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EXTRAGAO DE ACIDO CARMINICO E ANALISE POR CROMATOGRAFIA
LiIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA.

Aluno: Paulo Roberto Nogueira Carvalho

Orientador: Carol Hollingwoerth Collins
RESUMO

A preocupacdo dos consumidores com o uso de substdncias artificiais em
alimentos tem aumentado muito nos ultimos anos e feito com que os fabricantes
procurem substitutos para os corantes artificiais ainda utilizados. O carmim de
cochonilha, nome dado ao complexo de aluminio e calcio do acido carminico
(acido 7- B - D - glicopiranosil - 9, 10 - diidro - 3, 5, 6, 8 - tetraidroxil - 1 - metil - 9,
10 - dioxo - 2 - antracenocarboxilico), extraido das fémeas da cochonilha
(Dactylopius coccus (Costa)), tem sido muito utilizado nesta substituicao.

Este trabalho procurou desenvolver e otimizar uma tecnologia de producéo
de carmim, avaliar as aplicagdes do produto obtido em amostras de alimentos e
estabelecer um método analitico, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), para o estudo de alimentos coloridos com este pigmento.

Os resultados obtidos, através da utilizag&o de planejamentos fatoriais fracionais,
delineamento simplex e estudos de superficies de respostas, indicaram um
rendimento total do processo maior que 70%, superior aos encontrados na
literatura para condi¢gdes semelhantes, com um teor de acido carminico de 43%. A
coloragdo do produto obtido foi mais escura que a da amostra comercial utilizada
como referéncia. As amostras coloridas com o carmim produzido nas condigdes
do estudo apresentaram, no sistema CIE L* a* b* menos luminosidade, menos
vermelho (+a*) e mais azul (-b*) que as amostras coloridas com o carmim
comercial de referéncia. O método de analise por CLAE utilizou colunas de fase
reversa (C18), com uma fase moével constituida por uma mistura de acetonitrila e
acido formico 1,19M (19:81). Foi avaliada a detecgéo por arranjo de diodos (DAD)
e por fluorescéncia. Estas condi¢des otimizadas permitem uma facit quantificagéo



do acido carminico, mesmo na presenga de outros corantes. As curvas de
calibragéo foram lineares até 220pg/mL. O limite de deteccéo foi de 1,0pg/mL
para 0 DAD (490nm) e de 1,5ug/mL para o detector de fluorescéncia, com
precisdes de + 2,8% (DAD) e £ 6,8% (fluorescéncia com integracdo manual). As
recuperacbes médias, obtidas para amostras fortificadas de agua (baixa
concentragao de proteina) e leite (alta concentragéo de proteina) foram de 99,8%
e 96,8%, respectivamente, mostrando que o novo procedimento propicia

excelente recuperagao, seletividade, exatidéo e precisao.



EXTRACTION AND ANALYSIS OF CARMINIC ACID BY HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY.

Candidate: Paulo Roberto Nogueira Carvalho

Surpevisor: Carol Hollingworth Collins
ABSTRACT

The preoccupation of consumers with the use of artificial coloring agents in
foods has increased recently , as a result producers of foods products have lcoked
for natural substitutes for these artificial coloring agents. Carmine from cochineal,
the name given to the complex of aluminum and calcium with carminic acid (7-B-
D - glucopyranosyl - 9, 10 - dihydro - 3, 5, 6, 8 - tetrahydroxyl - 1 - methyl - 9, 10 -
dioxo - 2 - antracenecarboxylic acid) extracted from females of the cochineal
family (Dactylopius coccus (Costa)) has frequently been used for this
substitution.

The present project aims to optimize the technology for carmine production,
evaluate applications of the product obtained in foodstuffs and develop an
analytical method based on high performance liquid chromatography (HPLC).
Determination of the carmine content of some foodstuffs was used to evaluate the
analytical procedure.

Optimization of the preparation was studied using fractional factorial
planning, simplex and response surfaces, resulting in a process yield of 70%,
higher than those of the literature, with a carminic acid content of 43%. The
coloration of the carminic acid complex was somewhat darker than the commercial
reference sample.

Analysis by HPLC used a C18 column with an acetonitrile - 1.19M formic acid
(19 : 81) mobile phase. Diode array (DAD) and fluorescence (FD) detectors were
compared. The calibration curves were linear up to 220 ug/mL while the detection
limits were 1.0 pg/mbL (DAD) or 1.5ug/mL (FD) with precisions of + 2.8% (DAD} or

16.8% (FD). Recuperations of 99.8% (fortified water, representative of a low
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protein sample) and 96.8% (fortified milk, a high protein sample) were obtained,
showing the excellent recuperation, selectivity, accuracy and precision of the

determination.



1 INTRODUGAO

A cor ¢ sem duvida, um dos atributos mais importante dos alimentos,
principaimente quando se observa que cada vez mais os alimentos s&o expostos
nos postos de vendas & observagdo e selegdo dos consumidores. O impacto
causado pelas cores dos alimentos sobrepde a todos os outros e constitui o
primeiro critéric de aceitagdo ou rejeicdo de um produto. Estudos tém
demonstrade que diferentes cores, em um mesmo alimento, podem induzir a

sensagao de diferentes sabores e ser o seu sucesso ou o fracasso (BIERREN,
1963).

A arte de colorir alimentos é muito antiga e os produtos usados para tal
fim, bastante variados. Assim, muitas substancias hoje comprovadamente toxicas,
foram utilizadas como corantes para alimentos. Os inUmeros casos de toxicidade
apresentados por aditivos para alimentos, onde incluem-se os corantes,
determinaram o estabelecimento de normas em diversos paises, que vao desde a
proibigdo ou restricdo do uso, a liberdade de utilizagdo de determinados corantes
(ANGELUCCI, 1989 e 1991). Estas normas s&o geralmente baseadas em ensaios
toxicoldgicos ou justificativa de caracter tecnoldgico e contam com o apoio de
instituicbes internacionais como o JECFA ( Joint FAO/WHO of Expert Committee

on Food Additives) e a IARC (International Agency for Research on Cancer), para
estas avaliagbes (NAZARIO, 1989).

Além disso, a preocupacao dos consumidores com o uso de substancias
artificiais em alimentos tem aumentado muito nos Gltimos anos e feito com que a
industria busque substitutos para os corantes artificiais ainda utilizados. Essa
substituicdo tem esbarrado em caracteristicas como estabilidade, solubilidade,

preco e fornecimento onde, de modo geral, os corantes artificiais levam



vantagens. Destes, a estabilidade tem sido colocada como a maior desvantagem
apresentada pelos corantes naturais.

Contudo, um pigmento tem feito da estabilidade sua principal
caracteristica e, com isto, conquistado cada vez mais o mercado {SATO et alii,

1992). Este corante € o carmim de cochonilha, que apresenta como principio ativo
0 acido carminico.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma tecnologia de produgéo de
carmim de cochonilha e desenvolver uma técnica analitica, utilizando

cromatografia liquida de alta eficiéncia, procurando simplificar os passos pré-
cromatograficos.

Para isso, separamos o trabalho em trés etapas que compreendem, na
primeira parte, desenvolver e otimizar uma tecnologia de producio de carmim de
cochoniiha, avaliando as modificagdes necessarias para se obter um produto que
atenda as especificagbes técnicas, na segunda parte avaliar a aplicacido deste
pigmento em amostras de alimento, comparando com um padrido comercial e,
finalmente, estabelecer um método de andlise por cromatografia liquida de alta

eficiéncia para produtos coloridos com este pigmento.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Matéria-prima

A cochonilha (Dactylopius coccus (Costa)) € um pequeno inseto,
hospedeiro do cacto da espécie Opuntia ficus-indica (Mill), nativo de regites

andinas. As fémeas adultas deste inseto apresentam altas concentragbes de



acido carminico e s&o, desde a época dos incas, utilizados como matéria-prima

para a coloragcdo dos mais variados objetos.

O Tabela 2.1 apresenta a classificagdo completa da cochonilha, cujo ciclo
de vida apresentado na Figura 2.1 é descrito como:

A = ovo. os ovos apresentam superficies lisas e lustrosas,
semitransparentes, com coloragdo variando de roxa a lilas. Seu

tamanho &, em média, de 1mm de comprimento por 0,5mm de largura.

B = ninfa 1: conhecida como ninfa migrante, tem a forma oval, de cor roxa
e tamanho de 0,8mm de comprimento por 0,4mm de largura. Possui
antenas, patas e olhos e, neste estagio, se movimenta a procura de
um lugar para se fixar.

C = ninfa 2: neste estagio o inseto apresenta forma ovdide, de cor roxa
escura e brilhante, coberto por uma matéria cerosa. Seu tamanho é
geralmente 2,5mm de largura. Possui antenas e patas bastante
reduzidas, o que a diferencia do estagio de ninfa 1. Nesta parte de

seu desenvolvimento a cochonilha permanece viva no seu habitat.

D = fémea adulla: apresenta-se na forma enclausurada de cor roxa
brilhante, coberta por uma substancia pegajosa branca. Nao
apresenta asas e possue um aparelho bucal com o qual se fixa ao

fruto e se alimenta. Seu tamanho varia de acordo com as condiges
de clima e periodo de reproducgao.

E = macho adulto: menor que as fémeas, apresenta asas, antenas e
patas delgadas. Seu corpo € de cor roxa com pouca cera. Seu

desenvolvimento passa pelas formas pré-pulpa e pulpa.



TABELA 2.1 Classificag&o da cochonilha (MONTESINOS et alii, 1989)

Reino
Phylum
Classe
Ordem
Sub-ordem
Super-familia
Familia
Género

Espécie

Animal

Artropoda

Inseto

Homoptera

Sternorrhyncha

Coccoidea

Dactylopidae

Dactylopius

Dactylopius coccus (Costa)

Dactylopius confusus (Cockerell)

FIGURA 2.1 Ciclo de vida da cochonilha (MONTESINOS et ali,

1989).

A cochonilha tem um periodo de vida ao redor de 130 dias, com
maturidade sexual por volta de 100 dias. Durante sua existéncia deposita uma

média de 500 ovos.

As fémeas adultas da cochonilha sdo colhidas manualmente, antes da

postura, usando-se uma espatula. A seguir sdo secas através da exposigao ao sol

por longos periodos (4 a 5 horas por dia, por aproximadamente uma semana) ou



a sombra por 25 a 30 dias, ou ainda através do uso de estufas, a 65°C durante 4
horas. A umidade final devera ser inferior a 10%.

O produto seco € limpo, através da separagéo de impurezas oriundas da
colheita e classificado.

O primeiro critério para a classificagdo € o tamanho, onde produtos
retidos em peneira de 2mm s&o considerados “de primeira”, em peneiras de 1mm
sd0 considerados “de segunda’ e de 0,2mm para produtos ‘de terceira”
(MONTESINOS et alii, 1989).

Outras caracteristicas s&o também utilizadas para a classificag8o da
matéria-prima, principalmente para a cochonilha destinada a exportagio. O

Tabela 2.2 apresenta alguns critérios utilizados pelo governo peruanc para esta
separagao.

A existéncia da cochonilha (Dactylopius coccus (Costa)) depende de uma
espécie vegetal pertencente a familia das cactaceas , conhecida como figueira-
da-india, cuja classificacdo € apresentada no Tabela 2.3.



TABELA 2.2 Classificagdo da cochonilha destinada a exportacao pelo Perg
(MONTESINOS et afii, 1989).

Conteudo Primeira Segunda
Umidade (Max.) 10% 12%
Acido carminico {(Min.) 18% 12%
Cinzas (Max.) 5% 8%
Impurezas (Max.) 3% 5%
Adulteracbes (Max.} 0% 3%

TABELA 2.3 Classificagio da Figueira-da-india (MONTESINOS et afii, 1989).

Reino Vegetal

Diviséo Faner6gama

Classe Dicotiledénea

Sub-classe Arquiclamidea (Coripétala)
COrdem Cactacea (Opuntiales)
Familia Cactaceae

Sub-familia Opunticideae

Género Opuntia

Especie Opuntia ficus-indica (Miller)

Opuntia pilifera (\Weber)
Opuntia tomentosa (Salm Dyck)
Opuntia megacantha




Nativa do continente americano, a planta tem se aclimatado com éxito em
muitas regiées do mundo onde € conhecida por diferentes nomes como: nopal ou
chumbera (México), chumbo ou chardon findica (Espanha), tuna espanhola
(Venezuela), e figueira-da-india (Brasil).

