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RESUMO

The annatto plant (Bixa orellana L.), from the Bixaceae family, is widely recognized as the source of the
most used natural dye in the world. The extracts obtained from its fruits can be water-soluble or fat-soluble,
positioning annatto as one of the main natural products for the food industry, besides its applications in
pharmacology, cosmetics, and technology. Carotenoids extracted from annatto are vulnerable to degradation
when exposed to light, high temperatures, or sulfur dioxide. This degradation can compromise the effectiveness
of carotenoids, which demonstrate significant potential in clinical treatments. Bixin, one of the main compounds
extracted from annatto seeds, can contribute to reducing cholesterol levels, preventing cardiovascular diseases,
decreasing inflammation in lung injuries, influencing motor activity in mice, and inhibiting gastric secretion without
impacting acid production. Additionally, bixin presents antispasmodic and hypotensive properties, potentially
improving health and well-being, especially when applied in biomedical devices. The analysis of bixin by UV-
visible spectroscopy, in the range of 200 to 900 nm, using chloroform as a solvent, indicated that the peaks
observed in the spectrum vary according to the solvent used. Infrared spectroscopy revealed a band between
772.4 and 778.8 cm™, associated with hydrogen vibration of a cis-C-CH=CH-C structure, with a strong peak at
754 cm™'. The presence of a peak at 1159 cm™ strongly suggests the cis structure of bixin. Future studies are
fundamental to deepen the understanding of how these characteristics influence the efficacy and safety of bixin
in specific applications.
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1. INTRODUCAO:
A bixina é aprovada pela FDA para uso na

A planta urucum (Bixa orellana L.), da
familia Bixaceas, é exclusivamente reconhecida
pela restricdo de um corante natural, a bixina, que
possui aplicacbes especificas nas industrias
alimenticias e farmacéuticas (OZAKI; DUARTE,
2006; ZARRINGHALAMI; SAHARI; HAMIDI-
ESFEHANI, 2009). Este corante é extraido dos
frutos da planta e pode resultar em produtos
hidrossoluveis e lipossoluveis, destacando-se
como um dos principais carotenoides, com 80%
de sua composicido formada por carotenoides
identificados (SATYANARAYANA,;

industria alimenticia e cosmética, apresentando
caracteristicas lipossoluveis devido a presenca de
éster metilico em sua estrutura (GARCIA et al.,
2012). Além disso, a bixina é estavel na presenca
de agentes redutores e oxidantes, o que a torna
utii em diversas formulagdes. Em termos de
atividade farmacolégica, a bixina possui
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
antitumorais (COSTA; CHAVES, 2005).

Estudos demonstram seus efeitos anti-
inflamatérios, genotéxicos e hepatoprotetores. A
planta também apresenta potencial no tratamento
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da asma brénquica e na modulacdo de
comportamentos relacionados ao diabetes.
Contudo, sua baixa solubilidade em agua limita
seu uso, incentivando pesquisas em técnicas de
encapsulamento para melhorar sua eficacia como
biomaterial (RIOS; MERCADANTE, 2004).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Cloroformio UV HPLC - Espectroscopico
1000m! — Dindmica®; Hexano PA 1000ml -
Dinamica®; Acetonitrila HPLC (Gradiente)
4000ml - PANREAC®; Acido Acético Glacial PA
ACS 1000ml - VETEC®.

2.2 Métodos

A bixina, uma matéria-prima extraida das
sementes do urucum (Bixa orellana L.), foi obtida
no municipio de Agricolandia — PI, regido nordeste
do Brasil (Latitude: 5° 48' 1" Sul, Longitude: 42°
40' 6" Oeste), seguindo um procedimento
adaptado ao método proposto (BARBOSA-FILHO
et al., 1998). Aproximadamente 200 g de
sementes de urucum, previamente limpas de
folhas e cascas, foram colocadas em um extrator
Soxhlet com 1000 mL de hexano (CeHis) sob
agitacdo constante por 24 horas. Apos esse
periodo, o hexano foi removido e, em seguida,
adicionou-se cloroférmio (CHCI3) a 70°C durante
mais 24 horas. O precipitado resultante foi filtrado
e seco em estufa a 60 °C por 24 horas (figura 1).
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Figura 1. Fluxograma da sintese da Bixina.

Para caracterizar a amostra de bixina,
diversos métodos foram aplicados. A analise por
espectroscopia UV-Visivel foi realizada em um
espectrofotdmetro Shimadzu UV-1800, cobrindo a
faixa de 200 a 900 nm, utilizando CHCIl; como
solvente para diluicao da bixina. A morfologia da
bixina foi analisada por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) com um equipamento modelo
SSX-550 da Shimadzu. A amostra foi submetida a
secagem a 60 °C por 24 horas e coberta com uma
fina camada de ouro para garantir condutividade,
sendo a analise realizada com uma tensao de 15
kV.

A composicao quimica foi determinada por
Fluorescéncia de Raios-X (FRX) de energia
dispersiva, utilizando um espectrémetro Epsilon
30 da Panalytical, empregando um método
semiquantitativo em atmosfera de vacuo. O
difratograma da amostra foi obtido através da
técnica de Difragao de Raios-X (DRX), utilizando
um difratbmetro Shimadzu XRD-6000 com
radiagdo CuKa (40 kV e 30 mA), sendo o intervalo
de varredura entre 10° e 90° com uma taxa de
0,014 °/min.

