-
solveis. O extrato iipossolgvel contém diversos componentes coloridos, sendo o orincipal
a bixina e o extrato hidrossclivel contém como componente colorido principalmente a nor-
hixina, produio de hidrélise da bixina,

Devido ao solo bastante proplcio para o plantio de urucum, o Brasil, hoje, § um
dos maiores produtores, e a sua comercializacdo no mercado externo vem crescendo dia-a-
-dia, :

Comerciatmente, o prego das sementes do urucum esid vinculado ao teor de
hixina contido nas mesmas.

Para os dois exiratos, lipossolivel e o hidrossoitvel, j& existem metodofogias pa-
ra a determinacio dos seus coranies, 0 que néo acontece com as sementes.

A necessidade de se conhecer o ieor de corantes nas sementes foi aboidada du-
rante 0 Semindrio de corantes realizado no Instituio de Tecnoclogia de Alimnentos em se-
tembro/88 onde um grande ndmero de interessados dentre os quais os produtores, comer-
ciantes e pesquisadores se fizerarm presentes,

Surgiu, entdo, a idéia de se farmar um Grupo de Estudo para gsiabelecer uma
metodologia dnica para determina¢éo de bixina em sementes de urucum. Essa padroniza-
¢do & de extrema importdncia no controle do teor do corante na semente e conseqiiente
comercializagéo,

Esse Grupo de Estudo estd sob a coordenagdo de Helena Yabiku e Mickiko
Takahashi, da Segdo de Aditivos do Instituto Adolfo Lutz. Os trabathos tiveram inicio em
29/09/88 e continua alé a presente data, isto &, 28/06/89,

Participam do Grupo as seguintes firmas e instituigbes:

Adicon Ind. e Com. de Aditivos Lida. — Sara M, Menendez Ruiz
Baculeré Agro Industrial Lida. - Victor P. de Oliveira

Biocon do Brasil indl. Ltda — Mdnica S. de Lacerda

Cisatec Ltda. — Rosa Cisneros

Coca-Cola Ind. l.tda. - Hiroko N. Machado

Cooperativa Agricoia de Cotiz — Luis Maniredini H. Requejo

‘Instituic Adolfo Lutz
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Coveg ind. Com,, Imp. e Exp, Ltda, - Sergio R, Reggiani
EMBRAPA/CTAA - I1sménia S.S, Guimarges
Lucia de Pauta N. Garcia
EMBRAPA/CPATU - Raimunda F. de Nazaré
Ha-La do Brasil - José E. Chiraldini
importadora Brastokio Ltda. — Takatoshi Uesaka
Instituto Adolfo Lutz ~ Helena Y. Yabiku
Mickiko Y. Takahashi|
Instituto Agrondmico de Campinas - Fernando R. Duarte
Instituto de Pesquisas Tecnolbgicas — Cieide de B. Barros
instituto de Tecnologia de Alimentos — Paylo R.N. Carvalho
Kienast & Kratschmer Ltda. - Karola Zimber
Kitano S/A Ind. Com. e imp. - Dayse M. de Aradjo
Ministério da Agricultura — Secretaria Nacional de Abastecimento — Ivonete Raséra
Nestlé Ind. Com, Lida, ~ André F.A. de Oliveira
José Nerval G. de Toledo
Rio Preto Produtos Naturais Ltda. — Marcos L.J. de Melo
Banrisil Imp. Ext. S.A. - Hélio Cosentino :
Sociedade Brasileira de Urucum!~ Atvaro A. Mello
Universidade de Campinas {UNICAMP) — DéHa R. Amaya
Helena T. Godoy
Universidade de Ribeirdo Preto — Ana Maria Soares
Universidade de S&o Paulo ~ Ramén Guiti4n

As sementes utilizadas durante todo o estudo foram gentiimente fornecidas pela
firma Baculeré Agro Indl, Lida.

Na primeira reunifio foi estabelecida que os participantes realizariam as anélises
com & propria metodologia utilizada nos seus laboratérios.

