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ESTUDO INTERLABORATORIAL DE ANALISES DE CAROTENOIDES TOTAIS EM

SEMENTES DE URUCUM

Relatoério Final

1. OBJETIVO

Esse estudo tem como objetivo a comparacao do desempenho dos laboratdrios participantes na
andlise de carotenoides totais, expressos como bixina ou norbixina em sementes de urucum (Bixa
orellana L). Seus resultados ndo devem ser utilizados para a aprovacdo ou rejeicdo da metodologia
analitica empregada pelos laboratérios participantes do estudo e nem deve ser interpretados como
um ensaio de proficiéncia ou como certificagdo de amostra.

2. PLANO DE TRABALHO
O plano de trabalho desse estudo interlaboratorial obedece as seguintes etapas:
1. Cadastro dos laboratédrios participantes
2 - Aquisicdo de amostra de sementes de urucum e corante a ser utilizado no estudo;
2 - Preparo e envase das amostras;
3 - Estudo de homogeneidade das amostras intra-embalagem e entre as embalagens;
4 - Distribuicdo das amostras de corante e de sementes entre os laboratdrios participantes;
5 - Recepgdo e analise estatistica dos resultados recebidos;

6 - Divulgacdo dos resultados.

3. AMOSTRAS DE REFERENCIA

3.1 Amostras de corante

A amostra de corante foi representada majoritariamente por norbixina obtida pela
precipitacdo acida dos pigmentos extraidos das sementes de urucum utilizando solugdes
alcalinas. A amostra foi homogeneizada, subamostrada e embaladas em frascos de vidro com
batoque e tampa de polipropileno e revestida com papel aluminio (Figura 1).
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FIGURA 1. Amostra de corante de urucum utilizada como referéncia

3.2 Amostras de sementes

Uma amostra de 5 kg sementes de urucum da “variedade” Piave, da safra de 2016,
armazenada sob vacuo, foi obtida junto a uma empresa de corantes localizada no Estado de
Sao Paulo. A amostra foi previamente limpa com a retirada parcial de impureza por catagdo
manual. Em seguida a amostra foi homogeneizada e subamostrada em parcelas de
aproximadamente 50g. Essas subamostras foram envasadas sob vacuo em uma embalagem de
filme laminado a base de poliéster, aluminio e polipropileno, com taxa de permeabilidade ao

oxigénio inferior a 0,005mL/m?/dia (Figura 2).

FIGURA 2. Amostra de sementes de urucum utilizada como referéncia.
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3.3 Identificagdo das amostras

Cada uma das amostras foi rotulada e identificada individualmente conforme
apresentado a seguir: Sementes de urucum “EI-U0717-NN”; Corante de urucum “EI-C0717-

NN”; onde “NN” é uma numeragdo sequencial que identifica cada amostra individualmente.

AMOSTRA DE REFERENCIA

Amostra: Sementes de Urucum
(Bixa orellana L.)
Analitos: Carotenoides totais (expressos

como bixina).

Massa: Aproximadamente 509

Condigdes de estocagem: Refrigerado CORANTE DE URUCUM
(T<-5°C). EI-CO717-NN
Prazo de validade: Trés meses. ENVASE 20/07/17
Envase: 03/07/17

Etiqueta do corante de urucum
www.ourucum.com.br/interlaboratorial

El-U0717-NN

Etiqueta das sementes de urucum

3.4 Estudo de homogeneidade das amostras de referéncia
3.4.1 Corante de urucum

Para a avaliagdo estatistica da homogeneidade das amostras de referéncia de corante
de urucum quanto a concentracéo de carotenoides totais expresso como bixina ou norbixina foi
realizada a analise de variancia de resultados analiticos obtidos de ensaios em duplicatas,
independentes e simultineas, de dez amostras coletadas ao acaso (homogeneidade entre as
embalagens) e de cinco repetigfes analiticas de uma mesma embalagem (homogeneidade
dentro da embalagem). Para isso foram selecionadas (a0 acaso) as seguintes amostras:
homogeneidade entre embalagens = 02, 21, 49, 52, 25, 26, 29, 36, 19 e 48; homogeneidade

dentro da embalagem = 52.

