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RESUMO

Neste trabalho foi obtido um corante natural, de coloragdo vermelha, a partir
do inseto denominado cochonitha (Dactylopius coccus Costa). Para a
obtengdo do corante foram analisados varios fatores: pH, tempo e
concentragdo de reagentes. Procurou-se através da variagéo dos fatores se
obter um corante de coloragdo visualmente igual ao comercial e com alto

teor de pigmento. O corante foi obtido sob as formas de pé e liquido.

O teor médio de 4cido carminico obtido no carmim foi de 57,35%, bem
acima do minimo recomendado, 6,74% de umidade e 21,18% de proteina.
Para isto foi utilizado Adgua como solvente na proporgdo 120 mi/ g de
amostra, extragdo a temperatura de ebuligo por 15 minutos, precipitagao
da laca em pH 6, a temperatura de ebuli¢ao por 30 minutos, tendo como
reagentes sulfato de aluminio e acetato de célcio. O rendimento em massa

de Acido carminico foi de aproximadamente 48%.

A estabilidade do corante liquido foi estudada em fungao dos efeitos da luz
{1.200 lux), temperatura (25°C a 100°C), pH (2,3 a 7,8) e matrix alimenticia
(leite integral). O efeito da luz, temperatura , pH e matrix alimenticia sobre a
estabilidade do carmim foi estudado pela variagéo de absorbancia dos trés
primeiros e pela variagdo de cor no Gitimo. A partir da variagao de
absorbancia foi possivel determinar os valores da constante de velocidade
da reagio e o tempo de meia vida em cada sistema além das perdas de
acido carminico. A temperatura foi 0 agente mais destrutivo da cor, sendo a

luz e o pH praticamente inertes. O efeito da matrix alimenticia ndo influiu na

estabilidade do carmim.

O presente trabalho teve como objetivo obter um corante carmim de mesma

cor, composicéo e estabilidade que um corante padréo obtido no mercado.



ABSTRACT

In this work was obtained a natural colorant, of red colour, from an insect
called cochineal {Dactylopius coccus Costa). For the obtention of colorant
was analised some effects: pH, time and concentration of reagents. The
objective was obtain a colorant visually equal to the comercial one throw the
variation of conditions and with a high concentration of pigment. The colour

was oblained in powder and liquid forms.

The medium rate of carminic acid in carmine developed in this study was
57.35%, higher than the minimum recommended, 6,74% of moisture and
21,18% of protein. For this results was used water in the extration in the rale
120 ml/g of cochineal, extration in a boil temperature by 15 minutes,
precipitation of tac in pH 6,0, in a boil temperature by 30 minutes, using
aluminium sulfate and calcium acetate as reagents. The income in mass of

carminic acid was nearly 48%.

The stability of liquid form was studied in light (1.200 jux), temperature (25°C
to 100°C), pH (2,3 to 7,8) and food (whole milk). The light's, temperature’s,
pH's and food’s effects besides the stability of carmine was studied by the
variation of absorbance of the first three and by the variation of colour in the
last. By the variation of absorbance was possible to determine the values of
speed of reaction constant and time of half life in which system beyond the
looses in carminic acid. The temperature was the effect more destructive of
colour and light and pH almost do not present destroy to the carmine. The

effect of food have not induced in carmine stability.

The objective of this work was to obtain a carmine of the same colour,

composition and stability that a standard colour from the market.



1- INTRODUGAO

A cor de um alimento é um dos aspectos mais importantes deste sob ©
ponto de vista de "marketing” e aceitacdo do mesmo pelo consumidor. Ha
uma tendéncia a se comprar produtos de aparéncia mais atrativa e associar

muito do sabor & cor destes alimentos.

Devido a grande resisténcia encontrada, principalmente internacionaimente,
4 adicdo de corantes artificiais a alimentos, criou-s¢ a necessidade do
estudo de corantes naturais. Esta substituicao néo é direta uma vez que as
cores artificiais costumam fer um custo menor que as naturais, tém um

espectro de tonalidade muito amplo e s&o mais estaveis.

O carmim despertou um grande interesse pela ampla faixa de tonalidade
vermetha que se pode alcangar substituindo, desta forma, os corantes
sintéticos, em especial a eritrosina, sendo necessario 40 ppm de cochonitha
contra 5,4 ppm de eritrosina para produzir 0 Mmesmo efeilo. No entanto, a
cochanilha apresenta-se mais estavel em produtos alimenticios do que a

eritrosina (MADSEN et al., 1993).

O carmim é a laca extraida do corpo seco de fémeas do inseto Dactylopius
coccus, comumente denominado cochoniiha, que vive em plantas da familia
das cactdceas Opuntia ficus e Nopalea coccineliifera conhecidas como tuna
e nopal (LLOYD, 1980; MARMION, 1991).

Devido a0 alto custo agregado (Tabela 1), é de interesse o desenvolvimento
da tecnologia de transformacdoc da cochonilha em corante laca de carmim

para usc em alimentos.



Tabela 1 - Importagbes autorizadas e efetivas de cochonitha e carmim

cochonitha carmim

autorizada efetiva autorizada efetiva

Ano | peso | valor | peso | valor | peso | valor |peso valor
liq. FOB lig. FOB liq. FOB lig. FOB
(kg) | (USS) | (kg) | (US$)] (kg) | (USS) | (kg}| (USH)

85 53 3800 - - 5530 |1346352]1022| 125036
94 100 | 3000 - - 6475 | 621961 | 300 | 25058
93 40 300 - - 27197 | 609874 2771 | 48067
82 500 | 7500 - - 22184 | 355764 {1571 54583
91 50 1500 - - 11584 | 70455 | 100 | 16000

Fontes: Ministério da Inddstria, do Comércio e do Turismo & Banco do Brasil

SA

Os principais paises produtores do cacto sdo Meéxico, Chile, Peru e
Espanha. Dentre estes, © principal produtor de cochonitha & o Peru A
cochonilha peruana apresenta de 18 a 20% de acido carminico enquanto a
de outras procedéncias possui apenas 14% (ESPINOZA et al, s.d.).
Segundo MOTTIER (1974) e MARMION {1991) a cochonitha possui apenas

10% de acido carminico.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Cochonitha;

A cochonilha é um inseto pertencente a ordem dos hemipteros {(MOTTIER,
1974) superfamilia Coccoidea. Dentro da superfamilia existe a familia
Dactylopiidae espécie Daclylopius coccus Costa, Nesta familia os insetos
s30 parasitas dos filocladios - parte aérea de cactos dos génercs Opuntia e
Nopalea (MOTTIER, 1874). Este inseto vive nos cactos Nopalea
coccineliifera e Opuntia ficus alimentando-se da seiva das folhas {BORROR
et al., 1989 & MARMION, 1991). O cacto se adapta bem a condigles
diversas de clima e altitude. No entanto € bastante susceptivel a umidade e
a caracteristicas do solo. Sendo conhecido como tuna (Peru), nopal e
chumbera (México), chumbo, chardén indica {(Espanha) e tuna espanhola

(Venezuela) (ESPINOZA et al., s.d.).

A cochonilna teve sua origem no México, América Centrai e Peru
(MOTTIER, 1974 e ESPINOZA ¢! al., s.d.). Antigamente existiam diversas
teorias sobre o inseto: alguns acreditavam que se tratasse de uma matéria
vegetal secretada pelos cactos outros a consideravam animal. Somente no
século XVH o microscopista holandés Antonius Van Leewenhoek provou
cientificamente que se tratava de um inseto (ESPINOZA et al., s.d.).

A cochonitha foi descoberta apos a conquista do Peru por Francisco Pizzaro
em 1533 através dos astecas que ja a utillizavam como matéria coranie.
Apesar da comercializagdo do inseto desde esta época o carmim sé foi
fabricado em 1818 por Joseph Pelletier que foi um dos inventores da
quinina (MOTTIER, 1974). No século Xit o império inca utilizava a
cochonitha para tingir tecidos e pintar ceramica. No México do saculo XV,
os astecas utilizavam a cochonilha para obter tons vermelhos e rosades. O

México chegou a exportar cochonilha no periodo colonial. Os espanhdis



levaram a planta para a Europa e durante muito tempo exerceram
monopélio sobre a produgao industrial de carmirs. Atuaimente se explora a
cochonitha no México, Pery, Chiie, Bolivia, Argentina, Espanha, S&o
Salvador, ltalia, Africa do Sul, india, entre outros (ESPINOZA et al., s.d.).
Apesar disto, o carmim consumido no Brasit & praticamente todo
proveniente do Peru. Em 89 e g0 o Peru exportou 187.668 kg do corpo
dessecado do inseto e 34.355 kg de carmim em 89 e 31.271 kg, 56 no
primeiro semestre de 90 [CHABARIBERY e SATQ, 1891).

S&0 comercializadas duas formas de inselo: “orata” e "negra’ , a primeira
obtida por secagem natural e a segunda por secagem acelerada ou por
extragio com solvente (LLOYD, 1980). Os dois tipos ainda variam segundo
a quantidade de lipidio: “prata” possui quase a totalidade da graxa original

e a "negra’ sem graxa & a forma mais comercializada e de melhor

qualidade (MOTTIER, 1874).

O inseto tem como ciclo de desenvolvimento as fases de ovo, ninfa |, ninfa
il fémea ou macho adultos. O macho passa ainda pelas fases de pupa @
pré-pupa apés ninfa . O macho serve somente para a reprodugdo da
espécie. As fémeas s&0 caracterizadas por ndo apresentarem asas & $80
maiores que os machos, 7 mm contra 3 mm (MOTTIER, 1974). As fémeas
mais desenvolvidas chegam a & mm de comprimento por 4 mm de altura e
apesam 45 mg, mas perdem 70% do peso durante a secagem

(LLOYD,1980).

As fémeas vivem em justaposico ao cacto com o aparelho sugador aderido
a superficie do mesmo, € sdo cobertas por camadas de cera (LLOYD,
1980). Somente as fémeas sio coletadas para extracio do pigmento. As
cochonithas sdo coletadas na maturidade sexual, entre 80 e 110 dias, um
pouco antes da postura comegar, petiodo onde hé a maior concentragdo de

pigmentos. Este aumento de pigmento se da pela incorporacdo da gema do



ovo do embrido acs tecidos da fémea. Esta tem uma vida média de 130 dias
realizando duas mudas antes de atingir o amadurecimento sexual, que
ocorre aproximadamente ac 100° dia. Sua postura se da apés 20 dias da
maturidade sexual (LLOYD, 1980). As fémeas depositam uma média de 500
ovos 0 que pode ocorrer em qualquer época do ano. A colheita é feita
manualimente de 3 a 4 vezes ao ano e se realiza apbs 3 meses da
infestacdo do cacto (ESPINOZA et al., s.d.).

Um hectare do cacto produz cerca de 300 kg de cochonitha e cada cem mil
insetos sdo necessarios para produzir um kilo de carmim {(MOTTIER, 1574).

2.1.1 - Composicdo Quimica da Cochonitha
A composigdo centesimal da cochonilha encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicao centesimal da cochonitha:

FOPEX {1983) RANDICH® (1975) MORENO (1985)
acido
carminico 9,0-10,0%™ 17,50% 14,71%
umidade 10-20%
graxas 6-8%
ceras 0,5-2% 4%
substancias
minerais 15-30% 3% 4,53%
substancias
nitrogenadas 15-30% 46,37% 51,83%
* apud MORENO (1885)

* Fontes: FOPEX (1983}, ENCICLOPEDIA UNIVERSAL ILUSTRADA
(1968), ALCABES (1870) e VARGAS et al.(1974) apud MORENO (1985)



As cochonithas s8@o classificadas segundo dois critérios: tamanho e

qualidade:

- quanto ac tamanho: cochonilha de primeira: pereira de 2 mm
cochonilha de segunda; pengira de 1 mm
cochonilha de terceira: peneira de 0,2 mm

- quanto a qualidade: segundo ESPINOZA et al. (s.d.) as normas tecnicas
de exportacio determinam que as cochonithas se classificam como de 1° e

2* qualidade (Tabela 3).

Tabela 3 - Classificacao da cochonitha quanto a qualidade

th 2
umidade { max.) 10% 12%
acido carminico { min.) 18% 12%
cinzas { max.} 5% 8%
impurezas { max.} 3% 5%
adulteracdes { méx.) 0% 3%

Fonte: ESPINOZA {s.d.)
2.1.2 - Apiicagbes da Cochonitha:

Segundo ALCABES (1970 apud MORENO, 1985) a cochonitha é utilizada
principalmente para obtengao de carmim e de 4cido carminico, que podem

ser utilizados por industrias de alimentos, cosméticos & quimicas, por sua

agéo corants.

Além disto, o inseto, serve de indicador de andlise volumétlrica, para
determinar zircdnio, zinco, aluminio, cobre, paladio, molibdénio, platina,

terras raras, torio, urdnio, entre outros & para analise de licores.



2,2- Acido Carminico

Apesar de outros insetos da famflia coccoidea possuirem pigmentos
parecidos (Figura 1} com o écide carminico estes pigmentos ndoc possuem
cor e estabilidade com a qualidade da cochonitha e nem se pode obter o
carmim através destes pigmentos (LLOYD, 1980 e FRANCIS, 1881).

Este pigmentos sdo: o dcido kermésico - aglicona do acido carminico
extraido do kerme, 4cido lacaico extraido do Coccus laccae, eritrolaccio e
deoxieritrolaccio. Ha ainda um outro pigmento, o acide ceroalbolinico,
isémero do acido kermésico que & produzido pelo Ceroplastes albolineatus
que cresce na casca da planta Senecio praecox (LLOYD, 1980). O &cido
carminico possui cerca de 10 vezes mais forga tintorial que o acido
kermésico (MARMION, 1991},

O extrato de cochonilha é definido como a solugdo concentrada obtida
depois da remogdo de dicool do extrato hidroalcodlico de cochonilha. O
principal agente corante & o acido carminico, uma hidroxiantraquinona

ligada a uma unidade de glicose (FEDERAL REGISTER, 1968 e
MARMION, 1991}

O extrato de cochonilha frequentemente & preservado com benzoato de
sédio. Sua forga tintorial é apenas moderada e & utilizada em niveis de 25 -
1000 ppm (MARMION, 1981).



OH § CHa OH ¢ CHs
HGOC HO HOOC
HO HO HD HG
HQ O HO O
Acido Kermésico Acido Ceroalbolinico

Acidos lacaicos

A R..CHs. NH.COCHs
B: R..CH,OH

C: R...CH{NH,)COOH
E:R..CH: NH:

O G Chy
HOOL
HG HO
0

Acido lacaico D

OH O CHy
m-@ﬁﬁo
O HO

Eritrolaccina Deoxieritrolaccina

Figura 1 - Pigmentos extraidos da farmilia coccoidea.
Fonte: LLOYD (1980}

221 - Estrutura Quimica:

MELOAN et al. (1971 apud MORENO, 1985) demonstraram que a formula

de acido carminico amplamente aceita (Figura 2) estd incorreta: 0 grupo



carboxila ndo se encontra na posicdo 4 e sim na posigdo 2, e a cadeia
lateral ndo é uma metil-pentose e sim uma hexose. Isto foi estudado por
BHATIA e VENKATARAMAN (1965) que confirmaram esta segunda
estrutura (Figura 3) através de reacles quimicas e métodos fisicos de
ressondncia magnética nuclear. A nomenclatura correspondente & Acido 7 -
D - glucopiranosil - 9, 10 - dihidro - 3, 5, 6, 8 - tetrahidroxy - 1 - metit - 9, 10 -
dioxo - 2 - antraceno carboxilico (MERCK INDEX, 1983).

