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Educacao

EXTRACTION OF PIGMENTS FROM SEEDS OF Bixa orellana L.: AN ALTERNATIVE FOR EXPERIMENTAL COURSES
IN ORGANIC CHEMISTRY. This paper describes methodologies for the extraction and characterization by TLC, UV-VIS, IR and
NMR of bixin from Bixa orellana L. (urucum) seeds. Based on the results, the extraction with NaOH 5% is the fastest, uses low-
cost materials, requires two to four laboratory hours and is a useful alternative for an experimental Organic Chemistry discipline.
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INTRODUCAO

O uso de aditivos com a intenc@o de tornar os alimentos visual-
mente mais atraentes, seja na industria alimenticia ou no uso domés-
tico cotidiano, € bastante comum. O corante extraido do pericarpo
das sementes de urucum (Bixa orellana L.), um arbusto nativo do
Brasil e de outras regides tropicais do planeta, recebe a denomina-
¢do internacional de annatto (E160b)'? sendo largamente utilizado
em vdrias partes do mundo em escala industrial, por conferir colora-
¢do atraente a uma extensa gama de produtos manufaturados?’.

O annatto (anato) ¢ uma mistura de pigmentos de coloracio
amarelo-alaranjada em conseqiiéncia da presenga de vdrios caro-
tendides, com predomindncia absoluta de um atipico, conhecido como
bixina. Os maiores produtores mundiais de anato sdo Peru, Brasil e
Quénia'?.

No Brasil, além do amplo emprego na inddstria, a preparagiao
comercial contendo 0,20-0,25% de bixina € conhecida como colorau,
componente indissocidvel de inimeros pratos da culindria brasilei-
ra. Este € produzido a partir das sementes de urucum, previamente
aquecidas a 70 °C em 6leo vegetal, seguido de abrasdo com fubd ou
farinha de mandioca ou pela mistura destas com urucum em po6, ob-
tido por extra¢do com solventes>*.

A bixina (Figura 1) possui uma cadeia isoprénica de 24 carbo-
nos, contendo um 4cido carboxilico e um éster metilico nas extremi-
dades, perfazendo assim a férmula molecular C,.H, O,. Representa
80% dos pigmentos da Bixa orellana L., ocorrendo apenas nesta
espécie e em Aristolochia cymbifera Mart.>>.

A bixina ocorre naturalmente na forma 16-Z, porém durante o
processo de extragdo € isomerizada conduzindo a forma 16-E, deno-
minada isobixina’.

Virios outros carotendides (C, C,,, C,,, C,,, C,, C,,) foram
isolados e identificados, porém constituem a parcela minoritdria dos
pigmentos. O constituinte majoritdrio das sementes de urucum € o
geranilgeraniol, representando 1% das sementes secas®. A norbixina
(C,H,0) € o derivado desmetilado da bixina que, apesar de ocorrer
naturalmente, € quase sempre referida como produto da saponificacio
da bixina, sendo esta a sua forma de obtencéo para fins comerciais'’.

As preocupacoes relacionadas ao impacto da utilizagdo de corantes
sintéticos sobre a satde direcionam as atengdes para o uso daqueles de
origem natural, pela crenca de que estes sejam desprovidos de efeitos
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Figura 1. Substancias presentes em sementes de Bixa orellana

toxicos. A ndo exigéncia da apresentacdo de dados aprofundados refe-
rentes a andlises toxicoldgicas e quimicas para o registro de aditivos
alimentares derivados de fontes naturais®®, certamente torna as infor-
macodes relativas a possiveis efeitos indesejaveis e/ou atividades
farmacoldgicas decorrentes do seu uso, muito mais escassas do que se
poderia prever diante da importincia do tema. No Brasil, o uso do
urucum € tdo rotineiro que sua inocuidade sequer € questionada.

Estudos toxicoldgicos recentes demonstraram que a norbixina, e
em ultima instancia a bixina, uma vez que esta € desmetilada in vivo,
¢ destituida de efeitos deletérios significativos sobre células hepati-
cas, renais e da medula 6ssea de camundongos e ratos>’ e, embora
nenhum efeito embriotdxico tenha sido demonstrado em ratos®, um
grau considerdvel de interferéncia com o controle metabdlico da
glicose nestes roedores foi percebido ? e hé relatos de uso popular da
planta para tratamento do Diabetes mellitus®.

