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RESUMO

Um dos atributos mais importantes na comercializagao de ali-
mentos é o impacto visual causado pela cor. Entre os corantes
naturais, o urucum é o mais usado pela industria brasileira. Do
total de sementes de urucum industrializada no Brasil, 25% s&o
utilizados na preparagéo dos extratos e o restante € empregado
na fabricacéo do colorifico, consumido no mercado interno para
o preparo doméstico de alimentos. A proposta deste trabalho foi
determinar o teor de bixina e norbixina nos colorificos de urucum
existentes no mercado, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Empregaram-se, para tanto, coluna C, (Spherisorb
ODS-2, 150 x 4,6mm, 3um) e acetonitrila:acido acético 2% (65:35)
como fase mével com fluxo de 1mL/min. Os carotendides foram
identificados através do comportamento cromatografico e es-
pectros no UV-visivel fornecidos pelo detector de arranjos de
diodos; e quantificados por padronizagéo externa. Foram anali-
sadas sete marcas diferentes de colorifico (de dois a cinco lo-
tes de cada marca), totalizando vinte e cinco amostras. A bixina
foi o carotendide majoritario encontrado nas diferentes marcas
de colorifico, em teores que variaram de 154 a 354mg/100g,
enquanto a norbixina esteve presente em tragos (2 a 9mg/100g).
A variagao dos teores de carotendides foi pequena entre lotes
da mesma marca, enquanto foi observada uma grande diferen-
c¢a em relagao as diferentes marcas analisadas.
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SUMMARY
EXTRACTION AND DETERMINATION OF BIXIN AND NORBIXIN
IN ANNATTO SPICE (“COLORIFICO”). One of the most important
factors for food commercialization is the visual impact due to
color. Among the natural colors, annatto preparations are the
most consumed colorant by Brazilian industries. From the total
amount of annatto seeds commercialized in Brazil, 25% is used
on the preparation of oily soluble and aqueous soluble extracts,
and the remainder is used to manufacture the spice “colorifico”,
which is totally consumed by the domestic market mainly for home
preparation. The aim of the present study was to determine bixin
and norbixin amounts in annatto spices found in the market, by
high performance liquid chromatography (HPLC). For this purpose,
C,, column (Spherisorb ODS-2, 150x4.6mm, 3um) and acetoni-
trile/acetic acid 2% (65:35) as mobile phase at 1mL/min were
employed. The carotenoids were identified by their chromatographic
behavior and UV-visible spectra obtained by the diode array detector
and quantified by external standardization. Seven different brands
of colorifico were analyzed (two to five lots from each brand),
totaling 25 samples. The main coloring component found in the
different brands was bixin, varying from 154 to 354mg/100g. Norbixin
was detected in trace amounts (2 — 9mg/100g). The variation of
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carotenoid levels among lots of the same brand was small, whereas,
among different analyzed brands, the variation was wide.
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1 — INTRODUGAO

Na observacdo de um alimento o impacto visual
causado pela cor sobrepde-se a todos os outros, fa-
zendo desse atributo um dos mais importantes na
comercializagdo de alimentos e constituindo, assim, pri-
meiro critério de aceitacdo ou rejeicdo de um produto.

Os corantes sdo empregados numa infinidade de
alimentos e bebidas com o intuito de compensar a per-
da de cor durante o processamento industrial e
estocagem, uniformizar a cor dos alimentos, e finalmente
dar cor a alimentos originalmente incolores, tornando-
0s mais atrativos ao consumidor [1].

Dentre os corantes naturais, o urucum é o mais
usado pela industria brasileira, representando cerca de
90% dos corantes naturais usados no Brasil e 70% no
mundo [7]. As preparag¢des de urucum sdo usadas para
colorir manteiga, queijos, produtos de panificagéo, 6leos,
sorvetes, cereais e embutidos.

Do total de sementes de urucum produzido no Bra-
sil, cerca de 25% s&o utilizados na preparagéo de ex-
tratos lipo- e hidrossoluveis e o restante é usado na
fabricagao do colorifico, totalmente consumido no mer-
cado interno [7]. Segundo a Resolugdo CNNPA 12/78
do Ministério da Saude [2], o colorifico é definido como
um produto constituido pela mistura de fuba ou farinha
de mandioca, com urucum em po ou extrato oleoso de
urucum adicionado ou n&o de sal e de 6leos comesti-
veis. Este produto, quase que exclusivamente de uso
domeéstico, proporciona cor avermelhada ao arroz, risotos,
bifes, frangos, farofas, molhos e queijos. Seu principal
mercado é a regido Nordeste do pais.