Figura 2 - Estrutura quimica proposta para o acido carminico
Fontes: MARMION (1991), ITINTEC (1982 apud MORENO, 1985) e

MOTTIER (1874).

Figura 3 - Estrutura quimica do acido carminico
Fontes: OVEREEN e VAN DER KERK (1964 apud MORENQ, 1985) e

MERCK INDEX (1983).

A configuragBo estereoquimica da ligagdo C-glicosidica é de consideravel
relevancia para determinar a facilidade com que 0 acido carminico forma

complexo com muitos metais. Presume-se que esta ligagdo seja em alfa

{LLOYD,1980).
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2.2 2 - Caracteristicas Fisicas e Quimicas

O 4&cido carminico, obtido por purificacdo através de sais de chumbo, forma
cristais vermethos que escurecem a 130°C e carbonizam a 250°C. A formula
molecular CoHzO4s proposta por LIEBERMANN apud MAYER (1943) foi
alterada por DIMROTH e KAMMERER (1920 apud MAYER, 1943) para
CoHa0hs. A oxidagfio com écido nitrico forma &cido nitroctecice . Pela agao
da bromina dois produtos séio obtidos: B-bromocarmim e a-bromocarmim; o
primeiro um derivado de naftoquinona e o segundo um derivado de indane-
dione. Oxidacdo com perdxido de hidrogénio na presenca de catalizadores
forma um composto convertido em carminazarina pelo permanganato de
potéssio. O mesmo produto é obtido do acido carminico em presenca de

permanganato de potéssio em acido sulfurico a oeC.

Ainda segundo o mesmo autor, a oxidagao de acido carminico com
persulfato de potassio forma &cido cochenilico que se degrada em o~ ou f-
acido coccinico ou dcido cresotinico. A fusdo de &cido carminico com
potassa forma coccinica que cristaliza em forma de agulhas amareias.
Caccinica se dissolve em alcalis dande uma solucdo amarela que

gradualmente passa a violeta através da conversao irreversivel desta em

coccinona.

Na destilacio com pd de zinco forma-s¢ um produto de antracenc e a-
metilantraceno & com acido sulfirico & obtido provavelmente um acido

metiltrihidroxiantraquinona carboxilico (MAYER, 1943).

Na reduco do acido carminico com pd de zinco @ Acido acético é formado
um leucocomposto o qual se oxida dando origem a0 acido desoxicarminico

(MAYER, 1943).



1]

A Figura 4, a seguir, resume estas reagdes de degradacBo do acido

carminico.

QO

Naffaleno

CHy © OH
m 000 o O =
moccu HOOC oL B DR
o — M3~ Frfrecer Cocrintna Coccirona Pl Fhidroadfandinena

Figura 4 - Degradagio de Produtos de Acido Carminico
Fonte: MAYER (1943}

A especificagdo para o extrato de cochonitha, segundo MARMION (1981} é:

pH (25°C): 50-5,5

proteina (N x 8.35): 2,2% méx.

Pb: 10 ppm max.

As: 1 ppm max.

alcool metilico: 150 ppm max.
sélidos totais: 8,7 -6,3%.

Acido carminico: 1,8% min.
Salmonella células vidveis: nenhuma
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O 4cido carminico é soltvel em dgua, alcool e solugdes alcalinas e insoltuvel
em éter de peirdleo, benzeno e cloroférmio e muda de cor conforme o pH: a
pH 48 tem coloragio roxa e a pH 6.2 violeta. Segundo outro autor
(MOTTIER, 1874) a coloragdo a pH 4,8 é amarela. Seu peso molecular & ds
492 e seu ponto de fusio de 136°C (ESPINOZA et al, s.d e MOTTIER,
1974) contudo, segundo MERCK INDEX {1983) o acido carminico nao

apresenta ponto de fuséo definido.

O acido carminico é um acido fraco, insipido e inodoro, cristaliza em forma
de prisma de cor vermetho brithante (MERCK INDEX, 1983).

O 4cido carminico se decomple pelo calor, hidrolisa-se rapidamente por
ebulicdo com 4cido diluido produzindo carmim vermeiho de decomposi¢ao,
C1H1207 (MORENO, 1885).

G acido carminico & susceptivel a oxidagdo & em modelos de degradagdo
oxidativa descobriu-se que esta esta estritamente ligada ao pH da solugao,
na pressao parcial de oxigénio e exposigao a luz {MADSEN et al., 1993).

O &cido carminico forma sais de diferentes coloragbes de acordo com o
composto utilizado na precipitagdo (ALCABES, 1970 apud MORENO, 1985):

Aluminio e Estanho.....oooci escarlate

g0 15111 - TTUURUTUUUTU U U OOV roxXo

B ATI0 . . oeeee oo s s arraeanr e e e s eaaa v e s te i rntn s sk ar e vioteta mate

(0115711 ¢ UTOIRTUO OO ORI U RO PO RIOP PSP purpLra

2 £ 10 TRTTUTUUT RO U TP U U DR UTUP IO IOUI PO OUTPPRPPS vermelho acinzentado
LI, oot crrreseencareseaeanraaasrenas s raasasaaaneas vermstho achocolatado
MEGNBSIO. ..ot ccararmrassassnsnrnae s rosado

817 12 11 UUUTR R UT OO U U URSUSUUOEUP RO pPeTRReTRT verde
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A solucéo aquosa do pigmento precipitada por dxides metalicos forma lacas
verdadeiras que s&o a base de sua aplicago como corante (MORENO,
1985).

O extrato de cochonilha varia do laranja ac vermelho dependende do pH. E
insol(ivel em solventes tipicos como agua, glicerina e propileno glicol, sendo
no entanto dispersivel em agua (MARMION, 1980).

2.3« Lacas

Lacas sdo a precipitagdo de pigmentos e adsorgo de corantes em base ou
substrato insolveis. A base normalmente é o hidratc de alumina.
(WARNER-JENKINSON, 1984)

A preparacio da laca se da com a formagdo de um precipitado branco,
dificil de filtrar, pela adicdo de hidréxido de sédio diluido em uma solugdo de
sal de aluminio soltvel. Fste precipitado consiste no hidrdxido de aluminio

ou alumina.

A maneira como o hidréxido de aluminio é preparado e as condigdes em
que o pigmento é adicionado ou absorvido determina a forma, tamanho da
particula, disperséo e forga tintorial da laca. Qufras varidveis imporantes
s30 a temperatura, a concentragao dos reagentes, o pH final da reagdo 8 0

tipo de agitagao.

As lacas colorem por dispersdo ao contrdric dos corantes soldveis que
agem por dissolugdo (WARNER-JENKINSON, 1984}
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As lacas, segundo a resolugéo 37/ 77 sac sais preparados a partir do
corante incluido na Tabela 1, anexa ao decreto 55871/ 65, em combinagao

com radical basico de aluminio ou célcio (ANEXO H).
Estas deverao atender as seguintes especificagbes:

- cloretos e sulfatos como sal de sOdio .. max 2%

- matéria inorganica insolivel em HC .. max 0,5%

O corante devera ser exposto & venda sob o nome de “aca” {aluminio ou
célcio) seguido do nome comum & venda do corante utiflizado. O rétule

devera conter, ainda, a concentraglo do corante puro.

2.3.1- Carmim

O corante carmim é a laca de aluminio ou laca de aluminio & calcio em
substrato de hidroxido de aluminio (Al{OH)s) cujo principal pigmento € 0
4cido carminico obtido do extrato aquose de cochonitha (LARA e
TAKAHASH! 1994 MARMION, 1891 e MOTTIER, 1974).

Internacionalmente o carmim é conhecido como ‘natural ed 47
“Jebensmittel rot 2°, “carmin nacarat’ ou carmim 40, E£120 (Mercado Comum
Europeu), n® 75.470 (Color index 2° ed)) (MOTTIER, 1974),

Solucbes de acido carminico t&ém Gtima coloragdo abaixo de pH 7 (onde o
anel quindnico tem grande fotoestabilidade) € na regido de pH 4 tem uma
cor palida dependendo da concentracdo. As propriedades de formar
complexos com metal s80 parecidas com as de outras quinonas (ex.:
alizarina). Desta forma a absorgao maxima na faixa do visivel vai para
comprimentos de onda maiores € ha um aparente aumento na intensidade
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da cor vista pelo otho humano. As cores mais brithantes s8o produzidas com
estanho & aluminio (LLOYD, 1880}

O carmim pode ser isolado de forma direta em solventes a base de agua
sobre uma ampla faixa de pH ou em formas insoliveis em pH abaixo de 7.
Comercialmente entretanto, carmim insolivel pode ser solubilizado por
tratamentos em agua a pH acima de 7.5 antes de sua adig@o a alimentos.

Necessita-se de 4 - 5 kg de cochonitha bruta para produzir 1 kg de carmim
comercial. O processc envolve a extracio em agua a 90° - 100°C. O estagio
subsequente & o tratamento do exirato com sal de aluminio. De acordo com
o desejado, 0 complexo pode ser tratado com stanol em alta concentragéo
para precipitar um carmim soltvel ou pode ser isolado na forma insclivel
em pH abaixo de 7 pela adigdo de sal de calcie na solugéo final. Apesar de
mais caro o carmim solUvel tem vantagens tecnoldgicas, além de sua
solubilidade numa faixa de pH mais ampla em misturas aquosas de etanol &
possivel, através de ajuste na {axa acido carminico/ aluminio, produzir
carmim que cobre toda a faixa do vermelho, desde o morango pélido até o
amora escuro. Uma forma de sjustar a cor e diminuir custos & o uso do

spray-dryer com e sem adigao de diluentes e outros aditivos (LLOYD,1980).

21341 - Estrutura Quimica:

A primeira estrutura proposta para o carmim foi elaborada por HARMS
(1957) segundo LLOYD (1980) e era baseada na representacdo de
RUTISHAUSER (1940) do complexo de aluminio/ célcio da alizarina (Figura

5).
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Figura 5 - Estrutura Proposta para o Carmim

Esta estrutura quando estudada por MELOAN et al. (1971) n&o se mostrou
satisfatdria devido & impossibilidades estereoquimicas. Desta forma Meloan
propds outra estrutura (Figura 6) que mais tarde foi confirmada (LLGYD,

1980).

Figura 6 - Estrutura quimica do carmim
2.3.1.2 - Caracteristicas Fisicas e Quimicas
O carmim possui pouca solubilidade na maioria dos solventes. Mas como

laca de aluminio pode ser solubilizada por acidos e bases forles que
causam a degradacdo do substrato e liberam a cor (MARMION, 1991).
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O carmim € poucao soltvel em dgua, insoltvel em alcool e éler. Em presencga
de acido se torna laranja e em amdnia se dissclve completamente com
coloragde vermetha intensa. Em sulfato de sdédio ndo se descolore, Em
solucado de cloreto de calcio se descora. Queima desprendendo odor de
substancias nitrogenadas e deixando poucas cinzas (VILLAVECCHIA, 1964
apud MORENO, 1985). O carmim amoniacal é facilmente soltivel em agua
na faixa de pH 3,0 a 8,5. Ja o carmim calcico é pouce soluvel em agua a pH
3,0 e facilmente soliivel a pH 8,5 (LARA & TAKAHASHI, 1894).

O carmim possui grandes quantidades de proteina derivadas de partes do
inseto durante a fase de extracdo do pigmento. Alguns estudos indicam que
esta proteina pode determinar a solubilidade do corante (LLOYD, 1880).

O carmim forma colorag8o violeta em presenca de solugdo de hidroxido de
sédio ou potassio & 10%, Pequena adigfo de cristais de ditionato de sddio
(Na,S,0.) & solugdo da amostra n&o a descora. Em cromatografia em papel
com solucdo de citrato trissbdico em amdnia aparece uma dnica mancha
violdcea (LARA & TAKAHASHI, 19%4).

O espectro de absorgio do carmim em HCI 2 N com méximo de absorgao a
494 nm estd apresentado na Figura 7. O maximo de absorgéo em amodnia &

de 518 nm {Figura 8).

Nos produtos comerciais o principio corante esta presente sob & forma dos
cations amdnio, calcio, sédio ou potéssio isolados ou associados, podendo
haver excesso destes cations. Os produtos comerciais poderfo conter ainda
matéria protéica oriunda de inseto e carminato livre ou pequeno excesso de
cation aluminio (LARA e TAKAHASHI, 1884).
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2.3.1.3- Composicdo Quimica

A composigao centesimal do carmim esté na Tabela 4.

Tabela 4- Composicio centesimal do carmim

19

Fonte acido substincia umidade cinzas
carminico nitrogenada

LIEBERMANN" 56% 20% 20% 7%

(1900)

AMAYA™ (1984) 30-65% 2-20% 5-14%

LARA & TAKAHASHI} min 42% max. 25% 20% max. 12%

(1994)

MARMION (1991) min. 50% 12%

LLOYD (1880) min. 50% 15-25% 10-18%  max. 15%

MOTTIER (1974) 40-50% 18-20% 13-20% 6-10%

* apud MORENO (1985}

= apud FALCONE (1988)

2.3.1.4- Especificagbes Técnicas

O carmim deve seguir as seguintes especificagbes {(MARMION, 1991 e FDA,

1983);

- chumbo {como Pb) méax.= 10ppm
- arsénio {como As) max.= 1ppm
- auséncia de céiulas vidveis de Salmonella



20

Segundo LARA e TAKAHASHI (1994):

- As méax.= 3mg/kg

- Pb max.= 10mg/kg

- metais pesados com Pb méx.= 20mg/kg

- insoltiveis em amdnia diluida méx.= 1%

- auséncia de Salmonefia em 25g de amostra

2.3.1.5- Estabilidade

A estabilidade do acido carminico diminui com o aumento de pH e acoreé
sensivel a exposicdio a luz (JORGENSEN e SKIBSTED, 1991).

O extrato de cochonilha é estével ao calor até a temperatura de 100°C. Sua
estabilidade ao pH se da na faixa de 2,2 - 8,0 a temperatura de 7°C sendo
que deixa de sé-lo em pH acima de 5 0 a altas temperaturas. Além disto nao
é influenciado pela atividade de agua de substratos. Sua estabilidade a luz
ndo & muito boa em pH 5,0 e temperatura de 25°C, A cor se mantém
constante em geléias armazenadas por 90 dias a temperaturas de 14% e
25°C (KEARSLEY e KATSABOXAKIS, 1980}

O extrate de cochonitha varia do laranja ao vermelho dependendo do pH.
Possui boa estabifidade a luz e oxidagdo mas pequena ao pH e atagues

microbiolégicos. Desta forma & frequentemente preservado com benzoato

de so6dio (MARMION, 1991).

