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Abstract

There has always been a need to change certain food characteristics, such as color. This is
often done with artificial or natural substances. These changes are mainly intended to make
them more attractive to the consumer, so that they have the ideal or prefered color in the
food itself, even if it has no influence on taste. The purpose of these changes relates only to

appearance, with no interest or effect on the nutritional value of the food.

One of the most consumed natural dyes in the world is carmine, obtained through the dry

body of cochineal.

Despite being considered safe for human health and approved by different international

agencies, this dye proves to be one of the best known to cause allergic reactions.
This coloring is used in a wide variety of products, mainly food, including yogurt.

The methodology used to evaluate the carmine content expressed in carminic acid present
in the samples was by acid hydrolysis, followed by detection and quantification by 494 nm

UV-Vis spectrophotometry.

In this study were analyzed 30 samples, |3 of liquid yogurt and 17 of solid yogurt. Of these,

43.3% were non-brand and 56.6% were manufacturer brands.

In the group consisting of solid yogurt a maximum value of 193.75 mg / kg was observed and
in the group of liquid yogurt this value was 153.13 mg / kg. Of the 17 solid yogurt samples
analyzed, six are above the maximum use limit allowed by European legislation, 150 mg / kg,

and |3 of the liquid yoghurt samples analyzed, two are also above that limit.

Although some samples are above the allowable values, the EDI value did not exceed the
ADI value established by EFSA in 2015, and it can be concluded that the intake of carminic

acid from yogurt consumption does not pose a risk to consumers health.

Keywords: carminic acid, cochineal, spectrophotometry, yogurts.



Resumo

Desde sempre existiu a necessidade de alterar certas caracteristicas dos alimentos, como ¢
o exemplo da cor. Para tal recorre-se, frequentemente, a substancias artificiais ou naturais.
Estas alteragoes visam principalmente torna-los mais atraentes para o consumidor, para que
tenham a cor tomada como ideal ou preferida no alimento em si, mesmo que nao tenha
qualquer influéncia no sabor. O objetivo destas alteragoes relaciona-se apenas com a

aparéncia, nao havendo qualquer interesse ou efeito no valor nutricional do alimento.

Um dos corantes naturais mais consumidos no mundo é a carmina, corante obtido através

do corpo seco da cochonilha.

Apesar de ser considerado seguro para a sallde humana e aprovado por diferentes agéncias
internacionais, este corante mostra ser um dos mais conhecidos por causar reagoes

alérgicas.

Este corante é usado numa enorme variedade de produtos, principalmente alimentares,

onde se incluem os iogurtes.

A metodologia usada para avaliar o teor de carmina expresso em acido carminico presente
nas amostras consistiu em proceder a uma hidrélise em meio acido, seguida de detecao e

quantificagao por espetrofotometria UV-Vis a 494 nm.

Neste estudo foram analisadas 30 amostras, |13 de iogurtes liquidos e 17 de iogurtes solidos.

De entre estas, 43,3% eram de marcas brancas e 56,6% de marcas de fabricante.

No grupo constituido pelos iogurtes solidos observou-se um valor maximo de 193,75 mg/kg
e no dos iogurtes liquidos esse valor foi de 153,13 mg/kg. Das |7 amostras de iogurtes
solidos analisadas seis encontram-se acima do limite maximo de utilizagao permitido pela
legislacdo europeia, 150 mg/kg, e dos |3 iogurtes liquidos analisados, duas também se

encontram acima daquele limite.

Apesar de algumas amostras se encontrarem acima dos valores permitidos, o valor da EDI
nao ultrapassou o valor da ADI estabelecido pela EFSA em 2015, podendo concluir-se que a
ingestao de acido carminico veiculada pelo consumo de iogurtes nao apresenta risco para a

saude dos consumidores.

Palavras-chave: icido carminico, cochonilha, espectrofotometria, iogurtes.
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Abreviaturas

AC — Acido carminico

ADI — Ingestao diaria admissivel

ASAE — Autoridade de Seguranga Alimentar e Econdmica
CC - Curva de calibragao

DDP — Polarografia de pulso diferencial

EDI — Ingestao diaria estimada

ESFA — Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar
FDA — Food and Drug Administration

HPLC — Cromatografia liquida de alta eficiéncia

LOD - Limite de detegao

LOQ - Limite de quantificagao

MALDI — Desorgao / ionizagao por laser assistida por matriz
OMS — Organizagao Mundial de Salde

SV — Striping Voltammetry



Objetivos

A elaboragao do presente trabalho teve como objetivos:

I) a validagdo de uma metodologia analitica para a determinagao de acido carminico em

diferentes amostras de iogurtes por espectrofotometria UV-Vis;

2) a aplicagdo da metodologia analitica validada a analise de diferentes amostras de iogurte

adquiridas comercialmente;

3) a avaliagado da exposicao humana ao corante mencionado, de modo a verificar se a
ingestao de acido carminico, através do consumo de iogurtes, constitui um risco para a

populagao portuguesa.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA



1.1. Introducao

A alimentagao desde sempre desempenhou um papel fundamental na evolugao do Homem.
Aquela constitui uma das atividades humanas mais importantes nao s6 por razoes biologicas
evidentes, mas também por envolver aspetos sociais, culturais, cientificos, politicos e

econdmicos (Proenga, 2010; Rocha, 20153a; Souza, 2012).

O aumento demografico mundial e a evolugao dos processos tecnoldgicos tiveram uma
enorme influéncia na forma como os produtos passaram a ser consumidos, tendo deixado
de ser consumidos apenas no seu estado natural para serem consumidos e transformados

em larga escala (Decreto - Lei n.°192/89 de 8 de Junho).

Ha muito que existe a necessidade de alterar certas caracteristicas dos alimentos, tais como
a cor e sabor. Para tal recorre-se, frequentemente, a substancias artificiais ou naturais. Estas
alteragoes visam principalmente torna-los mais atraentes para o consumidor, para serem
mais facilmente escolhidos na hora de comprar, ou que tenham a cor tomada como ideal ou
preferida no alimento em si, mesmo que nao tenha qualquer influencia no sabor. O objetivo
destas alteragoes relaciona-se apenas com a aparéncia, nao havendo qualquer interesse ou

efeito no valor nutricional do alimento (Rocha, 201 5a).

Para tal houve a necessidade de adicionar aos géneros alimenticios certas substancias - os
aditivos -, que os sofisticados processos industriais cada vez mais impoem, pois estes tornam
os alimentos mais atraentes e com aspeto mais proximo do natural, caracteristicas que se
podem ter perdido durante o processamento (Borges et al, 2012; Cabrera, 2008; Crizel,

2017; Decreto-Lei n.°192/89 de 8 de Junho; Gonzilez et al., 2002).

O Regulamento n.® 1333/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 16 de dezembro
de 2008, define aditivos alimentares como todo a substancia, quer tenha ou nao valor
nutritivo, que por si s6 nao € normalmente género alimenticio nem ingrediente
caracteristico de um género alimenticio, mas cuja adicao intencional, com finalidade
tecnologica na manufatura, processamento, preparagao, tratamento, acondicionamento,
transporte ou armazenagem de um género alimenticio, tem como consequéncia quer a sua
incorporagao nele ou a presenca de um derivado, quer a modificagao de caracteristicas

desse género.

E evidente a importancia dos aditivos sob o ponto de vista tecnolégico na produgao de
géneros alimenticios. Porém, é necessario estar atento aos possiveis riscos toxicologicos que

acarretam pela sua ingestao frequente (Polonio e Peres, 2009).



Diversos estudos mostram que os aditivos provocam reagoes adversas, quer sejam agudas
ou croénicas, como reagoes téxicas no metabolismo desencadeantes de alergias, de
alteragoes no comportamento, em geral, de carcinogenicidade, sendo que esta é observada a

longo prazo (Polonio e Peres, 2009).

Embora o consumo de um determinado alimento devesse depender principalmente do seu
valor nutricional, a sua cor, o aroma e a textura sao fatores que conduzem a preferéncia do
consumidor. Dentre estes fatores, a cor € o mais importante fator de preferéncia, ja que é a

qualidade que mais facilmente desperta a atengao do consumidor (Souza, 2012).

1.2. Classificacao dos aditivos

Na Europa, os aditivos alimentares estao divididos em classes funcionais de acordo com a
fungao tecnoldgica que desempenham no alimento e o Anexo |l do Regulamento (CE)
n.°1129/2011 conta com 322 aditivos diferentes distribuidos por 26 classes funcionais,

identificados pela letra E, seguida de um niumero (Rocha, 2015 a).

Os corantes alimentares sao classificados de E100 a EI80 (Regulamento (UE) n.° 1129/201 |

de || de Novembro).

Os aditivos alimentares estao sujeitos a uma avaliagdo de seguranca feita atualmente pela
European Food Safety Authority (EFSA), antes de poderem ser autorizados e utilizados na
Uniao Europeia (UE). Desta avaliagao pode resultar que os aditivos sejam autorizados em
doses “quantum satis” ou limites maximos de utilizagao (LMU), ou entao que permanegam
nao autorizados (Diretiva n.° 98/72/CE de |5 de Outubro; Decreto-Lei n.° 64/201 1 de 9 de
Maio).