Para efeito de aprovacédo do estudo de homogeneidade dentro de cada embalagem de
corante de urucum foi estabelecido como aceitavel o coeficiente de variagdo menor ou igual ao
coeficiente de variacdo obtido pela equacdo de HORWITZ. Para a avaliacdo de valores
discrepantes (outliers) os resultados foram avaliados pelo teste de Dixon e a distribuicdo

normal dos valores foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
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3.4.2 Sementes de urucum

Para a avaliacdo estatistica da homogeneidade das amostras de referéncia de sementes
de urucum quanto a concentragdo de carotenoides totais expresso como bixina ou norbixina foi
realizada a andlise de variancia dos resultados analiticos obtidos de ensaios em duplicatas,
independentes e simultineas, de dez amostras coletadas ao acaso (homogeneidade entre as
embalagens) e de cinco repetigfes analiticas de uma mesma embalagem (homogeneidade
dentro da embalagem). As amostras utilizadas foram as seguinte: homogeneidade entre as
embalagens = 7, 12, 25, 28. 39, 47, 56, 68, 71 e 76; homogeneidade dentro da embalagem =
55.

Foi estabelecido como aceitavel, para o estudo de homogeneidade entre as embalagens
de sementes de urucum usadas como referéncia, o coeficiente de variagdo menor ou igual a
duas vezes o coeficiente de variagdo obtido pela equacéo de HORWITZ . Para a avaliacéo de
valores discrepantes (outliers) os resultados foram avaliados pelo teste de Dixon e a

distribuicdo normal dos valores encontrados foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

4. METODOLOGIA ANALITICA.

4.1 Carotenoides totais expressos como bixina ou norbixina em sementes de urucum

4.1.1 Objetivo
Determinacao de carotenoides totais expressos como bixina ou norbixina, em sementes de

urucum

4.1.2 Principio do método
O método analitico baseia-se na saponificacdo da bixina em sal de norbixina com
solucdo alcalina de 6leo de mamona, diluicdo em solucdo de hidroxido de potassio e deteccdo

e quantificacdo espectrofotométrica utilizando o coeficiente de absorcdo da norbixina.

4.1.3 Materiais

Erlemeyer de 300 mL.

e Barra magnética (“peixinho” para agitador magnético).
e Espatulas.

e Pipetas volumétricas de 1 mL ou pipetador.

e Balbdes volumétricos de 10 mL e 100 mL.

Y CVimax (%) = 2105190 ‘onde C é a concentracdo estudada expressa como poténcia de 10 (Ex.
% ou g/100g = 10°).

2 YABIKU, H. Y.; TAKAHASHI, M. Y. Determinagdo de Bixina em sementes de urucum. Estudo 4
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4.1.4 Equipamentos

e Balanca semi-analitica.

e Agitador magnético.

e Espectrofotdbmetro UV/VIS.

e Chapa de aguecimento.

4.1.5 Reagentes
e Oleo de mamona puro (6leo de ricino).

e Hidroxido de potéssio p.a.

4.1.6 Solucdes

e Solucdo de hidroxido de potéassio 45%. Pesar 45 g de hidroxido de potassio p.a. e diluir para 100
mL com agua destilada.

e Solucdo de hidroxido de potéssio 0,5%. Pesar 5 g de hidréxido de potassio p.a. e diluir para 1000
mL com agua destilada.

e Solugéo de 6leo de mamona (“Solugéo de extragdo - estoque”). Misturar 300 mL de 6leo de
mamona com 100 mL de hidroxido de potéassio 45% e 200 mL de agua deionizada. Aquecer em
chapa de aquecimento até a ebulicdo. Deixar em ebulicdo por 5 minutos agitando
ocasionalmente. (Obs. A solugdo passara de opaca para uma solucao clara). ApGs isso retirar da
chapa e deixar resfriar naturalmente.

e “Solugao de extracao - trabalho”. Misturar 50 mL de solucao de extracdo — estoque com 150 mL
de solugéo de hidréxido de potassio 45% e completar para 1L com agua deionizada. Essa sera a

solucao utilizada no procedimento analitico.

4.1.7 Procedimento analitico

Pesar e anotar a massa do erlenmeyer de 300 mL vazio. Transferir 10g + 2g de sementes de
urucum inteiras para erlemeyer de 300 mL e anotar a massa do erlemeyer com as sementes (Massa
A). Adicionar 60 mL da “solugao de extracao - trabalho” e aquecer em chapa de aquecimento até
ebulicao agitando o erlenmeyer ocasionalmente. Manter em ebulicdo por cerca de um minuto.
Esfriar a temperatura ambiente. Adicionar agua destilada ao extrato até que a massa seja
aproximadamente o valor da Massa A + 250g. Anotar a massa final. (Essa massa, subtraida da
Massa A, sera utilizada como valor da primeira diluicdo). Agitar em agitador magnético por 10
minutos. Transferir uma aliquota de 1,0 mL para baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume
com solucéo de hidroxido de potassio 0,5%. Agitar bem. Rediluir 1 mL da solugdo anterior para um
baldo de 10mL com solucédo de hidroxido de potassio 0,5% e agitar bem. Realizar leitura da Ultima

diluicdo no espectrofotdmetro a 453 nm, utilizando a solugéo de hidréxido de potassio 0,5% como
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referéncia. Se necessario, realizar outra diluicdo para que a leitura da absorbancia fique entre 0,3 e

0,7 unidades de absorbancia.