O carmim & completamente estdvel & luz, muito estavel ao calor e a
presenga de agentes oxidantes. Tolera a presenga de agentes redutores
como o sulfito em niveis superiores a 150 ppm (SIDE, 1987).
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O carmim é vermetho até pH 5 se tornando rosa em valores de pH mais
altos. A estabilidade a luz e calor é exiremaments boa. (CHRISTIAN
HANSEN'S, 1995). Possui boa estabilidade & luz e oxidagdo e pouca
estabilidade a mudancas de pH e atagques microbiologicos (MARMION,

1980)

Sucos de cactus reproduzidos usando métodos convencionais com a adigdo
de carmim foram expostos a luz solar e a estabilidade da cor foi estudada.
As amostras de suco contendo agar, pectina ¢ gelatina como espessantes
apresentaram mudangas de cor em 1 - 2 dias. Em amostras contendo
vitamina C, mas sem espessantes, a cor se manteve de 3 - § dias. Em
solucbes aquosas o corante ndo mudou de tonalidade em um més de
exposicio & luz solar. Estes resultados demonstram que os VArios
componentes do suco agem em conjunto com a luz solar. Para estudar a
protecdo & cor foi adicionado ao suco 1% de mel, 0,5’%& hidronitrito de sddio,
0.2% metafosfato de sédio, 0,5% ciclodextrina, 0,0025 - 0,05% EDTA,
0,0025% EDTA mais 0,2% metafosfato de sédio ou 0,0025% EDTA mais
0,5% ciclodextrina. A cor se alterou em um dia em sucos com mel e levou de
& - 45 dias nos sucos contendo EDTA (0,0025 - 0,05%). Em sucos com
0,0025% EDTA mais espessantes a cor durou até 10 - 20 dias. Dal se
concluiu que o EDTA é um protetor de cor eficiente em sucos de cactus {(MA

et al. 1994}

Carmim foi encapsulado para fabricagéo de corante natural com uma atta
forga tintorial. Desta forma, o po encapsulado apresentou grande
solubilidade e aumento de estabilidade em relagdc ao pé comum. O pd
encapsulado pode ser utilizado em grande nimero de aplicacbes incluindo
bebidas (sucos de frutas e refrigerantes) nas quais se pretende a tonalidade

de cores abrangidas pelo carmim (DIDRIKSEN, 1893).
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2.3.1.6 - Toxicidade

Estudos realizados por GRANT, GAUNT e CARPANIN! (1987) com ratas
gravidas demonstram gue ndo houve efeito sobre © desenvolvimento do
embrido em maes alimentadas com doses orais acima de 1000 mg carmim/

kg peso corpéreo/ dia durante a gravidez.

Outros estudos realizados por GRANT ¢ GAUNT (1987) em ratos de ambos
0s sexos por trés geragbes demonstram que ndo ha efeitos adversos
quando administradas doses iguais ou menores & 500 mg carmim/ kg peso
corpérec/ dia no crescimento e fertilidade de ratos adultos ou no
desenvolvimento pré e pds natal da cria quando tratada durante ©
acasalamento, gestag@o, lactagdo e vida adulta de trés geragles

sUCessivas.

Segundo FORD et al. (1987) ndo ha efeitos adversos ou incidéncia de
tumores em ratos tratados com carmim por 109 semanas. Concluiu-se que ©
carmim quando administrado em doses didrias de até 500 mg/ kg peso

corpéreo néo é carcinogénico e nao apresenta outros efeitos indesejaveis.

Foi relatado por KAEGI et al. (1894) apenas um case de choque anafilatico
em presenga de carmim. O caso se deu com uma paciente apds consumir
Campari. A mesma paciente apresentou sintomas parecidos em relacgéo a

cosméticos contendo carmim. Testes demonstraram que a pacients

produziu anticorpes IgE especificos ac carmim.

A atividade genotéxica potencial do acido carminico foi avaliada em alguns
testes rapidos “in vitro in vivo™, mutagao reversa de Salmonefla, aberragles
cromossdmicas e mudangas crométidas irmés “in vitro® em células do ovério
de "hamsters” chineses, @ teste micronucleo em camundongos. Todos o8

estudos deram resultados negativos. Os valores obtidos suportam
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fortemente a atividade nao-mutagénica & nao-carcinogénica do composto.
Valores genotéxicos previamente obtidos para &cido carminico, referentes a
induco de séries de outros pontos genéticos em diferentes sistemas de
tostes foram considerados e descobriu-se que ndc ha atividade
carcinogénica em preparagbes de extrato de cochonitha contendo 28,8% de
acido carminico (LOPRIENG et al., 1992).

Um estudo realizado por MAITAN! et al. (1994) demonstrou que produtos
acondicionados em latas de aluminio devem ser mefhor estudados quando
da adicdio de corantes carmim pois o nivel de aluminio pode aumentar
bastante & se tomar prejudicial & salde. Assim, cergjas enlatadas sem
adicdo de carmim apresentam 0,1 - 0.4 mg/ g aluminio enquanto cerejas

coloridas com carmim possuem de 1,0 - 4,0 mg/ g aluminio.

KAWASAKI et al. (1994) realizaram testes de toxidez durante treze semanas
em ratos de cinco semanas gque foram alimentados com varios niveis de
extrato de cochonilha e sulfato duplo de aluminio e potassio (0,75% de cada
{1,5% do total da dieta), 1,5% de cada (3% do total da dista), 3% somente
extrato de cochonilha ou 3% sulfato de aluminio e potassio). Nao foram
observados sintomas de toxidez e ndo ocorreu nenhuma morte em nenhum
grupo. Apds as ireze semanas, 08 niveis de fosfolipidecs, triglicérides e o
iotal de colesterol diminuiram nos machos e triglicérides diminuiu nas
fameas das dietas contendo 3% de extrato de cochonitha, 3% de suifato
duplo de aluminio e potdssio ou 3% da mistura dos dois. Simultaneamente a
administragdo das duas substancias inicialments aumentou a glutamato

dehidrogenase. N&o foram observados efeitos histopatoldgicos.

Estudos realizados por MORI et al. {1991) com ratos B6C3F1 demonstraram
que o extrato de cochonilha quando administrado por dois anos ao nivel de
0,3% ou 6% da dieta ndo apresenta diferenca significativa, em relagao aos
trés grupos, no desenvolvimento de tumaores. Estes resullados se mostraram
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consistentes com ensaios reatizados “in vitro® com o extrato de cochonitha e

o acido carminico.
2.3.1.7 - Obtengao do Carmim

Devido a delicadeza da técnica de fabricagao existemn diferencas nas
tonalidades dos carmins comerciais de marcas & masmo diferentes lotes da
mesma marca (MOTTIER, 1974). Apesar do procedimento comercial ser um
segrede mantido desde a antiguidade, muitas férmulas de preparagéo foram
publicadas. Estas formulas possuem algumas fases em comum @

caracteristicas especificas.

Os processos mais simples como MOTTIER {1974}, | Thorpe {GIBAJA e
ALDANA 1977 apud MORENOQO,1985) e CHRISTIAN HANSEN (1995)
possuem as fases de extracao do acido carminico seguido de decantacéo e
filtragdo, formagfo da laca aluminica-calcica e secagem para a obtengdo de

pé ou diluigdo em meio alcali para obtengdo do corante liquido.

Algumas técnicas incluem um pré-tratamento (MORENO, 1985 e
ESPINOZA, 5.d.) para a extragBo de ceras do inseto antes da fase de

moagem.

A fase de extracio do &cido carminico de alguns processos incluem
raagentes como soluglo de citrato de sodio - processo Carré (MORENOD,
1985), carbonato de sddio - processo Ingiés (MORENQ, 1985 e FALCONE,
1989), carbonato de potéssio ou s6dio - processo Muspratt (MORENOQ, 1985
e FALCONE, 1989), soda - processo Napier (MORENQ, 1985 e FALCONE,

1989), alcoot (MORENO, 1385).

Alguns processcs incluem uma fase de clarificaco do extralo! processo

Carré (MORENO, 1985} utiliza negro animal ou carbono ativado, processo
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Inglés (MORENO, 1985 e FALCONE, 1988) utiliza colapiz cu albumina ou,

ainda, clara de ovo diretamente.

A maioria dos processo utiliza-se de sulfato duplo de aluminio e potassio
como sal de precipitagio, no entanto, ha exceches: processo Cenette
(MORENO, 1985 e FALCONE, 1989) utiliza nitrato de potassio e
tetraoxalato de potassio, processo Chino (MORENQ, 1985) utiliza, além do
KAI(SO,),, cloreto de estanho em soluco de acido nitrico e cloridrico,
processo Francés (MORENO, 1985 e FALCONE, 1689) utiliza, além de
KAKSO.,),, tartarato acido de potassio, processo Muspratt (MORENO, 1985
e FALCONE, 1989) utiliza-se de uma mistura de bitartarato de potassio e
KAKS0.)., processo MORENO (1985) utiliza-se, além de KAHSO,),, de
acetato de calcio, processoe Napier {(MCRENO, 1885 e FALCONE, 1989)

utiliza-se, além de KAI(SOs),, cremor tartaro e clara de ovo ou colapiz.

As formas de secagem variam entre estufas, secador de silicagel,

cristalizadores planos de vidro exposicao a luz.

Abaixo estio descritos, resumidamente, astes processos.

Processo MOTTIER, 1974

O carmim é obtido pela extragéo de acido carminico da cochonilha em meic
aquecido acido ou basico. Os residuos da cochonitha sdo retirados atraves
de decantacdo e filtragdo. Apés a purificagdo é formada a laca atuminica-
célcica que ¢ secada para formar O p6. As solugles alcalinas do carmim

ap6s atomizadas tornam-se soliivels em agua diretamente.
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Praocesso Alemao: (MORENO, 1985)

Consiste em submeter a ebulicio 50g de cochonitha em p6 com 3 litros de
4gua destilada, durante 15 minutos e filtrar a solugdo. Adicionar 8g de
sulfato duplo de aluminio e potassio a solugdo fillrada e aguecer até
ebulicdo durante 15 minutos. Deixar em repouso per duas horas & entdo
filtrar. O precipitado se separa e lava com agua destilada fria. Deixa-se em
estufa a 35-40°C durante 15 minutos, continua-se a secagem em um

secador de silicage! por 48 horas (CASSANO, 1962, ALCABES, 1870 e por
GIBAJA e ALDANA, 1977).

Variaghes citadas em FALCONE, 1989 se dsio na quantidade de materia

prima e reagentes e tempos de ebulicio e repouso.

Processo Carré (MORENO, 1885)

Preparar uma solugfo de citrato de sodio adicionande 25g de carbonato de
sédio a 22,5 g de Acido citrico com 3 litros de dgua. Deixar em ebuligdo por
15 minutos e agregar 80 g de cochonilha em pg, agitando constantemente.
Deixar em repouso durante uma hora e filtrar. A0 licor adiciona-se 3 g de
negro animal para clarifica-lo. Depois de 10 minutos de repouso adiciona-se
25 g de sulfato duplo de aluminio e potassio e deixa a ebulicio por 5
minutos. Coloca-se a solugdo para repousar por duas horas e por gitimo
separa-se a laca por filtragdo. Lava-se o precipitade com agua destilada e
deixa secar no escuro (CASSANO, 1962).

ALCABES citado pelo mesmo autor faz algumas alteracBes neste processo
em relacdo a quantidades utilizadas de matéria prima e reagentes, tempos

de ebulicdo e repouso e utiliza-se de carbono ativado para a clarificacao.




27

Processo Cenette: (MORENO, 1985)

Consiste em ebulir 10 g de cochonilha durante 15 minutos com meio litro de
Agua. Agrega-se 0,25 g de nitrato de potassio e deixa em ebuliglo por mais
5 minutos. Adiciona-se 0,3 de tetraoxalato de potdssio e ferve por mais 5
minutos. Deixa repousar por uma hora e se separa o licor da polpa
decantada. A laca obtida é seca em cristalizadores planos de vidro de onde
se deixa evaporar por uma semana em exposi¢ao a luz e por ditimo se seca
no escuro (CASSANO, 1962, ALCABES, 1970 e GIBAJA e ALDANA, 1977.

FALCONE, 1988 menciona variagdes no método em funcéc das
quantidades utilizadas e 0s tempos de repouso & sbuligdo. Além disto ndo

hé a etapa de adigdo de nitrato de potassio.
Processo Chino: (MORENO, 1985)

Realiza-se a ebulicdo de 50g de cochonitha com 1,5 litros de agua duranie
10 minutos, Agrega-se 0,5 g de sulfato duplo de aluminio e potassio e se
fitra. A parte clara ainda quenie adiciona-se gota a gota uma solugdo de
cloreto de estanho em solugao de Acidos nitrico e cloridrico, até que todo o
carmim se precipite. Filtra-se a solugAo para separar 0 carmim e O seca em
um cristalizador plano { CASSANOQ, 1962),

Processo Francés: (MORENQ, 1985)

Submete-se 50 g de cochonilha em pd com 3 litros de agua destilada
durante 15 minutos. Adiciona-se 2 g de tartarato acido de potassio ¢ torma a
ebulir por mais 5 minutos. Adiciona-se 5 g de sulfato duplo de aluminio e
potassio e deixa ebulir por mais 10 minutos. Repousa por duas horas e
filtra. Separa-se o precipitado, lava-se com agua destilada e seca em estufa
a 35-40°C (CASSANO, 1962, ALCABES, 1970 e GIBAJA & ALDANA, 1977).
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FALCONE, 1989 menciona variagbes de quantidades de reagentes e

tempos de ebuli¢do para este método.
Processo Inglés: (MORENO, 1585}

Ebulir 50g de cochonilha com 2 g de carbonato de sédio em 3 litros de agua
durante 15 minutos. Adicionar 5 g de sulfato duplo de aluminio e potassio,
agitar e ebulir durante 15 minutos. Decantar e clarificar a laca com 1 g de
colapiz. Aquece-se novamente agitando e deixa em repouso por meia hora.

A laca se separa por decantag@o e seca-se No escure (CASSANQG, 1862 e
ALCABES, 1970).

FALCONE, 1989 cita variagdes em termos de quantidades de reagentes e
tempos de ebulicdo e repouso. Além de mencionar como agente clarificador

albumina ou clara de ovo diretamente.
Processo Muspratt (MORENO, 1985 e FALCONE, 1988)

Processe desenvolvido por MUSPRATT em 1860 e mencionado por
MELOAN et al., 1971. O carmim é preparado por gbulicdo da cochonilha
com carbonato de potassio ou carbonato de sodio e precipitado com  um
acido fraco ou sal acido (as vezes bioxalato de potassio ou uma mistura de
bitartarato de potassioc e sulfato duplo de aluminic e polassio).
Ocasionalmente a precipitagdo é acelerada pela adicdo de gelatina ou

albumina.
Processo Napier: (MORENO, 1985 e FALCONE, 1989)

Descrito por NAPIER, 1875 e citado por MELOAN et al, 1971, Ferver
cochonilha com agua e soda. Adicionar um pouco de sulfato duplo de
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aluminio e potassio, cremor tértaro e clara de ovo ou colapiz. Separa-se 0

carmim como um precipitado escamoso.
Processo Thorpe: (MORENO, 1985)

Consiste em submeter a ebuligio 50g de cochonilha em pd com 3 litros de
agua destilada, durante 10 minutos e filtrar a quente. A solugdo filtrada se
adiciona 8g de suifato duple de aluminic e potdssio e coloca-se em ebuliggo
por 15 minutos. Deixa em repouso por 5 horas e se fitra. O precipitado é
lavado com 4gua e seco em estufa a 35-40°C ( GiBAJA e ALDANA, 1977).