Apods a sua autorizagao, os aditivos alimentares sao sujeitos a revisoes periddicas para

comprovar a sua seguranga (Pereira, 2015).

1.3. Corantes

A aparéncia do alimento pode exercer efeito estimulante ou inibidor do apetite. Além de
necessaria para sobrevivéncia, a alimentagao também é fonte de prazer e satisfagao. E por
essa razao que o setor alimentar se preocupa tanto com a adigao de cores e obtencao de

alimentos que agradem ao olhar do consumidor (Aditivos & Ingredientes, 2009).



A ideia de consumo dos produtos da-se numa fase inicial pela visao. Os alimentos coloridos
e vistosos sao muito mais atraentes para o consumidor, e essa cor deve-se, sobretudo, ao
uso de corantes alimentares (Souza, 2012), um dos grupos de aditivos alimentares mais

utilizado nos géneros alimenticios (Rocha, 2015 a).

Corantes alimentares sao substancias usadas para conferir ou restituir cor a um alimento ou
quaisquer aplicagbes nao alimentares incluindo produtos farmacéuticos e que sao
constituidas por componentes naturais de géneros alimenticios ou outras substincias
naturais que nao sao normalmente consumidas como alimentos nem como ingredientes
caracteristicos de alimentos (Regulamento (UE) n.° 1333/2008 de 16 de Dezembro). E
também para além do que ja foi referido, qualquer produto quimico que reage com outra

substancia e provoque a formagao de uma cor (Amchova, Kotolova e Ruda-Kucerova, 2015).

Conferir cor aos alimentos para torna-los mais apeteciveis e atraentes ja € um habito muito
antigo. As especiarias e os condimentos ja tinham essa fungao (Hamerski, Rezende e Silva,

2013).

Ja as primeiras civilizagdes reconheciam que as pessoas também "comem com os olhos". Esta
expressao, traduz muito bem a importancia da cor nos alimentos (Aditivos & Ingredientes,

2009; Queirds e Rodrigues, 2001).

Até 1850 todos os corantes alimentares provinham de trés fontes: vegetais (cenoura =
laranja, beterraba = vermelho, pele de uva = preto, entre outros), extratos de origem animal
ou vegetal normalmente nao consumidos (acido carminico = vermelho, estigma de agafrao=
acafrao) e resultados da transformagao de substdncias naturais (caramelos = castanho)

(Petter, Rosa e Kissmann, 2010).

Os corantes sao usados fundamentalmente para compensar a descoloragio devido a
exposicao solar, ao ar, a temperaturas extremas, a condicoes humidade e de conservagao,
para equilibrar as variacoes naturais ou sazonais nas matérias-primas alimentares ou efeitos
de processamento e conservagao e para intensificar as cores que naturalmente ocorrem nos
alimentos, mas que sao menos intensas do que a cor associada a um determinado alimento

(Gilvaz, 2012).

A cor desempenha um papel crucial na aceitagio dos produtos, podendo exercer efeito
estimulante ou inibidor de apetite, pois € um dos atributos mais impactantes na avaliagao do
consumidor sobre um produto, pois espera-se que estes tenham uma coloragao
caracteristica. O consumidor quer ver alimentos com a tonalidade tomada como a certa

para o alimento, quer ver carne vermelha, queijo amarelado, refrigerantes com as cores

13



apelativas, doces com cores chamativas para as criangas e outros aspetos apelativos (Borges

et al, 2012; Rocha, 2015 a).

Com o habito da populagao de associar a cor dos produtos a outras caracteristicas, como
sabor e nivel de dogura, por exemplo, existe a necessidade de apresentar uma cor
correspondente para os produtos em desenvolvimento, pois esta sera fundamental para sua

aceitagao (Nascimento e Prato, 2016).

Varias pesquisas comprovam que o consumidor avalia primeiramente a cor de um produto
alimentar, associando-a ao sabor. Assim, como a cor influencia a compra do produto, os
fabricantes recorrem a utilizagado de corantes para garantir que o alimento é apelativo e

consequentemente mais facilmente adquirido (Souza, 2012).

Mas a adicao de cores a certos alimentos pode também ser vista como algo que pode levar
o consumidor ao engano quanto a sua natureza e pode ser considerada uma agao de
cosmética desnecessaria. Uma vez que o objetivo dos corantes € melhorar o aspeto visual
do alimento, a sua utilizagdo pode mascarar a ma qualidade das matérias-primas ou a
utilizagdo de métodos ou técnicas de producao indesejaveis e tornar-se um recurso facil e

abusivo para a industria alimentar (Rocha, 2015 a).

As cores mais vivas e brilhantes sao as mais utilizadas em produtos alimentares destinados as
criangas, que constituem, em termos de salde publica, o grupo etario mais exposto aos

efeitos negativos destas substancias na saude das populagoes (Rocha, 2015 a).

1.3.1. Classificacao de Corantes

Duas classes de corantes estao disponiveis para uso em alimentos, os sintéticos e os
naturais. Considera-se corante natural, o pigmento ou corante inocuo extraido de substancia
vegetal ou animal. Ja o corante artificial é a substancia obtida por processo de sintese, com

composi¢ao quimica definida (Constant, Stringheta e Sandi, 2002; Honorato et al., 2013).

Os corantes E 102 — Tartarazina, E 104 — Amarelo de quinoleina, E | 10 — Amarelo-sol FCF,
E 124 — Ponceau 4 R, e E 132 — Indigotina ou carmim de indigo, sao de entre muitos outros

corantes pertencentes ao grupo dos sintéticos (ASAE, 2019; Honorato et al,, 2013).

De entre os corantes naturais encontram-se: E 100 — Curcumina, E 120 — Acido carminico e
carmina, E 140 — Clorofilas e compostos derivados, clorofilinas, E 160a — Carotenos mistos e

beta-caroteno, E 161b — Luteina, E 163 — Antocianinas, entre outros.



Os corantes mais utilizados sao os de origem natural, extraidos de plantas e animais, como é
o exemplo da cochonilla, obtida a partir de insetos esmagados (Rocha, 2015 a). A adicao de
corantes naturais aos géneros alimenticios é praticada ha séculos e tem vindo a ocupar um
lugar cada vez mais importante na indlstria agroalimentar pelo seu impacto econdmico
(Queirds e Rodrigues, 2001). Os corantes naturais possuem baixa toxicidade, sendo que os

derivados de plantas sao extremamente abundantes (Both et al., 2014).

Apesar dos corantes sintéticos apresentarem custos de produgao menos elevados e uma
maior estabilidade, o numero de aditivos sintéticos que sao permitidos nos paises
desenvolvidos esta gradualmente a diminuir e estao cada vez mais a ser substituidos pelos de
origem natural, uma vez que sao considerados inofensivos ou mesmo saudaveis. Mesmo
assim apresentam algumas desvantagens em relagao aos sintéticos, ja que sao mais caros e
menos estaveis. Além disso, a Uniao Europeia e os Estados Unidos da América restringiram
o uso de corantes sintéticos como aditivos alimentares. Essas restricoes aumentaram o uso
de corantes naturais pela industria alimentar e os consumidores exigem que os alimentos
sejam tao naturais quanto possivel (Borges et al, 2012; Cabrera, 2008; Honorato et adl.,

2013).

Na tabela | encontram-se listados os corantes permitidos pela Uniao Europeia (UE) de

acordo com o Regulamento n.° 1129/201 1 da Comissao de || de Novembro de 201 1.

A EFSA recomendou a revisao do atual titulo «Cochonilha, acido carminico, carminasy de
modo a refletir com mais exatidao o material utilizado como aditivo alimentar para “acido
carminico, carmina” (Regulamento da UE n.° 2018/1472 da Comissao de 28 de setembro de

2018).



Tabela I. Listagem dos corantes permitidos pela legislagao da UE (Adaptagao do REGULAMENTO (UE) n.°
1129/2011 DA COMISSAO de |1 de Novembro de 2011)

Numero E Designacao
E 100 Curcumina
E 101 Riboflavinas
E 102 Tartarazina
E 104 Amarelo de quinoleina
EIIO Amarelo-sol FCF/amarelo alaranjado S
E 120 Cochonilha, acido carminico, carminas
E 122 Azorubina, carmosina
E 23 Amarante (2)
E 124 Ponceau 4R, vermelho cochonilha A
E 127 Eritrosina (2)
E 129 Vermelho allura AC
E 131 Azul patenteado V
E 132 Indigotina, carmim de indigo
E 133 Azul brilhante FCF
E 140 Clorofilas e clorofilinas
E 141 Complexos cupricos de clorofilas e clorofilinas
E 142 Verde S
E 150a Caramelo simples ( | )
E 150b Caramelo sulfito caustico
E 150c Caramelo de aménia
E 150d Caramelo sulfito de amoénia
E I51 Negro brilhante BN, negro PN
E I53 Carvao vegetal
E I55 Castanho HT
E 160a Carotenos
E 160b Anato, bixina, norbixina (2)
E 160c Extracto de pimentao, capsantina, capsorubina
E 160d Licopeno
E 160e Beta-apo-8'-carotenal (C 30)
E 161b Luteina
Elé6lg Cantaxantina (*¥)
E 162 Vermelho de beterraba, betanina
E 163 Antocianinas
EI70 Carbonato de calcio
EI71 Diéxido de titanio
E 172 Oxidos e hidroxidos de ferro
E 173 Aluminio (2)
E 174 Prata
EI75 Ouro
E180 Litolrubina BK (2)

( I') O termo caramelo esta relacionado com produtos de cor castanha mais ou menos intensa usados como
corantes. Nao corresponde ao produto agucarado aromdtico obtido pelo aquecimento dos agucares e usado
como aroma (por exemplo, em produtos de confeitaria e pastelaria ou em bebidas alcodlicas).