4.1.8 Célculos

Utilizar a equacao apresentada a seguir para calcular a concentragdo de carotenoides totais

expressos como norbixina.

A.D

C(g12000) = 1%
cm '’

onde:

C = Concentracéo de carotenoides totais expressos como norbixina (g/100g);

A = Absorbancia da amostra;

D = Diluigdo da amostra (ex: 250ml| - 1mL : 100mL - 1mL : 10mL = 250x100x10 = D =
250.000;

Ei%, = Coeficiente de absorgéo (2850 — para norbixina em solugéo aquosa de KOH 0,5% a
453nm);

m = massa da amostra (g).

Para converter o resultado para carotenoides totais expressos como bixina, o valor deve

ser dividido por 1,16.

4.2 Carotenoides totais expressos como bixina/norbixina em corante (norbixina) de

urucum em po.

4.2.1 Objetivo
Determinacéo de carotenoides totais expressos como bixina ou norbixina em corante em p6
(norbixina) obtido pela precipitagdo acido dos pigmentos extraidos de sementes de urucum com

solugdes alcalinas.
4.2.2 Principio do método
O método analitico baseia-se na diluicdo da norbixina com solucgdo alcalina de KOH e

quantificacdo espectrofotométrica utilizando coeficiente de absorcéo.

4.2.3 Materiais

Espatulas.

Bequer de 5mL

Pipetas volumétricas de 1 mL ou pipetador.

Baldes volumétricos de 25 mL e 100 mL.
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4.2.4 Equipamentos
e Balanca semi-analitica.
o Espectrofotdbmetro UV/VIS.

e Estufa de aguecimento com ventilagéo forgada.

4.2.5 Reagentes

e Hidréxido de potéassio p.a.

4.2.6 Solugdes
e Solucdo de hidroxido de potéssio 0,5%. Pesar 5 g de hidréxido de potassio p.a. e diluir para 1000

mL com agua destilada.

4.2.7 Procedimento analitico

Pesar uma massa de aproximadamente 0,02g do corante em um bequer de 5mL. Transferir
quantitativamente o corante para um baldo volumétrico de 100mL, utilizando uma solucgéo de
hidréxido de potassio 0,5% (m/v). Completar o volume com o KOH 0,5%. Agitar vigorosamente e
levar & estufa previamente aquecida a 40°C + 10°C. Deixar sob aquecimento por 30 minutos. Retirar
e deixar esfriar a temperatura ambiente. Se necessario complete o volume com a solu¢édo de KOH
0,5%. Agitar bem. Transferir uma aliquota de 1 mL para um baldo de 25mL e complete o volume
com solucéo de hidroxido de potassio 0,5%. Agitar bem. Realizar leitura no espectrofotdmetro a 453
nm utilizando solucéo de hidréxido de potassio 0,5% como referéncia. Se necessério, realizar outra

diluicdo para que a leitura da absorbancia fique entre 0,3 e 0,7 unidades de absorbancia.

4.2.8 Célculos

Utilizar a equagédo apresentada a seguir para calcular a concentracdo de carotenoides totais
expressos como norbixina.

A.D

C(g12000) = F1%
cm”

onde:

C = Concentracao de carotenoides totais expressos como norbixina (g/100g);

A = Absorbancia da amostra;

D = Diluigdo da amostra (ex: 100ml - 1mL : 25mL - D = 2.500;

E}%, = Coeficiente de absorcéo (2850 — para norbixina em soluc&o aquosa de KOH a 453nm);

m = massa da amostra (g).



(7

WA O

0 YRUCUM ATAL

Para converter o resultado para carotenoides totais expressos como bhixina, o valor deve
ser dividido por 1,16.

5. RESULTADOS

5.1 Resultados dos ensaios das amostras de referéncia.

5.1.1 Resultados do estudo de homogeneidade das amostras de referéncia do corante de

urucum.

Os resultados das analises de carotenoides totais nas amostras de corante de urucum

(norbixina) utilizadas como referéncia estéo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

TABELA 1. Resultados das andlises de carotenoides totais expressos como norbixina e bixina
em uma das embalagens de corante utilizadas nesse estudo. Resultados de cinco

determinacdes simultaneas e independentes em amostras de uma mesma embalagem.