A figueira-da-india & descrita como “um arbusto ereto e ramoso, composto
de articulos ou segmentos carnosos, verde-claros e armados de espinhos
vigorosos, cuja flores amarelas sdo sésseis, hermafroditas, solitarias, sendo o
fruto uma baga vermelha, amarela esverdeada ou branca, segundo as
variedades” ( FERREIRA, 1995 ). Sua altura variade 1 a4,5 m.

2.2 Acido carminico

A confusao que reinou durante muito tempo sobre a férmula estrutural
correta do acido carminico, tem origens nos trabalhos de LIEBERMANN e
VOSWINCKEL de 1897 (LLOYD, 1980) onde, de modo errado estes autores
consideraram 0 acido coccinico idéntico ao acido m-hidroxiuvitico (Figura 2.2).
Como o acido cochonilico pode ser descarboxilado para o &cido coccinico pelo
aquecimento com agua a 170°C, ele foi apresentado como precursor do Acido
coccinico. Estes autores também propuseram as estruturas 1li e IV, como produtos
da sublimagéo do 4cido cochonilico ou de seu aquecimento a 200 - 210°C.

Duas das carboxilas do acido cochonilico foram atribuidas como resultado
da oxidacdo da estrutura anelar adjacente do acido carminico e,
consequentemente, o anel A do acido carminico foi apresentado com um Unico

grupo carboxilado na posicdo 4. Esta concepgao errada foi utilizada em varios
trabalhos posteriores.

A confusdo s0 comegou a ser elucidada quando OVEREEN e VAN DER
KERK (1964) argumentaram a improbabilidade da reacdo proposta e



apresentaram a formula correta para o acido cochonilico e do anel A do acido
carminico.

oH o} CH
GUCOSE, 4.
S ‘]
’,I,_ N -":l‘\ -
oo T OH
b © | COOH
Acide carminico
CH, CH, CH,
HOOC HoOC HOOC,
— —
HOOC OH HOOC OH OH
COOH COOH
(IIT) (I) Acido cochonilico (II) Acido « -coccinico
CH,
HOOC OH
(IV)

FIGURA 2.2 Estruturas propostas por LIERBERMAN e VOSWENKER para
produtos de degradagé&o do acido carminico (LLOYD, 1980).

A natureza do grupo substituinte na posicdo 7 da antraquinona foi
estabelecida por ALl e HAYNES em 1959 (LLOYD, 1980), como uma unidade

glicosidica. Assim, a estrutura do acido carminico pode ser descrita como: acido



7-p-D glicopiranosit - 8, 10 - diidro - 3,5,6,8 - tetraidroxi - 1 - metil - 9, 10 - dioxo -2
- antracenocarboxilico (Figura 2.3).

FIGURA 2.3 Formula estrutural do acido carminico.

2.3 Carmim

O acido carminico tem sido extraido e separado da cochonilha utilizando a
sua propriedade de formar complexos com metais. Os estudos da complexacao
do acido carminico foram baseados na complexagéo da alizarina com calcio e
aluminio (LLOYD, 1980). Esta versao do complexo, apresentada na Figura 2.4, foi
mantida durante muito tempo até que MELOAN et alii (1971), através do uso de
modelos moleculares, demonstraram que a presenga da carboxila na posicéo 4

poderia evitar a formagéo do qlelato devido a impedimentos estéricos.

MELOAN et alii postularam, em 1971, tambem que se a carboxila fosse

inserida na posicdo 2 ndo haveria tal impedimento e formutou a estrutura
apresentada na Figura 2.5, que & atualmente aceita.

O produto obtido pela extragdo e separagdo do &cido carminico da

cochonilha, na forma de quelato, é denominadc carmim de cochonilha e tem sido
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apresentado como um pod de cor roxa viva e brilhante, insoluvel em agua e éter de
petroleo e soluvel em amoniaco. O Tabela 2.4 apresenta a composigcac quimica

de carmins comerciais citados por alguns autores.

FIGURA 2.4 Estrutura proposta para o complexo aluminio/calcio do carmim,

baseado na complexagio da alizarina com célcio e aluminio (LLOYD, 1980)

As especificagbes técnicas para os corantes de cochonilha tém sido
estabelecidas por varios paises (ANON, 1968; FAQ, 1963 e INCOTEC, 1978). A
FAO/WHO (1977 e 1981), apresenta especifica¢gdes técnicas para o carmim, que
s80 seguidas pela legislacdo brasileira (LARA, 1984). Estas especificagoes
definem o carmim como a “laca de aluminio ou calcio-aluminio obtida de um
extrato aquoso de cochonilha...”. O Apéndice apresenta as especificagbes
técnicas utilizadas no Brasil.



FIGURA 2.5 Estrutura do complexo aluminio/calcio do écido carminico proposta
por MELOAN et alii (1971)

TABELA 2.4 Composigcao quimica de alguns carmins comerciais.

CASSANO MOTTIER RANDICH PRADO RIOS
(1962) (1974)  (1975)  (1985) (1989)

Acido carminico (%) 56 40 - 45 54,68 62,04 55,34
Matéria nitrogenada (%) 20 18 -20 28,35 17,23 18,6
Cinzas (%) 7 6-12 5,85 9,12 12,5

Umidade (%) 20 13-20 12,27 13,82 13,4
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2.4 Toxicidade

A toxicidade dos pigmentos da cochonilha foi exaustivamente estudada.
BARALE et afi (1978) realizaram testes microbiolégicos para avaliar a
mutagenicidade do &cido carminico e todos os resultados foram negativos. A
atividade mutagénica também foi objeto de estudo de LOPRIENO ef alii (1992) e
todos os testes in vitro e in vivo indicaram auséncia deste efeito.

A carcinogenicidade destes pigmentos foram avaliadas em diversos

estudos (FORD et afii, 1987, MORI et afi, 1991 e LOPRIENQ ef alii, 1992) que
nao demostraram efeitos adversos.

A possibilidade do acido carminico induzir a formagdo de radicais livres
foi estudada por GUTTERIDGE e QUINLAN (1986). Os resultados indicaram que,
quando utilizados nas concentragbes habituais (para colorir alimentos), ele néo
apresenta este efeito.

GRANT et alii (1987) avaliaram a teratogenicidade e embriotoxicidade do
carmim em ratos e GRANT e GAUNT (1987) avaliaram os efeitos deste corante

em trés geragbes destes animais. Ndo foram detectados efeitos adversos em
ambos os estudos.

A IDA (Ingestéo diaria aceitavel) para o carmim esta estabelecida, pela
FAO, em 0 - 5mg/kg de peso corporeo desde 1982 (NAZARIO, 1989).
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2.5 Tecnologias de produgao de carmim

As tecnologias para a produgédo do carmim de cochonilha so ampiamente citadas
na literatura, com grandes variagdes entre as técnicas descritas. Os produtos
resultantes destas metodologias apresentam aspectos diferentes dos carmins de
cochonilha atualmente comercializados no Brasil. Essas aiteragdes tecnologicas

tém sido mantidas como segredos industriais, difilcultando as exploragdes
industriais deste segmento.

Os processos de produgdo do carmim tém como base a extragdo do
acido carminico da cochonilha com solugbes aquosas, complexacdo do &cido

carminico com sais de aluminio, separagdo do precipitado e secagem.

Essas tecnologias envolvem desde um pré tratamento da matéria-prima,
visando a remogéo da cera presente no inseto, (ALCABES, 1970 e PRADO, 1985)
até extragéo direta com diversos sistemas de solventes. A agua & ebulicio é
utilizada nos metodos Alemédoc (OVIEDO e GIBAJA, 1977), Chinés (PRADO,
1985), Francés (OVIEDO e GIBAJA, 1977), Napier (PRADO, 1985) e Thorpe
(OVIEDC e GIBAJA, 1977). Solugdes de sais, como citrato de so6dio
[ALCABES, 1970 e método Carré (PRADO, 1985)], carbonato de calcio (método
Inglés (RIOS, 1989)) e carbonato de potassio [ método Muspratt (PRADO, 1985)]
e solugbes de hidroxido de potassio (método Napier) sdo também citadas para a
extragao do acido carminico da cochonilha.

Alguns métodos citam uma clarificagdo do extrato antes da reacéo para a
formagéo do carmim [método Carré (PRADO, 1985) e ALCABES, 1970}

A reagdo para a formag&o do carmim tem como ponto comum, em quase
todos 0s processos, o uso do sulfato de aluminio e potassio. Algumas tecnologias

empregam apenas este sal {(métodos Alcabés, Alemao, Carré, Chinés, Napier e
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Thorpe), outras o utilizam em combinagdo com tartarato de potassio (método
Francés), bioxalato de potassio, {método Muspratt), albumina (método Napier),
carbonato de calcio (RIOS, 1989) e acetato de calcio (PRADO, 1985).

A secagem do produto final é realizada & temperatura ambiente, ao abrigo
da luz [ALCABES, 1970 e métodos Carré, Madame Cenette (OVIEDO e GIBAJA,

1977), Chinés, Inglés e Napier] ou em estufa a uma temperatura entre 35 a 40°C
(métodos Aleméao, Francés e Thorpe).

A seguir sdo descrito, de modo resumido, estes processos.

- Método Alcabés (ALCABES, 1970)

Tratar 40g da matéria prima (cochonilha moida) com 40mL de éter etilico
e 25mL propanol e extrair o principio ativo com um litro de uma solugéo contendo
12g de carbonato de célcio e 14g de acido citrico, com aguecimento por 15
minutos. Deixar em repouso por duas horas e filtrar o extrato. Adicionar 1,6g
carvao ativo, deixar em repouso por 30 minutos e filtrar novamente. Adicionar 16g
de sulfato de aluminio e potassio e aquecer a ebulicdo por mais 15 minutos.

Deixar em repouso por 2 horas e separar o precipitado por filtracdo e secar ao
abrigo da luz por “algumas semanas’”.

- Método Alemao (OVIEDO e GIBAJA, 1977)

Extrair os pigmentos de 50g da matéria prima (cochonilha moida) com
agua a ebuligdo por 15 minutos. Filtrar o extrato e adicionar ao filtrado 8g sulfato
de aluminio e potassio. Aquecer a mistura por 15 minutos a ebulicdo e deixar em

repouso. Separar o precipitado por filtragéo e secar em estufa em temperatura
entre 35 e 40°C, por 15 minutos.
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- Método Carré (PRADO, 1985)

O método Carré foi base para o estudo de Alcabés (ALCABES, 1970) e os
procedimentos utilizados sdo coincidentes em varias etapas.

Extrair os pigmentos de 80g de cochonilha pulverizada, com trés litros de
uma solucdo, contendo 25g de carbonato de sédio e 22,5g de acido citrico, a
ebuligdo por 15 minutos e deixar em repouso por uma hora. Filtrar, adicionar 3g
de carvao ativo, deixar em repouso por 10 minutos e adicionar 25g de sulfato de
aluminio e potassio. Aquecer a ebuli¢do por 5 minutos e deixar em repouso por 2
horas. Separar o precipitado por filtragéo e secar ao abrigo da luz.

- Método Madame Cenette (OVIEDO E GIBAJA, 1977)

Extrair o principio ativo de 50g de cochonilha com trés litros de agua a
ebulicdo por 15 minutos. Adicionar 1,25g de nitrato de potassio, aquecer a
ebulicdo por mais 5 minutos e deixar em repouso por 2 horas. Filtrar e adicionar
ao filtrado 2,5g de tetraoxalato de potassio, aquecer a ebuligdo por mais 5
minutos, deixar em repouso por mais duas horas e adicionar 8g de sulfato de
aluminio e potassio. Separar 0 material precipitado e secar em estufa a 35-40°C
por 15 minutos e em dessecador por 48 horas.

Alguns artigos omitem a etapa de adig@o de nitrato de potassio.

- Método chinés (PRADO, 1985)

Extrair os pigmentos de 50g de cochonilha com 1,5 litros de a&gua em
ebuligdo por 10 minutos. Adicionar 0,5g de sulfato de aluminio e potassio e filtrar.
Precipitar o carmim com uma solugé&o de cloreto estanoso, adicionando “gota-a-
gota’, filtrar e secar .
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- Método inglés (RIOS, 1989)

Extrair os pigmentos de 460g de cochonilha em pd com 30 litros de
solugdo contendo 15g de carbonato de cdlcio, em ebulicdo por 15 minutos.
Adicionar 30g de suifato de aluminio e potassio e aquecer a ebuligdo por mais 15
minutos. Adicionar 15g de albumina e aquecer a mistura, com agitaggo, até a
coagulagdo. Separar o precipitado por decantacéo e secar ao abrigo da luz.