(2) Estes corantes nao podem ser vendidos diretamente aos consumidores.

(*) A cantaxantina nio estd autorizada nas categorias de alimentos enumeradas nas partes D e E. Esta
substancia encontra-se nesta lista porque é utilizada em medicamentos ao abrigo da Diretiva 2009/35/CE do
Parlamento Europeu e do Conselho (JO L 109 de 30.4.2009, p. 10).



1.3.2. Carmina/ Acido Carminico

Em diferentes periodos os corantes vermelhos foram obtidos de diversos materiais, de
origem vegetal ou animal. Os mais cobigados pela intensidade e brilho da coloragao dada aos
tecidos eram corantes naturais obtidos a partir de animais, tais como a cochonilha, muito

procurados no Renascimento (Ferraz, 2007).

Apesar da comercializagao do inseto desde esta época, o carmim sé foi fabricado em 1818
por Joseph Pelletier que foi um dos inventores da quinina. No século Xll o império inca

utilizava a cochonilha para tingir tecidos e pintar ceramica (Martins, 1997).

No México do século XVI, os Astecas utilizavam a cochonilha para obter tons vermelhos e
rosados, chegando a fazer a sua exportagao, no periodo colonial. Os espanhois trouxeram a
cochonilha para a Europa e durante muito tempo exerceram monopolio sobre a produgao

industrial de carmim (Martins, 1997).

No século XVII, a producao de cochonilha foi tentada sem sucesso na Europa enquanto era
promovida nas coldnias espanholas. Portanto, esta industria cedo desempenhou um papel
importante no desenvolvimento econémico da América Central e do Sul. Atualmente, a
cochonilha é explorada no México, Peru, Chile, Bolivia, Argentina, Espanha, Sao Salvador,
Italia, Africa do Sul e India, de onde sio nativas (Cabrera, 2008; Carvalho, 1996; Gilvaz, 2012;
Martins, 1997).

As cochonilhas pertencem a ordem Hemiptera e sao consideradas pragas em diversos
sistemas de produgao. Sao um pequeno inseto, hospedeiro do cato da espécie Opuntia ficus-

indica (Cabrera, 2008; Carvalho, 1996).

Tendo em vista a sua importancia, dentre os géneros de cochonilha, pode-se destacar a
Dactylopius spp. e a Ceroplastes spp., pertencentes as familias Dyctilopiidae e Coccidae,

respetivamente (Alvarez, 2003; Cruz e Perez, 2013).

A cochonilha tem um periodo de vida de cerca de 130 dias, com maturidade sexual por volta
dos 100 dias. Durante a sua existéncia deposita cerca de 500 ovos. Cada inseto na forma
adulta tem aproximadamente 5 mm de tamanho e contém de 18% a 22% de acido carminico.
Um quilo do inseto pode conter até 80 mil individuos (Carvalho, 1996; Hamerski, Rezende e

Silva, 2013).

As fémeas adultas da cochonilha sao colhidas manualmente, antes da postura, usando-se uma

espatula. De seguida sao secas através da exposi¢ao solar por longos periodos (4 a 5 horas
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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 (Carvalho, 1996; Nejad e Nejad, 201 3).

O principio corante é o acido carminico. O corpo seco da cochonilha contém cerca de 10%
do principio corante, o acido carminico. As cochonilhas sao, desde a época dos Incas,
utilizadas como matéria-prima para a coloragao dos mais variados objetos (Nejad e Nejad,

2013; Carvalho, 1996; Gilvaz, 2012).

A partir desta matéria podem obter-se trés produtos principais com propriedades corantes:
o extrato de cochonilha, o acido carminico e as carminas. Dentro do grupo dos corantes
naturais, o corante E 120 é um dos mais consumidos no mundo (Hamerski, Rezende e Silva,

2013).

1.3.2.1. Caracteristicas fisico-quimicas

O 4cido carminico ¢ obtido a partir de extratos aquosos, aquoso-alcoodlicos ou alcodlicos de
cochonilha, que consiste em corpos secos de insetos fémeas Dactylopius coccus Costa. E
possivel obter lacas de aluminio de acido carminico (carmina) em que o aluminio e o acido
carminico se encontram presentes na propor¢ao molar de 1:2 (Decreto-Lei n.° 193/2000 de
I8 de Agosto; Regulamento (UE) n.° 231/2012 da Comissao de 9 de marco de 2012). Assim,
a carmina é o quelato de aluminio hidratado do acido carminico (Regulamento da UE n.°

2018/1472 da Comissao de 28 de setembro de 2018).

O extrato apresenta-se na forma de liquido vermelho escuro e, geralmente, contém material
proteico proveniente dos insetos. Nesta solugao, o elemento responsavel pela cor é o acido

carminico (Cabrera, 2008, Rocha, 2015 a).

De acordo com as especificagoes do FDA (Food and Drug Administration), de 1999, o extrato
de cochonilha deve obedecer as seguintes especificagoes: pH 5,0-5,5; teor de acido
carminico: min.|,8%; teor de chumbo: max. 10 ppm, e arsénio max. | ppm (Cabrera, 2008).
A EFSA recomendou, em novembro de 2015, a atualizagao das especificagoes no que diz
respeito a percentagem de material nao contabilizado, aos teores maximos de elementos
toxicos e a presenca de compostos proteicos presentes no dacido carminico, carmina

(Regulamento da UE n.° 2018/1472) (Tabela 2).



Tabela 2. Propriedades do acido carminico, carmina (Regulamento da UE n.° 2018/1472 da Comissao de 28

de setembro de 2018)

E 120, Acido Carminico, Carmina

N° do Indice de Coloracgao

Denominagao quimica

Férmula quimica

Massa molecular

Composigao

Descricao

Identificacao

Espectrometria

Pureza

Residuos de solventes

Cinzas totais

Proteinas (N % 6,25)

Acido 4-aminocarminico
Matérias insollveis em
amoénia diluida

Arsénio

Chumbo

Mercurio

Cadmio

75470

Acido 7-B-D-glucopiranosil-3,5,6,8-tetra-hidroxi- | -metil-9, 1 0-
dioxoantraceno-2-carboxilico (acido carminico); a carmina
consiste no quelato de aluminio hidratado deste acido.

C22H2003 (acido carminico)

492,39 (acido carminico)

Teor de acido carminico nao inferior a 90%; teor de acido carminico
nos quelatos nao inferior a 50%.

Produto sdlido quebradico ou pulverulento, de cor vermelha a
vermelha escura

Acido carminico:

Maximo a cerca de 518 nm, em solugio aquosa de amoénia

Maximo a cerca de 494 nm, em solucao de acido cloridrico diluido

E 1% /1 cm, 139 num pico a cerca de 494 nm, em acido cloridrico
diluido

Acido 4-aminocarminico:

Maximo a 535 nm, em solugao aquosa de amonia

Maximo a 530 nm, em solucao de acido cloridrico diluido

E 1%/ 1 cm, 260 num pico a cerca de 535 nm, em soluciao aquosa de
amonia, pH 9,5

Etanol: Teor nao superior a 150 mg/kg; Metanol: Teor nao superior a
50 mg/kg

Acido carminico: Teor nio superior a 5%; Carmina: Teor nao
superior a 12%

Acido carminico: Teor nio superior a 2,2%; Carmina: Teor nao
superior a 25%

Teor nao superior a 3% em relagao ao acido carminico

Carmina: Teor nao superior a 1%

Teor nao superior a | mg/kg
Teor nao superior a 1,5 mg/kg
Teor nao superior a 0,5 mg/kg

Teor nao superior a 0,1 mg/kg

Podem utilizar-se lacas de aluminio deste corante



O 4cido carminico é um composto organico derivado da antraquinona, especificamente uma
hidroxiantraquinona ligada a uma unidade de glicose (Figura |). A denominagao oficial
é acido 7-B-D-glucopiranosil-3,5,6,8-tetra-hidroxil-metil-9, | 0-dioxoantraceno-2-carboxilico
(Regulamento da UE n.° 2018/1472 da Comissao de 28 de setembro de 2018). A formula
molecular é C,,H,,O;; com massa molecular 492,39 (Borges et al, 2012; Crizel, 2017)
(Tabela 2). O acido carminico é uma substancia sélida, cuja tonalidade do corante comercial

pode variar de laranja a vermelho (Hamerski, Rezende e Silva, 2013; Leite, 2010).