Norbixina Bixina
Amostragem (9/1009) (g9/1009)
Embalagem 52 Embalagem 52

1 35,93 30,97

2 36,50 31,46

3 37,06 31,94

4 36,20 31,21

5 36,64 31,59

Média 36,47 31,44
s 0,43 0,37
CV(%) 1,18 1,18

s = estimativa de desvio padrédo; CV = coeficiente de variacdo (%).

Estabelecemos como incerteza aceitavel a estimativa de um desvio padréo com valor
igual ou inferior ao coeficiente de variacdo (CV%) estabelecido pela equacdo de HORWITZ
para a concentracdo carotenoides totais expressos como bixina ou norbixina, obtida na analise

da amostra de corante utilizada nesse estudo (Tabela 2), ou seja:

- carotenoides totais expressos como norbixina — s < 0,85 g/100g;

- carotenoides totais expressos como bixina — s < 0,75 g/100g;

Os resultados dentro das mesmas embalagens apresentaram estimativa de desvio
padrado inferior ao calculado pela equacdo de HORWITZ (carotenoides totais expressos como

norbixina — s < 0,43 g/100g; carotenoides totais expressos como bixina — s < 0,37 g/100g).
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Portanto a amostra de referéncia de corante de urucum foi considerada homogénea dentro das

embalagens para a determinacéo de carotenoides totais expressos como norbixina e/ou bixina.

TABELA 2. Resultados das analises de carotenoides totais expressos como norbixina e bixina
entre as embalagens de corante utilizadas nesse estudo. Resultados é média aritmética de

duas determinacdes simultaneas e independentes em amostras de dez embalagens escolhidas

ao acaso.
Norbixina Bixina
Embalagens (9/100g) (9/1009)
A B X S A B X S
02 36,26 37,25 36,76 0,70 31,26 32,11 3169 0,60
19 36,89 36,73 36,81 0,112 31,80 31,67 31,74 0,10
21 36,18 38,07 37,13 1,34 31,19 32,82 32,00 1,15
25 35,64 37,19 36,42 1,10 30,73 32,06 31,39 094
26 36,14 37,07 36,61 066 31,15 3195 3155 0,57
29 36,09 33,76 34,93 1,65 31,12 29,20 30,11 1,42
36 37,55 36,81 37,18 0,52 32,37 31,74 32,05 045
48 37,10 37,14 37,12 0,03 31,98 32,02 32,00 0,02
49 36,89 36,37 36,63 0,37 31,81 31,35 3158 0,32
52 36,20 36,64 36,42 0,31 31,21 3159 3140 0,27
Média 36,60 31,55
S 0,65 0,56
CV(%) 1,78 1,78

X = Média aritmética; s = estimativa de desvio padréo; CV = coeficiente de variagéo (%).

O teste de Kolmogorov-Smirnov indicou que os resultados das andlises das amostras
estdo normalmente distribuidos e o teste de Dixon indicou que ndo ha outlier entre esses

valores.

A Tabela 3 apresenta as analises de variancia dos resultados de carotenoides totais
expressos como norbixina (a) e bixina (b) para as embalagens de corante utilizadas nesse

estudo.

As Andlises de Variancia indicaram que, para o nivel de significAncia de 5%, ndo ha
evidéncias de diferencas significativas na concentracéo de carotenoides totais expressos como
norbixina ou como bixina entre as embalagens de corantes e entre as repeticdes analiticas
realizadas. Portanto as amostras foram consideradas homogéneas para a determinacdo de
carotenoides totais expressos como norbixina ou como bixina nas embalagens de corante

utilizadas como referéncia.
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TABELA 3. Analise de variancia dos resultados obtidos para a concentracdo de carotenoides

totais expressos como norbixina e bixina entre as embalagens de corantes utilizadas nesse

estudo.

a) Carotenoides totais expressos como norbixina

Fonte da variacdo SQ gl MQ F F critico
Entre Embalagens 7,6474 9 0,84971 1,10428 3,178893
Analise 0,2184 1 0,2184 0,28384 5,117355
Erro 6,92525 9 0,76947
Total 14,7911 19

b) Carotenoides totais expressos como bixina
Fonte da variacao SQ o] MQ F F critico
Entre Embalagens 5,68538 9 0,63171 1,10491 3,178893
Analise 0,16037 1 0,16037 0,28051 5,117355
Erro 5,14554 9 0,57173
Total 10,9913 19

5.1.2 Resultados do estudo de homogeneidade das amostras de referéncia de sementes

de urucum.

Os resultados das analises de carotenoides totais nas amostras de sementes de urucum

utilizadas como referéncia estéo apresentados nas Tabelas 4 e 5.

TABELA 4. Resultados das analises de carotenoides totais expressos como norbixina e bixina

em uma das embalagens de sementes de urucum utilizadas nesse estudo. Resultados de cinco

determinacdes simultaneas e independentes em amostras de uma mesma embalagem.