- Método francés (OVIEDO e GIBAJA, 1977)

Extrair o &cido carminico de 50g de cochonilha com 3 litros de agua em
ebulicdo, por 15 minutos. Adicionar, ao extrato, 2g de tartarato acido de potassio
e aquecer a ebuligdo por mais 5 minutocs. Adicionar 5g de sulfato de aluminio e
potassio e aquecer por mais 10 minutos. Deixar em repouso por 2 horas, filtrar e
secar em estufa entre 35 e 40°C.

- Método Muspratt (PRADO, 1985)

Extrair os pigmentos da cochonilha com uma solugdo de carbonato de
potassio ou carbonato de sddic em ebuli¢io. Precipitar o carmim com Acido fraco
ou sais como bioxalato de potassio ou bitartarato de potassio e sulfato de

aluminio e potassio. O precipitagdo pode ser acelerada pela adigdo de gelatina ou
albumina.

- Método Napier

Extrair o acido carminico da cochonilha com uma solucdo de hidréxido de
sodio e precipitar 0 carmim com sulfato de aluminio e potassio e um auxiliar, como

clara de ovos. Separar o precipitado na forma de escamas.
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- Método Prado (PRADO, 1985)

Retirar a cera da matéria-prima com benzeno, em refluxo, por 4 horas.
Eliminar o solvente através do aquecimento em estufa a 100°C por 30 minutos.
Extrair o acido carminico com uma solugéo aquosa contendo 25% de etanol, em
refluxo por 12 horas. Trocar o solvente a cada 2 horas. Separar o alcool do
extrato através de aquecimento a ebulicdo por 5 minutos. Filtrar, adicionar 0,482g
de sulfato de aluminio e potassio e 0,321g de acetato de calcio por grama de

acido carminico e aquecer a ebulicdo por 10 minutos. Separar o precipitado por
filtragdo e secar em estufa a 60°C por 30 minutos.

Método Rios (RIOS, 1989)

Extrair os pigmentos com 200mL de solugdo de citrato de sédio em
ebulicdo por 10 minutos e filtrar. Reextrair os pigmentos remanescentes no
residuo com agua em ebuligdo por 10 minutos e filtrar. Repetir o processo de
extragdo com agua mais uma vez e combinar os extratos. Concentrar a mistura
final e adicionar sulfato de aluminio e potdssio e carbonato de calcio nas
concentracbes estequiométricas para a formagdo do complexo. Aquecer a

ebulicdo por mais 10 minutos, deixar esfriar e filtrar. Secar em estufa a 60°C por
30 minutos.

- Método Thorpe (OVIEDO e GIBAJA, 1977)

Extrair o acido carminico de 50g de cochonilha pulverizada com 3 litros de
agua em ebulicdo por 10 minutos. Filtrar o extrato ainda quente e adicionar 8g de
sulfato de aluminio e potassio. Aquecer a ebuligdo por mais 15 minutos, deixar em

repouso por 5 horas e filtrar. Secar em estufa entre 35 e 40°C.
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2.6 Aplicagbes industriais

A substituicdo dos corantes artificiais pelos naturais tem sido crescente
nos ultimos anos e, mesmo esbarrando em problemas como estabilidade,
solubilidade e prego, esses pigmentos tém sido cada vez mais utilizados. Varias
revisdes tém apresentado as vantagens e desvantagens desta troca (SHIMANO,
1973, RAYNER, 1993; VON ELB, 1986; COULSON, 1981, MARUSZEWSKA e
GERTING, 1978; ANAND, 1983 e ANDRES, 1987).

O carmim de cochonilha tem feito da estabilidade a sua melhor
caracteristica nesta substituicdo (KEARSLEY e KATSABOXAKIS, 1980). SUNADA
e KATO (1969}, estudaram o efeito da radiagdo (raios gama) sobre corantes para
alimentos e concluiram que o0 carmim apresentou boa resisténcia a radiagao
usada.

Os corantes de cochonilha tém sido utilizados com sucesso em varios
tipos de alimentos. OHLEN e BERTELSEN (1989) apontam a eficiéncia deste tipo
de pigmento em substitui¢ao a corantes artificiais em salame. O uso em produtos
carneos também é citado por PETIT et afi. (1986), MADSEN et alii. (1993), e
MESLE (1972). VON ELBE (1977) apresenta o uso do carmim em produtos
lacteos.

Outros alimentos, como bebidas (WALKER, 1982 e YURNA et alii, 1982),
chocolate (ILANY, 1975) e produtos de confeitaria (TADAMASA, 1981;
GROTHUS, 1981 e LEES, 1975) tém sido coloridos, com sucesso, com esse

pigmento.
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2.7 Métodos analiticos

E possivel encontrar na literatura métodos baseados em diferentes
principios analiticos para o estudo do carmim e de &cido carminico, como
cromatografia em papel, cromatografia em coluna aberta, cromatografia em

camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese.

MC NEAL (1976), utilizou cromatografia em papel, espectrofotometria e
reagbes quimicas especificas para identificar o acido carminico e varios outros
corantes em produtos carneos.

PRADOQO (1985) avaliou a utilizagdo de dezessete fases moveis para a
separacdo, por cromatografia em papel, dos pigmentos presentes no carmim de
cochonilha. Das fases estudadas a mistura de hidroxido de aménio - piridina - n-
butanol (6:3:2) foi a que apresentou melhor resultado.

Utilizando cromatografia em coluna aberta com fase estacionaria
composta por aminoetilcelulose e celite, KENMOCHI e KATAYAMA (1977)
separaram e identificaram os pigmentos de um corante de cochonilha. A fase

moével utilizada foi uma solugdo-tampao de aménia com gradiente de pH.

A cromatografia em camada delgada é, sem duvida, a técnica mais
utilizada para a analise dos pigmentos do carmim. MARSHAL e HOROBIN (1974)
estudaram a separagado dos pigmentos do carmim de cochonilha utilizando a
cromatografia em camada delgada com celulose como fase estacionaria e uma
mistura de acetona-acido acético-agua (1 : 1 : 1), como fase movel,
complementada por filtragdo em gel. O acido carminico separado foi quantificado

por espectrofotometria a 490nm, utilizando uma absortividade molar igual a 8595,

ANDREY (1979) utilizou a cromatografia em camada delgada, associada
a cromatografia de troca catibnica (Dowex 50W), para a andlise de &cido
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carminico em suco de laranja. A fase estacionaria utilizada na CCD foi celulose e
o cromatograma foi desenvolvido com uma mistura de suifato de aménio em acido

acético e acido cloridrico. O pigmento foi quantificado por espectrofotometria.

Trés diferentes fases estaciondrias e trés diferentes fases moveis para
cromatografia em camada delgada foram avaliadas por ANDRZEJEWSKA (1981)
para a andlise de corante de cochonilha em produtos carneos. A recuperagdo
conseguida pela metodologia foi de 90%.

HIRATA et alii (1983) conseguiram uma recuperagao de 80% na aplicagéo
da cromatografia em camada delgada para a analise de corantes naturais, entre
0s quais o carmim, em produtos de peixe. O método, contudo, apresenta passos
laboriosos de extracao e clarificagio.

Oxido de magnésio, ativado a 130°C, foi utilizado como fase estacionaria
por MASLOWSKA (1985) para a separagdo de vérios corantes, entre os quais o

carmim, por cromatografia em camada delgada. A fase movel utilizada foi uma
mistura de citrato de sddio em metanol.

EGGINGER (1987) utilizou cromatografia em camada delgada para
analisar uma série de corantes naturais hidrossoluveis, como o pigmento de
cochonilha. A fase estacionaria utilizada foi celulose microcristalina e
polietilenoiminoceluiose (4:1), desenvolvida com uma mistura de fenol (5%):
acetato de etila: isobutanol: acido acético: acido férmico: acido cloridrico
(30:5:20:5:5:1). EGGINGER (1991) também utilizou silica-gel como fase
estacionaria para a separagéo do acido carminico em produtos carneos. Varios
sistemas de solventes foram utilizados como fase movel neste trabalho.

YAMADA ef alii (1993) analisaram varias amostras de alimentos utilizando
a separagao, por cromatografia em camada delgada, de produto de cochoniiha

pré-metilados. O método envolve a metilagdo com diazometano e separacio em
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placas de silica gel. A fase mobvel utilizada foi uma mistura de cloroformio-
metanol-agua (65:35:10). O composto indicador, caracterizado como o acido 3,6-

di-o-metilcarminico, foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Dois estudos utilizaram a tecnica de eletroforese para a determinagao de
pigmentos de cochonilha. YAMAMOTO et afi (1973) utilizaram membrana de
acetato de celulose para separar trés corantes (amaranto, pigmento de
cochonilha e acido lacaico) e MASLOWSKA e GRONOWSKA (1984) utilizaram

eletroforese em papel para separar complexos metalicos de corantes de
alimentos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido pouco citada na

separacao dos pigmentos do carmim e, quando feito, ndo tem utilizado vantagens
inerentes a técnica.

WELLNITZ e BENTLER (1986) recomendam um método de detecgéo de
pigmentos de cochonilha em produtos céarneos, baseados na separagido e
identificagdo por cromatografia em camada delgada e confirmagdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

JALON et alii (1989) apresentam a utilizagdo de cromatografia liquida de
alta eficiéncia para a analise de acido carminico em iogurte. Os autores utilizaram
cromatografia em fase reversa (C.s) com fase mavel formada por uma mistura de
acetonitrila e acido formico. As recuperagbes do meétodo chegam a 953% e
permitem a detecgdo de concentragGes de acido carminico superiores a
0,10mg/kg. A grande desvantagem da metodologia s&c os processos pre-
cromatograficos longos e laboriosos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Matéria-prima

a) A matéria-prima utilizada para o estudo de extragéo foi uma cochoniiha seca,
obtida no mercado e caracterizada em nosso laboratorio quanto a sua

composigao centesimal e concentragéo de dcido carminico.

b} O corante carmim de cochonilha utilizado como padrao comercial foi obtido no

mercado, junto a empresas da area de corantes para alimentos.

¢) Padréo de acido carminico marca Sigma®, cddigo 3522, lote n® 44H2502.

3.1.2 Reagentes

Todos os reagentes e solventes foram utilizados de acorde com suas

especificagdes {ex: p.a., para cromatografia, etc.)

3.1.3 Equipamentos

a) Cromatégrafo liquido de aita eficiéncia, marca Varian®, modelo 5.000, acoplado
a um detector espectrofotométrico, UVivisivel, marca Varian®, modelo UV100 e

integrador/registrador marca Varian®, modelo 4290.

b) Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia marca Varian®, medelo 8.500, acoplado
a um detector espectrofotométrico de arranjo de diodos, marca Shimadzu®,
modelo SPD-M6A, e um sistema de aquisigdo de dados (microcomputador) marca

Acer®, modelo 915V (l1) com impressora marca NEC®, modelo P6300.
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¢) Coluna cromatografica LiChroCART®, com 250mm de comprimento por 4mm
de didmetro interno, recheada com particulas de Sum, LiChrospher® 100, RP18
(E. Merck®)

d) Detector cromatografico espectrofiuorimétrico, modutar, marca Varian®, modelo
2070.

e) Espectrofotémetro UV/Vis. marca Hitachi®, modelo U2000, com "auto sipper” e

amostrador automatico marca Hitachi®, modelo AS1000.

f) Espectrémetro de emissdo em plasma, marca BAIRD®, modelo ICP2000, verséo

simultanea.
g) Espectrometro marca MacBeth®, modelo Comcor 1500 plus

Demais equipamentos de uso comum em laboratério, como estufa a
vacuo, estufa ventilada, chapas de aquecimento, evaporador rotativo, aparelho de
ultra-som, etc.