A sua coloragao é dependente do pH do meio. Em solugbes acidas € laranja e em solugoes
alcalinas é violeta, no entanto a sua intensidade de cor é relativamente baixa, o que restringe
a sua aplicagao isoladamente, sendo necessdrio realizar a complexagao com metais (Borges

et al, 2012; Both et al., 2014; Crizel, 2017).

OH O

Figura I. Estrutura quimica do acido carminico (Adaptagao de Yilmaz, Ergun e Yilmaz, 2014)

Este acido é soluvel em agua, alcool, éster, solugoes acidas e alcalinas, mas insollvel em éter

de petroleo, benzeno e cloroformio (Borges et al., 2012; Cabrera, 2008).

O acido carminico puro é comercializado sob a forma de pé ou de solugoes com
concentragoes variando de | a 10% (p / v). Os niveis de pureza estao entre 50 e 60%. As
preparagoes secas por pulverizagao também estao disponiveis com um conteudo de 2-7% de
acido carminico. O acido carminico compete com a betanina, corante da beterraba
vermelha, e as antocianinas na coloracao dos alimentos e sua principal limitagao é a
insolubilidade a pH baixo. As aplicagoes alimentares incluem bebidas suaves e alcodlicas,
marmeladas, misturas secas de bolos e conservas. O acido carminico também encontra
aplicagoes na industria farmacéutica e cosmética, na industria téxtil, entre outras (Cabrera,
2008).
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As carminas sao obtidas a partir do acido carminico que se complexa com certos metais,
como o calcio ou o aluminio, resultando um pigmento natural também conhecido como
“laca de carmim” (Figura 2). Assim, o principio corante é um quelato de aluminio ou calcio
do acido carminico. Este p6 contém aproximadamente 50% de acido carminico e cerca de

20% de material proteico proveniente dos insetos (Rocha, 2015 a).

Apresentam-se, na forma soélida, com cor vermelha a vermelho escuro. A sua solubilidade

em solugoes alcalinas é elevada, enquanto em agua quente e acidos diluidos é pouco soluvel

(Crizel, 2017; Leite, 2010).

Ca H,O

Figura 2. Estrutura quimica da laca de carmim (adaptagao de Crizel, 2017)

As lacas de aluminio, como estes complexos sao conhecidos, apresentam uma coloragao
mais intensa que o acido carminico. Ao contrario do acido carminico, a coloragao altera
pouco com as variagoes de pH do meio (é vermelha a pH=4 e altera para azul a pH=10),

sendo a fraca solubilidade em pH acido a unica limitagao técnica para o seu uso (Constant,

Stringheta e Sandi, 2002).
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1.3.2.2. Aplicacoes

A cochonilha é utilizada principalmente para obtengao de acido carminico e da carmina. Foi
largamente usada desde o século XVI como corante em alimentos, bebidas, cosméticos e

téxteis (Martins, 1997; Voltolini et al., 2014).

Hoje em dia, continua a ser usada em alimentos, bebidas e cosmética, mas € também usada
pela industria farmacéutica e em histologia (Anibarro et al, 2003; Voltolini et al, 2014).
Devido a sua natureza nao — toxica e pelas suas propriedades anticancerigenas, este é o
Unico corante que é permitido pela FDA para utilizagio em cosmética para os olhos. E
também usado em outros cosméticos como batons e vernizes (Cruz e Perez, 2013;

Jaggannagari, 2010).

A cochonilha serve também de indicador de andlise volumétrica para determinar zirconio,
zinco, aluminio, cobre, platina, terras raras, uranio, entre outros e para analise de licores

(Martins, 1997).

Este corante é aplicado numa enorme variedade de produtos, principalmente em produtos
alimentares. E utilizado numa vasta lista de alimentos, tanto salgados como doces. E usado
em molhos culinarios e carnes processadas, como por exemplo hamburgueres e salsichas.
De entre os alimentos doces estao, entre muitos outros produtos, bebidas, gelados,
iogurtes, gomas, recheios de bolachas e geleias (Martins, 1997; Voltolini et al, 2014). E

também usado corante alimentar em iogurtes, refrigerantes e bebidas alcodlicas (Cabrera,

2008).

1.3.2.3. Toxicidade para o Homem

Os corantes alimentares sao uma classe de aditivos alimentares, e como tal, a sua utilizacao
deve trazer vantagens e beneficios para o consumidor nao alterando a natureza e a qualidade
do género alimenticio (Rocha, 2015 a). A carmina tem feito da estabilidade a sua principal

caracteristica e, com isto tem conquistando cada vez mais o mercado (Carvalho, Collins e

Carvalho, 2001).

O corante E 120 é considerado seguro para a salde humana e é aprovado por diferentes
agéncias internacionais incluindo a agéncia reguladora dos Estados Unidos (FDA), a Uniao

Europeia e o Comité internacional de especialistas em aditivos alimentares e contaminantes

(JECFA) administrado pela FAO/OMS (Gilvaz, 2012).
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Além de promover cor, um estudo recente mostrou que o acido carminico possui atividade
antioxidante semelhante a de antioxidantes conhecidos, como a quercetina e o acido

ascorbico (Hamerski, Rezende e Silva, 2013).

No entanto, entre os alimentos e aditivos para medicamentos, o E 120 é um dos mais
conhecidos como causador de reagoes alérgicas (Voltolini et al.,, 2014). Desde ha muito que
o E 120 é conhecido por provocar reagoes alérgicas, e para isso contribui o facto de este ser
um corante com elevada percentagem de proteinas provenientes dos insetos a partir dos
quais € elaborado. O seu forte potencial alergénico tem sido atribuido a proteinas
alergénicas, também presente noutros insetos. Algumas dessas proteinas ja foram
identificadas, e uma delas é andloga a fosfolipase A, que é um alergénio bastante conhecido
no veneno de vespidae (Nakayama et al, 2015; Rocha, 2015 b). Os contaminantes proteicos
existentes na carmina podem causar dispneia e reagoes anafilaticas nos consumidores de

produtos que contenham o corante (Nakayama et al., 2015).

Casos de asma e alergia alimentar envolvendo extrato de cochonilha ja tem sido relatados,
no entanto os relatos de reagdes adversas associadas a ingestao de alimentos ou bebidas

contendo corante carmim sao raros (Crizel, 2017; Hamerski, Rezende e Silva, 2013; Yilmaz,

Ergun e Yilmaz, 2014).

Ao contrario, outros estudos relatam graves reagoes alérgicas apos a ingestao de alimentos
e bebidas que tém carminas na sua composi¢ao. Para além das reagoes alérgicas, rinite
alérgica e asma em trabalhadores expostos ao pé de carminas em ambientes ocupacionais,
como por exemplo agougueiro, assim como casos de urticaria, angioedema e choque
anafilatico provocados pela ingestao de alimentos contendo carminas sao também bastante
notorias (Anibarro et al, 2003; Hamerski, Rezende e Silva, 2013; Rocha, 2015 b; Voltolini et
al, 2014).

Os casos mais graves ocorreram em individuos, na sua maioria mulheres, apds sensibilizagao
prévia por contacto com o corante, também utilizado em produtos de maquilhagem. Estudos
efetuados em ratos apontam para alteragées em pardmetros neurocomportamentais e
reprodutivos. Uma reaciao alérgica apoés o contato com a pele, a partir do uso de
cosméticos, por exemplo, pode ocorrer com maior frequéncia, pois o nivel de exposigao é

mais elevado (Hamerski, Rezende e Silva, 2013; Rocha, 2015 b).

Nao ha, no entanto, estudos sobre a absorgao, a distribuicao, o metabolismo ou a excrecao
(ADME) da cochonilha, do acido carminico ou de carmina. O painel cientifico da EFSA

considerou que, devido as propriedades de ionizagao do acido carminico (com valores de
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pKa de 2,81, 543 e 8,10), a carmina deve ser absorvida pelo processo de difusio no

estomago (EFSA, 2015).

Conforme relatado pela JECFA, em 1982, as evidéncias indiretas de estudos toxicologicos

sugerem que esses compostos poderiam ser absorvidos até um certo ponto.

1.3.2.4. Legislacao

Hoje em dia todos os corantes alimentares sao cuidadosamente regulamentados pelas
autoridades competentes para assegurar que os alimentos que os contém estao
convenientemente rotulados e que sao seguros em termos de saude publica. O Decreto-Lei
n.°192/89 de 8 de Junho estabelece entao os principios orientadores da utilizagao destes

aditivos alimentares nos géneros alimenticios (Queirds e Rodrigues, 2001).

1.3.2.4.1. Limites Maximos de Utilizacao

Na UE, o acido carminico e a carmina sao designados pelo mesmo cédigo de identificagao, E
120, e constituem um grupo de substancias corantes vulgarmente designado na rotulagem

dos géneros alimenticios por “carminas”.