O urucueiro Bixa orellana L. € uma planta nativa da
América Tropical [13]. Suas sementes sédo cobertas por
uma resina vermelha que contém como pigmento prin-
cipal o carotendide bixina, cuja estrutura se encontra
na Figura 1, sendo também o pigmento predominante
nas preparagdes lipossoluveis [12, 13]. A norbixina (Fi-
gura 1), produto da saponificagdo da bixina, é o pig-
mento principal das preparagdes hidrossoluveis, sendo
encontrada em pequena quantidade nas sementes e nas
preparacgdes lipossoluveis [12, 13].

Os carotendides totais de urucum podem ser de-
terminados através da leitura do extrato em espectro-
fotbmetro [6, 16]. A cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE) tem sido empregada para separar bixina
e norbixina [11, 14, 15]. Entretanto, a bixina e a norbixina
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de sementes de urucum nio foram separadas no siste-
ma CLAE empregado por WILBERG, RODRUIGUEZ-
AMAYA [17], tendo ambos sido quantificados juntos.
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FIGURA 1. Estrutura da bixina e da norbixina.

O objetivo do presente trabalho foi determinar, por
CLAE, os teores de bixina e norbixina em varias mar-
cas e lotes de colorifico.

2 — MATERIAIS E METODOS

Devido ao longo sistema de duplas ligacdes
conjugadas, os carotendides séo altamente suscepti-
veis a luz, oxigénio e altas temperaturas. Por esta ra-
zao0, todas as operagdes foram conduzidas sob luz difusa
e os extratos de carotenoides foram estocados sob N,
em congelador.

2.1 — Amostras

As amostras foram adquiridas durante os meses
de novembro de 1998 a junho de 1999 no comércio de
Campinas, Sao Paulo, Brasil. Foram analisadas amos-
tras de diferentes lotes de sete marcas de colorifico,
sendo 5 diferentes lotes das marcas A, B e C; 3 lotes
das marcas D e E; e 2 lotes das marcas F e G, totalizando
25 amostras.

Todas as marcas apresentavam os ingredientes no
rotulo da embalagem, entretanto a porcentagem de
urucum adicionado ou o teor de bixina ndo constava do
mesmo. Cabe esclarecer que esta situacao esté de acordo
com a legislagéo brasileira vigente.

2.2 - Extragao

Duas embalagens do mesmo lote foram homoge-
neizadas e desta mistura pesou-se aproximadamente
0,3g. Os pigmentos foram extraidos, em ultra-som,
sucessivamente com 5, 4 e 3mL de metanol. Em segui-
da, adicionaram-se 2mL de acetona repetidamente, ge-
ralmente 2 vezes, até extracdo completa. Juntou-se to-
dos os extratos em baldo volumétrico de 50mL e o vo-
lume foi completado com metanol. As andlises foram
conduzidas em ftriplicata. Antes da analise por CLAE, a
amostra foi filtrada em membrana de 0,22um de poro.

Algumas amostras, mesmo apods a extragao, per-
maneceram com uma leve coloragdo amarelada, pos-
sivelmente devido ao fuba utilizado como matéria-pri-
ma. Essa coloragao nao foi removida com diclorometano,
eliminando a possibilidade de ser um dos carotendides
a ser quantificado, pois a bixina e a norbixina sdo mui-
to soluveis em solventes clorados.

2.3 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para separar os carotenodides foi utilizado um cro-
matografo liquido de alta eficiéncia constituido de
conjunto de bombeamento quaternario de solvente
(Waters, modelo 600), detector de arranjo de diodos
(Waters, modelo 996), injetor Rheodyne (“loop” de 20uL),
degaseificador “on-line” (Waters) e sistema de aquisi-
¢ao e processamento de dados Millenium (Waters). Os
espectros foram adquiridos entre 300 e 600nm e pro-
cessados no comprimento de onda maximo de cada
carotendide.

Todas as separagdes foram conduzidas em coluna
C,, (Spherisorb ODS-2, 150mmx4,6mm, tamanho de
particula 3um), com fluxo de 1mL/min. Os solventes,
grau cromatografico, foram previamente filtrados em
membrana de 0,45um antes de serem utilizados no
equipamento.

Varias combinagdes de solventes foram investigadas,
mas a que apresentou melhor resultado foi acetonitrila:
acido acético 2% (65:35) descrita por SCOTTER et al.
[15], que separou os carotendides incluindo isdbmeros
em 22min, e cujos picos apresentaram-se simétricos,
sem cauda e espectrofotometricamente puros.