Processo MORENO (1985):

Desenvolvido por MORENO (1985). E retirada a graxa da cochonilha e moe-
se a mesma. Submete-a a uma extragdo alcodlica a 25% em exirator
Soxhlet por 12 horas, realizando 5 trocas de solvente. Separa-se o alcool
do extrato por ebuligdo a pressio atmoférica e filtra-se a sclugfo. Ao extralo
filtrado & adicionado acetato de céicio e sulfato duplo de aluminio e
potéssio. Agquece-se a mistura por 10 minutos, esfria-se a temperatura

ambiente, filtra-se retendo o carmim. Seca-se a laca em astufa a 60°C por

30 minutos,
Processo CHRISTIAN HANSEN (1995):

As fémeas do inseto sdo inseminadas no cacto de onde se faz a coleta. Os
insetos passam entdo por uma pré-selego € peneiramento, a0 que S&
segue a morte e secagem ao sol das cochonilhas. As cochonithas
dessecadas sd3o novamente selecionadas e peneiradas tornando-se a
matéria-prima para a formagdo da laca, Dé-se, entdo, a exiragdo do acido
carminico, formacdc da laca célcica-aluminica, diluicdo em meio alcali

{aménia ou hidréxido de potassio) para a obtengdo do corante liquido.
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Processo ESPINOZA et al. (s.d.):

Tendo a cochonitha como matéria-prima faz-se a extrag8o de graxas e ceras
do inseto antes do processo de moagem. Do inseto moido & extraido, a
quente, o pigmento. Ocorrem, entdo, as fases de peneiramento, filtragdo ou
precipitagdo do residuo fino, ajuste do pH, precipitago, sedimentacao,
separagdo do sedimento, lavagem do precipitado, secagem e, finalmente, 0

enwvase do corante,

Ha alguns fatores que influenciam na extracdo do corante (ESPINOZA et al,

s.d)

- temperatura: geralmente a extragdo se desenvolve com maior rendimento
em quantidade extraida e velocidade quanto maior a temperatura de
extragdo. No entanto, n@o se pode exceder um limite permitido para néo

haver perdas na qualidade do produto final.

- tamanho das particulas: as particulas menores $&o as que possuem maior

area interfacial carmim-liquido, desta forma a velocidade de transferéneia de
massa & maior. No entanto, particulas muito finas dificultam a extracéo e

impederm a livre circulagéo do liguido na filtragao.

- agitacdo: a agitagdo aumenta a difusdo e consequentemente a

concentragao de carmim.

- solvente: o solvente nio deve ser toxico e sua viscosidade deve ser baixa

a fim de facilitar a exiragéo.

- tempo_de_exracdo: o tempo deve ser suficiente para que os sdlidos

possam se difundir no solvente.
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- secagem: a secagem tem como finalidade o aumento do tempo de

armnazenamento e transporie.
2.4 - Produtos e Aplicagbes
Comercialmente existem trés produtos (ESPINOZA et al., s.d.)

A) acido carminico - pigmento exfraido da cochonilha fresca ou seca.
Utilizado como indicador da digestibilidade dos animais, para tingir tecidos,
como indicador em andlises volumétricas (titulagBo de alcalis, acidos
inorgénicos e alcalbides), como corante alimenticeo, possui valor medicinal

e & utilizado na obtencéo de pds dentrificecs de varias cores.

B) Extrato de cochonilha - é a solucdio aquosa do pigmento. Utilizado em

industria de alimentos e farmacéutica.

C) Carmim - é a laca do corante - complexagao do dc. carminico exiraido da
cochonilha com metais, em especial 0 aluminio. Utilizado em alimentos
como bebidas, sorvetes, iogurtes, recheio de biscoitos, cerejas em calda,
balas, embutidos cameos, massas com vegetais, bebidas lacteas em PG,

xarope de frutas entre outros.

O carmim é comercializado sob duas formas: liquido em solugdo atcalina ou

pd em dispersdo com uma mistura de sal de nitrato, agucar, &cido ascorbico

ou seus sais (MOTTIER,1974).

Todos os produtos tém coloragdo na faixa do vermelho, Sua principal

diferenga € o teor de pigmento, sendo a laca bastante estavel.
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2.5 - Legislacdo

E considerado “corante natural” o pigmento ou corante inécuo exiraido de
substancia vegetal ou animal (Decreto n® 55.871/ 85). A Comissdo Nacional
de Normas Técnicas e Padrdes para Alimentos (C.N.N.P.A.) em seu Anexo
i estabelece a cochenilha e ¢ acido carminico como corantes organicos
naturais (C.1), o Anexo I, estabelece ainda o carmim como corante natural

{Decreto - let n° 986/ 69).

£ permitido o uso do carmim em alimentos processados a base de cereais,
“bitters” e aperitivos, balas, caramelos e similares, batidas, cerejas em
calda, cobertura e pds para a cobertura de bolos, coberturas e xaropes para
gelados comestiveis e sobremesas, “cooler” , creme vegelal, gelados
comestiveis, gomas de mascar, gorduras e compostos gorduroses, iogurtes
aromatizados, Ieites aromatizados, leites gelificados aromatizados e licores.
Em todos estes alimentos ndo existe limite méximo permitido. Em geléias o
limite maximo permitido é 0,02¢g/ 100g (Resolugio 44/ 77).

Internacionalmente o carmim & rotulado com o numero 120 (CODEX

ALIMENTARIUS, 1992).
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Materiais
3.1.1 - Matéria-prima

a) A matéria-prima utilizada neste estudo foi a cochonitha dessecada
proveniente do Peru e adquirida em Sdo Paulo através da empresa Adicon
induistria e Comércio de Aditivos Ltda. em fevereira de 1995. A mesma foi
moida em moinho de facas e peneirada, O p6 obtido foi armazenado ao

abrigo da luz em temperatura de geladeira para uso ao longo do

experimento.

b) O corante carmim de cochonitha utilfizado como padrdo comercial foi

obtido no mercado junto a empresas da area de corantes para alimentos.

3.1.2 - Reagentes

Todos os reagentes e soiventes foram utilizados de acordo com a

especificagdio exigida pelas analises.
3.2 - Métodos
3.2.1 - Andlise da matéria-prima

a) Umidade

O método utilizade foi descrito pelo INSTITUTO ADQLFO LUTZ (1985).

Consiste na secagem em estufa a vacuo até peso constante & temperatura

de 70°C.
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b) Matéria graxa

Foi utilizado o método de Stold-Weibull (DIEMAIR, 1963) onde as
substancias diferentes de graxas e ceras $ao destruidas com acido
cloridrico e a matéria graxa resultante & splubilizada em éter etilico e

extraida em exirator Soxhiet.

¢) Cinzas

Baseado no método descrito por HORWITZ (1975), que mede a perda
decorrente da incineragao da amostraemmufla a 525°C.

d) Proteina

Utilizou-se do método de Kjeldahl (HORWITZ, 1960) baseado na combustao
liquida por ebulicho com scide sulfdrico concentrado convertendo ©
contetido de nitrogénio da amostra em sulfato de amdnic concentrado para

liberar o amoniaco que & titulado com acido cloridrico 0,02 N.

e) Acido Carminico

Quantificaco feita através de método descrito por LARA e TAKAHASHI
(1994). A leitura da absorbarncia se da no comprimerto de onda de 454 nm.

3.2.2 - Planejamento Experimenta/
3.2.2.1 - Estudo dos sais
Neste estudo foram comparados cinco sais de aluminio para a obtengéo do

pd de carmim. Estes sais foram escolhidos de acordo com sua habilidade de
formar lacas e o grau de solubilidade em agua (Tabela 5) que é 0 solvente
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utilizado para a extragdo do dcido carminico. Os sais utilizados foram:
sulfato duplo de aluminio e sodio (AINaO,), cloreto de aluminio (AICl; . &
H:0), sulfato de aluminio (Al(504)s), sulfato duplo de aluminic e amdnia
(AINH4{(SO4): . 12 H:0) e sulfato duplo de aluminio & potassio (KASO4): .
12 HO).

Tabela 5 - Solubilidade dos sais de aluminio estudados

Solubilidade PM
AL {SO:) 1 parte de agua 3421
AINH4(SO4). H.0 1 g/ 20 mi agua fria 4533
AICI; . 6 H0 1 g/ 0,9 ml dgua 2414
NaAlQ, muito soltvel 81,97
KAH{SO4): . 12H:,0 1 gf 7,2 ml dgua fria 474,4

Fonte: MERCK INDEX (1583)

Constatou-se através de testes preliminares a existéncia de vérios fatores
que influenciavam o processo de formac&o da laca, a cor resultante € 0
rendimento de obtencdo do corante. A fim de se estudar esses trés
resultados, considerando-se todos os fatores de influéneia, utilizou-se a

quimiometria de forma a s& direcionar o trabalho e poder se analisar 08

dados obtidos.

Para o estudo de pardmetros e suas influéncias no processo de obtencéo
do corante fez-se uma avaliago inicial dos mesmos para cada sal de
aluminio seguindo um plansgjamento fatorial incompleto, segundo BOX e
HUNTER (1978), do tipe 2%3 dascrito nas Tabelas 6 e 7. Cada parametro foi

trabathadao em dois nivais.

Optou-se pelo delineamento fracionado em virtude do grande numero de

fatores e sais de aluminio que demandariam grande quantidade de matéria-

prima.



36

Tabela 6 - Niveis dos fatores utilizados no plansiamento fatorial 257

Fatores Niveis
) (+)
pH de extrac¢do 3.5 6
tempo de extragido 15 minutos 45 minutos
pH de precipitacdo 3,5 &
tempo de precipitagdo 30 minutos €0 minutos
AINaQ, 00329 - 0,085¢g
concentra- AICH, 0,10¢g 030¢g
¢do de AL(SOu) 0,14 g 0,42 g
aluminio | AINH{SO;): 0,18 g 0,55g
KAYSO,), 0,19 g 0,57 g
concentragio de céicio 0,063 g 0,19 ¢

Tabela 7 - Planejamento fatorial fracional 2°° - avaliaco inicial

Fatores
ensaio t* pH tempo pH tempo  concentragiio concentra-
extracdo extragdc precipitagdo precipitagdo  aluminio ¢d0 caicio
1 I - - - + + +
2 a + - - - - +
3 - + - - + -
4 ab + + - + - -
5 c - - + ¥ - -
& ac + - + - .+ -
7 bc - + + - - +
8 abc + + + + + +

* tratamento
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Estes ensaios foram randomizados para garantir a analise estatistica dos

dados.

A exragdo do pigmento e obtengdo da laca utilizados neste esiudo
seguiram o seguinte procedimentor utilizou-se aproximadamente 5 g de
cochonilha moida e peneirada adicionada a 600 mi de uma solucdo aquosa
com pH corrigido de acordo com as Tabelas 6 e 7. A solucdo foi aquecida e
mantida em ebulicio durante o tempo de estudo. Apés o resfriamento e
filtracAo & vécuo, o liquido resultante teve seu pH corrigido de acordo com O
determinado nas Tabelas 6 e ‘?' como pH de precipitacéo. O reagentes foram
adicionados nas quantidades descritas no estudo e a solugéo foi novamente
aquecida e mantida & ebuliggo pelo tempo de estudo. A solugdo foi resfriada
e decantada até completa precipitago da matéria corante. O material
precipitado foi separado do liquido através de filtracao a vacuo. O corante
retido no papel de filtro (Whatman n® 42) foi seco em estufa a vacuo em
temperatura proxima a 70°C. O material resultante foi pesado, moido em

almofariz e o teor de acido carminico e a massa de corante foram

determinados.
3.2 2.2 - Estudo da cor do carmim em pod

Para o estudo da cor realizou-se uma planejamento fatorial completo 2%,
segundo BARROS NETO et al. (1995), com a utilizagdo de apenas um sal
de aluminio. Para este estudo fez-se uma nova extracio onde 08 UNICOS

fatores estudados foram as concentragbes dos sais de aluminio e céicio,

A extracéo do pigmento @ obtencéo da laca para efgilos de estudos da cor
seguiram o séguinte procedimento: utilizou-se aproximadamente 5 g de
cochonitha moida e peneirada adicionada a 600 mi de uma soluglo aquosa
com pH corrigido para 3,5. A solugfio foi aquecida e mantida em ebuli¢do
durante 30 minutos. Apds o resfriamento € filtragdo & vacuo, o liquido
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resultante teve seu pH corrigido para 6. Os reagentes foram adicionados
nas quantidades descritas nas Tabelas 8 @ 9 e a s0lugao foi novamente
aquecida e mantida & ebulicdo por 30 minutos. A solucdo foi resfriada e
decantada até completa precipitagio da matéria corante. O material
precipitado foi separado do liquido através de filtragdo a vacuo. O corante
retido no papel de filtro (Whatman n° 42) foi seco em esiufa a vacuo em
temperatura proxima a 70°C. O material resultante foi pesado, moido em

almofariz e o teor de &cido caminico € & massa de corante foram

determinados.

Tabela 8 - Planejamento fatorial 2* utilizado para estudo da cor

concentracio Al concentragdo Ca
4 . -
2 + -
3 - +
4 + +

Tabela O - Niveis dos fatores utilizados no planejamento fatorial 2*

) (+)
concentragdo Al 0,14 0,28
(50% da relagaoc {relagdo estequiométrica)
estequiomeétrica)
concentragio Ca 0,063 0,19
(50% da relagdo (150% da relagdo
estequiométrica) sstequiomsétrica)
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3.2.2.3 - Estudo do processo de extragdo de écido carminico do carmim em

pd

Para determinagdo do pH de extragao utilizou-s& um planejamento fatorial
2% onde fixou-se as concentragbes dos sais e foram alterados os puiros

quatro parémetros.

A extracio do pigmento e obtencdo da laca utilizados neste estudo
seguiram © seguinte procedimento: utilizou-se aproximadamente 5 g de
cochonitha moida e peneirada adicionada a 600 mi de uma solucdo aquosa
com pH corrigido para 3,5 ou ndo ajustado (aproximadamente 4.5) de
acordo com as Tabelas 10 e 11. A solugdo foi aguecida e mantida em
ebulicio durante o tempo de estudo. Apés o resfriamento e fillraglo a
vacuo, o liquido resultante teve seu pH corrigide de acordo com as Tabelas
10 e 11. Os reagentes foram adicionados nas seguintes quantidades: sal de
aluminio 0,14 g (50% da relag&o estequiométrica) & sal de célcio 0,13 g
{relacdo estequiométrica). A solugdo foi novamente aquecida e mantida a
ebulicio pelo tempo de estudo. A solucdo foi resfriada e decantada até
completa precipitacdo da matéria corante. O material precipitado foi
separado do liquido através de filtragdo & vacuo. O corante retido no papel
de filtro (Whatman n°® 42) foi seco em estufa & vécuo em temperatura
préxima a 70°C. O material resultante foi pesado, moido em almofariz e ©

teor de acido carminico & a massa de corante foram determinados.