Os métodos de extracdo dos pigmentos da Bixa orellana L., seja
para determinagdo da composi¢do quimica ou averiguagao de ativida-
des sobre organismos vivos, sdo realizados com o uso de solventes,
tais como propilenoglicol, éleo, dgua pura e solugdes alcalinas'®. De-
pendendo do solvente utilizado, a extragdo pode ser mais ou menos
seletiva, de acordo com as conveniéncias de cada trabalho'*’. Toda-
via, o extrato obtido necessita passar por um processo de purificacdo
utilizando-se técnicas, reagentes e equipamentos que tornam tal pro-
cedimento demorado, dispendioso e distante dos objetivos de uma dis-
ciplina de Quimica Orgénica até mesmo de cursos de graduagio.
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Com a intengdo de proporcionar uma alternativa pratica, acessi-
vel e com o forte “apelo cotidiano™ que possui o corante de urucum,
uma vez que a proximidade do dia-a-dia tende a prender as atencdes
e despertar interesses, propomos a extracdo das sementes de Bixa
orellana L. com uma solugdo de hidréxido de sédio, sob condicdes
ordindrias e sem necessidade de instrumental especifico.

Com excecdo da norbixina, que ocorre naturalmente em peque-
nas quantidades, a bixina, pigmento majoritdrio do anato, ¢ o tnico
dos carotendides isolados e identificados (Figura 1) que possui um
grupo carboxilico livre!*7, sendo ele, portanto, um alvo potencial e
seletivo para reacdo com NaOH e formacdo do sal da bixina, poden-
do a forma protonada ser reconstituida pela adicio de um &cido.

A extracdo de sementes de urucum com NaOH € um procedi-
mento rdpido, de facil execugdo e baixo custo, podendo ser executa-
da em aulas préticas de Quimica Orgénica.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Sementes de Bixa orellana L. (urucum) foram adquiridas no Mer-
cado Central de Teresina em fevereiro de 2003. Os espectros de UV-
Vis foram obtidos em um espectrofotdmetro Hytachi U3000 na re-
gido de 900 a 190 nm, utilizando solugdo de 20 ppm do extrato bruto
em CHCI,. Os espectros de RMN 'H foram obtidos em espectrometro
Bruker Avance DRX-500 com o uso de CDCI, como solvente e TMS
como padrdo de referéncia interno. O espectro na regidao do
Infravermelho foi obtido em espectrometro Bolmem FT-IR, modelo
MB-102 utilizando partilhas de KBr. As placas cromatograficas fo-
ram preparadas com camadas de 0,25 mm de gel de silica 60 da
Vetec, eluidas em hexano-acetato de etila (8:2) e CHCI,-MeOH (9:1).
Os cromatogramas foram observados no visivel antes e apds as pla-
cas serem borrifadas com solucdo de sulfato cérico seguido de aque-
cimento.

Extracao das sementes de urucum

Meétodo 1: duas amostras de sementes de urucum (10 g) foram
submetidas a extra¢io, uma com acetona (40 mL) e outra com hexano
(40 mL), a temperatura ambiente, por um periodo de 30 min, sob
agitagdo freqiiente. Separou-se as sementes por filtracdo e evaporou-
se os solventes em evaporador rotativo.

Meétodo 2: sementes de urucum (10 g) foram submetidas a extra-
¢do com acetona em aparelhagem Soxhlet por um periodo de 1,5 h.
Removeram-se as sementes por filtracdo e evaporou-se o solvente
em evaporador rotativo.

Método 3: duas amostras de sementes de urucum (10 g) foram
submetidas a extracdo, uma com 40 mL de solu¢do de NaOH 5% por
5 min e a outra com 40 mL de NaHCO, 10% por 30 min, sob agita-
cdo freqiiente. Separaram-se as sementes por filtracdo, adicionou-se
HCI concentrado a mistura alcalina até pH 4, filtrou-se usando papel
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de filtro previamente pesado, lavou-se o sélido com dgua destilada
até o pH neutro e secou-se o extrato em estufa a 70 °C por 30 min.