O corante E 120 é amplamente utilizado na industria alimentar, nomeadamente em carnes
processadas (hamburgueres, enchidos), peixe (delicias do mar), bebidas alcodlicas (licores) e
nao alcoolicas (refrigerantes), conservas de fruta, compotas, produtos de confeitaria (doces,

gomas), bolos, bolachas, sobremesas instantaneas, gelados, iogurtes, etc.

Na indUstria alimentar existem varios corantes que permitem conferir cor aos alimentos nas
tonalidades de vermelho. Sendo o E 120 um corante natural, obedece, da mesma forma que
os corantes artificiais, a limites maximos de utilizagao (LMU) fazendo parte do Grupo llI
(corantes alimentares com um teor maximo em combinagao). O LMU é o teor mais elevado
de um aditivo alimentar permitido num dado género alimenticio para atingir um efeito
tecnolégico pretendido (Pereira, 2015). Os teores permitidos variam com o modo de
utilizacao, simples ou em combinagiao, e ainda com a categoria e o tipo de género
alimenticio. Para alguns involucros e revestimentos comestiveis de carnes, a sua utilizagao é
autorizada em quantum satis. Segundo as normas europeias, o uso de corantes alimentares

deve respeitar a condicao de nao induzir o consumidor em erro, pois o uso dos mesmos
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nao deve dar a ideia de que o género alimenticio inclui ingredientes que n3o estao presentes

na sua composigao (Rocha, 2015 a).

Os niveis maximos permitidos de E 120 e as suas condigoes de utilizagao foram definidos no

o

Regulamento (CE) n.° 1333/2008, sobre aditivos alimentares destinados a alimentos.

Posteriormente o Regulamento (UE) n.° 1129/2011 de || de Novembro de 201 | alterou o

o

Anexo Il do Regulamento (CE) n.° 1333/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho
mediante o estabelecimento de uma lista da UE de aditivos alimentares. Os LMU sao

expressos em acido carminico, que € o principio de coloragao do E 120.

O corante EI20 é autorizado, na UE, com limites maximos que variam entre 50 e 500 mg/kg
em 57 categorias de alimentos e em quantidade “quantum satis” em quatro categorias de
alimentos, designadamente casca de queijo comestivel, carne transformada nao tratada
termicamente (unicamente pasturmas), involucros, revestimentos e elementos decorativos
para carne (unicamente o revestimento externo comestivel de pasturmas) e involucros,
revestimentos e elementos decorativos para carne (unicamente invélucros comestiveis)

(Regulamento (UE) n.° 1129/201 1 de || de Novembro).

A Tabela 3 resume os géneros alimenticios cuja incorporagao do E 120 (acido carminico,
carmina) é permitida e o teor maximo correspondente, conforme estabelecido no

Regulamento (UE) n.° 1129/201 1.
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1.3.2.4.2. Ingestdao Diaria Admissivel (ADI)

O E 120 foi previamente avaliado pelo JECFA, em 2000, e pelo SCF, em 1983. Ambos os
comités estabeleceram uma Ingestao Diaria Admissivel (ADI) de 5 mg/kg de peso corporal/
dia (EFSA, 2015). O comité da Organizagao Mundial de Saude (OMS) avaliou o extrato de
cochonilha na oitava e vigésima reuniao, mas nao alocou uma ADI. No entanto, avaliou as
carminas na vigésima primeira, vigésima quinta e vigésima sexta reuniao, sendo que na ultima
o comité também atribuiu uma ADI para a cochonilha, acido carminico e carminas de 5

mg/kg peso corporal /dia (Rocha, 2015 a; World Health Organization (WHO), 2001).

O Painel da EFSA concluiu que essa ADI deveria ser expressa como acido carminico, e que

deve corresponder a 2,5 mg de acido carminico / kg peso corporal / dia (EFSA, 2015).

1.3.2.5. Metodologias analiticas para a determinacao de carmina

O estudo destes aditivos alimentares, tao importantes para a industria alimentar, nao esta
apenas ligado aos beneficios que eles proporcionam no processamento e a venda de
produtos, mas também ao seu potencial toxico para a salde humana. As consequéncias
desta toxicidade podem resultar em alergias e outros riscos mais graves. Por esse motivo,
muitos trabalhos tém sido desenvolvidos para a avaliagdo da toxicidade destes aditivos, bem
como da estabilidade e produtos de degradagao destes corantes durante o processamento
dos mesmos, resultando no consequente desenvolvimento de metodologias de detecao e

quantificagao, e confirmagao destes compostos (Santos, Demiate e Nagata, 2010).

Diversos métodos para a determinagao de acido carminico e carminas em alimentos sao
descritos na literatura, verificando-se uma variedade relevante de estudos na sua

identificacao, separacao e quantificacio (Campos, 2014; EFSA, 2015).

1.3.2.5.1. Extracado e Purificacao da amostra

Uma das técnicas mais comummente usada no processo de extragao € a de extragao em fase
solida (SPE). Esta é uma técnica de separagao liquido-solido, também extensamente utilizada
para purificacdo de amostras liquidas e amostras solidas extraidas com solventes adequados
(Rodrigues, 2016). Os principais objetivos da SPE prendem-se com a remogao de

interferentes da matriz, a concentracao e o isolamento dos analitos das matrizes. Em relacao
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a extragao liquido-liquido (LLE), a SPE permite a redugao do uso de solventes organicos, aos
quais esta habitualmente associado um maior custo e toxicidade tanto para os operadores

como para o ambiente (Rodrigues, 2016).

Gonzilez et al. recorreram a 100 mg C |8 para purificagao de matrizes alimentares contendo
acido carminico. Este corante foi posteriormente monitorizado por cromatografia liquida
com detegao por fotodiodos (HPLC-DAD) a 500 nm (Gonzalez, Gallego e Valcarcel, 2003).
Merino et al, em 1997, também tinham usado o mesmo adsorvente, tendo recorrido a HCI

2M como solvente de extragao.

O mesmo se verifica no método de ensaio da JECFA, 2000, que usa uma solugao de HCI 2M

para extragao do corante presente na amostra.

No método de Lim et al. (2014) foi usada uma solugao de hidroxido de sédio 0,05 M para a
extragao de carmina /acido carminico de amostras de alimentos, seguida de centrifugagao a
5000 rpm/5 min. Em seguida, 10 ml de sobrenadante foram submetidos a filtragao com filtro
de membrana de 0,45um, antes da injegao no sistema de HPLC. O LOQ obtido foi de | pg
/mL.

Heydari, Hosseini e Zarabi, em 2015, usaram a técnica de Cloud Point Extraction (CPE). A
carmina foi extraida usando Triton X-100 como solvente da extracao. O LOD e o LOQ

obtidos foram de 0,012 mg/L e 0,04 mg/L, respetivamente.

1.3.2.5.2. Detecao e Quantificaciao

Os métodos de detegao e quantificagao utilizados para avaliagao dos teores de carminas e

acido carminico em diferentes géneros alimenticios sao diversos.

Esses métodos incluem polarografia de pulso diferencial (DPP), voltametria de stripping (SV),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e métodos espectrofotométricos. Alguns
destes métodos, por exemplo a cromatografia e polarografia, nao sao considerados métodos
analiticos “green” devido ao uso de solventes organicos perigosos, em cromatografia, ou
perda de mercurio, na polarografia. Por outro lado, os métodos cromatograficos sao

considerados métodos alternativos mais eficientes (Heydari, Hosseini e Zarabi, 2015).

Nas técnicas de separagdo, caracteristicas como o alto custo instrumental e operacional,
incluindo geralmente a necessidade de preparagao de amostra, dificultam a obten¢ao de uma

andlise rapida. No caso dos métodos espectrofotométricos, embora mais acessiveis,
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apresentam limitada seletividade decorrente das interferéncias espectrais que resultam em

faixas de absor¢ao amplamente sobrepostas (Santos, Demiate e Nagata, 2010).

Sao varios os autores que reportam o uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia para
determinagao de carmina e acido carminico em matrizes alimentares (Tabela 4). Entre eles,
Jalon, Pena e Rivas, em 1989, na determinagao de carminas em iogurtes, usaram HPLC que
compreendia uma coluna de fase reversa (C18), uma fase movel constituida por acetonitrilo:

acido formico e detegao por PDA a 280 e 500 nm (Scotter, 201 I).

A HPLC é uma técnica com a capacidade de separar, identificar e quantificar compostos
presentes numa mistura. Este € um processo continuo que opera num circuito fechado
(Porto, 2014) e que utiliza uma fase estacionaria e uma fase movel. Os analitos passam
através da fase estacionaria com a qual deverao interagir, sendo nela adsorvidos. As
separagoes sao baseadas nas diferentes distribuicoes entre as duas fases, movel e
estacionaria, e consequentemente nas diferentes velocidades de migracao (que ocorre
apenas na fase moével) dos varios componentes da mistura. Apos este processo, Os
compostos sao detetados, identificados e quantificados através de um detetor, (Porto, 2014;

Rodrigues, 2016).