3.1.4 Softwares
Foram utilizados, no desenvolvimentos dos trabalhos os seguintes softwares:
a) Mathcad 5.0 for Windows (Matasoft, INC®)

b) Excel 5.0 for windows (Microsoft®)

c) Statgraphics 4.0 (Statistical Graphics Corp.®)
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d) Software de estatistica desenvolvido pela equipe do professor ROY EDWARD
BRUNS, chamado, neste trabalho, como "Quimiometria” (BRUNS et alii, 1994)

3.2 Métodos

3.2.1 Metodologias utilizadas para a analise da matéria-prima e dos produtos

resultantes das tecnologia estudadas

a) Umidade

Baseado no metodo descrito pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985), que
se fundamenta na evaporagao da agua presente nos alimentos e pesagem do
residuo n&o volatilizado.

b) Matéria graxa
Segundo STOLDT-WEIBULL (DIEMAIR, 1963), onde o teor de
substancias soluveis em éter etilico sdo determinadas apods destruicao das

proteinas, carboidratos e outros componentes, com acido cloridrico.

c) Cinzas

Baseado no método descrito por HORWITZ (1975), que mede a perda
decorrente da incineragao da amostra a 550°C.

d) Proteinas

Segundo KJELDHAL (HORWITZ, 1980), que fundamenta-se na digestao
acida do alimento em presenc¢a de catalisadores, formacao de amdnia, destilacéo
da ambnia em meio acido e titulagao com acido.
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e) Acido carminico

Segundo FAO/WHO (1981) onde o teor de acido carminico é calculado a
partir da absorbancia de uma solugao acida a 494nm.

f) Minerais

Segundo ANGELUCCI e MANTOVAN! (1986) e IMO INDUSTRIES. INC.
(1990), que avalia os minerais por espectrometria de plasma apés digestao acida
ou incineragéo da amostra.

g) Analises cromatograficas

O produto comercial e o obtido pela tecnologia proposta foram analisados
guanto a sua composicdo de pigmentos, procurando avaliar as possiveis
diferengas existentes. Procurou-se também padronizar uma metodologia analitica
através do uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a analise
de produtos coloridos com o carmim.

Como amostras foram utilizados leite e agua coloridos com o carmim

produzido pelo estudo e uma amostra de iogurte cujo rétulo indicava o uso do
carmim como corante.

As amostras de agua foram apenas filtradas e injetadas no cromatégrafo.
Para as amostras de leite e iogurte, onde a grande afinidade dos corantes com as

proteinas dificulta a sua separagéo (PUTTEMANS et alii, 1985), foram avaliados
dois processos de extracéo.
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METODO A

Cinco gramas de amostra foram pesadas em um erlenmeyer de 50mL. A
seguir foram adicionados 20,0mL de uma solugio de fosfato de sédio 0,56M
(ajustado para pH = 5 com Na OH), 0,1g de papaina. A mistura foi agitada por 2
minutos e colocada em repouso por uma noite. Apds este periodo o extrato foi
centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos, filtrado € o volume completado para
250mL. Apds filtracdo em membrana de 0,45um o extrato foi injetado no

cromatografo.

METODO B

Cinco gramas de amostra foram pesadas em um erlenmeyer de 50mL. A
seguir foram adicionados 3,0mL de NH,OH 50% (viv) e o extrato deixado em
agitacdo por 5 minutos. Apés este tempo o pH do extrato foi corrigido para 2 com
HC! e agitado. A seguir a mistura foi centrifugada a 2000 rpm por 10 minutos,
filtrada e o volume completado para 25mL com agua. Apés filtragdo em membrana
de 0,45mm o extrato foi injetado no cromatografo.

Foram avaliadas a precisdo, exatiddo, sensibilidade, linearidade e
seletividade da condig&o analitica escolhida.

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizada foi baseado
na técnica descrita por JALON et alii (1989). A fase movel foi uma mistura de
acetonitrila e acido formico 1,19M, eluida através de uma coluna de fase reversa
(C1s). Foi utilizado um sistema de detecgéo constituido de um detector de arranjo

de diodos (DAD) e um detector de fluorescéncia, instalados em sequéncia.

Outros sistemas de separagao (colunas cromatograficas e fases moveis)

também foram testados.
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3.2.2 Planejamento experimental

Para o estudo da tecnologia de producgdo de carmim de cochonilha foram
utilizados alguns artificios, procurando uma orientagdo dos caminhos a seguir.

Para isso foi determinada a composicdo de minerais do corante comercial
utilizado como padréo.

Uma busca na literatura sobre as tecnologias de produgéo de carmim ja

publicadas e alguns ensaios preliminares indicaram onde situar nossos
experimentos.

a) Estudo dos fatores significativos

Durante trabalhos preliminares com a extragdo do corante foi observada
a influéncia de um grande numero de fatores no rendimento e qualidade do
produto final. Para avaliar a importdncia desses fatores e selecionar os
significativos foi utilizado um delineamento fatorial fracionado com os seguintes
fatores: pH de extracdo , pH de reacdo (quelagdo), concentracdo dos reagentes

(sulfato de aluminio e potassio e acetato de célcio) e sistema de adicao dos sais
(juntos ou separados).

O delineamento fatorial fracionado foi escolhido em virtude da
necessidade de se economizar a matéria prima conseguida e que, apds
caracterizada, foi utilizada em todo o estudo.

Os fatores estudados, no total de cinco foram os seguintes: pH de
extragdo 2 (-) e 12 {+), pH de precipitagdo 6 (-) e 8 {+), massa de sulfato de
aluminio e potassio 0,25g (-) e 0,5g (+), massa de carbonato de calcio 0,1g (-) e
0,17g (+) e forma de adigéo dos sais (sulfato de aluminio e potassio e carbonato
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de calcio) separados , com a adig&o do sulfato de aluminio e potasio antes (-) e
juntos (+).

Como resultados foram observados os rendimentos em massa e em acido
carminico de cada ensaio. Os ensaios foram conduzidos de maneira aleatéria
com a geragdo da ordem sendo casualizados pelo soffware utilizado
(Statgraphics). O Tabela 3.1 apresenta o delineamento utilizado.

Os procedimentos de extragac e produgdo do quelato utilizados neste
estudo foram os seguintes: foram pesados aproximadamente 5g de matéria-prima
e adicionados a 1000mL de uma solugdo aquosa com pH corrigido para os
valores do estudo. A solugdo foi aguecida a ebuligéo por 30 minutos, esfriada e o
pH foi corrigido para 0s valores estabelecidos para a reacdo de quelagdo. Os
reagentes necessarios a formacao do quelato foram adicionados, na proporgao e
situagdo (juntos ou separados) descritas no planejamento experimental, e a
mistura foi aquecida & ebuligdo por 15 minutos. A solugdo foi resfriada e o
material precipitado foi separado por filtragdo a vacuo. O corante retido pelo papel
de filtro (Whatman 42) foi seco em estufa a vacuo (270 kPa) em temperatura
inferior a 60°C. O material resultante foi pesado, triturado e o teor de &cido
carminico foi determinado por espectrofotometria. A Figura 3.1 apresenta o
fluxograma deste processo.



TABELA 3.1 Planejamento fatorial fracional 25-1 utilizado neste estudo.

Fatores

Ordem t A B C D E

de
ensaio

7 e - - - - +
1 + - - - -
9 b - + - - -
4 abe + + - - +
14 c - - + - -
13 ace + - + - +
bce - + + - +
2 abc + + + - -
5 d - - - + -
16 ade + - - + +
15 bde - + - + +
10 abd + + - + -
12 cde - - + + +
3 acd + - + + -
11 bcd - + + + -
8 abcde + + + + +

t = tratamento

A=pHdeextracgo 2 (-) e 12 (+)

B = pH de precipitacdo 6 (-) e 8 (+)

C = massa de sulfato de aluminio e potassio 0,25g (-) e 0,5g (+)
D = massa de carbonato de calcio 0,10g (-) € 0,17g (+)

E = ordem de adi¢do dos sais, separado (-) e juntos (+)

28
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Amostra
+ AK(SO, },

Solugao de extragéo +{CH,C00).Ca
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FIGURA 3.1 Fluxocgrama do processo de produgdc de carmin de cochonilha

utilizado no estudo dos fatores significativos

b) Estudo de otimizagao dos processo de produgdo de carmim

Com o conhecimento dos fatores que afetam o rendimento do processo de
extracdo do acido carminico da cochonilha, foram realizados estudos procurando

ofimizar o rendimento desse processo com base nas alteracfes dos valores
desses fatores.

Para avaliar o melhor pH para a formagdo do quelatoc e o tempo
necessario para esta reagao, foi utilizado um delineamento Simplex sequencial
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(BRUNS et alii, 1994), partindo de um pH = 7 e um tempo de aguecimento de 30

minutos. As variagdes iniciais foram de 1 unidade de pH e de 15 minutos para o
tempo de aquecimento.

O ensaio foi conduzido com o auxilio do software “Quimiometria”.

Os procedimentos de extragdo do pigmentos utilizados neste ensaio
foram os seguintes: foi pesado aproximadamente 1g de matéria-prima que foi
adicionado a 250mL de uma solugdo aquosa de NaOH 0,4%. O extrato foi
aquecido a ebuligdo por 30 minutos, esfriado e o pH foi corrigido para 4, com a
utilizagéo de HCI. O material precipitado foi separado por filtragéo e o pH do
extrato foi entdo corrigido aos valores estipulados pelo modelo. Os reagentes
necessarios a formacdo do quelato foram adicionados ao extrato, na
concentragao estequiométrica, e a mistura foi aquecida até a ebulicdo por
periodos de tempo dados pelo modelo. O extrato foi resfriado e o material
precipitado foi separado por filtragcéo a vacuo. O corante retido pelo pape! de filtro
(Whatman 42) foi seco em estufa a vacuo (270 kPa) em temperatura inferior a
60°C. O material resultante foi pesado, triturado e o teor de acido carminico foi
analisado por espectrofotometria.

Dois estudos de superficie de resposta foram conduzidos visando a
otimizagdo do rendimento do processo.

No primeiro delineamento foram estudados o pH de extragdo, a
concentragao de sulfato de aluminio e potassio e de acetato de calcio. Cada fator
foi estudado em trés niveis e o modelo utilizado foi o descrito por BOX e
BEHNKEN (1960). O Tabela 3.2 apresenta o delineamento utilizado e a relagéo
entre os valores codificados e os niveis de cada fator estudado.
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Os procedimentos de extragdo utilizados nesta parte do trabalho foram
similares ao descrito para o estudo do tempo de aguecimento e pH de

precipitagdo com as alteragdes das variaveis agora avaliadas.

As concentrages dos sais utilizados apresentaram, no ponto 0, o valor

estequiomeétrico para a precipitagio do acido carminico contido na matéria prima
utilizada.

A segunda superficie de resposta foi conduzida visando a otimizagéo do
processo de extragdo do 4cido carminico da matéria prima (etapa inicial do
processo de extragio). Foram estudados, como fatores, o volume de solugdo de
NaOH 0,4% e o tempo de aguecimento. O modelo escolhido foi o modelo central

composto rotacional, com cinco niveis para os dois fatores.

O ponto central de cada fator foi estipulado em 60 minutos para o tempo
de aquecimento e 30mL para o volume, com uma variagdo de 30 minutos e 10mL
respectivamente. O Tabela 3.3 apresenta o delineamento utilizado.

Os procedimentos de extragdo utilizados para o desenvolvimento desta
parte do estudo foi similar ao apresentado anteriormente, com as alteragdes nas
variaveis estudadas.
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TABELA 3.2 Delineamento BOX-BEHNKEN utilizado na otimizagdo do rendimento

do processo, com base nos fatores: pH de extracdo, massa de sulfato de
aluminio e potassio e acetato de calcio.

Fatores

Ordem dos pH de
Ensaios extracdo AIK(SOQ.), (CH3COO), Ca

13 -1 ~1 0
6 1 -1 0
5 -1 1 0
2 1 1 0
1 -1 0 -1
3 1 0 -1
7 -1 0 1
11 1 0 1
14 0 -1 -1
12 0 1 -1
8 0 -1 1
9 0 1 1
4 0 0 0
15 0 0 0
10 0 0 0

Niveis codificados

Fatores -1 0 +1
pH de extragéo 2 7 13
AIK(S04); (g) 0,40 0,80 1,20

Acetato de calcio (g) 0,13 0,26 0,39
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TABELA 3.3 Delineamento central composto rotacional utilizado na otimizagao da

extracgdo do &cido carminico com base nos fatores tempo e volume de

extragdo.
Delineamento
Ordem dos Volume Tempo
ensaios

7 -1 -1

3 1 -1

2 -1 1

9 1 1

5 \5 0

1 \B_ 0

14 0 . fz

6 0 Ji

8 0 0

12 0 0

4 0 0

13 0 0

11 0 0

10 0 0

Niveis codificados

Fatores 2 -1 0 +1 2
Volume de NaOH 0,4% (mL) 17,58 30 60 90 102,42
‘Tempo {minutos) 15,86 20 30 40 44 14
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3.2.3 Estudo de aplicagao do carmim produzido e anélise de cor.