Tabela 10 - Nivel dos fatores utilizados no planejamento 2*

{) . {*)
pH extragdo 3.5 sem ajuste (4,5)
tempo extragéo 15 minutos 45 minutos
pH precipitagdo 40 8,0
tempo precipitagdo 30 minutos 60 minutos




Tabela 11 - Planejamento Fatorial 2* utilizado no estudo do pH de exiracdo

ensaios | pH extragio tempo pH tempo
extragdo precipitacao precipitacdo
1 - - . -
2 + - - -
3 - + - -
4 + + - -
5 - - + -
8 + - + -
7 - + + -
8 + + + -
g . » - +
10 * - - *
11 - + - +
12 + + - +
13 - - + +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +

3.2.3 - Identificagdo do Pigmento no Corante em P6

O acido carminico foi identificado através da comparagéo do especiro de
varredura na regido do visivel do carmim em pd obtido e do padréo

comercial utilizado, além de espectros de literatura.
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3.2 4 - Obtengdo do Corante Liquido

O corante liquido foi obtido através da solubilizagdo do pé em aménia
diluida, na proporgdo de 6:3:91 de amdnia: corante em pé: agua.

O teor de carmim utilizado no corante liquido foi de 2,3% para a solugao
desenvolvida neste frabalho e 3,0% para a solug@o padréo. Desta forma
obteve-se uma concentragdo final de acido carminico de 1,3% nas duas
solugbes que corresponde a um dos padrbes comerciais para carmim
lquido (CHRISTIAN HANSEN'S, 1895).

A solugdio basica de corante desenvolvida neste trabalho sera chamada de
corante laboratoric e a solucSo preparada com o carmim comercial sera

mencionada como corante comercial de agora em diante.

3.2.5 - Identificagdo do Pigmento no Corante Liquido

O corante soltve! (liquido) em agua teve seu pigmento identificado através
do espectro de varredura na regido do visivel e comparado com © padrao

comercial.
3.2 86 - Estabilidade da laca

A variacdo da absorbancia em fungdo do tempo de reacio, foi ¢ parametro

usado para medir a estabilidade do carmim.

A partir da variagao da absorbancia das solucBes quantificou-se a variacao,
em fungdo do tempo de reagéio, do teor de Acido carminico no carmim. A
absorbancia foi fida a 518 nm, utilizando sspectrofotdmetro. Foi usada

amdnia diluida como branco.
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3.26.1-Efeitodaluz

Foi preparada uma solugdo aquosa com tampao de Mclivaine (ANEXC A) a
fim de conservar pH 7 durante todo o experimento. A solucdo recebeu
0,05% de soluglo de benzoato de sbdio a 5% para gvitar crescimento de

fungos. O estudo se deu a temperatura aproximada de 25°C.

A esta solugdo foram adicionados os corantes laboratdric @ comercial

tiquidos na proporgdo 0,8 mi por 100 mi de solugéo.

Apb6s a leitura inicial da absorbancia (tempo zero), as solugdes foram
distribuidas (8 mi) em tubos de 35 ml com tampa rosqueada. Do totai de
tubos, metade foi estocado no escuro € a outra metade exposta a uma
tampada flucrescente de 15 W, colocada a 30 cm dos tubos. A lampada
forneceu luminosidade de 1200 lux, que segundo CREDER (1966)
cotresponde a um nivel padrio de iluminagao de exposicéo de destaque em

lojas.

Os tubos permaneceram inclinados em relagio & fonte de luz, tiveram suas
posicoes trocadas em intervalos determinados ¢ foram protegidos de

qualquer outra fonte de luz.

Foram retiradas amostras, em duplicata, para leitura de absorbancia nos
tempos de 24, 48,72, 96, 120 e 144 horas,

3.2.6.2 - Efeito da temperatura

Para este estudo foram utilizadas solugbes contendo 0,4 mi do corante

fiquido taboratério & comercial diluidos em agua destilada até completar 100

mi.
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Os testes foram realizados a 25, 50, 75 e 100°C. As temperaturas foram

obtidas em banho de dgua termostatizado.

Tubos ambar de 15 mi de capacidade, com tampa rosqueada, receberam
adicdo de soluglo aquosa com concentragdo conhecida, foram fechados

fortemente para evitar evaporagéo e perda de liquida.

Apés a leitura da absorbancia inicial (tempo zero), 14 tubos contendo

solucdo de carmim foram colocados em banho a 25°C e protegidos da luz.

Os tubos foram retirados do banho, em duplicata, nos tempos de 30, 80, 90,
120, 150, 180, 210 e 240 minutos e colocados em banho de gelo. Foram
feitas as leituras de absorbancia. O mesmo procedimento foi repetido nas
temperaturas de 50, 75 e 100°C. Todos os procedimentos descritos foram

realizados para as solugbes de carmim comercial & laboratdrio.

3.2.8.3 - Efeito do pH

Foram preparadas diversas solugbes aquosas de pHs conhecidos na faixa
de 2.3 a 7,8 utilizando-se tampéo de Mclivaine - fosfato dissddico/ acido

citrico (ANEXO A)

As solugbes receberam, ainda, adicao de 0,05% de solugio de benzoato de

sadio a 5% para evitar o crescimento de fungos.

Tubos de 35 mi de capacidade, com tampa rosqueada receberam adicde de
7 mi de solugdo aquosa com concentragdo conhecida e foram fechados

fortemente para evitar evaporagéo e perda de liquido.

Na preparagdo das solugbes de carmim laboratério 0,4 mi do corante liquida
obtido neste experimento foram misturados com 100 mi de soluco tampéo
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até pH 2,31. O mesmo procedimento fo realizado na obtengdo de solugbes
com pH 3,20; 4,00; 503; 6,19, 7,19 e 7.88. Apés repouso de uma hora
foram realizadas as leituras de absorbancia das solugbes (tempo Zero),
Doze tubos contendo solughes da carmim, nos diversos pHs, foram
estocadas a 7°C. Foram retiradas amostras, em duplicata, para leitura de
absorbancia nos tempos de 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas.

Na preparagio das solugdes de carmim comercial estocadas a 7°C, 0,4 mi
do corante liquido foi misturado com 100 mi de soluco tampdo até pH 2,55.
O mesmo procedimento foi realizado na obtencéio de solugdes com pH 3,30;
4,26 519,6,09,703e7,85

3.2 6.4 - Efeito de matrix alimenticia

O carmim liquido obtido com o p6 desenvolvide no laboratério € com 0
carmim comercial (item 3.2.4) apos serem filtrados de maneira asséptica em
membranas microporo foram diluidos em leite integral homogeinizado
esterilizado adquirido no comércio local na proporgao de 4,5 mi de corante

para 5 litros de leite.

As solugdes foram distribuidas em frascos de vidro transparente de 200 mi
com tampdo esterilizados em autoclave. Os tubos foram estocados a
temperatura de aproximadamente 25°C gxpostos indiretamente 2 luz

natural. Todos os procedimentos foram efetuados assepticamente a fim de

garantir a esterilidade do métedo.

Foram retirados amostras, em triplicata, para leitura em espectrofotdmetro
nos tempos 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias.

As leituras de cor por reflexdo foram feitas por meio do especirofotdmetro
Comcor 1500 Plus, anguloc de observagao de 1¢°, iluminante C e sistema de
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cor L*a*b* CIE (configuragdo DREOL). Foi comprovada a opacidade das
amostras (FERREIRA e MAEDA, 1884).

O espectrofotdémetro utiliza uma capsula de fundo de vidro éptico munida de
um adaptador de fundo branco (L* = 80,67, a* = 4teb*=540)quetem a
finalidade de refletir a luz transmitida até um fotodetector.

3.2.6.5 - Analise esiatistica

As variagdes de concentrag@o de acido carminico em solugdes de carmim,
em funcdo do tempo de reagfio, oblidas conforme apresentado nos itens
3.26.1,3.26.2e326.3 foram submetidos & analise de variancia,

Estudou-se a relacdo funcional entre 0 tempo de tratamento e 0 teor de
acido carminico e confrontaram-se o0$ coeficientes angulares das retas de

regressao linear pelo teste de Tukey, a0 nivel de erro de 5%.

3.2 8.6 - Calculo das constantes de velocidade de reagBo (K) e tempo de

meia vida (tuz)
A partir das variagbes de concentracdo de acido carminico em carmim,

funcéio do tempo de reacao, obtidas dos resultados apresentados nos itens
3261 3282 e 3263 foram calculados os valores das constantes de

velocidades das reagdes (K).

Os valores de K foram determinados utilizando-se a equacdo 1, para
cinética de 12 ordem, conforme TEIXEIRA NETO et al. {1993).

-InC/f Co=Kt (equagso 1)

onde:



C: concentragéo final de écido carminico
Co: concentracio inicial de dcido carminico

t: tempo de reagao

Do grafico - In C em fungéo do tempo de reacdo obtém-se uma reta cuja

inclinacdo representa a constante de velocidade da reagso.

Também foram calculados os tempos de meia vida { ty) atraveés da equacac
2.

te=in2/K {equagfio 2)



47

4 - RESULTADOS E DISCUSSAQ
4.1 - Material Utilizado

A cochonilha, obtida de acordo com o item 3.1.1, utilizada neste trabaiho
apresentou as caracteristicas fisicas represeniadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Composicdo centesimal (%) da cochoniiha utiizada neste
estudo

acido
carminico  umidade lipides proteina cinzas carboidratos

1586 +0,21 888+0,11 506011 50,00 £ 0,35 456:013 31,41

*Resultados obtidos em base seca

“ Média de trés repetigbes

Segundo ESPINOZA et al. (s.d.) esta matéria-prima classifica-se como de
primeira qualidade, exceptuando o teor de acido carminico que deveria ser
de no minimo 18%. No entanto, ha discussdo sobre os valores citados para
concentracdio de acido carminico, uma vez que & literatura ndo cita ©

método de determinagdo do mesmo nem tampouco a base de leitura,
4.2 - Caracteristicas Fisicas do Carmim em P%

Os resultados obtidos (Tabela 13) estdo de acorde com as especificacles

da lsgisiagdo brasileira,

Tabela 13 - Caracterizacao fisica dos carmins laboratorio e comercial
% proteina % umidade % &cido carminico

carmim laboratério} 21,18 £0,04 674 +042 57.35+3,73
carmim comercial 17,57 £ 0,61 530+0,10 4425 + 0,45
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O teor de acido carminico conseguido € bastante elevado se comparado
com o minimo exigido pela legislagdo e 0 apresentado pelo corante

comercial. Isto demonstra o grau de pureza do corante obtido neste estudo.
4.3 - Planejamento Experimental

Apds 0s testes preliminares constatou-se que oS fatores que mais poderiam
contribuir para a mudanga nos resultados finais eram seis: pH de extragao
do pigmento, tempo de extragéo do pigmento, pH de precipitac@o da laca,
tempo de precipitacdo da laca, concentragdo do sal de aluminio e

concentragdio do sal de calcio.

O planejamento fatorial incompleto 282 farneceu os dados apresentados

nas Tabelas 14 a 18.

Tabela 14 - Planejamento fatorial fracional 2°° - sal: AINaQ;

Fatores”
en- ¢ 1 2 3 4 5 6 % AC™ e
saio
| - - - + + + 55,64 57,78
2 a + - - - - + 55,91 37,07
3 - + - « + - 51,87 44 06
4 ab + + - + - - 54, 42 29,73
5 c - - + + - - 53,26 7,23
8 ac + - + - + - - -
7 be - + + - - + 56,35 63,71
g8 abc} + + + + + + 50,53 22,55




Tabela 15 - Planejamento fatorial fracional 2% satl: AlCh
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Fatores®
en- t 5 6 % AC** W
saio
1 I + + 54,53 41,85
2 - + 57,81 18,76
3 + - 54,63 18,55
4 ab - - 56,73 6,37
8§ ¢ - - 5479 39,80
6 ac + ~ 58,85 6,37
7 be - + 53,55 4214
8 abc + + 70,14 10,80
Tabela 16 - Planejamento fatorial fracional 2°° - sal: Al(S04)s
Fatores”
en- ¢ 5 8 % AC* o
saio
1 i + + 56,32 37,83
2 - + 52,15 15,80
3 b + - 56,80 48,99
4 ab - - 69,13 4514
§ ¢ - - 54,78 44,35
6 ac + - 56,64 38,59
7 be - + 54,93 43,24
g8 abc + + 61,48 56,49




Tabela 17 - Planejamento fatorial fracional 2°° - sal: AINH(SO4).

36

Fatores®
en- 1 2 5 & % AC™ e
salo
1 I . - * + 58,51 37.88
2 a + - - + - -
3 - + + - 58,47 26,42
4 ab + + - - 4878 - 14,49
5 ¢ - - - - 55,91 41,12
6 ac + - + - 58,11 28,26
7T be - + - + 57,45 37,81
g8 abc} + + + + 57.30 61,28
Tabela 18 - Planejamento fatorial fracional 2% . sal: KAI(SCu)
Fatores”
en- 1 2 5 & % AC** n
saio
1 i - - + + 55,44 42 23
2 a + - - * - -
3 - + + - 55,61 38,38
4 ab + + - - 55,38 26,24
5 ¢ - - - - 54,77 42,63
§ ac + - + - 55,88 38,38
7 be - + - + 52,23 46,82
8§ abc| + + + + 54,53 69,85

*Fatores - 1 pH de extragéo

2: tempo de extragéo

3: pH de precipitagao

4: tempo de precipitagao
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5. concentracdo do sal de aluminio
6: concentragao do sal de calcio
** teor de &cido carminico medido em porcentagem
*** rendimento em massa de acido carminico medido em porcentagem

Foi feita a analise de variéncia dos rendimentos em peso (n). Concluiu-se
que ndo ha diferenga significativa entre os sais. Existe diferenca
significativa a nivel de 5% entre os tratamentos 2 e 7 (ANEXO F). Nota-se
que a diferenga entre 0s fratamentos consiste em trés fatores: pH de
extragdo, tempo de extragdo e pH de precipitacdo. Como a média dos
rendimentos do tratamento 7 é maior que a do 2 conclui-se que o pH de
extragdo @ methor quando proximo a 3,5, o tempo de extragdo quando

proximo a 45 minutos e ¢ pH de precipitago proxime a 6,0.

Foi feita a analise de variancia considerandn a porcentagem de acido
carminico nas lacas obtidas (ANEXO F). Nao ha diferenga significativa entre
0s sais nem enire os tratamentos em refacdo a porcentagem de pigmento

obtido em cada ensaic ao nivel de 5% de significancia.

Como ndo houve diferenga significativa entre os sais optou-se por continuar
o trabalho com apenas um sal. Este foi escolhido de forma aleatdria como o

suifato de aluminio.
4.3 1 - Estudo da cor

Através da analise da cor das amosiras obtidas no estudo anterior pode-se
prever os fatores de maior influéncia na formaglo da cor do carmim

semelhante, visualmente, a0 coranie padréo (Tabela 19).
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Tabela 19 - Resultados visuais obtidos para cor

ensaio AlNaO: AlCly Al; (S04 AINH({SQO,). KAKSO.).
1

2 X X X

3

4 X

5 X X X X

6

7 X X X X

8

onde: X - representa cor visualmente igual ao padrado comercial

Observa-se que as semelhancas entre 08 tratamentos 2, 4, 5 e 7 consistem
na baixa concentracéo de sal de aluminic e na alteracdo do pH: quando o

pH de extragéo é (-), o pH de precipitagdo & (+) e vice-versa.

Fixando-se os pH de extracdo em (-} e 0 de precipitacio em (+) verificou-se
se a concentrag3o do sal de aluminio é realmente importante (Tabela 20).