A HPLC acoplada a um detetor de fotodiodos foi também utilizada por Lim et al. (2014) para
distinguir a carmina do acido carminico. Este método usa solugao de hidréxido de sédio para

a extragao de carmina de amostras de alimentos e o LOQ obtido foi de | pug / mL.

Além dos métodos cromatograficos, outras metodologias, como espectrofotometria na
regiao UV-VIS, sao também bastante utilizadas (Campos, 2014). Esta metodologia analitica, ja
reportada por diversos autores, consiste num processo que utiliza radiacao eletromagnética
com comprimentos de onda entre 200 nm e 780 nm. Quando a radiagao entra em contato
com a matéria ocorrem transicoes eletronicas ou excitagao molecular, de acordo com as
quantidades especificas de radiacao absorvidas ou emitidas. Apos a absorgao pode-se
relacionar a absorvancia com a concentracdo de uma dada substincia que interagiu com a
radiagio e proporcionou a realizacio deste fenémeno. E um método til para detetar e

quantificar analitos, mesmo em pequenas concentragoes (Fernandes, 2014).

A determinagao dos niveis de carmina em gelados e refrigerantes utilizando voltametria de
stripping também foi reportada (Scotter, 201 1). Outro método envolvendo polarografia de
pulso diferencial foi aplicado com sucesso a andlise de carmina em leite comercial
enriquecido, tendo sido obtido um LOQ de 0,55 uM. Este método é preciso, exato e requer

pouco tempo para andlise, ja que a extragao nao € necessaria (Yilmaz et al, 2014).
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1.3.2.6. Ocorréncia e teores de carminal/acido carminico em matrizes

alimentares

Recentemente, foram disponibilizados, por alguns Estados-Membro, a Autoridade Europeia
para a Seguranga dos Alimentos (EFSA), resultados analiticos relativos aos niveis de E 120
em amostras de alimentos recolhidas entre 2004 e 2013. No total, 5308 resultados foram
comunicados 4 EFSA por oito paises: Austria (n=568), Chipre (n=48), Republica Checa
(n=8), Alemanha (n=372), Hungria (n=368), Espanha (n=304), Eslovaquia (n=344) e Reino
Unido (n=296) (EFSA, 2015). Os dados fornecidos diziam respeito principalmente a gelados,
outros produtos de confeitaria e bebidas aromatizadas. Os teores de EI20 em 1442
amostras foram inferiores ao LOQ, em 3068 amostras inferiores ao LOD, em 490 amostras
os resultados obtidos foram qualitativos (presenga ou auséncia) e apenas em 308 os teores

foram quantitativos (EFSA, 2015).

Os dados analiticos (n=33) sem informagao relatada sobre o LOD ou LOQ nao foram
utilizados na avaliagao da exposi¢ao. Varios dados analiticos (n=304) relativos a categorias de
alimentos em que a utilizagcao de E 120 nao ¢ autorizada, principalmente em sumos de fruta
e néctares de frutos, nao foram incluidos na avaliagao de exposicao. Desses 304 dados
reportados para categorias de alimentos nao autorizados, apenas 6 resultados, obtidos para
produtos de cacau e chocolate, pao e paezinhos e sumos de frutas, estavam acima do LOD

(EFSA,2015).

Na literatura cientifica foram também relatados casos de ocorréncia de EI120 em diversos
alimentos (Tabela 5). Jalon, Peha e Rivas, em 1989, verificaram na determinagao deste
corante em iogurtes, usando RP-HPLC, um teor médio de acido carminico de 9,52 ug/g

(Scotter, 201 1).

Na Coreia do Sul, Lim et al. (2014) analisaram 84 amostras de varios produtos alimentares
como leite processado (n=4), produtos de confeitaria (n=50), produtos hortofruticolas
transformados (n=4), produtos aglUcarados (n=5), produtos de peixe (n=7), queijo
processado (n=4) e bebidas (n=10). Os teores maximos de carmina encontrados foram 46,7

pglg, 865 pglg, 149,9 pglg, 754,7 pglg, 28,9 uglg, 19 pglg e 973,9 uglg, respetivamente.

Na Turquia foram detetados teores de carmina em amostras de leite e de doces, com teores
de 121 mg/mL e 28,4 mg/g, respetivamente, por DPP, e 27,1 mg de acido carminico/g para o
segundo grupo de amostras analisadas por espectrofotometria UV a 567 nm (Yilmaz, Ergum

e Yilmaz, 2014).
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Gonzilez, Gallego e Valcarcel, em 2003, analisaram amostras de lacticinios (iogurtes e
batidos de leite) oriundos de Espanha, tendo sido encontrados teores de acido carminico

que variaram entre 18,5 mg/kg e 24 mg/kg.

No estudo realizado por Lancaster e Lawrence, em 1996, em que foram analisadas 4
amostras de bebidas de framboesa-limao, em apenas uma foi detetado acido carminico, com

um teor de |52 pg/g (Lancaster e Lawrence, 1996).

34



ope1219p OBN — PU

(£661 ‘sujoD @ oypeated)

83/0V 3w 0T F £'SEp

SeI|00d|E Seplqag

B/oVv 3w | F9g

olaydaJ Wwod seydejog

83/0V 3w £'9 F 6'€9

opinbj| 21un8o|

/DOVEWEDFI - - - assins 1334 ofiend) | |iseag
(9661 “@duaumeT  JsisesueT) 8/ov 8 ¢ T 7SI - I Iy BSo0quIe.y-OBWI| 3P BPIqaY
epeue)
OV 8w | F 4T - | | BY|lUNEq OplIeg
OV 3w | F 97 - [ [ seInJ4 opeeo)
(€00T ‘(23483[eA @ 033D ‘Z3[EZUOD))
3oV 8w | F 7T - | | o3uelow 91un3o|
OV 3w 20 F '8l - I I o8assed a1unSo| | eyuedsy
8DV 8w gTF 14T - ¥ ¥ se20(]
3/0v 3w §°| F 4'8T - S S sa%0(]
(#10T ‘zewpiA 3 wngag ‘zewp)
w/ DV 3w F T : q S 2197 | einbuny
- 3/ D 3w g'cL6 - PU [4 0l epesodui epiqag
- B/ D3we| - pu | ¥ opessadoud oflsnd
- 3/ D 3w ¢'gL - pu _ i axiad ap soanpo.y
- DI/ D 8w Ly5L - pu I S OpeJEONSE 0INPO.]
(¥10T ‘10 39 wry)
- /D 8w g'er| - Pu 4 v OpEW.IOJSUB.] B|0DINIJOII0Y 0INPO.d
- 31/ D 3w 598 - P'u w 0§ eLRIRMUOD) | ng
- B D 8w z'9p - pu I b opessado.d 23197 | op eIR40D
5 dd T eIpan Xe - Ul SEpE)IJ3P | sedysowe J
eJISOWE O sre
eyeasolqig $9.409 | s0400 seaysowy N Jjsowd 11 red

S9JBIUSWI[E SOZIJIBW WS SOPBJIUODUD (DY) OdIUIWIed OpIdE 3 (D) BUIWIED 3P $3403) 3 BIDULIODQ °§ B|oqe |

35



2. PARTE EXPERIMENTAL



Parte Experimental

2.1. Materiais e metodologia analitica
2.1.1. Reagentes e solucdes
2.1.1.1. Reagentes

e Carmina em po (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA);
e Acido cloridrico 2M 37% (VWR Chemicals, Fonteney-sous-Bois, France);

o Agua bidestilada, obtida a partir de sistema de filtracio Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA, USA).

2.1.1.2. Solucoes

e Solugao de acido cloridrico 2M preparada dissolvendo 166 mL de acido cloridrico a
37% num balao volumétrico de IL (1000 mL), perfazendo com agua bidestilada;

e Solugao de acido carminico, preparada através da dissolugao de 50 mg de carmina em
30 mL de HCI 2M (a ferver) num balao volumétrico de IL;

e Prepararam-se varias solugoes de acido carminico para a curva de calibragio em
solvente e em matriz com as seguintes concentragoes de 2,5; 4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 10 e

I5 pg/mL. e 25; 55; 65; 75;100 e 150 pg/g, respetivamente.

2.1.2. Materiais

e Baloes Volumétricos (50, 1000 mL);

e Proveta;
e Espatula;
e Pipetas;

e Tubos falcon (50 mL);

e Filtros de acetato de nitrilo (0,22 pym).

2.1.3. Equipamentos

e Aparelho de ultrassonificagio modelo Sonorex RK 100 (Berlim, Alemanha);

e Balanca analitica Mettler Toledo modelo AG 285 (Columbus, Ohio, EUA);
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e Placa aquecimento;
e Centrifuga Sigma Modelo 3-16 K (St. Louis, E.U.A);
e Espectrometro UV-VIS, da marca HITACHI, Modelo U-200 (Jena, Alemanha).

2.2. Amostragem

2.2.1. Recolha de amostras

A recolha das amostras analisadas foi realizada durante os meses de abril e maio de 2018 em
superficies comerciais, no distrito e concelho de Coimbra e no concelho de Mortagua. Foi
efetuada uma selegao de diferentes marcas, incluindo marcas brancas de iogurtes, liquidos e

solidos, cuja rotulagem referisse conter carminas.