As mudancgas estruturais e funcionais na
amostra foram avaliadas por Espectroscopia de
Infravermelho (FTIR) com um espectrdmetro
Shimadzu IRA Ftinity-1, na faixa de 400 a 4000
cm™'. A estabilidade térmica foi investigada por
Analise Termogravimétrica (TGA) no modelo
Shimadzu TGA-51, abrangendo uma faixa de
temperatura de 25 °C a 1000 °C, enquanto a
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foi
conduzida com o modelo DSC 60 PLUS da
Shimadzu, entre 25 °C e 600 °C.

Para a separagdo cromatografica da
bixina, foi utilizada a técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), com uma
coluna Lichrospher 100 RP-18. A fase movel foi
composta de acetonitrila e acido acético (75:25).
As amostras foram previamente filtradas e
injetadas em um cromatografo LC-10 AD VP da
Shimadzu, com deteccdo em 460 nm por UV-
visivel. A identificacdo dos picos de bixina foi
baseada tanto no comportamento cromatografico
guanto na comparagéo dos espectros obtidos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

A analise por  espectrofotometria
UV/Visivel revelou picos em 470 e 502 nm, em
concordancia com os resultados experimentais
obtidos (figura 2). Esses picos de absor¢do da
bixina podem variar de acordo com o solvente
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empregado, e, neste estudo, o cloroférmio foi
utilizado, resultando em um pico mais intenso em
470 nm (SCOTTER, 2016).

A bixina diluida em cloroférmio apresenta
picos proximos, em 471 nm e 503 nm
(RAHMALIA; FABRE; MOULOUNGUI, 2015), que
explica que as duplas ligagbes conjugadas da
bixina formam um grupo cromoéforo responsavel
por absorver luz, resultando em uma forte banda
de absorcao acima de 400 nm, como também foi
observado nesta analise.
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Figura 2. Espectro UV-vis da Bixina diluida em CHCls.

Na analise por MEV, apds a deposicao de
uma fina camada de ouro de 14 nm para aumentar
a condutividade e facilitar a visualizagdo, foi
identificada a presenca de cristais de bixina
cercados por aglomerados de impurezas, como
mostrado na figura 3. Esses aglomerados podem
ser consequéncia do processamento e
manipulagao durante a restrigdo do material.

A FTIR da bixina revelou uma forte banda
em 1159 cm™, caracteristica de um grupo éster
CO tipico de espécies cis. Além disso, uma banda
entre 772,4 e 778,8 cm™ foi associada a vibragao
de hidrogénio fora do plano do grupo cis-C-
CH=CH-C, com um pico forte em 754 cm™,
indicando a presencga da estrutura cis na bixina
(figura 4). Quando protegida em cloroférmio,

observou-se uma banda larga em 3349 cm™,
atribuida a vibracdo de alongamento dos grupos
OH, além de uma banda em 1716 cm™" referente
ao grupo C=0. Outras bandas incluiram vibragdes
de CO entre 1285 e 1159 cm™, e vibragdes de
C=C em 1610 cm™, dados que estdo de acordo
com a literatura cientifica disponivel (BARBOSA-
FILHO et al., 1998; YUSA-MARCO et al., 2008;
OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019).
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Figura 4. Espectroscopia de infravermelho da Bixina.

Na analise da TG e DSC, a curva TG da
bixina, realizada sob atmosfera de nitrogénio,
mostrou perda de massa em diferentes faixas de
temperatura. A primeira perda, de 2,35%, ocorreu
entre 20-120 °C devido a umidade, seguida por
uma perda de 9,02% entre 120-200 °C, e uma
perda significativa de 38,41% entre 200-400 °C. A
isomerizacao da cis-bixina para trans ocorre entre
200-240 °C, com fusdo observada por volta de
200 °C.

A analise DSC confirmou eventos
endotérmicos e exotérmicos, com um pico
endotérmico entre 142,59 e 196,52 °C, atribuido a
fusdo da bixina, corroborando os dados da TG.
Eventos térmicos adicionais entre 348,03-384,54
°C e 450,45-505,37 °C foram relacionados a
manipulagao térmica da bixina.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia
foi validada para a analise, uma vez que nao
apresentou picos de interferéncia significativos
(figura 5), conforme descrito no estudo de (SILVA
et al.,, 2005) Esse método foi utilizado para
purificar, identificar e quantificar os pigmentos de
urucum por técnicas espectroscopicas e
cromatograficas. Nos cromatogramas, foram
observados picos minoritarios com tempos de
retencdo proximos ao da bixina (19,792 min),
sugerindo a presenca de isbmeros geométricos.

4. CONCLUSAO:

Os resultados indicam que a bixina € uma
promessa de biomaterial para a industria
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farmacéutica, devido a sua estrutura bem
definida, estabilidade térmica em temperaturas
moderadas e composi¢cado quimica conhecida. No
entanto, a presenca de isbmeros e a manipulagéo
em temperaturas mais baixas podem ser
especificagbes que precisam ser comprovadas
antes de sua utilizaggo em  produtos
farmacéuticos. Estudos adicionais sdo essenciais
para entender como essas caracteristicas
influenciam a eficacia e a seguranga da bixina em
aplicacbes especificas.
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Figura 5. Cromatograma, obtido por CLAE, do padréo de bixina. Condi¢des cromatograficas: coluna
Lichrospher 100 RP-18 e acetonitrila:acido acético 5% (75:25) como fase moével com fluxo de 1
mL/min. Deteccéo a 460 nm.
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