Caracterizaciao da bixina

Os extratos de semente de urucum foram inicialmente analisa-
dos por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) usan-
do como eluentes hexano-acetato de etila (8:2) e cloroférmio—metanol
(9:1). Cerca de 5 mg de cada extrato foram dissolvidos em 1 mL de
H_SO, concentrado para verificagdo da presenca de carotendides'.
Aproximadamente 30 mg dos extratos obtidos com solu¢io de NaOH
e com acetona foram analisados por RMN 'H e "C, usando CDCI,
como solvente.

Os extratos das sementes de urucum (10 mg) obtidos por extra-
¢do com acetona a temperatura ambiente, acetona em Soxhlet e com
NaOH foram dissolvidos em cloroférmio e as solugdes resultantes
tiveram seus volumes acertados para 100 mL com o mesmo solvente.
Uma aliquota de 10 mL de cada solug@o foi retirada e diluida até
50 mL com CHCI,, obtendo-se trés solu¢des com concentragdo de
20 mg/L. Estas solu¢des foram analisadas no espectrofotdmetro
UV-Vis entre 900 e 190 nm e os respectivos espectros foram regis-
trados e comparados com os da literatura®. A partir dos espectros
obtidos determinou-se a concentragio de bixina utilizando a expres-
sd0 A = ach, onde A representa a absorbancia da solug@o cloroférmica
do extrato, lida no espectrofotdmetro, ¢ € a concentracio de bixina
na solugdo (g/L), b € o caminho 6tico (1 cm) e a € o coeficiente de
absorcdo da bixina em CHCI, (2826) no A 470 nm descrito por
Mercadante’. O rendimento de bixina foi determinado consideran-
do-se a massa do extrato obtida em cada extrag@o.

A relagdo bixina/geranilgeraniol foi determinada dividindo-se o
valor da integragéo de um dos sinais de H-B aos grupos carboxilicos
da bixina pelo valor da integracdo do sinal de H-1 do geranilgeraniol
e multiplicando-se por 2'2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A extragdo das sementes de B. orellana teve como finalidade
escolher qual seria o melhor solvente para a extracdo da bixina. O
hexano e a solu¢do de NaHCO, a 10% néo se mostraram eficientes,
os rendimentos obtidos foram 0,22 e 1,56%, respectivamente (Tabe-
la 1 e Figura 2). Os solventes que se mostraram mais eficientes fo-
ram acetona em Soxhlet e a solucio de NaOH 5%. Apesar do rendi-
mento de extrato bruto obtido com acetona em Soxhlet ter sido o
maior (6,16+0,28), o rendimento de bixina, determinado por
espectrometria UV-Vis neste extrato (1,31+0,43%), foi menor que o
determinado no extrato bruto preparado com solucido de NaOH 5%
(3,10+0,09%), conforme apresentado nas Figuras 2 e 3 e Tabela 1.
Além disso, outras substincias extraidas com acetona podem afetar
a quantificacdo da bixina, e ainda, o tempo gasto na extragio com
acetona em Soxhlet foi superior ao da extragdo com solugdo de NaOH
5%. Vale ressaltar que outros carotendides podem ser detectados

Tabela 1. Resultados obtidos na extra¢do das sementes de Bixa orellana por diferentes solventes

Meétodo de extracao Massa de Tempo de Massa Rendimento Rendimento  Relagdo bixina/
sementes/g extragdo/min extraida/mg da extra¢do/% de bixina/%*  geranilgeranioli
Acetona 10 30 498,67+5,86 4,99+0,06 1,18+0,45 1:3
Hexano 10 30 22 0,22 ND ND
Acetona (Soxhlet) 10 90 616+28,28 6,16+0,28 1,31+0,43 1:3
NaOH 5% 10 5 493,07+31,87 4,93+0,32 3,10+0,09 1:2
NaHCO, 10% 10 30 156 1,56 ND ND

*Determinado por UV-Vis em rela¢do a massa de extrato; ND: ndo determinado; % determinada por RMN 'H.
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Figura 2. Grdfico da porcentagem de extratos e de bixina das sementes de
Bixa orellana obtidos com diferentes solventes

concomitantemente com a bixina na andlise por UV-Vis, contudo,
como mencionado anteriormente, a ocorréncia desta nas sementes
de urucum € da ordem de 80% do total dos pigmentos existentes’.