No total foram analisadas 30 amostras: |13 de iogurtes liquidos (43,3%) e 17 de iogurtes

solidos (56,6%). Foram analisadas marcas brancas (43,3%) e marcas de fabricante (56,6%).
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Tabela 6. Listagem de amostras analisadas

Tipo iogurte Tipo de marca
Marca Aroma Liquido | Sélido | Branca | Fabricante
Adagio Morango X X
Agros Pedagos Morango X X
Auchan Colesterol Morango X X
Bifidus Auchan Morango X X
Continente Aroma Morango X X
Corpos Danone Morango X X
Corpos Danone Morango/ Framboesa X X
Danacol Morango X X
Danone (Danoninho) Morango X X
Danone Original Morango X X
Danone Yogur Original Morango X X
Dia Framboesa X X
Dia Grego Morango X X
Dia Magro Morango X X
Milbone Bifidus Morango X X
Milbone Cremoso Morango X X
Milbone Frutos Silvestres X X
Milbone Magro Morango X X
Milbone Morango X X
Milbone Morango X X
Milsani (Aldi) Morango X X
Mimosa Bem Especial (Magro) Morango X X
Mimosa Fruta Batida Morango X X
Nestle Longa Vida Morango X X
Oikos Danone Morango X X
Pastoret Morango X X
Paturages Arom' Morango X X
Yoco Nestle Morango X X
Yoco Suissinho Morango X X
Yoggi Morango X X

2.3. Metodologia analitica

Neste estudo, a carmina foi determinada sob a forma de acido carminico de acordo com a

metodologia preconizada pela JECFA (JEFCA, 2000). Assim, o método usado para calcular a

concentracao de acido carminico em iogurtes consistiu na pesagem de 3 g de amostra e

extragao com 30 mL de acido cloridrico (HCI).

Apos pesagem e adicao de HCI, as amostras foram fervidas durante 2 minutos. O extrato,

uma vez arrefecido, foi transferido para tubos falcon de 50 mL e centrifugado a 5400 g, a

4°C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado com filtro 0,22 ym de acetato de

nitrilo e, de seguida, colocado na célula para determinagao dos niveis de absorvancia.
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Em seguida, procedeu-se a determinagao da absorvancia da solugiao através do método de
espectrofotometria UV. As absorvancias foram determinadas em células de | ¢cm a um

comprimento de onda de 494 nm, usando acido cloridrico 2 M como branco.
Entre cada andlise a célula foi limpa com HCI.

Todas as amostras foram realizadas em duplicado.

2.4. Validacao da metodologia analitica

A validagao de uma metodologia analitica é decisiva para demonstrar que um determinado
método, desenvolvido para identificar e quantificar um ou mais analitos numa determinada
matriz, é suficientemente fiavel para que os resultados obtidos sejam com elevado grau de
confianga (Rodrigues, 2016). Assim, o seu objetivo consiste em demonstrar que o método
analitico que se vai utilizar é o mais adequado para o fim a que se destina.

Para este estudo, a validagao da metodologia foi realizada com recurso a solu¢oes padrao,

brancos e ensaios de fortificagao tendo sido estudados varios parametros abaixo referidos.

2.4.1. Ensaio em branco

Neste estudo foram realizados dois ensaios em branco. Um ensaio em branco dos reagentes
com o objetivo de avaliar possiveis interferéncias dos reagentes e outro ensaio em branco

da amostra para avaliar possiveis interferéncias da amostra e efeito da matriz.

2.4.2. Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método fornecer resultados proporcionais a
concentragao da substancia em andlise, num determinado intervalo de interesse (Ribani et
al., 2004). Demonstra a proporcionalidade entre as concentragoes que estao presentes numa
dada amostra e o sinal obtido. A curva de calibragao foi obtida usando um processo de
regressao linear dos minimos quadrados da absorvancia em fun¢io da concentragao. A
relacio é tanto maior quanto mais proximo for o valor do coeficiente de correlagio (r?) de

| (Rodrigues, 2016).
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A avaliagao da linearidade foi efetuada com solugoes padrao e com amostras fortificadas. Na
primeira situagao foram usadas solugoes padrao com concentragoes de acido carminico de
2,5 mg/L, 4,5 mg/L, 5,5 mg/L, 6,5 mg/L, 7,5 mg/L, 10 mg/L, |5 mg/L. Em amostras fortificadas
foram utilizados cinco niveis de fortificagao, correspondentes a curva em padrao, 25 mg/Kg,

55 mg/Kg, 65 mg/Kg, 100 mg/Kg e 150 mg/Kg.

2.4.3. Limite de detecao e limite de quantificacao

A menor concentragao da substincia em andlise que pode ser detetada, mas nao
quantificada, utilizando um determinado procedimento experimental, é representado pelo
limite de detegao (LOD) (Ribani et al., 2004). Uma leitura inferior ao limite de dete¢ao nao
expressa que esse analito nao se encontra presente, mas que a concentragao da substancia a
analisar € inferior ao limite de detegao (Rodrigues, 2016).

O limite de quantificagao (LOQ) representa a menor concentragao da substancia em andlise
que se pode quantificar na amostra com um nivel de exatidao e precisao aceitaveis. O LOQ
e o LOD foram calculados através das curvas de calibragio em matriz com |3,3Sy/x|/b e
| 10Sy/x|/b, respetivamente, onde b corresponde ao declive e Sy/x corresponde ao desvio

padrao residual da fungao linear.

2.4.4. Exatidao e precisao

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados
no estudo e um valor de referéncia aceite como verdadeiro. E sempre considerada dentro
de certos limites, a um dado nivel de confianga, ou seja, aparece sempre associada a valores

de precisao.

A precisao representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos de

uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padroes, sob condigoes definidas.

A avaliagao da exatidao e da precisaio da metodologia utilizada foi realizada através de

ensaios de fortificagao. Os ensaios foram realizados em triplicado e em 3 dias diferentes.

A exatidao foi avaliada através das percentagens de recuperagao para os diferentes niveis de
fortificacdo escolhidos. Estes ensaios foram realizados com um branco e trés niveis de

fortificagoes 45 mg/Kg, 75 mg/Kg e 150 mg/Kg.

41



A precisao do método analitico foi avaliada através da repetibilidade intra e inter-dia. A
repetibilidade intra-dia consistiu na avaliagdo de uma amostra fortificada a trés niveis
distintos, em triplicado, num mesmo dia. A repetibilidade inter-dia foi avaliada repetindo o

mesmo procedimento em 3 dias diferentes.

2.5. Resultados e discussao
2.5.1. Validacao

2.5.1.1. Linearidade

A avaliagao da linearidade foi efetuada para as solugoes padrao e para as amostras

fortificadas.

Na primeira situagao foram usadas solugoes padrao com concentragoes de 2,5 mg/L, 4,5
mg/L, 55 mg/L, 6,5 mg/L, 7,5 mg/L, 10 mg/L, I5 mg/L. Obteve-se uma curva com o

coeficiente de correlagao de 0,9954 (Figura 3).
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Figura 3. Curva de calibragao em solvente.

Foi também estudada a linearidade em amostras fortificadas utilizando cinco niveis de
concentragao, correspondentes a curva em padrao, 25 mg/Kg, 55 mg/Kg, 65 mg/Kg, 100

mg/Kg e 150 mg/Kg.
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Figura 4. Curva de calibragao em amostras fortificadas.

Como se pode observar nos graficos que ilustram a linearidade, os valores de R* obtidos
para as solugoes padrao e para as amostras fortificadas foram de 0,9954 e 0,9944,

respetivamente, evidenciando uma boa correlagao dentro das concentragoes pretendidas

(Figuras 3 e 4).

As curvas de calibragao foram usadas para calcular o efeito de matriz (ME), dividindo o
declive da calibragao correspondente na matriz (B) pelo declive da calibragao do padrao em
fase movel (A). Assim, a razao (B/A x 100) foi definida como o efeito de matriz absoluto
(ME%). O valor obtido foi interpretado da seguinte forma: um valor de 100% demonstra uma
auséncia de efeito de matriz, um valor superior a 100% indica um aumento do sinal e abaixo
de 100% uma supressao de sinais. O valor do efeito matriz obtido foi de 93,75%, que se

pode considerar negligenciavel.

2.5.1.2. Limites de detecdo e quantificacao de acido carminico

Como ja anteriormente descrito, o LOD representa a menor concentragao da substancia
em analise que pode ser detetada. O LOQ representa a menor concentragao de substancia
em analise que pode ser quantificada.

O LOD e o LOQ obtidos para esta metodologia analitica foram de 12,88 mg/kg e de 39,04
mg/kg, respetivamente. O valor de LOD obtido com esta metodologia analitica, para matriz

idéntica, é inferior ao obtido por Lancaster e Lawrence (1996), 100 ng/g, mas superior aos
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obtidos por Carvalho e Collins (1997), Ipg/mL, e por Merino et al. (1997), 0, mg/L, ao
usarem HPLC-DAD a 480 nm e LC-UV a 280 nm, respetivamente (Tabela 4).