Os picos correspondentes a bixina e norbixina fo-
ram identificados através do comportamento cromato-
grafico e comparagdo dos espectros no UV-visivel for-
necidos pelo detector de arranjos de diodos com os for-
necidos na literatura [3, 5].

Para a quantificagdo da solugdo-padrao de bixina
utilizou-se coeficiente de absorgéo de 2826 (A, 470nm)
em cloroférmio [5, 16] e para a da norbixina 3473 em
solugdo de KOH 0,5% a 453nm [16]. A curva-padréo
da bixina foi linear na faixa estudada (10 a 140ug) e
apresentou coeficiente de correlagdo (R?) de 0, 996, assim
como a curva-padrao da norbixina na faixa de 6 a 34ug
que mostrou R de 0, 968. A quantificagdo dos carotendides
foi feita por comparacdo da area do pico da amostra
com a area do padréo injetado diariamente.

2.4 — Obtencgao e purificagdo dos padroes

Como os padrées de bixina e norbixina ndo estao
disponiveis no mercado, deve-se sintetizar ou isolar es-
tes carotendides a partir de uma fonte natural dos mes-
mos.

2.4.1 — Padrao bixina

A bixina foi extraida com uma mistura de metanol:
diclorometano (1:1), a partir das sementes de urucum,
previamente lavadas com éter de petroleo.
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Apds concentragao, o extrato foi purificado por su-
cessiva cromatografia em camada delgada (CCD) de
silica-gel, ambas com acetato de etila/éter de petrdleo
(3:2) como fase movel. Na primeira cromatografia, uti-
lizando camadas preparadas no laboratério com silica
(Merck), duas bandas foram separadas, e a que per-
maneceu na origem foi raspada e eluida com metanol/
diclorometano (1:1). Apds concentracdo, a banda foi
novamente aplicada em placas prontas de silica (Merck)
onde ocorreu separacgao de duas bandas, e a principal
(R, = 0,61) foi raspada e eluida com metanol/dicloro-
metano. O padrédo obtido apresentou pureza de 97%,
verificada por CLAE.

2.4.2 — Padrao norbixina

Para a obtengéo da norbixina, apds evaporagéo do
diclorometano, juntou-se ao extrato metandlico da se-
mente de urucum uma solugdo metandlica de KOH 10%
e deixou-se em temperatura ambiente, por uma noite,
ao abrigo da luz. Desta maneira ocorreu saponificagdo
da bixina originando a norbixina. A esta mistura foi, en-
tdo, acrescentado acido acético para neutralizagéo e
precipitagdo dos sais de norbixina que foram recolhi-
dos por filtragéo.

O padrao dissolvido em acetato de etila foi purifi-
cado por coluna de silica previamente condicionada com
acetato de etila. Adicionou-se gradualmente metanol até
o padrao ser recolhido com metanol 100%.

Apds analise por CLAE, o padrao de norbixina obti-
do mostrou conter 10% de isdmeros. Tentativas de au-
mentar a pureza através de cromatografia em coluna
aberta de Ca(OH),, 6xido de aluminio e silica-gel néo
foram bem sucedidas.

2.5 — Avaliagao do método

O limite de deteccéo da bixina e norbixina foi obti-
do realizando-se diversas inje¢bes, com gradativas di-
luigdes.

Testes de recuperacao foram realizados para avali-
ar a eficiéncia do método de extracao, adicionando-se
a uma amostra de colorifico, ja quantificada, 529,0ug
de bixina e 6,29ug de norbixina. A solugcéo padrao foi
evaporada ficando aderida a amostra; e os carotendides
foram extraidos como descrito no item 2.2. Os testes
foram realizados em triplicata.

As variagOes diarias e em dias diferentes das areas
dos picos dos padrdes de bixina e de norbixina tam-
bém foram avaliadas através do coeficiente de varia-
céo (C.V.).

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Recuperagao, precisao e limite de detecgao

Nas condi¢cbes deste estudo, o limite de detecgéao
foi de 0,018ug/mL para bixina e de 0,017ug/mL para
norbixina.

A recuperagédo média do método, incluindo a etapa
de extracdo do colorifico, para a bixina foi de 100%
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(variando de 95 a 105%) e de 102% para a norbixina
(variando de 100 a 106%). Estes resultados mostra-
ram que o método utilizado apresenta uma 6tima exati-
déo.