Tabela 20 - Resultado de cor obtida em relaglo ao padrao

ensaio | concentragdo de Al concentragao de Ca resyltado
1 - - cor padrao
2 + - muito escuro
3 - + cor padrao
4 + + muito escure

Assim concluiu-se que a baixa concentragao de sal de aluminic &
determinante para a obtengdo de cor padréo. Além disto conclui-se que a
concentracao de sal de céicio ndo tem influéncia sobre a cor do carmim.



4.3.2 - Estudo do pH
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Determinado no estudo do item {4.3.1) a concentragdo do sal de aluminio

como (-) e visto que a concentracdo do sal de calcio ndo influi na cor do

carmim, optou-se por manté-la dentro das relacbes estequiométricas.

Os ensaios de numeros 1, 2, 3, 4, 9, 10, 11 e 12 n&o formaram laca. Este
resultado confirmou indicacgdo da literatura - WARNER JENKINSON (1884) -
de que para a formagéo de lacas é necessaria a utilizagéo de hidroxidos

durante o processo a fim de se elevar o pH.

Os ensaios nos quais houve formacdo de laca foram fransformados num
fatorial completo 2° segundo indicaggo de BARROS NETO (1995) e seus

resultados estdo apresentados nas Tabela 21 e 22.

Tabela 21 - Resultados obtidos no fatorial 2° para rendimento em massa de

acido carminico

ensaio pH extragio tempo tempo n* Estimativa
extragio  precipitagio dos Efeitos
1 - - - 46,96 47,75
2 + - - 48,07 1,00
3 - + - 48,75 1,25
4 + + - 53,36 1,00
5 - - + 47,96 - 1,00
6 ¥ - + 4527 -0,75
7 - + + 46,73 - 0,50
8 + + + 48,57 0,25

* rendimento em massa
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Através da estimativa dos efeilos considerandc-se o rendimento de &cido
carminico em massa e em teor nota-se que ndo ha fator significativo. Desta
forma optou-se pelo pH de extragdo proximo a 4,5 por ser o pH sem ajuste,
ou seja, assim diminuiu-se uma etapa no processo de obtengao da laca.

Concluiu-se também que, para as condigbes estudadas, os tempos de
extracdo e precipitago ndo tém influéncia direta nos teores e rendimento

em massa de acido carminico.

Tabela 22 - Resultados obtidos no fatorial 2° para teor de &cido carminico

ensaio pH tempo tempo % &cido Estimativa
extragio extragio  precipitagdc carminico dos Efeitos
1 - - - 58,71 56,63
2 + - - 57,05 -0,25
3 - + - 57,67 0,25
4 + + - 58,42 1,75
5 - - + 57,65 -1,75
8 + - + 54,38 -0,25
7 - + + 55,07 0,25
8 + + + 57,38 0,75

4.4 - Processo de obten¢do proposto

Através dos resultados apresentados nos itens anteriores foi possivel propor

um processo de obtencgéo do carmim, conforme Figura 9.

A extracio do pigmento tem como solvente agua destilada. A solugio agua
mais cochonilha & aquecida até ebuligdo. O tempo de extraglo - medido a
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partir do inicio da ebulicdo - € estabelecido em 15 minutos para uma
proporgao de solvente igual a 120 mi/ g de matéria-prima,

Apés a extragdo o extrato é resfriado e filtrado a vacuo. O liguido resultante

tem seu pH ajustado para 6 e recebe a adigéo dos sais.

A concentragéo de sulfato de aluminio estabelecida equivale a 50% do valor

estequiométrico, ou seja, para cada grama de acido carminico deve-se

wtilizar 0,17 g de Aiz{SOg)s.

A concertracic de acetatc de célcio estabelecida equivale a relagdo
estequiométrica, ou sefa, para cada grama de acido carminico deve-se
utifizar 0,16 g de Ca({COOH;): . H.0.

Esta soluglo é aquecida e mantida em ebuligiio por 30 minutos. Apds este
tempo a mistura é resfriada e o material precipitado é separado por filtragao
3 vacuo. O corante obtido é seco em estufa & vécuo em temperatura

préxima a 70°C, triturado & envasado.

Apesar do rendimento em peso de &cido carminico ser baixo
(aproximadarmente 48%) este & justificado pelo alto teor de acido carminico
obtido (aproximadamente 57%). Esta concentragie de pigmento no corante
permite a obtengdo de corante liquido (forma mais comercializada) de

mareira menos onerosa para o fabricante.

O rendimente em massa pode ser otimizado com © aumentoe do pH de
extracdio para niveis basicos (acima de 7). No entanto, este procedimento
acarreta arraste de vérios componentes do inseto (como matéria graxa
proteina) que ndc sao desejaveis no produtc final. Além disto torna o
processo de filtragéo do extratc uma operacdo extremamente lenta exigindo
o ajuste do pH para niveis acidos. Assim, tem-se duas fases a mais no
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processo que ndo se justificam visto que o maior rendimento em massa nao
é acompanhado de um aito teor de &cido carminico como se observa no
estudo realizado por CARVALHO (1896).

cochonitha

}

moagem/ peneiramento

|

extracéo do pigmento

l

filtragBo & vacuo

|

ajuste de pH - 6,0
|
adigo dos sais
[(Al{SO4)s & Ca(CHLCO0))]

|

decantagdo

|

filtragAo a vacuo

}

secagem em estufa & vacuo

|

moagern

|

envase do corante em pd

Figura 9 Fluxograma proposta para obtencéo de carmim
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Outra técnica empregada para ¢ aumento de rendimento € a reciclagem do
residuc da extragdo. Esta técnica oferece um aumento de rendimentoc em
massa, no entanto, estudos como o de CARVALHQO (1996) e MORENO
{19889} onde esta técnica foi empregada revelam que o produto final possui
teores de pigmento mais baixos do que os obtidos neste trabalho.
FALCONE (1989) expde que através desta metodologia obtém-se corantes

de segunda categoria.

4.5 - ldentificagéo do Pigmento

Através da comparacio dos espectros de varredura no visivel dos carmins
laboratdrio e comercial constatou-se que o corante produzido neste estudo
apresenta as mesmas caracteristicas quimicas (mesmos formato e picos de

absorgdo) que o comercializado.

Além disto estes espectros estdo de acordo com 08 mencionados na

literatura (item 2.3.1.2).
Os espectros encontram-se no ANEXO G.
4.6 - Estabilidade do carmim

Apds a obtengdo do carmim através da sxtragdo do pigmento da cochonilha,
estudou-se a estabilidade do mesmo ulilizando-se Como compara¢do ©

carmim comercial obtido no mercado.

4.6.1 - Estabilidade a luz

Os resultados da concentragéo de 4cido carminico no carmim liquido
utilizado neste estudo foram obtidos através da leitura de absorbancia a 518
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nm e calculados com base nas diluigbes feitas. A curva de calibragio

utilizada encontra-se no ANEXO B.

Através da concentragdo obtida (Tabela 23) foi possivel determinar a
constante de velocidade da reagio e o tempo de meia vida da mesma
(Tabela 24), bem como a equagio da reta que descreve o modelo de
estabilidade do corante em relagfo a luz (Tabela 25) utilizando-se para isto
regressao linear (ANEXQO C).

Tabela 23 - Resultados obtidos para estabilidade a luz

ensaios comercial laboratdrio
tempos luz (ma/mi) escuro {mg/mi)| luz (mg/ml} escuro (mg/mij

inicial 0,0551 0,0558 0,0657 0,0557
24 horas 0,0518 00558 0,0524 0,0549
48 horas 0,0510 0,0559 ,0823 0,0540
72 horas 0,0513 0,0553 0,0528 0,0539
96 horas 0,0509 0,0853 0,0527 0,0538
120 horas 0,0511 0,0553 £,0528 0,0538
144 horas 0,0508 0,0553 0,0525 0,0538

Tabela 24 - Resultados de Constante de Velocidade de Reag2o e Tempo de

Meia vida para estabilidade a luz

condigao  Kx10*(h") ti2 (h) dias
carmim comercial fuz 4,06 1.707,26 71,14
carmim laboratério uz 2,30 3.016,81 125,70
carmim comercial esCUre 0,81 7.5886,24 316,09
carmim laboratdrio esCcLro 221 3.138,78 130,78
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Tabela 25 - Modelos de estabilidade do carmim em relagio a luz

tratamento equagao” r
carmim comercial fuz C=-283-0,000411 0,73
escuro C =-2,88-0,00008 1 0,86
carmim laboratério uz C=-292-000023t 0,54
@SCUro C=-2580- 0000221 0,84

* C: teor de carmim (%) e t: tempo (horas)

Comparando-se as duas amostras de corante - comercial e laboratério -
verificou-se que ao nivel de significancia de 5% nao ha diferenca
significativa entre as mesmas. A diferenga minima significativa (d.ms.) é
0,00195 e a diferenca entre elas é 0,0002 (ANEXO ChL

A andlise das equagdes mostra que o carmim laboratorio na luz apresentou
uma taxa de degradacdc de 0,00023% de acido carminico por hora de

tratamento, enguanto que no escure a degragac foi ds 0,00022%.

O carmim comercial apresentou uma taxa de degradac8o de 0,00041% de
acido carminico por hora de tratamento na presenga de luz e 0,00009% em

sua auséncia.

Uma vez que a d.m.s. ac nivel de 5% & 0,00195 para que haja diferenga
entre os tratamentos, e este valor ndo foi atingido, conclui-se que ndc ha
diferenga significativa enire 0s ensaics na presenca ou auséncia de luz no

que se refere a estabilidade do corante.

Os dois corantes apresentaram perda acentuada de cor durante ¢ primeiro
dia de exposigo a luz (Figura 10). A porcentagem de perda foi bastante

proxima para estas duas medidas.



60

Ja do segundo ao sexto dias na presenca de luz o corante comercial teve

perda bem maior que o laboratorio.

Nas amostras que ndo foram expostas a luz (Figura 11) ¢ corante
laboratdrio apresentou perdas maiores que 0 comercial. Nota-se, ainda, que

no escurc as perdas ocorridas no primeiro dia foram bem menores que na

presenca de luz.

mm-m&mmmmwm

%, #

[V R T : - ~ ]

Os resultados obtidos na presenga de luz gstio de acordo com ©OS
resultados apresentados por KEARSLEY e KATSABOXAKIS (1980) onde se

constatou que ha uma perda acentuada de ror nas primeiras vinte @ quatro

horas e perda gradual a partir disto (Figura 10}.

Os valores obtidos nos ensaios realizados na auséncia de luz (Figura 11)

diferem do encontrado pelos autores citados uma vez que a perda no
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primeiro dia foi pouco acentuada em relacdio as outras medidas feitas neste
trabatho. Esta diferenca provavelmente se da porque © estudo de
KEARSLEY & KATSABOXAKIS (1980) se deu em pH 5 no qual o carmim é
menos estavel gue a pH 7 utilizado neste trabalho.

Figura 11 - Perda de dcido carminico na auséncia de luz

Flcomercial
8 iaboratdrio

244 45 - 144 h

4.6.2 - Estabilivade a temperatura

A absorbancia medida a 518 nm para cada tratamento foi transformada em
concentragao de Acido carminico (Tabela 26) atraves de uma curva de

calibragdo e das diluigbes feitas. A curva de calibragio encontra-se no

ANEXQO B.
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Tabela 26 - Resultados obtidos para estabilidade a temperatura

tempo (h} 25°C 50°C 75°C 100°C
{mg/mi) {myg/mi} {ma/mi) {mg/mi})
0 0,0472 0,0444 0,0417 0,0506
0,50 0,0471 0,0444 0,0415 0,0503
1,00 0,0471 0,0443 0,0415 0,0453
1,50 0,0471 0,0442 0,0414 0,0473
laboratério 2,00 0,0471 0,0443 0,0413 0,0457
2,50 0,0470 0,0442 0,0413 0,0426
3,00 0,0470 0,0438 0,0412 0,0401
3,50 0,0471 0,0438 0,0412 0,0393
4,00 0,0470 0,0436 0,0408 0,0347
0 0,0547 0,0421 0,0478 0,0548
0,50 0,0546 0,0418 0,0478 0,0529
1,00 0,0546 0,0417 0,0476 0,0528
1,50 0,0545 0,0416 0,0468 0,0511
comercial 2,00 0,0541 0,0418 0,0461 0,0502
2,50 0,0539 0,0418 0,0429 0,0493
3,00 0,0544 0,0418 0,0414 0,0471
3,50 (,0546 0,0415 0,0411 0,0460
4,00 00,0545 0,0414 0,0410 0,0408

O resultados da Tabela 26 foram submetidos a regressBo linear sendo desta
forma possivel se determinar as constantes de velocidade e tempe de meia
vida (Tabela 27) para cada um dos tratamentos, bem como as equagbes

que melhor os descrevem {Tabela 28).
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Tabela 27 - Constante de velocidade de reacdo e tempo de meia vida para

estabilidade a temperatura

condicio Kx10°(h") tin (h) dias
carmim comercial 25°C 1,11 626,34 28,10
carmim laboratério 25°C 0,77 900,19 37,51
carmim comercial 50°C 20,96 23417 3,76
carmim laboraténo 50°C 500 138,63 578
carmim comercial 75°C 47,78 14,51 (.60
carmim laboratério 75°C 419 165,58 6,80
carmim comercial 100 °C 60,73 11,41 0,48
carmim laboratdrio 100 °C 92,23 71,52 0,31
Tabela 28 - Modelos de estabilidade do carmim & temperatura
tratamento equacdo® r
25°C C=-291-000111 0,31
carmim 50°C C=-3,17-0,0030t 0,82
comercial 75°C C=-301-0,04781 0,85
100°C C=-288-006071 0,92
25°C C=-305-0,00081 0,75
carmim 50°C C=-311-000501¢ 0,91
laboratério 75°C C=-318-0,00421 0,93
100°C C=-284-00923¢ 0,97

* O teor de carmim (%) e t. tempo (horas)

Comparando-se as duas amostras de corante - comercial e laboratério -

verificou-se que ao nivel de significAncia de 5% nao ha diferenca

significativa entre as mesmas. A diferenca minima significativa (dms) é

0,0492 e a diferenga entre elas é 0,0025 (ANEXO D).
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A andlise das equacbes mostra que o carmim laboratorio nas temperaturas
de 25 50, 75 e 100°C apresentou as seguintes taxas de degradagdo de
Acido carminico 0,0008%: 0,0050%; 0,0042% e 0,0823% por hora de

tratamento.

O carmim comercial apresentou taxa de degradago de &cido carminico de
0.0011%:; 0,0030%; 0,0478% e 0,0607% por hora de tratamentc nas
temperaturas de 25, 50, 75 e 100°C respectivamente.

Estes valores nao diferem significativamente entre si ao nivel de 5% dada a
dms. ser 0.1056. Desta forma, conclui-se que o comportamento dos
corantes laboratério & comercial na faixa de temperatura de 25 a 100°C se

mantém com a mesma estabilidade.

Figura 12 - Perda de &cido carminico na faixa de 25 a 100°C
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Os dois corantes apresentaram perdas graduais nas diversas temperaturas
{(Figura 12). A 25°C e 50°C as perdas das duas solugbes foram praticamente
iguais, Na temperatura de 75°C o comercial teve perda 65 vezes mais
acentuada que o corante laboratdrio. Aos 100°C o corante laboratdrio

apresentou perda um pouco maior que o comercial.

Os dois corantes comportaram-se semelhante ac estudo realizado por
KEARSLEY e KATSABOXAKIS (1980) nas temperaturas de 25 e 50°C.