A literatura registra uma concentracdo média de bixina nas se-
mentes de urucum variando entre 1,2-2,3%, no entanto, o rendimen-
to pode estar sujeito ao tipo de solvente usado na extrac@o e a fatores
ambientais, tais como temperatura, iluminacio, indice pluviométrico
e tipo de solo™!’. Os resultados obtidos permitiram eleger a solugao
de NaOH 5% como o solvente ideal para a obtengdo do extrato.

O tratamento do extrato com H,SO, concentrado resultou no
desenvolvimento de coloracdo azul esverdeada, caracteristica da pre-
senga de carotendides!'.

A realizagdo de CCDC usando como eluente hexano-acetato de
etila (8:2) teve por finalidade a verificagdo da existéncia de consti-
tuintes menos polares nos extratos, enquanto que o uso de CHCI,-
MeOH (9:1) foi para elui¢do dos constituintes mais polares, como a
bixina. Para o primeiro cromatograma obtido observou-se que ape-
nas uma pequena parcela do material foi eluido, resultando em uma
mancha uniforme, de formato alongado, coloragdo laranja, com R,
abaixo de 0,5 e que sugere ser de carotendides com grupamento aci-
do. Este resultado permite ainda deduzir que carotendides menos
polares, tipo -caroteno, devem estar presentes em pequenas quanti-
dades, uma vez que ndo se observou manchas com caracteristicas
deste tipo de substancias. O segundo cromatograma mostrou que
grande parte do material foi eluido, originando manchas de formato
alongado, coloracio laranja, distribuidas por toda a placa, ficando a
zona de maior concentragdo com R_de aproximadamente 0,4 e colo-
racdo vermelho-alaranjada, que sugere ser a bixina.

Os espectros de UV-Vis (Figura 3) dos extratos de urucum mos-
traram-se semelhantes aos relatados para a bixina®.

A presenga da bixina nos extratos acetonicos e em solugdo de
NaOH 5% foi comprovada através da andlise dos espectros de
RMN 'H mediante observagio de dois pares de dubletos em & 5,89/
7,98 (J=15,8 Hz) e 8 5,93/7,47 (J=15,5 Hz) atribuidos, respectiva-
mente, a H-o/H-P aos grupos carboxilicos do 4cido livre e do éster,
juntamente com o singleto em & 3,80 de metoxila de éster’. O espec-
tro de RMN 3C também confirmou a presenca da bixina, pelos sinais
de carbono da metoxila de éster (8 51,6), e dois sinais em & 171,8 e
168,0 referentes as carbonilas de dcido e éster, respectivamente?.

Os espectros de RMN dos extratos acetdnicos e em solucdo de
NaOH 5% mostraram que o diterpendide geranilgeraniol foi o com-
ponente majoritdrio das sementes de urucum, conforme relatado na

Figura 3. Espectro UV-Vis das solugdes de extrato das sementes de Bixa
orellana; Solvente: CHClj,' NaOH: extragdo com solu¢ao de NaOH 5%;
Acq.: extragdo com acetona em Soxhlet; Acf.: extragdo com acetona a frio

literatura®. Os sinais observados no espectro de RMN 'H que carac-
terizam o geranilgeraniol (Figura 4) sdo: 8 4,18 (d, 6,7 Hz, H-1), 8
5,43 (tl, 6,8 Hz, H-2), 8 5,12 (sl, H-6, H-10 ¢ H-14), 6 1,62 (s, 3CH,)
e 61,70 (s, 2CH,), contudo, no espectro de RMN "C os sinais carac-
teristicos para esta substancia ocorrem em 8 59,4 (CH,, C-1), 6139,9,
135,4, 134,0, e 131,3 (carbonos olefinicos nao hidrogenados),
0 1244, 1242, 123,7 e 123,2 (carbonos metinicos olefinicos) e os
situados entre & 39,7-16,0 (carbonos saturados ndo oxigenados)®".
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Figura 4. Espectro de RMN 'H do extrato de sementes de Bixa orellana em
solugdo de NaOH 5% (CDCl,, 500 MHz)

A relacdo bixina/geranilgeraniol, determinada através do espec-
tro de RMN 'H, foi 1:3 nos extratos acetonicos e 1:2 no extrato pre-
parado com solucdo de NaOH (Tabela 1). Estes resultados foram
compativeis com o percentual de bixina determinada por UV-Vis
nos extratos, considerando-se que devem existir outras substancias
além da bixina e geranilgeraniol no extrato de urucum.