‘Os resultados encontrados ‘foram os mais varidveis, uma vez que os métodos e
procedimentos foram bastante diferentes tais como o modo de extragio, a quente ou a frio,
solventes utilizados, tomada da amosira, amostra triturada ou nao, etc.

Os resultados obtidos estfo na Tabela 1. Os laboratérios encontram-se codifica-
-dos por letras do alfabeto. _ .

Tabela 1.

. Teor de Bixina
Laboratério _ %)

1,92
2,70
2,61
2,10
2,18
2,14
2,72
2,39
1,21
1,47

CwIHTMMOOmD

Média + Desvio Padrio = 2,14 = 0,51
(X = 5) | '
Coelicienie de variagfio = 23,82

(CV) (%) '
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Em seguida, foi decidido que os participantes realizariam as andiises utilizando a
mesma metodologia 8 as mesmas amostras.

Método 1

_ Pes.a\r 3g de amostra. Aquecer em reftuxo durante 1 hora com 100ml de clorotér-
mio. Transferir para um baldo volumétrico de 250m), filtrando em 15 de vidro. Repstir a ex-
tracdo com mais 2 porgbes de 50ml de clorotérmio, durante 30 minutos de cada vez. Com-
pletar 0 volume no baldo volumétrico de 250ml. Fazer 1 diluig@o conveniente para leitura a
470nm, usando E}* = 2826

Método 2 (Ha-La do Brasil - no originat)

Pesar 259 de amostra em um béquer de 600ml. Adicionar 150m! de solugac de
KOH a 5%. Pesar tudo em balan¢a semi-analltica. Ferver com agitagao, durante 1 minuto,
cronometrado. Esfriar & temperatura ambiente. Pesar tudo novamente e completar com
&gua até atingir o peso anterior. Adicionar 350m! de &gua. Decantar. Pipetar 1ml do lfquido
Ifmpido em baldo voiumétrico de 1000ml e completar 0 volume com solugfo de KOH a
0,5%. Fazer a leitura a 453nm, usando E!* = 3473 para célculo,

Obs.: 1,037 & o fator de conversdo da norbixina para bixina

Método 3

Pesar 25g de amostra em um béquer de 600ml. Adicionar 150m! de solugio de
KOH a 5%. Ferver com agitag@o durante 1 minuto, cronomeirado. Esfriar & temperatura
ambiente e completar com &gua no baldo volumétrico de 1000ml. Pipetar 2ml do lfquido em
bal&o volumétrico de 1000ml e cempietar o volume com solugéo de KOH a 0,5%. Branco =
KOH a 0,5%

E!* = 3473; » = 453nm

lc_rn

Método 4

Pesar aproximadamente 1g de amostra em um erlenmeyer e extrair com clorofér-
mio a fric {shaker, agitagdo magnética, bastio de vidro, ultrassom). Transferir para um ba-
180 volumétrico de 100ml, filirando em 14 de vidro. Fazer uma diluicio convenienie para lei-
tura a 470nm, usando E}¥* = 2826.

Método 5 (UNICAMP)

Fazer o quarteamento da amostra (caso tenha mais que 50g)} até obter 50g (n3o
esqueca de misturar bem a amostra), Separar 10-20g e triturar no almofariz o maximo pos-
slvel. Misture bem. Pesar 50mg em erlenmeyer de 50mi e extrair com aproximadamente
10mi de cloroférmio, agitando aproximadamente 2 minutos ou misturando com bagueta. Fil-
trar em kitasato a vAcuc em funil de vidro sinterizado. Retirar o residuo do funil, lavando
este com pequenas porgbes de cloroférmio (2ml) e voltar ao erlenmeyer, adicionando no-
vamente 10m! de cloroférmio, repetindo a operacao até que o cloroférmio fique ssm colora-
¢ao. Completar o volume em balao volumétrico com cloroférmio, considerando a quantidade
do mesmo na extragao. Fazer a diluic&o necessdria para se obter a leitura em um espectro-
fotbmetro, fazendo a varredura de 350 a 550nm. A guantificag8o é feita aplicando a Lei de
Beer e levando em consideragdo 0 pico de méxima absorgdo (470nm) e absortividade de
2826,