Na temperatura de 75°C o corante laboratério apresentou resultados
semelhantes ao do estudo dos autores citados arteriormente. No entanto, o

corante comercial apresentou perda de cor acentuada diferindo do referido

estudo.

Aocs 100°C a maior perda de cor assemelha-se aos resultados obtidos pelos

dois autores citados.
4.6.3 - Estabilidade ao pH

As concentracbes de &cido carminico apreseniadas na Tabela 28 foram
obtidas através de uma curva de calibragdo (ANEXO B) que relaciona
leituras de absorbancia a 518 nm & a concentragio do pigmento. Foram

calculadas, também, através das diluigbes feitas.

Antes de se alterar o pH das amostras foi medida a concentragéo de acido
carminico. As concentragles de pigmento tanto no carmim laboratdrio

quanto no comercial eram iguais a 0,0343.



Tabela 28 - Resultados obtidos para estabilidade ao pH

corante |tempo | pH*
2 3 4 5 é 7 8

o0 100331 00259 0,0305 00352 00411 00511 00500
24 00327 00248 0,0270 00309 0,0393 00508 0,0497
48 |0,0326 00244 00253 00285 0,0370 0,0507 0,0493

laboratério | 72 10,0324 00242 00248 0,0272 0,0362 00507 00494
96 |0,0324 0,0240 0,0243 0,0268 00355 0,0504 00494
120 |0,0323 0,0240 0,0242 00266 00351 00503 0,0493
144 }0,0322 0,0239 00241 00268 0,0346 00502 0,0494
0 10,0400 0,0327 0,039 0,0418 0,0551 00570 0,0587
24 |00366 0,0315 0,0347 00371 00526 0,0570 0,0588
a8 |o0362 00306 00326 00346 00506 0,0567 0,0588

comercial 72 00381 0,0306 0,0321 0,0337 0,0500 0,0567 0,0588
96 §0.0361 0,0306 00319 00335 00489 0,0585 0,0887
120 }0.0360 0,0302 0,0318 00334 00484 0,0565 0,0586
144 §0,0360 0,0302 00318 00327 00480 00564 0,0586

* medidas em mg/mi

As equagfes obtidas através de regressio linear est2o relacionadas na

Tabela 30 enquanto que as constantes de velocidade e tempo de meia vida

reforentes a cada tratamento estdo relacionadas na Tabela 31 (ANEXO E).

A comparacéo dos corantes laboratério e comercial a nivel de significdncia
de 5% apresenta d.m.s. de 0,00026 mostrando que ndo existe diferenga

significativa entre 0s mesmos.

A andlise das equagbes mostra que © carmim laboratério nos pH 2, 3, 4, 5,
6, 7 e 8 apresentou as seguintes taxas de degradacio de 4cido carminico
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0.00017%; 0,00048%:; 0,00144%; 0,00176%; 0,00117%; 0,00012% e
0,0008% por hora de tratamento,

Tabeia 30 - Modelos de estabilidade do canmim ao pH

tratamento equagio” r
pH 2 C=-327-0,00052t 0,70
pH 3 C=-344-0,000481 0,87
pH 4 C=-331-0001261 0,81
carmim comercial pHS C=-324-0,00146t 0,87
pH 6 C=-292-0000921 0,98
pH7 C=-286-000008t 0,96
pH 8 C=-283-000002t 0,69
pH 2 C=-341-0,000171 0,94
pH 3 C=-368-0000481 0,88
pH 4 C=-356-0001441 0,86
carmim laboratorio pH S C=-342-0,001761 0,87
pH 6 C=-322-000117¢ 0,85
pH7 C =-297-0,000121 0,99
pH 8 £ =-3,00-0000081 0,86

*C teor de carmim {%) e t tempo (horas)

O carmim comercial apresentou taxa de degradagac de acido carminico de
0,00052%; 0,00048%; 0,00126%, 0,00148%; 0,00092%; 0,00008% e
0,0002% por hora de tratamento.

Os dois corantes apresentaram-se estéveis na faixa de pH estudada sendo
que em pH bésico ndo houve nenhuma oscitagdo na medida feita. No

entanto, 0s dois apresentaram colorago diferenciada em cada pH.
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Tabela 31 - Constante de Velocidade de reacéo e Tempo de meia vida em

relacio a estabilidade ac pH

condigdes K x 10% (h™) 1y (h)

carmim comercial pH 2,55 5,23 1.324,41
camim laboratdrio pH 2,31 1,68 4.100,31
carmim comercial pH 3,30 4,80 1.443 43
camim laboratério pH 3,20 481 1.440,75
carmim comercial pH 4,26 12,62 549,22
camim laboratério pH 4,00 14,37 482 29
carmim comercial pH 5,19 14,57 475,79
camim laboratério pH 5,03 17.55 395,01
carmim comercial pH 6,08 9,15 757 64
camim laboratério pH 6,19 11.67 593,97
carmim comercial pH 7,03 0,79 8.805,20
camim laboratério pH 7,18 1,23 5818,78
carmim comercial pH 7,85 0,20 3424963
camim laboratério pH 7,88 .81 857818

Tabela 32 - Resultados para cor em relagdo ao pH

pH cor
vinho
laranja claro
jaranja escuro
5 vermetho alaranjado

6-8

vinho
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Figura 13 - Perda de &cido carminico na faixa de pH 2 - 8 - Carmim
comercial
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Ao nivel de 5% de significancia com d.m.s. de 0,0008 os tratamentos a pH 2
e4; 2eb; 3e4:3e54e7,4e8 5e7; 5e 8:6e7 e b e 8diferem entre
si. Destes, os tratamentos que conferem maior estabilidade aos corantes

sdoosdepH?2, 3, 7e8.

No estudo da estabilidade do carmim frente ao pH das solugoes 0s
resultados se deram de forma peculiar. Considerando-se a variagao no teor
de acido carminico que ocorreu imediatamente ap6s a alteragdo do pH das
solucbes, algumas amostras apresentaram aumento de concentracdo do
pigmento. Nos pHs 2 e 4 apenas 0 corante comercial teve incremento de

cor. O carmim laboratério apresentou queda (Figuras 13 e 14).
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Figura 14 - Perda de acido carminico na faixa de pH 2 - 8 - Carmim
laboratorio
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Nos pHs 5, 6, 7 e 8 os dois corantes apresentaram aumento de coloracao.

Sendo que o carmim comercial demonstrou niveis maiores de cor.

No pH 2 o corante comercial apresentou perda maior que o laboratorio nas
primeiras vinte e quatro horas. Nos demais pHs, durante as primeiras vinte e
quatro horas os dois corantes tiveram perdas semelhantes. Nota-se que as

maiores perdas se ddo em pH 4 e 5 enquanto em pH 7 e 8 as perdas sao

irrisérias.

Do segundo ao sexto dias os dois carmins apresentaram perdas
semelhantes entre si. Sendo nos pHs 4, 5 e 6 as maiores perdas. Nos pHs 2

e 7 as perdas foram bem pequenas € praticamente irrisorias em pH 8.
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Os resultados obtidos estdic em concordancia com os apresentados por
KEARSLEY e KATASABOXAKIS (1980} que realizaram o experimento a 7°C
e mostra que as maiores perdas se daonospHs 3,4, 5e6.

4.6.4 - Estabilidade a Matrix Alimenticia
Os resultados obtidos para cor estéo relacionados na Tabela 33.

Tabela 33 -Resultados de cor obtidos para a estabilidade a matrix

alimenticia

cor | tempo | tempa | tempo | tempo | tempo tempo | tempo | tempo | tempo
1 2 3 4 5 8 7 8 9
L* |8510185,02]84,96|8509 84,87 84,09 84,77 184,58 84 42
+ s o + + * * + t
0011 001]004}014]013 042 1003|015 042
labora-| a* |12,40(12,48]12,60}12,54112,82 13,01112,88]12,8813.08
tério + t + * o * o + *+
001 | 0,02 | 0,05 | 0,05 | 0,16 | 0,32 002101431038
b* | 388 | 392 | 3,89 | 3,86 | 3,59 | 4,37 378 {4081 3,83

+ + + + + + + + +

0,01 | 004} 010 0,15} 0,13 | 020 0,47 { 0,10 | 0,08
1* | 84,66 84,52]84,56 184,43 (84,59[84,56 83,551 84,17 184,30

* * * * b * t * *
0,01 1 0,08 | 0,05 0,14 | 0,04 004 | 0851052 0,14
comer-| a* 112,59]12,69{12,88112,88,12,79 12,761 13,69 13,08 13,00

cial + * b + * + * = *
0021 008]008]008 006006 0,56 | 0291 0,13
b* | 342 | 371|342 | 3,568 | 3,18 316 | 4,04 | 3,16 | 3,23
* * t e + * + + +

- -

p01]0281{005]027 017|018 058 | 048 | 0,13

onde: L* - luminosidade
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a* - vermeiho

b* - amarelo

Ao zero dia, a cor das duas amostras, comercial e laboratério, foram
praticamente iguais, observando-se apenas que a amostra laboratorio
apresentou valores de luminosidade e amarelo ligeiramente superiores acs
da amostra comerdial, e que visualmente, numa avaliac@o grosseira, eslas

diferengas ndo foram notadas.

A amostra laboratério durante © armazenamento apresentou pequena
variagdo dos valores de L* {luminosidade), a* {vermetho) & b* (amarelo),
notando-se a tendéncia para diminuir os valores de luminosidade e para
aumentar os valores de vermethe @ amarelo, sem que contudo afetasse a

aparéncia visual das amostras em relacéo ao zero dia.

A amostra comercial apresentou as mesmas tendéncias que a amostra
iaboratorio, quanto & luminosidade e © teor de vermetho. Quanto ao

amarelo, ndc apresentou tendéncia definida.

Observou-se ainda pequenas alteragbes na aparéncia das amostras. Na
quarta e quinta leituras as duas amostras apresentaram gordura branca na
superficie. Na sexta e sétima medidas a amostra laboratério apresentou
gordura alaranjada na superficie enquanto a comercial manteve a gordura
branca na superficie. No oitavo tempo, duas repetighes da amosira
laboratéric @ uma da comercial apresentaram gordura alaranjada e uma
laboratério e duas comerciais apresentaram gordura branca na superficie.
Na nona leitura apenas uma amostra laboratdrio apresentou gordura
alaranjada na superficie enquanto todas as oulras amosiras apresentaram
gordura branca. As trés primeiras medidas néo apresentaram separaglo de

gordura.
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Estas separagOes de gordura provavelmente devem-se ao fato das
amostras estarem armazenadas acima da temperatura de geladeira. Fato
este que provoca a coalescéncia das moléculas de lipidios. Amostras pilote
preparadas conjuntamente com as estudadas mas mantidas sob
refrigeracdio durante aproximadamente quatro meses n&o apresentaram

esta caracteristica,
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5. CONCLUSAO

- O carmim obtido neste estudo apresenta um teor de acido carminico

elevado em relagfio ac comercializado escothido.

- A metodologia proposta para obteng8o do carmim & bastante simples e
rapida conferindo resultados extremamente satisfatdrios podendo, portanto,

ser utilizada em escala industrial.

-0 estudo de estabilidade do pigmento em relacdo a luz, temperatura, pH e
matrix alimenticia demonstraram que o corante obtido neste trabalho possu

a mesma estabilidade que o comercial.

. O carmim obtido neste estudo mostrou ser bastante estavel 4 luz, as
temperaturas de 25°, 50° e 75°C e na faixa de pH2 -8

- O corante obtido neste estudo apresentou a mesma COr que 0 corants

comercial quando colocado em matrix alimenticia opaca.
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SUGESTOES PARA NOVOS ESTUDOS

- Dada a infinidade de fatores que podem alterar © processo de obtengéo
da laca pode-se estudar outros fatores ou, ainda, os mesmos fatores em

oulros niveis.

- A estabilidade poderia ser aumentada com a utilizagio de técnica de

microencapsulamento por “spray-dryer.

- A utilizagdo de diferentes metodologias ou concentragdo dos sais
proporciona tonalidades de vermeiho variadas podendo constituir nova

fonte de estudos e padronizagao.
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ANEXO A

Solugdo Tampio de Mclivaine ( fosfato dissédico - acido citrico)

Acido citrico 0,1M (CsHsO7) e Fosfato dissédico 0,1M (Na;HPO,)

85

pH Na,HPO, {mi) CyHyOy (mi)
2,2 0,40 19,60
3.0 411 15,89
40 7.71 12,28
50 10,30 8,70
6,0 12,63 7,37
7,0 16,47 3,53
8,0 19,45 0,55
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ANEXO B

Curva de Calibragao

abs (nm)

0 0.0132 0.0264 0.0528 0.0792
concentragao (mg AC/ml)

mcomercial*mlaboratérid




ANEXQ C

Estahilidade a luz

Resuitados de estabilidade - medidas de absorbancia

87

ensaios comercial {aboratdrio
tempos luz {nm) escuro {nmy) luz {nm} escuro (nmj
inicial 1,5046 1,5048 1,7864 1,7864
24 horas 1,3805 1.46862 1,6539 1,7094
48 horas 1,3783 1,5192 16749 17277
72 horas 1,4146 1,4884 1,6881 1,7242
96 horas 1,3956 1,56350 1,6923 41,7102
120 horas 1,3885 1,5391 1,6886 1,7218
144 horas 1,4848 1,5762 41,7483 1,7205
Anélise de variancia
fux escuro soma
comercial 0,000406 £,000081 0,000497
taboratdrio 0,000230 0,000221 0,000451
soma 0,000636 0000312 0,000848
C.V. G.L. S.Q. Q.M. F e atcutado e
ratamento |1 26210°  26210° 1,12 161,4
amostra 1 52910™ 52010° 002
residuo 1 23510°  2,35.10°
total 3 5.02.10°%
Testa de Tukey:

Para tratamentos:
A5% = 18,0 (2,345.10° 1 2)'? = 0,001945 (d.m.s.)
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Para amostras:
A5% =180 (2,345.10% /1 2)"* = 0,001945 (d.m.s.)

Diferenga entre tratamentos:

luz escuro

0,000318 0,000156

luz - 0,000162
escuro -

Diferenca entre amostras:
comercial laboratoério

0,000248 0,000225

comercial - 0,000023
laboratorio -

Gréafico referente a regressdo linear (eixo das abcissas expresso em

log)

Estabilidade a Luz

regresséo linear

an

0 24 48 72 96 120 144

omercial-Luz szs|aboratério-Luz
«comercial-Escuro =s=laboratério-Escuro
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ANEXO D

Estabilidade a temperatura

Resultados de estabilidade - medidas de absorbancia

tempo (h) 25°C (nm)  50°C (nm)  75°C (nm) 100°C (nm)
0 1,4883 1,3908 1,3088 1,6072
0,50 14796 1,3784 1,3079 1,6161
1,00 1,4802 1,3150 1,3065 1,5693
1.50 1,4820 1,0843 1,3035 1,5012
laboratdrio 2,00 1,4926 1,5796 1,3442 1,4501
2,500 1,4906 1,6561 1,3217 1,3425
3,00 1,4858 1,4054 1,0848 1,2588
3,50 1,4966 1,3784 1,2859 1,2326
4,00 1,4875 1,2469 1,2821 0,8662
0 1,4789 1,1248 1,2895 1,4866
0,50 14773 1,1228 1,2899 1,4014
1,00 1.4783 1,12056 1,2852 1,4302
1,50 1,4669 1,1182 1,2619 1,3813
comercial 2,00 1,4626 1,4578 1,2441 1,3497
2,50 1,4692 1,4423 1,1536 1,3031
3,00 1,4752 1,3339 1,1130 1,2574
3,50 1,4633 1,2443 1,4281 1,2383
4,00 1,4797 1,3388 1,2348 1,0155

Analise de variancia

25°C 50°C 75°C 100°C SOMA

comercial 0.001107 0,002860 0,047773 0.060728 0,112568
laboratdrio 0,000770 0005000 0,004187 0,092227 {0,102184

soma 0,001877 0,007960 0,051960 0,152955 {0,214752
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C.V. G.L. s.Q. Q.M. S "
tratamento |3 0,007316 0,002439 510 9,28
amostra 1 0,000013 0,000013 0,03

residuo 3 0,001435 0,000478

total 7 0,008764

Gréfico referente a regressao linear (eixo das abcissas expresso em log).