2.5.1.3. Exatidao e precisao

A exatidao e a precisao foram avaliadas através de trés niveis de fortificagao: 45 mg/Kg; 75

mg/Kg e 100 mg/Kg, em triplicado durante trés dias.

Tabela 7. Exatidao e Precisao intra-dia e inter-dia.

Nivel de Exatiddo Repetibilidade
Fortificacio
(mgl/kg) Recuperagao (%) RSD intra-dia (%) RSD inter-dia (%)
45 97,70 6,93 20,75
75 103,48 3,45 6,22
150 103,03 1,76 8,87

Os resultados obtidos, quer para a exatidao quer para a precisao, sao adequados para a
determinagao de acido carminico em iogurtes. No que respeita a exatidao, os valores
obtidos oscilaram entre 97,7% e 113,48%, para niveis de fortificacao de 45 e 75 mg/kg,
respetivamente. Outros investigadores obtiveram valores entre 85% (Merino et al, 1997) e

99% (Lancaster e Lawrence, 1997).

2.5.2. Niveis de acido carminico nas amostras de iogurtes

Foram analisadas 30 amostras de iogurtes podendo constatar que em todas os teores de

acido carminico se encontravam acima do nivel de quantificagao (Tabela 8).

No grupo dos iogurtes solidos foi onde se verificaram as concentragoes médias mais

elevadas, 137,15 mg/kg, tendo-se observado um valor maximo de 193,75 mg/kg (Figura 5).

O valor médio encontrado no grupo dos iogurtes liquidos foi de 107,16 mg/kg, sendo o

valor maximo encontrado de 153,13 mg/kg (Figura 6).

Das 18 amostras de iogurte solido analisadas, 6 continham teores acima do limite maximo de
utilizagado (LMU) estabelecido para o acido carminico (150 mg/kg). Relativamente aos 12
iogurtes liquidos analisados, 2 também se encontram acima do LMU, como se pode observar

pelas figuras abaixo (Figura 5 e 6).
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Figura 5. Concentragao de acido carminico (mg/Kg) em iogurtes solidos.
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Figura 6. Concentragio de acido carminico (mg/Kg) em iogurtes liquidos.

Do total das amostras analisadas, |3 foram de marca branca e |7 de marca de fabricante

(Tabelas 6 e 8).

Os iogurtes de marca branca apresentaram teores médios de acido carminico ligeiramente

superiores aos de marca de fabricante, 125,36 vs 125 mg/kg (Tabela 8).

Como se pode verificar pelas figuras abaixo indicadas (Figuras 7 e 8), 4 amostras de iogurtes
de marca branca e 4 amostras marca de fabricante continham teores superiores ao LMU

estabelecido.
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Figura 8. Concentragdo de acido carminico (mg/Kg) em iogurtes de marca de fabricante

Tabela 8. Frequéncia (%) e teores (mg/kg) de acido carminico nas amostras analisadas, de acordo com a

textura e a marca

Teores (mg/Kg)

logurtes Frequéncia (%) Min. - Max. Média £ SD
Solidos (n=17) 100 100 — 193,75 137,15 + 29,05
Liquidos (n=13) 100 43,75 - 153,16 107,16 + 35,26
Marca branca (n=13) 100 43,75 — 189,06 125,36 + 37,13
Marca de fabricante (n=17) 100 64,06 — 193,75 125 + 33,50
Total (n=30) 100 43,75 - 193,75 125,16 + 34,49
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Comparando com outros estudos ja referidos anteriormente na tabela 5, verifica-se que os

teores de acido carminico encontrados no presente estudo sao mais elevados.

Jalon, Pena e Rivas, em 1989, ao efetuarem a determinagao de carmina em iogurtes, por RP-

HPLC, encontraram um teor médio de acido carminico de 9,52 mg/kg.

Na Coreia do Sul foram analisadas 84 amostras de varios produtos alimentares. De entre
eles, o leite processado (n=4) apresentou um teor maximo de carmina de 46,7 mg/kg (Lim et

al, 2014).

Gonzilez, Gallego e Valcarcel, em 2003, analisaram amostras de lacticinios (iogurtes e
batidos de leite) oriundos de Espanha, tendo encontrado teores de acido carminico entre os

18,5 mg/kg e 24 mg/kg.

No estudo conduzido por Yilmaz, Ergum e Yilmaz, em 2014, usando um método de
determinagao de acido carminico em produtos lacteos e doces, por DDP, encontraram

valores médios de 121 mg/L de acido carminico para produtos lacteos e 28,4 mg/g em doces.

No Canada foram analisadas 41 amostras de bebida de limao-framboesa, por tendo sido
somente detetado acido carminico em uma das amostras, com um teor de |52 mg/Kg

(Lancaster e Lawrence, 1996).

Carvalho e Collins, em 1997, analisaram varios géneros alimenticios e bebidas para
determinagao de acido carminico, entre os quais queijo Petit suisse, iogurte liquido, bolachas
com recheio e bebidas alcodlicas tendo obtido teores de 6 mg/Kg, 63,9 mg/Kg, 5,6 mg/Kg e

435,7 mg/Kg, respetivamente.

2.5.3. Avaliacdo da exposicao

Segundo o Instituto Nacional de Estatistica (INE), o consumo de leites acidificados, incluindo
iogurtes, tem oscilando ao longo dos anos, mas tem vindo a diminuir desde 2016, como se

pode observar pela Figura 9.
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Figura 9. Consumo humano de leite e produtos liacteos (t) por tipo de leites e produtos lacteos (Adaptagio de
www.ine.pt/xportal/xmain?xpid=INE&xpgid=ine_indicadores&indOcorrCod=00002 | 3&contexto=bd&selTab=tab2&xlang=pt

De acordo com a mesma fonte, o consumo de iogurtes (1980-2015) aumentou a um ritmo

médio anual de 6,2%, fixando-se em 21,5 kg per capita em 2015.

A ingestao diaria estimada de acido carminico pelo consumo de iogurtes foi calculada através

da seguinte formula:
EDI = (3 cxC)/(DxK),

em que ) ¢ é a soma da concentragio de acido carminico nas amostras analisadas (mg/Kg), C
€ o consumo médio anual estimado por habitante, N é o nimero de amostras analisadas, D

€ o numero de dias do ano e K é o peso corporal.

Segundo o INE, em 2015, o consumo de iogurtes pela populagao portuguesa foi de 21,5 Kg

per capita. O peso médio corporal dos adultos em Portugal considerado foi de 69 Kg.
Deste modo, o valor obtido foi de 0,104 mg/Kg p.c./dia.

Para a avaliagao do risco foi utilizada a ADI recomendada pelo Painel da EFSA, em 2015, para
acido carminico de 2,5 mg/Kg peso corporal /dia. Assim, considerando a percentagem do
racio EDI/ADI, obtém-se um risco de 4,16%, pelo que podemos concluir que a ingestao de

acido carminico através do consumo de iogurtes nao apresenta risco para os consumidores.
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3. Conclusido

O estudo dos corantes alimentares nao esta apenas ligado aos beneficios que eles
proporcionam no processamento e na venda de produtos, mas também ao seu potencial
efeito negativo para a saiude humana. As consequéncias desta toxicidade podem resultar em

alergias e outros riscos mais graves.

Por esse motivo, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos para a avaliagio da toxicidade
destes aditivos. Nao ha, no entanto, muitos trabalhos realizados para a avaliagao da

concentragao de teores de acido carminico / carminas em iogurtes.

Para a detegao e quantificagao de acido carminico presente nas amostras de iogurtes
recorreu-se a técnica de espetrofotometria UV-Vis. De acordo com os resultados da
validagao do método, este mostrou ser adequado para a finalidade a que se destina. O LOD

e o LOQ obtidos foram de 12,88 mg/kg e 39,04 mg/kg, respetivamente.

Das 30 amostras analisadas de iogurtes, sélidos e liquidos, verificou-se que 8 se encontravam
acima dos valores permitidos pelo Regulamento da UE n.° 1129/2011, sendo 4 de marca
branca e 4 de marca de fabricante, o que evidencia a falta de cumprimento da

regulamentagao em vigor por parte dos fabricantes.

Em relagao a avaliagao da exposicao humana ao acido carminico, através da ingestao de
iogurtes que contém o corante EI20, verificou-se que o seu consumo nao apresenta risco
para a saude do consumidor, uma vez que a ingestao didria estimada (EDI) é inferior a ADI

estabelecida pela EFSA de 2,5 mg de acido carminico/Kg peso corporal/dia.

Com a elaboracdo deste estudo pode concluir-se que, apesar de ja existirem alguns
trabalhos similares, mas que recorreram a metodologias diferentes e em matrizes
alimentares distintas, a quantificagdo de acido carminico em iogurtes é escassa e os valores
encontrados na presente andlise sio também diferentes dos encontrados na literatura

cientifica anteriormente descrita.
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