Método 6

Pesar 25g da amostra e colocar em erlenmeyer de 500ml. Adicionar 150ml de
KOH a 5%. Aquecer A ebuligdo e cronometrar 1 minuto. Esfriar em &gua corrente, Filtrar em
I& de vidro, em baido volumétrico de 1000ml, extraindo com 7 porgdes de 100ml de KOH a
5%. Gompletar, Tomar 2ml da solugdo e colocar no bal&o volumétrico de 1000m! e comple-
tar o volume com KOH a 0,5%. Ler a 435nm usando E!* = 3473 Branco = 0,5 de KOH
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Método 7

_ Pesar 259 da amostra e colocar em erlenmeyer de 500ml. Extrair com KOH a 5%
a_fno, 7 vezes com porgbes de 100mi. Filirar em |& de vidro e completar no baldo volumé-
trico de 1000ml. Tomar 2m) da solugdo e colocar no balfo volumétrico de 1000ml € comple-
tar o volume com KOH a 0,5%. Ler a 453nm, usando El¥ = 3473,

Método 8

Pesar 5g de amostra e transferir para um erlenmeyer de 250m|l. Extrair com 100m!
de cloroférmio com agitagdo magnética por 30 minutos. Filtrar em I3 de vidro para um ba-
lao volumétrico de 500m! e extrair com 7 porgbes de 50mi de cloroférmic. Completar o vo-
lume e fazer uma diluigdo conveniente para leitura a 470nm usando E}* = 2826.

Método 9 (ITAL)

Amostrar 100g de sementes e triturar em um moinho de facas. Pesar 2g da se-
mente triturada e transferir para um erlenmeyer de 300ml. Adicionar 100m! de clorof6rmio e
agitar por 3 minutos. Filirar em 15 de vidro, recebendo o filtrado em um baldo volumétrico
de 250ml. Retornar o residuo e a !4 de vidro e reextrair com 50m! de cloroférmio. Filtrar em
12 de vidro, recebendo o filtrado no balio volumétrico de 250ml. Repetir o procedimento de
exiragdo com mais 50 e 30m} de cloroférmio -ou até a compieta extrag3o dos pigmentos.
Completar ¢ volume com cloroférmio. Retirar uma allquota de 10mi e transferir para um
baldo voiumétrico de 100ml. Completar .o volume com cleroférmio. Retirar uma aliguota de
‘1ml e diluir com cloroférmio para 10mi em baldio volumétrico. Tragar © espectro de absor-
béncia, .de 350 a 550nm, em espectrofotdmetro, -com cubetas de 1em .de percurso éptico. A
concentragéo de bixina é calculada usando El* = 2826 (470nm).

Método 10

© Amostra: molda
Método: KOH a quente - 2g.

Método 11

Amosira; sementes inteiras
Método: KOH 2 gquente - 25g

Método 12

Amostra: sememntes que deverfo ser moldas a critério de cada analista, em seu
laboratério.
Método: de cloroférmio - 2g

Método 13
Amostra: sementes que deverfio ser moldas a critério de cada analista, em seu
laboratério.