Os testes realizados com padrées comprovaram que,
apesar da variagcdo diaria da area do pico ser baixa,
com C.V. médio de 1% tanto para bixina como para
norbixina, 0 mesmo ndo ocorreu com a variagao em
dias diferentes (6% para a bixina e 8% para norbixina).
A alta variagao entre dias das areas dos picos compro-
vou a necessidade de se verificar diariamente a con-
centracao de cada carotendide. Entretanto, KIMURA [10]
reportou valores de C.V. menores que 4% quando a
concentragdo de varios carotensides de folhas foi
quantificada através de suas curvas-padrdo e de um
ponto apos 30 dias. HSIEH, KAREL [9] reportaram, para
cenoura, C.V. de 4% para 5 injegbes de B-caroteno e
HAMANO, MERCADANTE [8] encontraram os seguin-
tes C.V., parainjecdes em triplicata de amostras de polpa
e suco de caja, 0 a 7% para B-caroteno, 0 a 3% para o-
caroteno, 0 a 3% para B-criptoxantina, 0 a 2% para
zeinoxantina e de 0 a 4% para luteina.

Do total de 25 amostras analisadas, apenas em 6
amostras os teores de bixina apresentaram C.V. maior
que 3% entre as triplicatas, comprovando, assim, a boa
precisdo do método. Ja para a norbixina os valores de
C.V. foram maiores, variando de 2 a 21%. Esse resul-
tado era esperado, visto que a sua concentragdo nas
amostras foi cerca de 100 vezes menor que a da bixina
e apenas 10 vezes maior que o limite de detecgéao.
BUSHWAY, WILSON [4], analisando produtos de ce-
noura, encontraram C.V. de 1 a 14% para a-caroteno e
de 1 a 9% para B-caroteno; e em produtos de caja
HAMANO, MERCADANTE [8] também relataram valo-
res de C.V. na faixa de 1 a 12% para B-caroteno, 1 a
14% para o-caroteno, 1 a 15% para B-criptoxantina, 1
a 13% para zeinoxantina e de 0 a 10% para luteina.
N&o foram encontrados na literatura valores de C.V.
relativos a bixina e norbixina.

3.2 — Composicao de carotendides de colorifico

Todas as amostras de colorifico analisadas neste
estudo continham bixina como o carotendide majorita-
rio e norbixina em menor quantidade, como mostra o
cromatograma da Figura 2. Este resultado era espera-
do, uma vez que a bixina perfaz cerca de 80% dos
carotendides totais da semente de urucum [13] e um
dos ingredientes do colorifico € o urucum ou sua sus-
pensao oleosa.

Os teores de bixina e norbixina encontrados nas
marcas de colorifico analisadas estdo apresentados na
Tabela 1. Os teores de bixina variaram de 154 a 354
mg/100g e os de norbixina de 2,1 a 6,6 mg/100g.

Os teores de bixina entre os lotes da mesma mar-
ca tiveram uma variagéo de 3 a 14%, indicando que as
industrias possuem um bom controle da matéria-prima
e do processo. Entretanto algumas marcas, como D e
E, apresentaram cerca do dobro de bixina que as de-
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mais. Estes resultados indicam que é necessario que
este tipo de produto possua um padréo de identidade e
qualidade a ser seguido por todas as industrias fabri-
cantes.
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FIGURA 2. Cromatograma, obtido por CLAE, de carotendides
de colorifico. Condi¢des cromatograficas: coluna Spherisorb
ODS-2 e acetonitrila:acido acético 2% (65:35) como fase
movel com fluxo de 1mL/min.

TABELA 1. Teores de carotendides em amostras de colorifico.

Marcas bixina (mg/100g) norbixina (mg/100g)

média+D.P. média £ D.P.
A’ 185+ 11 59%3,0
B® 229 +26 3210
ct 154+ 18 21%0,3
D* 320+19 4504
E° 354+10 6,6%1,1
F° 202 +28 3,306
G° 154 1 3,60,1

Média e desvio padrdo de 25 lotes, 3 lotes e °2 lotes.

4 — CONCLUSOES

O método avaliado mostrou ser preciso, exato e
pratico, levando em torno de 30 minutos cada analise.

Os resultados indicaram que as industrias produ-
toras de colorifico possuem um bom controle da maté-
ria-prima e do processo, entretanto houve uma varia-
¢do de até 100% entre os teores de carotendides das
diferentes marcas.

Recomenda-se que seja estabelecida uma quanti-
dade de urucum a ser adicionada ao colorifico, que pode
ser controlada através da quantidade de bixina, com a
finalidade de uniformizar a coloragao deste tipo de pro-
duto.
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