Amostras de carmim comercial e do carmim produzido nas condigdes
estabelecidas pelo estudo foram diluidas com uma solug@o aquosa de hidrdxido
de amobnio e utilizadas para avaliar a aplicagdo em produtos com baixa
transmitancia (leite) e de alta transmitancia (agua).

A concentragao utilizada para o estudo foi de 6,0 e 12,0mg de carmim por
100mL de agua e de 6,0mg de carmim por 100mL de leite.

A andlise da cor das amostras diluidas em agua foi realizada no sistema
CIE L* a* b* por meic do espectrometro Comcor 1500 plus, utilizando uma
capsula de fundo de vidro optico munida de um adaptador de fundo branco (L*=

980,67, a* = -1,1 e b* = 5,40) que tem a finalidade de refletir a luz transmitida até o
fotodetector (Figura 3.2).

Céapsula

Disco branco — - Amgastra

{

T
1
1
:
i
¥

N

FIGURA 3.2 Capsula e adaptador de fundo branco para regular a

espessura de amostras translicidas para a leitura de cor (FERREIRA et alii,
1989).
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O equipamento para a leitura da cor recebeu a configuragdo DREOL., com
leituras feitas sob iluminante C a um &ngulo de 10°, no intervalo de 400 a 740nm.
Foram determinadas as curvas espectrais das amostras.

Para a escolha da melhor condigdo de leitura da cor, em amostras
transparentes foram realizadas leituras em diversas espessuras de camadas,
utilizando o adaptador de fundo branco e duas amostras de carmim comercial
com tonalidades semelhantes. Foram realizadas leituras em camadas de 2, 4, 7,

10 e 15mm, selecionando a espessura de 7mm por refletir melhor as diferencas
entre as amostras.

Foi realizado, também, um estudo da variagdo de cor dos pigmentos
utilizados neste trabalho (4cido carminico, carmim comercial e carmim produzido
nas condigbes do estudo) em diferentes pH.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagcao dos materiais

A cochonilha utilizada no estudo foi avaliada quanto a sua composicéo

centesimal e os resultades destas avaliagGes estédo apresentados no Tabela 4.1.

TABELA 4.1 Composi¢éo centesimal da cochonilha utilizada como matéria-prima
neste estudo.

Determinagao Concentragao (%)’ Erro-padrdo da média’
Umidade 8,88 0,06
Cinzas 4. 56 0,08
Matéria graxa 5,06 0,06
Proteinas (%N x 6,25) 50,09 0,20
Acido carminico 15,86 0,12

A

" Média aritmética de trés repeti¢des analiticas
2 Erro padrao absoluto
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Estes valores, comparados com o citado pela literatura (Tabela 4.2),
indicam baixa concentragédo de carmim, possivelmente resultado de uma matéria-
prima menos fresca que a trabalhada pelos outros autores. Observa-se também
uma baixa concentrag&o de matéria graxa que, quando se verifica a utilizagdo de
métodos similares entre os artigos, s6 pode ser explicada como uma

caracteristica da cochonilha seca utilizada nesse estudo.

De acordo com o Tabela 2.2, a cochonilha utilizada em nossos estudos

pode ser considerada "de segunda", pela sua concentragdo de acido carminico
inferior a 18%.

No Tabela 4.3 é apresentada a composi¢do mineral da matéria-prima
utilizada neste estudo.

TABELA 4.2 Composigéo centesimal da cochonilha (Dactylopius coccus, Costa)
apresentado em alguns artigos.

DeterminagGes VARGAS et afi RANDICH PRADO RIOS
(1974) (1975) (1985) (1989)
Umidade (%) 10-20 11,50 8,05 7,36
Cinzas (%) 15-30 3,09 4,53 4,08
Matéria graxa (%) 6-8 8,71 14,71 16,16
Proteinas (%) 15-30 46,37 51,83 48,42

Acido carminico (%) 9-10 17,50 20,87 23,80
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TABELA 4.3 Composigac de minerais da cochonilha utilizada como matéria-prima

neste estudo.

Minerais Concentracéo’ Erro-padrao da
{(mg/100g) média
Calcio 135,50 18,30
Magnésio 149,37 10,60
Ferro 40,46 0,39
Fésforo 717,05 48,79
Sodio 2513 2,79
Potassio 996,72 69,35
Zinco 12,37 0,98
Aluminio 16,29 0,32

1 Média aritimética de trés repeticdes analiticas.

O resultado da avaliag8o da composicdo de minerais do corante

comercial utilizado como padrao esta apresentado no Tabela 4.4. Observou-se a

predominancia dos elementos aluminio, calicio, sodio, fosforo e potassio. O teor
de acido carminico desta amostra foi de 45%.
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TABELA 4.4 Composigdo de minerais da amostra do corante carmim de

cochoniiha utilizado como referéncia comercial nesse estudo.

Elemento Concentragao Elemento Concentragdo
(mg/100g) (mg/100g)
Aluminio 1.344,08 Bario 0,40
Berilio tr Célcio 1.686,10
Cadmio nd Cobalto nd
Crémio 0,07 Cobre 1,12
Ferro 7,43 Potassio 66,03
Litio tr Magnésio 10,83
Manganes 0,12 Sédio 408,20
Nigquel 0,03 Fosforo 122,53
Chumbo nd Selénio nd
Vanadio 0,01 Zinco 3,69

nd = nao detectado
tr = tragos

4.2 Estudos sobre a produgao de carmim de cochonilha.

4.2.1 Resultados dos estudos dos fatores significativos na produgdo de

carmim de cochonilha {delineamento fatorial fracionado).

Os valores encontrados com a utilizagdo do delineamento fatorial
fracionado 2% para o estudo dos fatores significativos na produgdo do carmim
estdo apresentados no Tabela 4.5. Os resultados estatisticos estdo apresentados
no Tabela 4.6 e Figura 4.1.



TABELA 4.5 Delineamento fatarial fracional 2°* utilizado neste estudo.

Fatores
Ordem t A B C D E Rendimento
do (%)
ensaio
7 e - - - -+ 17
1 + - - - - 44
9 b -+ - - - 7
4 abe + + - - o+ 10
14 c - -+ - - 22
13 ace + -+ -+ 60
6 bce -+ o+ - 15
2 abc + + + - - 30
5 d - - -+ - 12
16 ade + - -+ o+ 39
15 bde -+ -+ 11
10 abd + + -+ - 42
12 cde - -+ + 4+ 20
3 acd + - o+ o+ - 40
11 bed -+ o+ o+ - 22
8 abcde + + + + o+ 45

t = tratamentos

A=pHdeextracio 2 (-)e 12 (+)

B = pH de precipitagao & (-} e 8 (+)

C = massa de sulfato de aluminio e potassic 0,25g (-) e 0,5g (+)
D = massa de carbonato de célcic 0,10g (-} e 0,17g (+)

E = ordem de adigo dos sais, separade (-) e juntos (+)
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TABELA 4.6 Estimativa dos efeitos dos fatores estudados.

tratamento Efeitos principais e Estimativa

interagdes dos efeitos
a A + BCDE = 23,00
b B + ACDE = -9,00
ab AB + CDE = -5,00
c C + ABDE = 9,00
ac AC + BDE = 1,00
bc BC + ADE = 1,50
abc ABC + DE = 0,00
d D + ABCE = 3,25
ad AD + BCE = 2,25
bd BD + ACE = 11,25
abd ABD + CE = 6,75
cd CD + ABE = -3,25
acd ACD + BE = 4,75
bed BCD + AE = -0,25
abcd ABCD + E = -0,25
abcde MEDIA + ABCDE = 27,25

Supondo que os efeitos das interagdes de trés, quatro e cinco fatores sao
despreziveis, podemos concluir que foram significativos os efeitos principais do
fator A (pH de extracao), B (pH da reagéo de complexagdo) e C {massa do sulfato
de aluminio e potassio) e as interagdes BD (pH da reagéo de quelagéio e massa
de acetato de célcio) e CE {massa do sulfato de aluminio e potassio e ordem de

adicdo dos sais). Os baixos valores de rendimentos observados podem ser
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atribuidos & precocidade dos ensaios e foram otimizados no decorrer dos
trabalhos.

Probabilidade normal

percentagem acumulada

efeitos

FIGURA 4.1 Gréfico de probabilidade normal dos efeitos observados no estudo
utilizando o delineamento fatorial fracionado.

Durante o estudo foi observado que a elevagéo do pH para a extragio do

acido carminico e sua subsequente alteragdo, para a reagdo de quelagao,
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promovia a separagdo do material protéico do extrato, ocasionado pela

desnaturagéo das proteinas em pH 13 e sua precipitagdo em pH inferior a 4.

4.2.2 Resuitado do estudo de pH e tempo de reacéo na extrag3o do carmim
de cochonilha (Simplex sequencial).

O Tabela 4.7 e a Figura 4.2 apresentam a evolugéo do modelo simplex
sequencial utilizado para o estudo de pH e tempo para a reagéo de quelagdo e os
resultados obtidos. Observou-se que os melhores rendimentos foram encontrados
em pH 6 e com 30 minutos de reagdo. Estabeleceu-se, assim, o pH inicial para a

reacao de quelagdo igual a 6 e o tempo de aguecimento de 30 minutos.

TABELA 4.7 Evolugéo do delineamento simplex sequencial e resultados obtidos.

Ensaio n? pH Tempo (min.) Rendimento (%)

1 7 30 56
2 6 45 68
3 6 30 74
4 5 45 69
5 5 30 70

6 6 15 57
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FIGURA 4.2 Modelo da evolugéo do simplex sequencial utilizado para avaliar pH

e tempo da reacdo de quelagéo.

4.2.3 Resultado das superficies de resposta no estudo de produgao do
carmim de cochonilha.

a) Estudo de pH de extragdo, concentragdo de sulfato de aluminio e potassio e
acetato de calcio

Os resultados dos ensaios da superficie de resposta delineada, para a
otimizag&o do pH de extrag@o e concentrag&o dos sais de aluminio e célcio estao
apresentados no Tabela 4.8.
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TABELA 4.8 Resultados obtidos para o estudo dos fatores pH de extragéo,

concentracdo de sulfato de aluminio e potassio e acetato de calcio, com
base no delineamento BOX-BEHNKEN.

Fatores
Ordemdos pHde Rendimento
Ensaios extracdo  AIK(SO.). Ca(CH3COO), (%)
13 -1 -1 0 54,43
6 1 -1 0 65,29
5 -1 1 0 67,57
2 1 1 0 92,19
1 -1 0 -1 69,48
3 1 0 -1 91,70
7 -1 0 1 73,09
11 1 0 1 94,19
14 0 -1 -1 44,79
12 0 1 -1 72,07
8 0 -1 1 50,00
9 0 1 1 57,10
4 0 0 0 62,18
15 0 0 0 67,57
10 0 0 0 67,19

Os rendimentos ( R ) observados podem ser descritos pela seguinte

equagao (4.1):

R= 6564 +985ix
(L74)  (1,06)

+ 9,30 X2
(1,06)

-046x;  + 1517 %7

(1,06}

(1,57)

- 10,95 x;°
(1,57

+1,29 x,7
(1,57)

+ 3,44 X) Xz
(1,51}

-'0,28 X X3
(1,31)

25,05 % x3
(1,31)

onde: Xy, Xz, X3 representam os fatores: pH de extragéo, concentragdo de sulfato

de aluminio e potassio e concentracao de acetato de calcio, respectivamente e os
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numeros entre parenteses representam os erros-padrdo dos coeficientes da
equacio.

O Tabela 4.9 apresenta a analise de varidncia do modelo escolhido. Os
valores obtidos indicam que néo ha evidéncia de falta de ajuste no modelo. O

valor de “F” caiculado (1,59) nédo é estatisticamente significativo ao nivel de 5%.