Norbixina Bixina
Amostragem (9/1009) (9/1009)
Embalagem 55 Embalagem 55
1 4,57 3,94
2 5,01 4,32
3 4,80 4,14
4 4,45 3,84
5 4,85 4,18
Média 4,74 4,08
s 0,23 0,19
CV(%) 4,77 4,77

s = estimativa de desvio padrdo; CV = coeficiente de variacdo (%).

10
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Como a amostragem de sementes de urucum apresenta dificuldade de homogeneidade,
estabelecemos como incerteza aceitavel a estimativa de desvio padréo igual ou inferior a duas
vezes o coeficiente de variacdo estabelecido pela equacdo de HORWITZ para a concentracao

carotenoides totais expressos como bixina ou norbixina obtida nesse estudo (Tabela 5),0u seja:

- carotenoides totais expressos como norbixina — s < 0,30 g/100g;

- carotenoides totais expressos como bixina — s < 0,27 g/100g;

Os resultados dentro das mesmas embalagens apresentaram estimativa de desvio
padréo inferior ao calculado pela equacdo de HORWITZ (carotenoides totais expressos como
norbixina — s = 0,23; carotenoides totais expressos como bixina — s = 0,19). Portanto as
amostras de referéncia de sementes de urucum foram consideradas homogéneas dentro das
embalagens, para a determinacdo de carotenoides totais expressos como nhorbixina e/ou

bixina.

TABELA 5. Resultados das analises de carotenoides totais expressos como norbixina e bixina
nas embalagens utilizadas nesse estudo. Resultados é média aritmética de duas

determina¢des simultaneas e independentes em amostras de dez embalagens escolhidas ao

acaso.
Norbixina Bixina
Embalagens (9/100g) (9/1009)
A B X S A B X S
7 4,93 4,64 4,79 0,20 4,25 4,00 4,13 0,17
12 5,13 5,03 5,08 0,07 4,42 4,34 4,38 0,06
25 4,49 4,29 4,39 0,14 3,87 3,69 3,78 0,12
28 4,92 4,84 4,88 0,06 4,24 4,17 4,20 0,05
39 4,60 4,46 4,53 0,10 3,96 3,84 3,90 0,08
47 491 4,61 4,76 0,21 4,23 3,98 4,10 0,18
56 4,49 4,76 4,63 0,19 3,87 4,10 3,99 0,16
68 5,01 4,69 4,85 0,23 4,32 4,04 4,18 0,19
71 5,00 5,33 5,17 0,23 4,31 4,60 4,45 0,20
76 4,47 4,95 4,71 0,34 3,86 4,27 4,06 0,29
Média 4,78 4,12
s 0,27 0,23
CV(%) 5,63 3,23

X = Média aritmética; s = estimativa de desvio padrdo; CV = coeficiente de variagdo (%).

A Tabela 6 apresenta a andlise de variancia dos resultados de carotenoides totais
expressos como norbixina (a) e bixina (b) para as embalagens de sementes de urucum

utilizadas nesse estudo.

11
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TABELA 6. Analises de variancia para os resultados obtidos para a concentracdo de

carotenoides totais expressos como norbixina e bixina entre as embalagens de sementes de

urucum utilizadas nesse estudo.

a) Carotenoides totais expressos como norbixina

Fonte da variacdo SQ gl MQ F F critico
Entre Embalagens 0,994077 9 0,110453 2,651123 3,178893
Analise 0,005952 1 0,005952 0,142854 5,117355
Erro 0,374964 9 0,041663
Total 1,374993 19

b) Carotenoides totais expressos como hixina
Fonte da variacao SQ o] MQ F F critico
Entre Embalagens 1,33638 9 0,148487 2,658934 3,178893
Analise 0,008 1 0,008 0,71384 5,117355
Erro 0,5026 9 0,055844
Total 1,84698 19

As Andlises de Variancia indicaram que, para o nivel de significaAncia de 5%, n&o ha

evidéncias de diferengas significativas na concentragdo de carotenoides totais expressos como

norbixina ou como bixina entre as embalagens de sementes de urucum e entre as repeticdes

analiticas realizadas. Portanto as amostras foram consideradas homogéneas para a

determinacdo de carotenoides totais expressos como norbixina ou como bixina nas

embalagens de sementes de urucum utilizadas como referéncia.