Método: KOH 4 quente - 2g. -

‘Método 14

" Amostra: sementes inteiras.
Método: KOH 2 quente - 25q.
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Teor de Métodos
Bixina (%)
Laboratério 1 2 3 4 5
A 2,47 2,72 2,37 1,96 5,86
B - - 2,30 2,90 3,10
C 2,03 2,59 - - 2,50
D 2,34 2,52 2,29 2,13 -
E 2,14 2,49 2,43 1,74 2,02
F 1,80 2,01 2,39 2,20 3,62
G 2,18 2,28 2,13 2,55 2,64
H 2,55 2,46 2,64 2,48 4,33
| 1,83 - 2,05 2,17 1,69 -
J 2,80 3,30 2,40 - 2,60 3,30
K 2,62 2,05 2,39 2,59 4,95
L 2,46 2,54 ) 2,28 2,70 3,63
Média+Desvio Padrio 2,29 + 0,32 2,46 =037 2,34 + 0,13 2,32 + 0,40 3,60 = 1,18
X5
Coeficiente de variagio 13,97 - 15,04 5,98 47,24 32,78
{CV} (%) : '
Cv> 10 pequena disperséo
20 <CV <10 media disperséo
Cv> 20 grande dispersio
Teor -de ‘Métodos
Bixina {%) '
Laboratério B - 8. 3
A 2,05 - 1,26 2,27 2,40
B 2,30 1,72 - 1,90 2,31
c 2,37 1,61 2,02 2,24
D 2,32 1,10 - 2,20
E 2,00 - — -
F 2,27 . 1,56 2,00 2,22
G 1,84 1,41 2,28 2,35
H 2,36 - 0,87 2,12 2,44
1 2,00 1,47 - -
J - 2.0 2,30 2,45
K 2,12 1,60 2,11 2,46
L 2,40 . 2,18 2,33 2,48
Média +Desvio Padréo 2,18 = 0,19 1,53 = 0,38 2,14 + 0,15 236 =+ 0,11
{X £ 8) -
.Coéficiente de variagfio 8,72 24,84 7,01 4,66

(CV) (%)
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Teor de Méiodos
Bixina (%)

Laboratério ' 10 19 12 13 14
A 1,82 1,92 1,79 1,64 2,32
B 1,70 1,50 - - -
C 1,70 1,568 2,60 2,33 2,10
D - - 2,06 2,10 2,27
E - - —— - -
F - - - - -
G - - - - -
H 1,80 1,84 1,74 1,50 2,11

I — —_ — -— —
W 1,81 1,84 2,01 2,75 1,94
K 1,72 1,74 2,57 2,15 2,19

L 1,43 1,89 2,43 2,51 2,43
M 1,69 1,80 2,87 2,90 2,17

MédiaxDesvio Padrio 1,70 = 0,14 1,726 £ 0,16 2,26 +:0,42° 2,22 +0,51 2,19 = 0,15
Coeficients de variagho 8,24 - 8,09 18,58 22,97 - 6,85

©V) (%) |

‘Como analisar valores discrepantes: Critérios de Rejeigio

X=28
Método Valor Minimo - “Valor Maximo X228

1 '1,80 2,80 - 1,65—2,83
2 2,01 3,30 1,72— 3,20
3 2,13 2,64 2,06 — 2,62
4 “ 1,69 . 2,90 ) 1,52 — 3,12
5 2,02 5,86 1,24 — 5,96

6 1,84 2,40 . 1,80—25
7 1,10 2,19 0,77 — 2,29
8 1,90 2,33 1,84 — 2,44

9 2,20 ) 2,48 214 — 2,58
10 1,43 1,92 . 1,42 —1,98
a3 1,50 1,92 . 1,44 — 2,08
12 1,74 287 . 1,42— 3,10
13 1,50 : 2,90 ' 1,20 —'3,24
14 1,94 ’ 2,43 . 1,89 -— 249

. o ttemmmn BRI - LV FOLY



Seminério: Corantes Naturais para Alimentos

Método de KOH (Resumo)

laboratério
‘2g, a frio, extracdo 4x .

2,26+0,42

Méiodo Discriminagio X+S CV (%)
2 -sementes inteiras 2,46 +0,37 15,04
25g, (Ha-La no original)
3 sementes inteiras 2,34+£0,14 5,98
25g, (no baldo volumétrico)
véarias lavagens
6 sementes inteiras 2,18+0,19 8,72
25g, extragdo 7x '
7 sementes inteiras 1,53+0,38 24,84
25g, a frio, extragdo 7x
10 sementes moldas 1,70+0,14 8,24
2g, extragio 7x
11 sementes inteiras 1,7620,16 9,09
25q, extragdo 7x '
13 sementes -moidas no préprio ‘2,22 +0,51 22,97
jaboratdrio )
‘29, extragdo 7x
14 sementes inteiras 2,19+0,15 6,85
25g, extraglo 7x
Método de Cloroférmio (Resumo) RN
Método _Discriminaga0 - Xx$ CV (%)
1 sementes inteiras 2,29+0,32 13,97
-3g, refluxo, extragé@o 2x
4 sementes inteiras '2,32x0,40 17,24
1q, a frio
5 sementes moldas 3,60x1,18 32,78
50mg, a frio, extragéo 3x
8 sementes inteiras 2,14x0,15 7,01
by, a frio, extragio 7x
9 ‘sementes mofdas 2,36x0,11 4,66
+-2g,a frio, extragho 4x
12 ‘sementes moldas no prdprio 18,58
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Método provisério para determinagio de Bixina em sementes de Urucum