Estabilidade a Temperatura

regressao linear

0.5 1 1.5

2 25

3 3.5

ssmcomercial-25.C  ==laboratério-25.C
am{gboratorio-50.C ==comercial-75.C  ==laboratorio-75.C
emcomercial-100.C ==jaboratério-100.C

«comercial-50.C

Teste de Tukey:

Para tratamentos:
A5% = 6,83 (0,000478 / 2)"* = 0,105589 (d.m.s.)

Para amostras:
A5% = 450 (0,000478 / 4)'? = 0,049192 (d.m.s.)

4



Diferenca entre tratamentos:
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25°C &80°C 75°C 106°C
0,000939 0,003980 0025880 0076478
25°C - £,003041 0,025041 0,075539
50°C - 0022000  0,072498
75°C - 0,050488
100°C -
Diferenca entre amostras:
comercial laboratdrio
0,028142 0,025548
comercial 0,002596

laboratdric




ANEXO E

Estabilidade a pH

Resultados de estabilidade - medidas de absorbancia
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pH tempo O tempo 1 tempo 2 fempo 3 tempo 4 tempo 5 tempo 8

labora-

torio

A%

0,8774
0,7803
0,9335
1,0847
1,2937
1,8105
1,5664

1,0108
0,7428
0,8166
0,9486
1,2331
1,4199
1,5831

1,0049
0,7286
0,7579
0,8665
1,1837
1,6172
1,5752

0,9985
0,7219
0,7359
0,8253
11275
1,6167
1,6745

0,9908
0,7168
0,7243
0,8086
1,1041
1,6057
1,5730

1,0118
60,7313
0,7344
08113
1,0896
1,6226
1,6838

1,0036
0,7202
0,7333
G,8111
1.0747
1,6222
1,5800

comer-
cial

0.9688
0,8698
1,0621
1,1241
1,4926
1,5439
1,5934

- M v MW N~ B U A W

24

0,9789
08387
0,9257
0,9914
1,6310
1,5462
1,5980

0,9678
08118
0,8680
0,9235
1,3673
1,5371
1,6030

0,9636
0,8215
0,8532
0,8962
1,3510
1,5371
1,5978

0,9638
0,8107
0,8483
0,8804
1,3197
1,6334
1,5949

1,0568
0,8400
0,9354
0,8885
1,3235
1,5499
16115

0,8822
0,8295
0,8455
0,8685
1,3087
1,5478
1,6055

* medidas em nm

Andlise de variancia

pH2 pH3

pH 4

pHS

pH &

pH7

pH 8

soma

comercial
lahoratdric

0.00052 000048 0,00126 0,00146 0,00061 000008 0,00002 {0,00474
0.00017 0.,00048 0,00144 0,00175 0,00117 000012 0,00008 {0,00521

soma

0.00068 000096 0,00270 0,00321 0,00208 0,00020 0,00010 | 0,00995
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C.V. G.L. s.Q. QM. Featulado Fo*
tratamento |6 0,000005 0,000001 21,31 428
amostra |1 1,644.10° 164410° 042
residuo & (2,346.107y (3,91.10%)
total 13 0,000005
Teste de Tukey:
Para tratamentos:
A5% = 5,89 ((3,91.10%)72)'? = 0,000824 (d.m.s.)
Para amostras:
A5% = 3,46 ((3,91.10%) 1 7)"* = 0,000259 (d.m.5.)
Diferenca entre tratamentos:
2 3 4 5 6 7 8
0,00034 0,00048 0,00135 0,00161 000104 000010 0,00005
2 - 0.00013 0,00100 000126 0,00069 0,00024 0,00029
3 - 0,00130 000112 0,00056 0,00038 0,00043
4 - 0,00026 0,00031 0,00125 0,00130
5 - 0,00056 0,00150 0,00155
6 - 0,00094 0,00009
7 - 0,00005
8 -
Diferenga entre amostras:
comercial laboratdrio
0,000677 0,000745
comercial - 0,000068

laboratdrio
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Graficos referentes a regresséo linear (eixo das abcissas expresso em log)

Estabilidade ao pH

regressao linear - carmim comercial

-3.2
-36
0 24 48 T2 96 120 144
[empH 2 ==pH 3 ~pH 4 =mpH 5 @=pH 6 ==pH 7 ==pH 8|
Estabilidade ao pH
regresséao linear - carmim laboratério
-29
3 Jmm
-3.1

-3.8

0 24 48 72 96 120 144
[emmpH 2 @pH 3 pH 4 ==pH 5 ==pH 6 ==pH 7 empH 8




ANEXO F

g5

Anova dos 5 sais estudados em relagédo aos rendimentos em peso

Cv. G.L. S.0. QM. Feate. F
sais 4 1.742,17 435,54 1,82 2,71
ensaios |7 5.092,56 727,51 3,04 2,36
residuc |28 669735 23919

total 39 13.532,08

onde:

C.V.: causas de variago

G.L.: graus de liberdade

8.Q.; soma dos quadrados

Q.M.: quadrados médics

"% ndo significativo ao nivel de 5%

* : significativo ao nivel de 5%
Teste de Tukey para oS ensaios:

AS% = 4,84 ( 239,19/ 5)7 = 32,09

Diferenca entre ensaios do Planejamento Experimental - Estudo dos Sais

Ensaio 1 2 3 4 5 6 7 8

4349 1433 3528 2439 3502 2232 4674 4823
1 . 2916 821 1910 847 21,17 325 274
2 . 2095 1006 2069 7,99 3241 3190
3 . 1089 026 1296 1146 1095
4 - 10,63 207 2235 2184
5 - 1270 11,72 11,21
6 - 2442 2391
4 - 0,51




Anova dos 5 sais estudados em relagdo ao teor de acido carminico

36

C.V. Gl s.Q. am. Foate Fr
sais 4 892,00 223,00 1,04™% 2,71
ensaios 7 2.509,98 358,57 1,68™ 2,36
residuo 28 5.880,86 213,60

total 39 9.382,84

onde:

C.V.: causas de variagdo

G.L.: graus de liberdade

$.0.: soma dos quadradas

Q.M. quadrados médios

** nao significativo ao nivel de 5%

* . significativo ao nivel de 5%
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Atualizada pela ABIA ate 15de marco de 199G

CORANTES

101

TABELAI - ADITIVOS INTENCH}NAIS POR CLAQSE FUNCIQNAL

e L L R e R e

ADITIVO

CORANTE CARARELQ -

CORANTES ARTIFICIAIS:
AMARELD CREPUSEULD FCF,
AUL BRILWANTE KLF,
BORDEALX § CU AMARANTO,
ERITROSINA, [MDIGOTINA,
PONCEAL 4R, TARTRAZINA,
VERMELKG 40, (#)

CCG 60 DE
ROTULAGEM

L.y

P Y 3]

€. 11

AHHENTQ& EM I PODEM
SER ADICIONADOS

Aguardente composta

Aguardente de cara ervelhecida

Alimentos processados g base de cereais

Amargos ¢ operitives

8alas, carameios e similares

Batidas

Bebida aicoclics de gengibre

Bebida alcoolica de jurubebs

Bebidas alcoolicas mistas

Biscoitos e simitares

Cereais processados industriaimente

Lervejas

Coberturss e pos para cobertura de bcios

Coberturas e xaropes para geladss
corestiveis e sobremesas

Condimentos preparados

. Corbague

Conler

gelados comestiveis

elpias

Gomwas de mascar

fogurtes aronatizados

ieites aromatizados

Leites gelificados

Licores

Mistelas compostas

Molhos para conservas de carme

Preparados solides e liguides para
refrescos & refrigerantes

pProdutos & base de proteina de soja
texturizada (exceto a ser utilizade
e orodutos carnsos)

Produtos de confeitaria

Frodutos de frutas, ceresis, legumes =
outros ingredientes para uso em
jogurtes, queijos tipe petit-suisse
e simiisres

Proteira texturizads de soja

Recheivs de bombons e similares

Recheios e revestimentos de biscoitos e
produtos de confeitaris {com excecag
dos recheios de cremes com ovess

Refrescos ¢ refrigerantes

Rum

Sangrin

Sobremesas ¢ pos pars schremesas de
gelatinas, flans, pudins ¢ simitares

Sopas & caldos cmcentradcs

Uisque

vinhos compostos

Vinhos Licoroses

Xaropes para refrescos

Alimentss processados a base de cereais

Bafas, carameios ¢ simi{ares

Cerejas em cslda (somente para
reconstituicao da cor)

tobertures & xaropes pars gelados
gomegtiveis @ sohremesas

Geladas comestiveis

Geigis de cerejn
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TABELA I - ADITIVOS INTENCIONAIS POR CLASSE FUNCIONAL

ECORANTES

frarrmrm e aruN T O A L L T T P Lk L L L

AITIvE

|CORANTES ARTIFICIAIS:
I AMARELO CREPUSCULO FCF,

AZUL ERILHANTE FCF,

BORDEAUX § 1) AMARANTG,
IND1GOTINA,
PONCEAU 4R, TARTRAZINA,

ERTTROUSIHA,

VERHELHOD 40 (¥
{eontinuacao)

|ERTTROSINA (#)

CORBHTES IRORGANILDS:

ALUMINIC, CARBUOHATO OE

CALCIO, DIOXIDD DE TITARID,

QXiD0s £ HIDROXIDOS DF

FERRD, OURC £ PRATA (#)

CORAMTES HATHRAIS - CORANTES
SINTETICOS TDENTICOS ARS
KATURAIS (vide anexo [11}

Atualizada pela ABIA ate 15 de marco de 1990

LARIG0 DE
RGTULAGEK

C.Iv~

ALIMENTOS £R QUE PODEM
SER ADICIDNADGS

Gomas the mascar

Togurtss sromatizadas

ieites aromatizados

teites fermentados sromatizadoes

Leites gelificadeos aromatizados

Licares

Preparades liguidos ou solidos para
refrescos e refrigerantes

Produtes de frutas, cereais, iegunes e
outrog ingrediente para uso en
fogurtes, queijos tipo petit-suisse
e simiiares

Queijos - fuccina ou maganta zomente
na crosta dos tipos consagrados

kRechaios de bombons o similares

kechelos de chocolates

Recheios ¢ revestimentos de produtes de
confeitaria, biscoitos e similares {com
excesad dos recheios de cremes COM OVOS)

Refrescos e refrigerantes

Sobremesas e pos para scbremesas de
gelatinas, flans, pding e similares

Xaropes para rafrescos

Proteina de soja texturizada (quande
utitizada em procutos de salsicharia)

B L L T T ] [EySp

brageas, confeitos e similares
{somente para revestimento)

freparados solidos para refrescos
refrigerantes {dioxido de titanie)

..................... B L L L R L A

Alimentos processados
8 base de cereais

Amargos e speritivos (somente corantes
naturais)

Ynias, carsmetos e similaces

Batidas {somente corantes natursis)

Cerejas em calda {(somente para
reconstituicao da cor perdida durante
o processamento) -

Cobertura de bolos, pos para cobertura
de bolos

Coberturas e xaropes para gelados
somestiveis & sobroamesas

Conler

Crome vegets!

Gaizndos comestiveis

teleias

Gomas de mascar

Gorduras & compostos gordurcsos

jogurtes aromatizados

Leites aromatizados

Leites gaiificados aramutizsdos.

Licores
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LIMITE MAXIMO
g/100g - g/ 100t

0,01 calculada sobre
o pesc da proteing
antes da reidratacac

94.8.P.

q.5.p.
Q.5.p.
q.8.P.

q.5.p.
g 8.0,

q.5.p.
G.8.P.
Q.8.P.
q. 5.0
2,08
G B Pe
q.5.p
q.5.0.
q.9.0.
q. 5.0

Q5.1
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ANEXO III

CORANTES DE USO PERMITIDO EM ALIMENTOS E BEBIDAS
- Amalizado pela ABIA ate 15 de marco de 1990

CORANTE MATURAL CORANTES SINTETICOS IOENTICOS ADS NATURATS

~ keafrao
~ Aeido carminico
« Antocianings

1]

Beta cerotens
Bets-apo-8’ -carctenal :

i

Y

Ester stilice do acide beta-apo-§f-carotencico

: - Cacau ~ Ribofiavine

- Cormim - giboflavina 5 - (fosfate de sodio}
- Larotenoides: - Kantofilas:

: - Atfa carsteno ' . Cantaxantina
. Beta caroteno . Sriptoxanting
. Bixina . Flavoxantina
« Capsantina . Lyteina

. Lapsorubing . Rodoxanting

. Gama carotent . Rubixantina

. Licopeno . ¥iolaxantina
i . Rorbixing

- Carvaoc

« Clorefiia: CORANTE CARAMELD

. Clarofila cuprica

. Sai de smonio de clorofilina cuprica
. Sal de porassic de clerofiline cuprica
. Sal de sodio de clorofilina cuprica

- Lonchonilha

~ furctima, Curcumina

- Carameios

CORAMTES ARTIFICIAIS

Color Irclex 1971

-~ Hemagichina - Amarels crepusculo FCF 15,985
- inddigo « Awul brilhante FCF 42.090
- Paprika : ~ Bordeaux § ou amaranta 14,1858
~ giboflavina « Eritrosina 45,430
- Urzela; « Irndigotina 3.
. Greeinas - Ponceau &R 16.255
. Orceina sulfonsda ~ Yartrazina 19,148
~ Uruey « Yermelho 40 16.035%
- vermelho de beterraba
= Xoantofitas: -
. Cantaxsntina CORAHTES 1NORGAKICOS
. friptoxantina )
. Flavoxanting - Aluminig 77.000
. luteina - tatbonato de calcio Fr.220
. Rodoxantina ~ Dionide de titanio TR
. Rubixantina - Dure 77,480
. Wiolaranting - Oxidos e hidroxides de ferro -

Prata
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Pagina onde l&-se: ieia-se
X Resumo  3°3 8% linha A temperatura O pH
X Resumo 30§ 9linha o pH a temperatura
Xi Abstract  3°§ 8% linha The iemperature The pH
i Abstract  3°§ 9% linha the pH the femperature
titima linha da Tabela 1 70455 704455
3° g 7% linha apesam pesam
3¢ § 2% linha classificam classifiquem
7 2° § 12 linha Este Estes
12 3° § 22 linha ebulicao ebulicdo
13 5° § 22 linha determina determinam