6. ESTUDO INTERLABORATORIAL

6.1 Laboratérios participantes do estudo

Sete laboratorios participaram do estudo preenchendo o formulario disponibilizado no

site www.ourucum.com.br. Trés laboratérios solicitaram que sua identificacdo nao fosse

divulgada. Os outros quatro laboratérios participantes estdo apresentados a seguir em ordem

alfabética:

e INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
Av. Brasil, 2880
Campinas — SP
CEP: 13070-178

Responséavel: Marta Gomes da Silva
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¢ NEW MAX INDUSTRIAL
Rua do Marceneiro, 159-179
Americana — SP
CEP: 13478-722

Responsavel: Bruna Duarte

e SENSIENT TECHNOLOGIES BRASIL
Av. Benedito Quina da Silva, 550
Jundiai — SP
CEP: 13212-141

Responsével: Wilson Ondério

e UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
Av. Costa e Silva — S/N
Campo Grande — MS
CEP: 79070-900

Responsavel: Lincoln Carlos Silva de Oliveira

Todos os laboratérios participantes foram aleatoriamente identificados utilizando

numeragédo sequencial de 1 a 7, antecedida da terminologia LAB.
6.2 Encaminhamento das amostras

Os laboratérios participantes foram orientados sobre a amostragem por meio de

correspondéncia enviada por email (com copia junto & amostra) com a seguinte recomendacao:

“Prezados participantes,

Estamos encaminhando as amostras de sementes e corante de urucum que serdo
utilizadas como referéncia no estudo interlaboratorial de andlises de carotenoides totais
expressos como norbixina ou bixina em sementes de urucum. As amostras compreendem duas
embalagens com aproximadamente 50g de sementes de urucum identificadas da seguinte
forma: EI-U0717-“NN”, e um frasco com corante de urucum (norbixina), identificado como El-
C0717-NN onde, em ambos os casos, “NN” corresponde ao numero de controle das amostras
que vocés estdo recebendo. As duas embalagens de sementes de urucum devem ser
consideradas como uma Unica amostra, portanto a subamostragem pode ser feita em uma

Unica embalagem ou na mistura das embalagens.
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A amostra de referéncia de corante de urucum (norbixina) tem valor conhecido que pode

ser obtido no seguinte endereco: www.ourucum.com.br/interlaboratorial.

Os resultados individuais de trés repeticdes analiticas expressos em “gramas de
carotenoides totais expressos como bixina” - ou “norbixina” por 100g de amostra e, se possivel,

a metodologia utilizada, deverdo ser enviados por e.mail, para carvalho@ital.sp.gov.br. O prazo

para o envio dos resultados é de 30 dias decorridos a partir do recebimento das amostras.

Favor confirmar o recebimento das amostras pelo mesmo e.mail (carvalho@ital.sp.gov.br).

Os dados sobre o preparo e a validacdo do material de referéncia podem ser obtidos no

site www.ourucum.com.br/interlaboratorial

Colocamo-nos a disposi¢do para quaisquer esclarecimentos que forem necessérios.”

6.3 Principios dos métodos analiticos utilizados pelos laboratdrios participantes

Foi solicitado aos laboratorios participantes que informassem o principio da metodologia
analitica utilizada para a determinacdo de carotenoides totais expressos como nhorbixina ou
bixina.

Dentre as metodologias informadas a maioria utilizou basicamente o método descrito
nesse relatorio e utilizado para validacdo das amostras de referéncia. Contudo foi informado
ainda o uso, por um dos laboratérios participantes, do método descrito por YABIKU &
TAKAHASHI, 19927, que tem como principio a extracdo com acetona dos pigmentos de
sementes previamente trituradas, leitura espectrofotométrica a 480 nm e utilizacdo de um
coeficiente de absor¢do igual a 2826. Foi observado também o uso por um dos laboratérios
participantes de leitura dos pigmentos em solucdo de KOH 0,5% a um comprimento de ondas

de 482nm e utilizacéo de um coeficiente de absorc¢éo igual a 2870.
6.4 Resultados apresentados pelos laboratorios participantes

As Tabelas 7 e 8 apresentam os resultados encaminhados pelos laboratérios. Foi
utilizado o Fator 1,16 para a interconversao dos valores de carotenoides totais expressos como
norbixina para carotenoides totais expressos como bixina. Os asteriscos (*) apés as
codifica¢des dos laboratdrios nas Tabelas 7 e 8 indicam a unidade em que os resultados foram
expressos pelos laboratérios participantes. Um asterisco (*) indica que o resultado foi expresso
em norbixina e dois asteriscos (**) indica que o resultado foi expresso em bixina. Alguns
laboratérios expressaram nas duas formas (norbixina e bixina), por isso seus resultados

aparecem codificados com um e dois asteriscos.