Método de KOH

Pesar com precisdo do mg, cerca de 259 de amostra para um erlenmeyer d
500mi, Aqicionar 150m! de solug&o de KOH a 5%, fervente, Aquecef & ebuligdo mantgr?do-ae
POr um minuto, Esfriar em 4gua corrente., Filtrar através de 15 de vidro para um balio volu-
métrico de 1000m! e lavar o residuo com 100mi de agua destilada. Repetir o processo de
lavagem mais 7 vezes, Completar ¢ volume com dgua destilada.

Tomar uma allquota de 2m! desta solugo e transferir para baldo volumétrico de
1000ml, completando-o com solugdo de KOH a 0,5%. Ler em espectrolotdmetro a 453nm,
em célula de 1cm de percurso dptico, contra um branco de solugdo de KOH a 0,5%.

Célculo: E}* da norbixina = 3473
A % de norbixina encontrada multiplicada pelo fator 1,037 — % de bixina
Obs.: O método apresenta resultados inferiores em relag8o ao método de clorotérmio,

Método de clorofdrmio
Amostrar 100g de sementes e moer em um molnho de facas ou equivalents.

Pesar com precisio do mg, cerca de 2g da semente molda e transferir para um
arlenmeyer de 300ml. Adiclonar 100ml de cloroférmio e agitar vigorosamente por 3 minutos,
Filtrar através de 18 de vidro, recebendo o filtrado em um baldo volumétrico de 250ml. Re-
tornar o resfduo e a 14 de vidro e reextrair com 50m| de cloroférmio. Filtrar através de 13 de
vidro, recebendo o filtrado no mesmo baldo volumétrico. Repetir o procedimento de extra-
¢d0 com mais 50 e 30m! de clorotérmio ou até a completa extragdo dos pigmentos. Comple-
tar o volume com cloroférmio, Retirar uma allquota de 10ml e transferir para um bal&o vo-
fumétrico de 100mi. Completar o volume com cloroférmio. Retirar uma aliquota de 10ml e
diluir com cloroférmio em baldo volumétrico de 100m.

Tragar ¢ espectro de absorbancia, de 350 a 550nm, em um espectrofotémetro,
com cubetas de 1cm de percurso éptico.

A concentrag8o de bixina é calculada usando EiX = 2826 (470nm).

Obs.: Na moagem deve evitar ao méximo, 0 aquecimento da amostra, sob o risco de dimi-
nuigdo do teor de coranta.

Algumas observagbes

1. O mélodo de KOH apresenta resultados inferiores em relagdo ao método de clorotérmio.

2. Na moagem deve evitar ao méximo, 0 aquecimento da amostra, sob o risco de diminui-
¢80 do teor de corante.

3. No método de KOH temos a extragdo de aproximadamsnte 98% de norbixina axistente,
sendo que o resfduo apés extragdio com solvente, 7x, 6 de aproximadamente 1,3%.

4. O teor de norbixina decresce com o tempo em solugdo alcalina, sendo acentuada a da-
composi¢ao na presenca de luz

5. Na observagfo dos espectros de absorgfo, ndo notamos aiteragbes nos perfis dos mes-
mos, ocorrendo apenas a diminuig&o da absorbancia.

6. A fim de verificar se a transformagdo de bixina em norbixina era total, foi feita uma
analise utilizando o método de KOH, com uma bixina de pureza conhecida, Verificou-se
que apenas 90% de bixina era transformada em norbixina,