TABELA 4.9 Analise de variancia para o ajuste do modelo escolhido

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F
variagado liberdade quadrados médio

Regressao 9 3018,89 335,43 27,39
Residuo 5 61,23 12,25

Falta de ajuste 3 4313 14,38 1,59
Erro puro 2 18,10 9,05

Total 14 3080,12

% de variagdo explicada pelo modelo= 98,01

A analise estatistica dos coeficientes da equacédo proposta, indicam que
existe uma interacao significativa (ao nivel de 5%) entre a concentragdo de sulfato
de aluminio e potassio e a concentragio de acetato de calcio. Deste modo foram
construidas superficies de resposta para os valores de acetato de calcio, fixados

em -1 (0,13g), 0 (0,26g) e +1 (0,39g), representados pelas seguintes equagdes:

(+1) R=166,48 + 9,57 x; +4,25 x, +1517 x; - 10,95 x, 2 +3,44 3, x, (4.2)
(0)R=6565+9,85x,+9,30 %, +15,17 x; - 10,95 x, 2 +3,44 x; X2 (4.3)

(-1) R=67,40 + 10,13 x; +14,35 x; +15,17 x; > - 10,95 x2 2+3,44 x; x; (4.4)

As Figuras 4.3, 4.4 e 4.5 apresentam as superficies de resposta descrita
pelas equactes anteriores (4.1, 4.2 e 4.3).
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PH de extraczo 1

Para acetato de calclo = 1

ALK(S04)2

PH de extracaoc

FIGURA 4.3 Superficie de resposta e curvas de nivel para a equacéo ajustada a
concentrac&o de acetato de calcio em nivel 1.
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FIGURA 4.4 Superficie de resposta e curvas de nivel para a equagio ajustada a
concentragao de acetato de calcio em nivel 0
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FIGURA 4.5 Superficie de resposta e curvas de nivel para a equacao ajustada a
concentragao de acetato de calcio em nivel -1
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O maior rendimento foi obtido para a concentragdo de acetato de calcio
igual a -1 (0,13g). Assim, fixando-se, na equagéo de rendimento maximo (4.4), o
valor de pH em 13 (x;= 1) e o rendimento { R ) em 99,90%, obtem-se o valor de

1,149, que corresponde a quantidade ideal de sulfato de aluminio e potassio, para
as condigbes do estudo. ’

b) Estudo de volume de NaOH e tempo de aquecimento dos processo de
extracao.

Os resultados dos ensaios para otimizagdo do tempo e volume de

extracdo do acido carminico da matéria-prima estdo apresentados no Tabela
4.10.

O ajuste da equagéo polinomial do segundo grau para os valores obtidos
fornece a seguite equagéo:

R= 6531 +423x -102x; -376x% -1556x%% -144x%2 (4.5)
(1,07) (0,93)  (0,93) (0,97) (0,97) (1,32)

onde: R = rendimento observado; x; e x; = fatores: volume e tempo de exiragéo,

respectivamente. Os numeros entre parentes representam os erros padrdo dos
coeficientes da equacgao.

A Figura 4.6 apresenta a superficie de resposta descrita pela equacéo
anterior (4.5).

O Tabela 4.11 apresenta a analise de varidncia do modelo escolhido. Os
valores obtidos indicam que ndo ha evidéncia de falta de ajuste no modelo. O

valor de “F” calculado (0,14) ndo é estatisticamente significativo ao nivel de 5%.
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FIGURA 4.6 Superficie de resposta e curvas de niveis para a equacio ajustada
ao estudo de extracéo de acido carminico.
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TABELA 4.10 Resultados obtidos para 0 estudo de tempo e volume de extragdo

com base no delineamento central composto rotacional.

Fatores
Ordem dos ensaios  Volume Tempo Rendimento
(%)
7 -1 -1 56,19
3 1 -1 65,93
2 -1 1 55,87
9 1 1 61,06
5 | 0 51,32
1 2 0 64,71
14 0 2 63,49
8 0 2 61,38
8 0 0 67,30
12 0 0 63,81
4 0 0 63,60
13 0 0 69,74
11 0 0 64,34
10 0 0 63,07
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TABELA 4.11 Andlise de variancia para ajuste do modelo.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F
variagao liberdade quadrados medio

Regresséo 5 273,33 54,67 11,58
Residuo 8 37,76 472

Falta de ajuste 3 3,04 1,01 0,14
Erro purc 5 34,72 6,94

Total 13 311,09

% de varia¢do explicada pelo modelo = 87,87

Desenvolvendo a equacdo polinomial proposta para maximizar o
rendimento (4.5) obteve-se, para a variavel x; , o valor de 0,648 e para a variavel
X2, 0 valor de- 0,567, que representam 79,44mL e 24,33 minutos para o volume e
o tempo de extragdo, respectivamente, nas condi¢bes do estudo. Observa-se

ainda que a variavel “tempo” ndo apresenta participacéo significativa no modelo
estudado.

4.2.4 Tecnologia proposta

Com os resultados obtidos foi possivel definir a tecnclogia para a
produgao do carmim de cochonilha.

Os valores observados no estudo de extracdo do acido carminico da

matéria-prima apresentaram um baixo rendimento (= 67%) sendo, portanto, o
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aspecto limitante do processo. Sugere-se uma reciclagem do residuo desta

extracao, procurando aumentar a eficiéncia da tecnologia.

O tempo de extrag@o estabelecido foi de aproximadamente 25 minutos
{(medidos apds a entrada em ebuli¢d&o) para uma propor¢do de solvente igual a
80mL/g de amostra. O solvente utilizado foi uma solugdo de NaOH 0,4% (pH =
13).

Apés a extragao, o extrato é resfriado, seu pH corrigido para 4 com HCl e
filtrado. O residuo € reciclado para nova extrag&o e o filtrado tem seu pH acertado
para 6. Os sais s30 entdo adicionados ao extrato.

A concentracéo de sulfato de aluminio e potassio estabelecida equivale a
150% do valor estequiomeétrico, ou seja, para cada grama de acido carminico
deve-se utilizar 0,72g de AIK(SO4): . 12 H;0.

A concentragcdo de acetato de calcio encontrada que apresentou maior
rendimento foi igual a 50% do valor estequiometrico, sugerindo a participagéo de
outra fonte de cation na formagao do quelato, nas condigdes utilizadas neste

estudo. O valor estabelecido para cada grama de acido carminico foi igual a 0,089
de Ca(CHsCQOQ), .

A mistura & aquecida a ebulicdo por 30 minutos, resfriada e o material
precipitado € separado por filtracdo. O corante obtido € seco em estufa a vacuo
em temperatura inferior a 60°C, triturado e envasado. A Figura 4.7 apresenta o
fluxograma do método estabelecido.
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FIGURA 4.7 Fluxograma do processo estabelecido para a extragdo do corante de
cochonilha.

4.2.5 Avaliacdo das condigdes propostas para producdo do carmim de
cochonilha.

Estabelecidos os valores dos processos estudados na extracdo do carmim
de cochonilha, realizou-se a comprovagio de sua eficiéncia, através de trés

ensaios. Procurou-se avaliar o balango de massas e o rendimento em acido
carminico.

O Tabela 4.12 apresenta os valores obtidos em cada um dos ensaios e o
resuitado médio.
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TABELA 4.12 Resultados do estudo do processo de produgdo de carmim de

cochonilha estabelecido neste estudo.

Ensaios

1 2 3 Média * EP
Residuo da 12 filtragao (g) 3,74 3,93 4,08 3,92%0,10
% de acido carminico 10,12 8,23 12,50 10,28 *1,24
Extrato da 2a filtragéo (g) 910 1245 950 1035 *106
% de &cido carminico 0,015 0,011 0,010 0,01 *0,002
Carmim (g) 2,82 2,52 2,69 2,68 *0,09
% de acido carminico 41,07 42.21 44,85 42,711,112
Rendimento (%) 73,02 67,07 76,07 72,05*2,64

EP = erro-padrao da média

O rendimento do processo de extragéo (1a etapa) foi de 74,59%, pouco
superior ao observado no modelo estudado (67%). A reagdc de complexagéo

apresentou um rendimento de 91,25%, inferior ao valor tedrico de rendimento

maximo (99,9%).

O rendimento total do processo foi de 72,05%, em média, superior aos
valores observados na literatura onde OVIEDO e GIBAJA (1977), avaliando
quatro processos de produgéo de carmim (métodos Alemao, Madame Cenette,

Frances e Thorpe), obtiveram rendimentos inferiores a 70%. PRADO (1985)

obteve rendimento de 73,28% utilizando um sistema de extragdo com tempo

superior a 12 horas, com troca constante de solventes. RIOS (1989), conseguiu

rendimento de 65,05% utilizando sucessivas extragfes do carmim da matéria-

prima previamente desengordurada.
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O teor de acido carminico do produto final (42,71%) deve ser melhorado
quando se trabalhar com matéria prima de melhor qualidade. A cochonilha
utitizada, com 15,86% de acido carminico, € considerada “de segunda” e é de
qualidade inferior as utilizadas por PRADO (20,87%) e RIOS (23,80%).

A cor do carmim obtido € mais escura que a cor da amostra comercial e
foi decorrente da quantidade de sulfato de aluminio e potassio utilizada. O valor
otimizado para maximo rendimento resulta em um produto com coloragdo

diferente (mais escuro) que o comercial.

O Tabela 4.13 apresenta o resultado das analises da composigdo

centesimal do produto obtido.

TABELA 4.13 Composicdo centesimal do carmim obtido através do processo
estabelecido.

Amostras
1 2 3 Média * EP
Umidade (%) 16,04 13,26 13,43 14,24+ 0,90
Proteina (%N x 6,25) (%) 2419 24,58 2408 2428*0,15
Cinzas (%) 9,04 8,91 9,64 9,20*0,22
Acido carminico (%) 41,07 4221 4485 4271*112

EP = erro-padr&o (absoluto) da média

Os resultados das concentragbes de umidade, proteinas, cinza e &cido

carminico enconirados estdo dentro das especificagdes da legislacdo brasileira.

Para um estudo do carmim obtido foi realizadas também a analise dos
minerais presentes. O Tabela 4.14 apresenta o resultado dessas determinagdes.
Os teores de aluminio e fosforo observados, bem superiores aos encontrados no

corante comercial utilizado como referéncia (Tabela 4.4), pode ser resultado da
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formagao de fosfato de aluminio, em consequéncia da alta concentragdo de

fosforo da matéria-prima (Tabeia 4.3)

TABELA 4.14 Resultados das analises de minerais do carmim obtido nas

condiges estabelecidas neste estudo.

Minerais Amostras

(mg/100g) 1 2 3 Média * EP
Calcio 704,18 549 61 598,71 617,50 45,60
Magnésio 5,04 2,74 424 4,01*0,67
Ferro 3,22 2,50 2,66 2,79%0,22
Fosforo 725,92 672,03 738,46 712,14 *20,38
Sadio 512,57 267,83 494,36 424 92*78,72
Potassio 80,86 44 11 76,34 67,10* 11,57
Zinco 4,75 4,44 4,41 4,53*0,11
Aluminio 238560 273240  2636,41 258480 * 103,38

EP = erro-padrao da média

4.3 Estudo da aplicagdo do carmim produzido em amostras modelos e

analise da cor.

O Tabela 4.15 apresenta os dados de cores no sistema CIE L* a* b*, para as

amostras de agua e leite coloridas com o carmim comercial € com o carmim

produzido em nosso laboratério. Observa-se que todas as amostras coloridas com

o carmim obtido nas condigdes estabelecidas neste estudo, apresentaram menos

luminosidade (L), menos vermelho (+a*) e mais azul (-b*) que as amostras

coloridas com o carmim comercial. Observa-se ainda que as amostras de agua

coloridas com o carmim comercial nas concentragbes de 12,0mg/100g apresenta

tonalidade amarela (+b*), © que ndo aconteceu nas amostras coloridas com o

carmim produzido pelo estudo. Os espectros de reflectancia destas amostras

estao apresentados na Figura 4.8.
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TABELA 4.15 Cor no sistema CIE L* a* b*, das amostras de agua {em camada de

7mm de espessura) e de leite, coloridas com o carmim comercial e com o

carmim produzido pelas condi¢gbes estabelecidas neste estudo.

Amostra L* a* b*

Agua + carmim comercial (6,0mg/100g) 46,70 42,04 1,22
Agua + carmim comercial (12,0mg/100g) 35,61 52,59 5,84
Agua + carmim produzido (6,0mg/100g) 40,83 38,35 -6,86
Agua + carmim produzido (12,0mg/1 00g) 26,42 45,70 -3,70
Leite + carmim comercial (6,0mg/100g) 66,83 32,27 -2,32
Leite + carmim produzido (6,0mg/100g) 62,08 27,55 -9,37

L* = luminosidade, a* = vermelho, b* = amarelo, -b* = azul
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FIGURA 4.8 Espectro de refiectancia das amostras de agua {(em camada de 7mm
de espessura) e de leite, coloridas com carmim. (P1 e P2 = carmim produzido-
6,0mg/100g e 12,0mg/100g respectivamente; C1 e C2 = carmim comercial -
6,0mg/100g e 12,0mg/100g respectivamente; leite = 6,0mg/100g)

O resultado do estudo de cor dos pigmentos (acido carminico, carmim
comercial e carmim produzido nas condigbes estabelecidas pelo estudo) em
diferentes pH indicaram, como se esperava, variagbes de cor em toda a faixa
estudada (Tabela 4.16).
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TABELA 4.16 Cor no sistema CIE L*, a* b* das amostras estudadas em diferentes
pH.