2 YABIKU, H. Y.; TAKAHASHI, M. Y. Determinacdo de Bixina em sementes de urucum. Estudo
colaborativo. Revista do Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo, v. 52, p. 31-36, 1992.
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Os resultados foram avaliados como carotenoides totais expressos como norbixina, mas
uma avaliacdo como carotenoides totais expressos como bixina ndo altera significativamente
as conclusbes apresentadas.

TABELA 7. Resultados encaminhados pelos laboratérios participantes, em carotenoides totais

expressos como norbixina.

Carotenoides totais expressos como norbixina (g/100g)
LAB 1* LAB 2 LAB 3* LAB 4 LAB 5* LAB 6 LAB 7*

A 4,23 4,51 577 5,83 4,42 5,68 5,31
B 4,12 4,67 5,44 6,13 4,82 5,68 5,25
C 4,14 4,11 5,27 5,79 4,51 5,59 5,26
X 4,16 4,43 5,49 5,92 4,58 5,65 5,27
S 0,06 0,29 0,25 0,18 0,21 0,05 0,03
CV(%) 1,41 6,61 4,63 3,08 4,58 0,95 0,61

X = Média aritmética; s = Estimativa de desvio padrdo; CV(%) = Coeficiente de Variagdo

TABELA 8. Resultados encaminhados pelos laboratérios participantes, em carotenoides totais

expressos como bhixina.

Carotenoides totais expressos como bixina (g/100g)
LAB1 LAB2* LAB3* LAB4* LAB5* LABG6* LABT7**

A 3,65 3,89 4,97 5,03 3,81 4,90 4,58
B 3,55 4,03 4,69 5,28 4,15 4,90 4,52
C 3,57 3,54 4,55 4,99 3,89 4,82 4,53
X 3,59 3,82 4,74 5,10 3,95 4,87 4,54
S 0,05 0,25 0,21 0,16 0,18 0,05 0,03
CV(%) 1,41 6,61 4,51 3,08 4,50 0,95 0,71

X = Média aritmética; s = Estimativa de desvio padrdo; CV(%) = Coeficiente de Variagdo

6.5 Avaliagdo estatistica dos resultados (como carotenoides totais expressos como

norbixina)

Os valores recebidos foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov e os resultados
confirmaram a hipétese de distribuicdo normal do conjunto de valores apresentados pelos
laboratérios participantes. Foi também realizado o teste de Dixon que indicou auséncia de

outlier entre estes valores.

Como a metodologia utilizada na validacdo da amostra de referéncia ndo apresenta
garantia de exatidao, os resultados dos laboratorios foram comparados com o valor que
convencionamos como verdadeiro (4,78 g/100g) e com a média do conjunto de dados de todos
os laboratérios participantes (5,07 g/100g). Para ambas as comparacdes foram utilizadas as
concentracbes de carotenoides totais expressos como norbixina. Quando o Laboratério
apresentou o resultado apenas como bixina, esse valor foi transformado para norbixina
utilizando um fator de 1,16.
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UASA CEMENTE COMA NOSSA MSTORA

A Figura 3 apresenta a média e o intervalo de confianca (95%) dos resultados
apresentado pelos laboratérios participantes do estudo. Esses valores foram comparados com
a média do conjunto dos resultados desses laboratérios (5,07 g/100g - tomado como ponto
central) e dois desvios padrdes obtidos pelo uso da equagdo de HORWITZ (0,32 g/100g -
tomados como dispersao dos resultados). A Figura 4 apresenta esse mesmo tipo de grafico
tomando como ponto central o valor que convencionamos como verdadeiro (4,78 g/100g ) e
dois desvios padrdes obtidos pelo uso da equacdo de HORWITZ (0,30 g/100g) tomado como

disperséo dos resultados.

A Figura 5 apresenta o grafico de Z-Score para os laboratérios participantes, utilizando
como referéncia a média do conjunto dos resultados recebidos dos laboratérios participantes
(5,07 g/100g). A Figura 6 apresenta esse mesmo tipo grafico tomando referéncia o valor que
convencionamos como verdadeiro (4,78 g/100g). Para o calculo do Z-Score foi utilizada a
estimativa de dois desvios padrao estabelecida como aceitavel para o estudo. Os resultados de

Z-Score devem ser interpretados como:

|z| £ 2 — Desempenho satisfatorio
2 <|z| < 3 — Desempenho questionavel

|z| 2 3 — Desempenho insatisfatério

RESULTADOS COMO NORBINA

50
C

0,95 Cont. Interval

Norbixina (¢/1009)
+
wn =

&
‘H Mean “T_ .