O espectro na regido do infravermelho (IV) do extrato obtido
com solugdo de NaOH 5% de sementes de urucum (Figura 5) apre-
senta banda larga e forte na regido de 3500-2500 cm' de estiramento
O-H de dlcool, atribuido ao geranilgeraniol, sobreposta a banda de
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estiramento O-H de 4cido. Esta dltima juntamente com a banda forte
de estiramento de carbonila de éster o.,3-insaturado (1717 cm™) con-
tendo um ombro que sugere ser de outra carbonila, sdo indicativos
da presencga de bixina. O espectro apresenta ainda, entre outras, ban-
das de estiramento C=C (1608, 1600 e 1563 cm™), C-H sp*® (2856,
2919 e 2969 cm™), C-H sp? (3031 cm™), C-O de dlcool primério
(1161 cm™) e deformagio C-H de olefinas (1006 e 964 cm™). Estes
dados mostraram-se compativeis com os relatados na literatura para
as duas substancias>®.
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Figura 5. Espectro na regido do infravermelho do extrato de sementes de
Bixa orellana

A extracdo do geranilgeraniol, uma substincia neutra, da semente
de urucum, com solvente quimicamente ativo pode ser questionada,
porém, este fato pode ser justificado considerando que esta substin-
cia foi arrastada, por agdo de lavagem, pela solu¢do de hidréxido de
s6dio'.

O experimento da forma como estd sendo proposto neste traba-
lho, iniciando-se com a extragio seguida de andlise por UV-Vis, RMN
e IV, podera ser executado em aulas de Quimica Orgénica e Quimica
Analitica de cursos de graduacdo. Opcionalmente, quando ndo se
dispuser do equipamento, poderd ser omitida a andlise por RMN,
pois a espectrometria na regido do infravermelho permite confirmar
a presenca de bixina e geranilgeraniol no extrato.

A simples extra¢do das sementes com determinagdo do rendi-
mento, como forma de adaptacdo as condig¢des locais, poderd ser
realizada até mesmo em aulas do ensino médio, usando materiais
alternativos como soda cdustica e 4lcool ou acetona comerciais.

Além dos cdlculos sobre o rendimento da bixina e a relacdo
bixina/geranil-geraniol, alguns questionamentos poderdo ser levan-
tados para discussdo em sala, tais como o porqué da bixina ter sido
extraida em maior concentragdo com solugdo de NaOH; as razdes
pelas quais a bixina absorve luz com A__ 470 nm; a cor observada
para bixina, considerando a cor e o comprimento de onda da luz
absorvida'* e as razdes de se observar coloragéo azul pelo tratamento
do extrato de urucum com 4cido sulfdrico concentrado'.
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CONCLUSAO

O método de extracdo de sementes de urucum com solugdo de
hidréxido de sédio descrito neste trabalho conduziu ao melhor ren-
dimento de bixina quando comparado a extragdo com acetona, a tem-
peratura ambiente e em Soxhlet, e permite sua implementagdo em
disciplinas que dispdem de perfodos curtos de aula, ficando a carac-
terizac@o da bixina por UV-Vis, RMN e IV e a discuss@o para serem
realizadas em aulas posteriores. Além disso, somente a extragao nao
necessita de instrumentacdo sofisticada, podendo ser realizada in-
clusive no ensino médio utilizando materiais de baixo custo e de
facil aquisicdo. De forma opcional, o experimento pode ser montado
incluindo também a extragdo com acetona a temperatura ambiente e
em Soxhlet, a ser executado por diferentes equipes, com o objetivo
de comparar os rendimentos e com enfoque na discussao dos con-
ceitos de extragdo continua e maceragdo com solvente quimicamen-
te ativo.
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