Acido carminico’ Carmim comercial® Carmim do estudo®

pH L* a* b* | pH L* a* b* | pH L* a* b*

200 66.16 1632 21.73| 215 6197 2230 8.44 | 250 5897 2402 8.41

367 6600 1542 2385 411 5865 3031 366 | 3.54 5743 2757 1.69
552 66.01 2527 817 | 6.00 5135 36.16 -232| 588 5179 3406 -7.80
6.31 5548 3475 -051| 709 5398 3802 -086| 710 51.00 3493 -7.71
8.02 5574 3306 -381| 7.78 5391 3822 -058| 805 4968 3612 -6.89
870 5415 2426 -576| 993 5092 3598 -3141| 966 4823 3407 -764

11.98 5413 2110 -9.73 [12.01 48.20 3287 -7.31 [11.94 4632 3037 -10.68

1 Padréo de acido carminico
2 Carmim comercial (utilizado como referéncia no estudo)
3 Carmim produzido nas condigdes estabelecidas pelo estudo.

O acido carminico apresentou uma cor vermelha maxima em pH préximo a
7, 0 que também foi uma das caracteristica de ambos os carmins estudados. O
carmim comercial apresentou, em pH maiores a 3, valores de vermelho superiores

ao carmim produzido nas condigbes do estudo (Figura 4.9).

Todos os pigmentos estudados apresentaram um comportamento
amarelo/azul (+b/-b) similares nos diferentes pH, com valores maximos de
amarelo em pH fortemente acido e valores maximos de azul em pH fortemente
basico. Observou-se, ainda, que os carmins estudados apresentaram nestas
tonalidades (amarelo/azul), valores similares em pH préximo a 3 e acima de 9,
com © carmim produzido pelas condigbes estabelecidas neste estudo

apresentando uma cor mais azul em todos os outros pH estudados (Figura 4.10).

A luminosidade das trés amostras diminuiram com o aumento do pH
(Figura 4.11).
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FIGURA 4.9 Variagao da cor vermela (CIE a*) para as amostras de acido
carminico (Ac), carmim comercial (C) e carmim produzido pelas condigbes do
estudo (P), em diferentes pH.
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FIGURA 410 Variagdo das cores amarela e azul (CIE b*) para as
amostras de acido carminico (Ac), carmim comercial (C)e carmim produzido pelas

condi¢des do estudo (P), em diferentes pH.
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FIGURA 4.11 Variacdo da luminosidade (CIE L*) para as amostras de
acido carminico (Ac), carmim comercial (C)e carmim produzido pelas condigGes
do estudo (P), em diferentes pH.

4. 4. Analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
4.4.1. Estabelecimento das condi¢des cromatograficas.

Alem das condigdes cromatograficas descritas no item 3.2 foram
avaliadas a utilizagéo das colunas NHo e CN com diferentes sistemas de fases
moveis com metanol, acetona, acetonitrila e agua, para a separagio dos

pigmentos do carmim. Os resuitados sempre foram inferiores ao obtido com a
coluna Cys.
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Utilizando coluna C.s, com uma fase movel constituida por uma mistura de
acetonitrila e acido férmico 1,19M (19:81), com uma vazdo de 0,5mU/min., o
tempo de retengdo do acido carminico foi de aproximadamente 11 minutos, com
uma boa resolugdo dos compostos com espectros similares. A Figura 4.12
apresenta o cromatograma tridimensional, planar e bidimensional e o espectro de

absorcéao do padréo de acido carminico utilizando o detector de arranjo de diodos
(DAD).

A propriedade fluorescente do acido carminico, descrita por
STAPELFELDT et ali. (1993), foi utilizada, neste estudo, para avaliar a
factibilidade da analise desta substancia através do uso de um detector de
fluorescéncia instalado em sequéncia aoc DAD. Os comprimentos de onda
utilizados para excitagéo (A = 470nm) e emissao (A = 600nm) foram escolhidos em
fungdo das caracteristicas espectrais do acido carminico (Figura 4.13) e as

limitagdes do detector utilizado (Agyx maximo de trabaiho igual a 470nm).

As Figuras 4.14 e 4.15 apresentam as curvas padrdes de acido carminico
construidas com os valores apresentados no Tabela 4.17, obtidos através do uso
dos detectores de arranjo de diodos (A = 490nm) e fluorescéncia (A gx = 470nm e

A em. = 600nm). Os coeficientes de correlagao foram superiores a 0,99 e as
equacbes obtidas foram:

- detecgao por absorgéo a A = 490nm
y =-0,48 + 143,56 x

- detecg&o por fluorescéncia com & gx = 470nm e A gm = 600Nm
y=-101+218,70x

onde:

y = area (mAbs./min. - DAD) ou altura (mm - fluorescéncia) do pico
cromatografico e x = concentragdo em mg/mL do acido carminico.
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FIGURA 4.12 Cromatograma tridimensional; planar e bidimensional e espectro de
absorgéo do padrao de &cido carminico (0,232mg/mL), utilizado neste estudo.
As condigdes cromatograficas estéo descritas no texto (item 3.2).
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FIGURA 4.15 Curva-padrdo do &cido carminico obtida com detector de

fluorescéncia, com guantificagdo em comprimentos de onda de excitago de
470nm e emissao de 600nm.
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TABELA 4.17 Valores cromatogréficos obtidos com detectores de arranjo de

diodos e de fluorescéncia, para a construgdo da curva-padrdo do acido

carminico.
DAD Fluorescéncia
Concentragdo (mg/mL) Area (mAbs./min.) Altura (mm)
0,01392 1,7030 2,0
0,02320 2,3812 3,0
0,04640 56,9138 9,5
0,06960 8,5995 14,0
0,11600 15,8232 24,0
0,23200 33,1662 50,0

4.4.2 Aplicagao das condigbes cromatograficas obtidas na andlise de

carmim.

Utilizando as condigbes cromatograficas propostas, foram analisados o
carmim produzido pelas condigdes estabelecidas por este estudo e o carmim

comercial. Os resultados estdo apresentados no Tabela 4.18.

As Figuras 4.16 e 4.17 apresentam os cromatogramas planar e
bidimensional e os espectros de absorgdo obtidos com detector de arranjo de
diodos e o cromatograma obtido com o detector de fluorescéncia dos carmins
estudados.
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FIGURA 4.16 Cromatogramas e espectros obtidos com detectores de arranjo de
diodos e de fluorescéncia, da amostra de carmim produzida nas condigbes
estabelecidas neste estudo. As condigbes cromatograficas estéo
apresentadas no texto (Item 3.2).
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FIGURA 4.17 Cromatogramas e espectros obtidos com detectores de arranjo de
diodos e de fluorescéncia, da amostra de carmim utilizada como referéncia
neste estudo. As condigbes cromatograficas estdo apresentadas no texto
(Item 3.2).
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Observa-se, no cromatograma do carmim produzido pelas condi¢des do
estudo (Figura 4.16) que, das substancias detectadas, apenas a que apresenta
um tg = 5,82 min. tem um espectro de absorgdo similar ao do acido carminico (tr =
10,62 min.) e sua concentragio (considerando a absorgdo de ambas a 275nm) é
aproximadamente 45 vezes inferior & do acido carminico presente.

TABELA 4.18 Concentragdes de acido carminico, obtidas através de analises

cromatograficas, das amostras de carmim estudadas.

% de acido carminico

Amostras detector de arranjo de diodos | detector de fluorescéncia

referéncia comercial 45,03 46,31

Amostra produzida nas
condigdes do estudo 46,50 47,66

4.4.3 Validagédo do método analitico para produtos coloridos com carmim.

Os resultados encontrados na avaliagdo dos processos de extragéc do
corante de amostras com elevada concentragdo de proteina indicaram uma
melhor performance do método B, que se apresentou coma o mais rapido e mais
eficiente na extragdo dos pigmentos. O Tabela 4.19 apresenta os resultados
obtidos com as metodologias A e B na extragdo do acido carminico, em amostras

de leite coloridas com quantidades conhecidas de carmim.
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TABELA 4.19 Recuperagao analitica de acido carminico em amostras de leite com
a aplicagdo dos métodos A e B.

Método A Método B

Concentragédo | Concentragao % de Concentragao % de

esperada encontrada recuperagao encontrada recuperagao
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)

4,41 1,68 38,10 4,20 95,24

4,41 1,52 34,47 4,35 98,64

4,41 1,48 33,56 4,25 96,37

Média 1,56 35,38 4,27 96,75

Erro-padrao 0,06 1,38 0,05 1,00

Deste modo optou-se pelo método B, ressalvando-se que o método A
pode ser otimizado se adicionado de processos suplementares de extragdo,
conforme apresentado por JALON ef ali (1989). Esses processos tornam a

metodologia muito longa e laboriosa e, por isso, desinteressante para o nosso
objetivo.

A precis&o das condigbes analiticas escolhidas foi avaliada pela injegéo
de uma mesma amostra varias vezes (precisdo do sistema cromatografico) e pela
repeticdo analitica de uma mesma amostra, utilizande todos os procedimentos
envolvidos, desde a amostragem até a quantificagdo do principio ativo {precisao
do processo analitico).

A precisao do sistema cromatografico esta apresentada no Tabela 4.20,
onde foram injetadas cinco vezes a mesma amostra. O coeficiente de variagéo de
2,55% para valores caiculados pelo sistema de integragdo do detector de arranjo

de diodos e de 7,33%, calculado pelo processo de medida manual dos registros
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do detector de fluorescéncia, demonstrou a maior eficiéncia dos processos
automatizados para esses calculos.

Os critérios de aceitagdo dos valores do coeficiente de variag&o tem sido
bastante variados (QUATTROCCHI, et ali, 1992) e foram considerados
satisfatérios quando inferiores a 5%, para concentragbes superiores a 1mg/100g
e de 10% para concentragdes inferiores a este valor (HORWITZ, 1982).

TABELA 4.20 Precisdo do sistema cromatografico na anélise do acido carminico,

para os detectores de arranjo de diodos e de fluorescéncia. (Recuperagéo
ao nivel de 1,44mg/100g).

Resultado analitico (mg/100g)

Detector 1 2 3 4 5 Média s CcvVv

DAD 142 1,41 148 142 138 142 004 255

Fluorescéncia 126 115 126 109 109 117 008 7,33

s = estimativa de desvio padrao
CV = coeficiente de variagao.

A avaliagdo da precisao do processo analitico foi realizada peia analise
em triplicata de amostras de leite e iogurte coloridos com carmim.

Os resultados, apresentados no Tabela 4.21, indicam que, mesmo para
baixas concentragbes do pigmento, o coeficiente de variagdo obtidos pelo uso do
detector de arranjo de diodos & aceitavel (7,11%) e diminui bastante quando se
trabalha com concentragbes superiores a 1,0mg/100g.

Os resultados obtidos com ¢ detector de fluorescéncia, para amostras de

iogurte, estdo mascarados pela dimensdo do pico cromatografico apresentado
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(altura = 2,0mm) que dificulta a avaliagdo de pequenas diferengas existentes
entre eles, pelo uso de medidas manuais (Figura 4.18).

TABELA 4.21 Precisdo do processo analitico para analise de acido carminico,
utilizando o meétodo B, descrito em material e métodos (item 3.2).

Resultados analiticos (mg/100g)

Detector de arranjo de diodos Detector de fluorescéncia

Amostras 1 2 3 % s (1Y) 1 2 3 % s cv

logurte 0,60 066 069 065 005 7,11 058 058 058 058 0 0

Leite 420 435 425 4,27 0,08 1,79 3,81 392 368 380 0,12 3,16

X = média aritimética.
s = estimativa de desvio padrio.
CV = coeficiente de variagéo.