LAB 01 LAB 02 LAS 03 LAB 02 LAB 05 LAB DG LAB 07
LABORATORIOS PARTICIPANTES

FIGURA 3. Média e o intervalo de confianga (95%) dos resultados das andlises de
carotenoides totais expressos como norbixina apresentados pelos laboratérios participantes do
estudo. A linha sdlida representa a media dos valores recebidos (5,07 g/100g) e a linha

tracejada dois desvios padrdes obtidos pela equagcdo de HORWITZ (+ 0,32 g/100g).
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FIGURA 4. Média e o intervalo de confianca (95%) dos resultados das analises de
carotenoides totais expressos como norbixina apresentados pelos laboratérios participantes do
estudo. A linha sélida representa o valor que convencionamos como verdadeiro para as
amostras do estudo (4,78 g/100g) e a linha tracejada dois desvios padrdes obtidos pela
equacdo de HORWITZ (0,30 g/100g).

Z-Score para Resultado em Norbixina
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Laboratérios

FIGURA 5. Z-Score das analises de carotenoides totais expressos como norbixina utilizando
como referéncia a média dos resultados apresentados pelos laboratérios participantes (5,07
0/100g9).
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FIGURA 6. Z-Score das analises de carotenoides totais expressos como norbixina utilizando

como referéncia o valor que convencionamos como verdadeiro (4,78 g/100g) para as amostras

do estudo.

7. CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

Os resultados obtidos por esse estudo indicam que:

As amostras de corante e sementes de urucum utilizadas como referéncia atenderam

as premissas estabelecidas para que fossem consideradas homogéneas.

Sete laboratérios participantes do estudo encaminharam resultados das andlises de
carotenoides totais expressos como norbixina e/ou como bixina para as amostras de
referéncia de sementes de urucum. Alguns laboratérios apresentaram os resultados
das andlises do corante, mas esses resultados ndo foram considerados nesse estudo

pois o valor de referéncia da amostra de corante foi antecipadamente divulgado.

Se convencionarmos como Vverdadeira a concentragcdo de carotenoides totais
expressos como norbixina igual a 4,78 g/100g, as médias aritméticas dos resultados

analiticos apresentados pelos laboratérios variaram de 87% a 124% desse valor.

Quando utilizamos como referéncia o valor convencionado como verdadeiro (4,78
g/100g), quatro laboratérios (LAB 1, LAB 2, LAB 5 e LAB 7) apresentaram

desempenhos satisfatérios (Jz] < 2), um laboratério (LAB 3) apresentou resultado
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considerado questionavel (2 < |z| < 3). Dois laboratérios (LAB 4 e LAB 6) apresentaram

resultados considerados insatisfatorios.

e) Quando utilizamos como referéncia a média do conjunto de valores fornecidos pelos
laboratérios participantes do estudo (5,07 g/100g), quatro laboratorios (LAB 3, LAB 5,
LAB 6 e LAB 7) apresentaram desempenhos satisfatérios (|z| < 2) e trés laboratérios
(LAB 1, LAB 2 e LAB 4) apresentaram resultados considerados questionaveis (2 < |z| <

3). Nenhum laboratdrio apresentou resultado considerado insatisfatorio.

f) Todas as metodologias analiticas utilizadas pelos laboratérios apresentaram resultados
com incerteza (estimativa de desvio padrdo) dentro (inferior) do estabelecido como

aceitavel para o estudo (0,30 g/100g).

g) As metodologias analiticas utilizadas pelos participantes do estudo permitiram as

seguintes conclusoes:

— Apenas um laborat6rio ndo usou solugdes alcalinas para a extracéo dos pigmentos
(utilizou extracdo com acetona, com leitura a um comprimento de ondas de 480nm

e um coeficiente de absorcéo igual a 2826).

— Dos laboratérios que utilizaram solucdes alcalinas no processo de extragdo e
leitura espectrofotométrica dos pigmentos, apenas um utilizou comprimento de
ondas de 482nm para a leitura espectrofotométrica e coeficiente de absorcédo igual
a 2870.

— A maioria dos laboratdrios participantes utilizou a metodologia descrita nesse
estudo para a validacdo das amostras de sementes de urucum (extracdo com
solucdes alcalinas, leitura espectrofotométrica a um comprimento de onda igual a

453 nm e um coeficiente de absorcéo igual a 2850).

8. OBSERVACAO

Os resultados desse estudo ndo devem ser compreendidos como aprovacgdo ou
rejeicao da metodologia analitica empregada por cada um dos laboratérios participantes.
Esse estudo também nédo deve ser interpretado como um ensaio de proficiéncia ou como
certificagdo de amostra, mas os resultados podem servir a esses laboratdrios para a
comparacdo do seu desempenho, nos ensaios de carotenoides totais expressos como
bixina ou norbixina em sementes de urucum, frente aos demais laboratérios

participantes desse estudo.
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