Floresearia

- T T T T T ¥ =

0 3 & 2 12 15 (min.) (@) 3 65 9 12 15 (min. )

FIGURA 4.18 Cromatogramas de amostras de iogurte, obtidos com detector de
fluorescéncia, apds extragdo com o método B (item 3.2).
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A exatidao do metodo foi determinada pela recuperagdo analitica do
pigmento em amostras de leite e de agua. Os resultados desta recuperagdo em
amostras de leite, apresentados no Tabela 4.22, indicam valores médios de
896,75%, enquanto para amostra com baixo teores de proteina (amostra de agua)
a recuperagio obtida foi de 99,77%, com a utilizagdo do detector de arranjo de
diodos.

Estas mesmas recuperacdes apresentaram, para © detector de

fluorescéncia, valores medios de 86,24% para amostra de leite e de 84,95% para
amostra de agua.

TABELA 4.22 Recuperagéo analitica (%) do método B, aplicado em amostras de

leite e agua, coloridas com carmim, utilizando detectores de arranjo de
diodos e de fluorescéncia.

DAD Detector de fluorescéncia
Amostras 1 2 3 X EP 1 2 3 X EP
Leite 9524 9864 96,37 96,75 11,0 8639 88,89 8345 86,24 41157
Agua 98,61 9792 102,78 99,77 +2,63 87,50 79,86 87,50 84,95 +4 41

EP = erro padrao

Como sensibilidade do método procurou-se avaliar o limite de detecgéo e
o himite de quantificagdo. O limite de deteccédo foi estabelecido como um sinal
igual ou superior a trés vezes o ruido do registro cromatografico. Isto implica em
uma concentragdo de aproximadamente 1pg/mL para o detector de arranjo de

diodos e de 1,5ug/mL para o detector de fluorescéncia.
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Para se obter o limite de quantificagdo foram avaliadas, em triplicatas,
amostras com concentragbes crescentes de acido carminico. O Tabela 4.23
apresenta o resultado destas avaliagdes.

TABELA 4.23 Resuitados analiticos para &acido carminico, com a utilizagdo de

detectores de arranjo de diodos e de fluorescéncia.

Concen-

tragao Detector de amranjo de diodos Detector de fluorescéncia
injetada

(vg/mb) | Area (mAbs/min.) b4 s cv Altura (mm) % s CcvV

2,88 403 354 225 327 082 2810 | nd nd nd

7,20 8,88 856 872 872 0,16 183 |45 45 5 467 029 621
14,40 | 16,61 1644 1656 1653 0,09 0,54 8 9 9 867 058 669

28,80 |31,78 3262 3142 31,94 0862 194 | 14 15 15 1467 058 3,95

nd = ndo detectado (menor que 3 vezes o ruido do registro cromatografico).
%= média artimética.

s = estimativa do desvio-padrio.

CV = coeficiente de variagdo

Os valores do coeficiente de variagdo para o detector de arranjo de
diodos e a baixa relagéo sinal/ruido para o detector de fluorescéncia indicam um

limite de quantificagdo superior a 3,0 ng/mL para ambos os detectores.

A linearidade do método cromatografico foi avaliada pelo coeficiente de
correlagdo para as equagbes das retas, que representam as “curvas-padrdo” de
acido carminico para os detectores de arranjo de diodos e de fluorescéncia. Os
coeficientes obtidos para concentragdes entre 0 e 200ug/mL foram superiores a
0,99 indicando uma boa linearidade nesta faixa de trabalho, que representa a

grande maioria das concentragdes encontradas em alimentos.

As analises de variancia para as equagtes encontradas foram:



- Detector de arranjo de diodos (A = 490nm)

y =-0,48 + 143,56 x

Fonte de Graus de Somados Quadrado
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F Nivel de

variagao liberdade quadrados médio probabilidade
Regresséo 1 806,5795 806,5795 1927,715 0
Erro 5 2,09206 0,418412
Total 6 806,67156
Coeficiente de determinagéo (r*) = 0,9974
-Detector de fluorescéncia (L. = 470nm; Aem = 800NM)
y =-1,01+ 218,70 x
Fonte de Grausde Somados Quadrado F Nivel de

variacao liberdade quadrados meédio probabilidade
Regresséo 1 1871,8254 1871,8254  3696,701 0
Erro 5 2,5317510 0,50635
Total 6 1874,3571

Coeficiente de determinagdo () = 0,9986

Para avaliar a seletividade do método foi preparada uma mistura

contendo os principais corantes utilizados na industria de alimentos que, junto

com o corante carmim, foram injetados no cromatografo, nas condigbes

estabelecidas neste trabalho. A Figura 4.19 apresenta os cromatogramas obtidos
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pela inje¢ao desta mistura, onde o acido carminico elui com tg = 9,09 minutos. A
pureza do pico correspondente ao acido carminico, obtida pela razdo espectral
determinada em trés faixas diferentes do pico (Figura 4.20), apresentou valores

superiores a 0,999, indicando a auséncia de picos sobrepostos de substancias
coeluidas.
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FIGURA 4.19 Cromatogramas tridimensionais, planar e bidimensional de uma
mistura de corantes artificiais, com carmim, utilizados para avaliar a
seletividade do processo cromatografico descrito no item 3.2.
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FIGURA 4.20 Sobreposicdo de espectros obtidos em diferentes pontos do pico
cromatografico do acido carminico, em uma amostra com a presencga de
varios corantes artificiais, utilizando as condigdes cromatograficas descritas
no item 3.2.
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5 CONCLUSAO

Os resultados alcangados durante o estudo do corante carmim de
cochoniiha permitiu-nos observar que:

- O rendimento conseguido pelas condigbes propostas (72%) foi superior aos

encontrados na literatura para condigdes semelhantes;

- O processo desenvolvido apresentou rapidez e simplicidade, podendo ser
extrapolado para condi¢des industriais;

- O corante produzido em condigbes onde procurou-se maximizar o rendimento,

apresenta uma coloragao com tonalidade mais azul que o pigmento comercial;

- A metodologia proposta para anélise do acido carminicc em alimentos mostrou,
além de simplicidade, boa exatiddo, precisdo, sensibilidade, seletividade e
linearidade, nas condi¢bes estudadas;

- Este trabalho indicou também que € possivel obter corantes carmim com
tonalidade diferentes, apenas modificando alguns fatores no processo de

produgdo, merecendo, porisso, estudos posteriores que padronizem essas
alteragdes.
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APENDICE'

CARMINS
SINONIMIA

Vermelho de cochonilha; Carmim de cochonilha

DEFINICAO

Carmim € a laca de aluminio ou de céicio-aluminio obtida de um extrato aquoso
de cochonilha.

Cochonilha consiste dos corpos dessecados de fémeas de insetos Dactylopius
coccus, Costa (Coccus cacti, L.). A matéria corante deriva do acido carminico

(acido 7-B-D-glucopiranosil-3,5,6,8-tetrahidroxi-1-metil-9, 10-dioxo-antraceno-2-
carboxilico).

Nos produtos comerciais 0 principio corante esta presente sob a forma dos

cations amonio, calcio, sddio ou potassio, isolados ou associados, podendo haver
excesso destes cations.

Os produtos comerciais poder&ao conter ainda matéria protéica oriunda de inseto e
carminato livre ou pequeno excesso de cation aluminio.

DESCRICAO
Pd friavel, vermelho ou vermelho escuro. Solugao - vermelho violacea.

CLASSE
Antraquinona

NUMEROS INDEXADQS

C.1. (1975) N° 7547; Vermelho natural 4; Schultz (1931) N° 1391: EEC N° E120.
FORMULA QUIMICA

Acido carminico - CaaHaQis

'LARA, W. H. (coord.) Monografias de Corantes Naturais para Fins Alimenticios. Padrées de
Idantidads & Onalidada Inctitiin Adnlfn L 1ty QEn Panln 1GRA A7n



FORMULA ESTRUTURAL

Ca++

HO—— A[----H,0 ——"HO
S

Quelato aluminico do acido carminico (provavel)

CH,OH

Acido carminico

PESO MOLECULAR

Acido carminico - 492 40
PUREZA

O carmim deve apresentar, no minimo, 42% de acido carminico.
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USO FUNCIONAL

Corante para alimentos

CARACTERISTICAS

Provas de identificagao:
A) Solubilidade
Carmim amoniacal - facilmente solivel em aguaem pH 3,028,5

Carmim calcico - pouco soluvel em agua em pH 3,0. Facilmente solivel em pH
8,5

B) Torne a solugdo da amostra levemente alcalina pela adigcido de uma gota de
solugdo de hidroxido de sodio ou hidroxido de potassio a 10%. Forma-se
coloragao violeta.

C) A adicdo de pequena quantidade de cristais de ditionato de sddio (Na,S$:0.)as
solugbes de amostra, em meio acido, neutro ou alcalino, ndo descora a solugao.

D) Leve a secura uma pequena quantidade da amostra em capsula de porcelana.
Esfrie totalmente e trate o residuo seco com uma ou duas gotas de solugdo de
acido sulfurico a 10% v/v. Nao se observa alteragéo de cor.

E) Transfira uma disperséo aquosa da amostra para um funil de separagio, cuja
capacidade seja de tres vezes o volume da dispersao. Adicionar 1/3 do volume
(correspondente ao da dispers&o) de solugdo de acido cloridrico 10% viv e agite.
Adicione alcool amilico de maneira a dobrar ¢ volume do conteudo do funil de
separacao e agite. Deixe separar as fases e despreze a fase aquosa (inferior).
Lave a fase amilica com agua duas ou quatro vezes, para eliminar residucs de
acido cloridrico. Dilua a fase amilica com igual volume de éter de petréleo e agite.
Adicione uma pequena quantidade de agua (cerca de 1/6 do volume total).
Adicione gota a gota solucio de acetato de uranilo 5% pfv, agitando bem apéds

cada adi¢do. Forma-se uma coloragdo verde esmeralda caracteristica na fase
inferior.

Perda por dessecag¢&o: maximo 20%
Cinzas: maximo 12%

Proteinas (ndo amoniacal) - N x 6,25: maximo 25%
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DETERMINACAQ

Adicione cerca de 30mg em base seca da amostra precisamente pesada em
30mL de acido cloridrico 2M, ferva até a dissolugdo e esfrie. Transfira
quantitativamente a um frasco volumétrico de 1000mL, dilua com agua até a
marca e misture. Determine a absorbancia da solugdo em 494nm, usando como
branco, solugdo contendo 3mL de Aacido cloridrico 2M por 100mL. Se a
absorbancia medida ndo estiver entre 0,20 a 0,80, entdo o peso da amostra deve

ser ajustado adequadamente. Calcule a porcentagem do acido carminico da
amostra pela formula:

% de acido carminico = A 1500
0262 . P

Sendo A a absorbancia medida e P o peso da amostra em mg. (0,262 é a
absorbancia de uma solugéo de acido carminico contendo 15mg por litro).

IMPUREZAS

Arsénio: maximo 3mg/kg

Chumbo: maximo 10mg/kg

Metais pesados ¢/ Pb: maximo 20mg/kg
insolaveis em amdnia diluida: maximo 1%

Procedimento:

Dissolva cerca de 0,25g da amostra precisamente pesada e previamente
dessecada, em 2,5mL de solucdo de amodnia diluida (160mL de amdnia
concentrada, diluida até 500mlL) e dilua a 100mL em agua;, a solugdo é
transparente. Filtre por cadinho de vidro de porosidade média. Lave o filtro com
uma solugdo contendo 0,1% de NH3 e seque até peso constante a 105°C.

ADULTERANTES:

Cromatografia em papel:

Prepare uma solugao contendo 2g de citrato trissédico 100mL NH40H a 5%. Para
uma melhor resolugédo, megulhe o papel na solugéo. Seque-o em estufa a 105°C.
Aplique a solugéo a 2cm da base do papel. Corra no solvente.

A cochonilha da uma Unica mancha violacea em Rg ~ 0,8.
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MICRORGANISMO

Auséncia de Salmonelas em 25g da amostra, determinadas por métodos
adequados.

APRESENTACAQ

Os produtos comerciais poderdc ser apresentados em po, ou em forma de
solucao aquosa ou hidroalcodlica.

ROTULAGEM

As formas comerciais dos carmins devem trazer no rétulo a forma catiénica de
apresentagao e o teor total de acido carminico, expressoc em percentagem.

Nota: Deverdo ser efetuadas determina¢des microbioldgicas para a pesquisa de
microrganismos patogénicos, sempre que se tornar necessaria a obtencido de
dados sobre o estado higiénico-sanitario da cochonilha.



