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Especiarias sdo produtos constituidos de partes de espécies vegetais com importante valor alimenticio e diversos
beneficios para a satide. O objetivo deste trabalho foi pesquisar adultera¢cdes na composi¢ao de curcuma (Curcuma
longa Linnaeus), gengibre (Zingiber officinale Roscoe), noz-moscada (Mpyristica fragrans Houttuyn), paprica
(Capsicum annuum Linnaeus), pimenta-do-reino (Piper nigrum Linnaeus) e colorifico (mistura de urucum, Bixa
orellana Linnaeus, com fubd). Foram analisadas 180 amostras adquiridas em municipios do estado de Sao Paulo. A
investigacdo dos elementos histoldgicos foi feita por microscopia 6ptica, a analise dos corantes por cromatografia
em papel e a quantificagdo da bixina por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Das amostras analisadas, 16,1%
apresentaram elementos histoldgicos estranhos ao produto, sendo que nenhuma amostra apresentou corante
orgénico artificial. A concentragao de bixina nas amostras de colorifico variou entre 0,6 e 105,3 mg/100g, com
média de 18,9 mg/100g e desvio padrdo de 17,7 mg/100g. A avaliagio microscopica revelou que a maioria das
adulteracdes ocorre pela adigdo de amido de Zea mays. O colorifico ndo apresentou adulteragdes, porém foi
constatada a necessidade de uma padroniza¢ao da concentragdo de bixina. Este estudo demonstrou a necessidade
da intensificacdo do monitoramento de adulteragdes em especiarias para que a comercializagdo de alimentos
fidedignos seja garantida.

Palavras-chave. Especiarias, Cromatografia, Microscopia, Legislacdo sobre Alimentos, Fraude.

Spices are products made up of parts of plant species, with important nutritional value and many health benefits.
The aim of this work was to evaluate adulterations in turmeric (Curcuma longa Linnaeus), ginger (Zingiber officinale
Roscoe), nutmeg (Myristica fragrans Houttuyn), paprika (Capsicum annuum Linnaeus), black pepper (Piper nigrum
Linnaeus) and colorific (mixture containing Bixa orellana with cornmeal). A total of 180 samples purchased in the
municipalities of the state of Sdo Paulo were analyzed. The investigation of the histological elements was performed
by optical microscopy, the analysis of the dyes was carried out using paper chromatography and the quantification
of the bixin was performance by high performance liquid chromatography. Of the 180 samples analyzed, 16.1%
presented strange histological elements, classified as adulterations. Among the adulterated samples, none showed
organic dye. Bixin analysis was carried out on colorific samples, ranging from 0.6 - 105.3 mg/100g, with an average
of 18.9 mg/100g and standard deviation of 17.7 mg/100g, demonstrating the need to regulate the annatto extract
concentration range added into the condiment. The evaluation demonstrated the necessity to monitor adulteration
in spices, so that producers and merchants provide food with quality to the consumer.
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As especiarias sdo produtos constituidos de partes (raizes, rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores,
frutos, sementes, talos) de uma ou mais espécies vegetais'. Sua importancia é reconhecida na preparagao
de pratos, pois, proporcionam sabor e aroma. Além disso, possuem diversos beneficios para a saude, por
conterem moléculas antioxidantes que podem substituir aditivos artificiais; sdo constituidos de compostos
que estimulam o apetite e compostos fendlicos de importincia nutricional*® e possuem propriedades anti-
inflamatorias, antimicrobianas e anticarcinogénicas®*'.

Como geralmente as especiarias sdo moidas, estdo sujeitas a adicdo de ingredientes de menor valor
econdmico sem que o consumidor perceba, caracterizando fraude. A fraude alimentar é a a¢do na qual ha
modificagdo do produto de maneira intencional para ganhos econdmicos por parte do produtor'? e englobam
agdes como adulteragdes, falsas declaragdes na lista de ingredientes e falsificagdes de produtos*'*. Em alguns
casos, essas alteragdes culminam em riscos a satide do consumidor, assim como implicagdes economicas'>*®.

Os produtos alterados, adulterados, falsificados, fraudados ou em desacordo com as normas
regulamentares de fabricagao, distribui¢ao ou apresenta¢do sao considerados impréprios ao uso e consumo
segundo o Codigo de Defesa do Consumidor'”. A Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) n° 259, de 20 de setembro de 2002 aprova o regulamento
técnico sobre rotulagem de alimentos embalados e considera a lista de ingredientes dos produtos como
valor de referéncia'®. A identificagdo dos elementos histologicos caracteristicos de cada substéncia propicia
a microscopia a verificagdo da identidade do produto e a conformidade com a legislagao'**.

A aparéncia de um produto é importante para a sua aceitabilidade por parte do consumidor, e
provavelmente a cor é o fator mais observado nos alimentos. Corantes naturais ou artificiais sio compostos
que conferem, intensificam ou restauram a cor de um alimento. A vantagem do corante sintético é que possui
a capacidade de conferir grande intensidade de cor e estabilidade, superando a dos corantes naturais*'. Porém,
a sua utilizagdo em alimentos é estabelecida em legislacdo e, segundo a legislagdo brasileira, os temperos e
especiarias ndo podem ser adicionados de corantes organicos sintéticos*. A cor das especiarias coloridas
deve ser somente a dos vegetais que a compdem e a adi¢ao de corantes sintéticos a estes produtos caracteriza
fraude.

O colorifico ¢ uma mistura de fuba com o urucum em p6 ou extrato oleoso®. A produgao de colorifico
a partir da adi¢do de extrato de urucum impossibilita a comprovagao da presenca do vegetal no produto
pela técnica microscopica por ndo apresentar elementos histologicos, portanto é necessario empregar outras
técnicas para averiguar tal presenca no condimento. Entre os diversos componentes coloridos, a bixina é o
principal carotenoide presente na semente de urucum e/ou extrato de urucum?®, a sua detecgdo é indicativa
da presenga do urucum em p6 ou de seu extrato, este analito pode ser quantificado utilizando a cromatogratia
liquida de alta eficiéncia®.

Este trabalho teve como objetivo pesquisar possiveis adulteragdes em amostras de curcuma, gengibre,
noz-moscada, paprica, pimenta-do-reino e colorifico por meio da identificagdo dos elementos histoldgicos
caracteristicos dos produtos, avaliar a presenca de corantes artificiais nos produtos coloridos (condimento
colorifico e especiarias clircuma e paprica) e verificar a concentragao de bixina nas amostras de colorifico.

Amostras

Foram analisadas 180 amostras de seis diferentes tipos de especiarias e condimento, em po, sendo 31
de ctircuma, 25 de gengibre, 29 de noz-moscada, 32 de paprica (doce, picante e picante defumada), 30 de
pimenta-do-reino e 33 de colorifico. As amostras eram de marcas distintas com diferentes lotes e prazos de
validade, 138 foram compradas em estabelecimentos comerciais pelos participantes do trabalho e 42 coletadas
pelas Vigilancias Sanitarias em cidades do estado de Sao Paulo. O estudo foi realizado no Nucleo de Ciéncias

2/10



Prado SPT, Rodrigues ML, Aquino CI, Okada IA, Tha MH. Verificagdo de adulteragdes em ctircuma, gengibre, noz-moscada, péprica,
pimenta-do-reino e colorifico, comercializados no estado de Sao Paulo, Brasil. (Parte II). Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo. 2021;80:1-10,e37287.

Quimicas e Bromatologicas do Centro de Laboratério Regional do Instituto Adolfo Lutz de Ribeirao Preto VI
no periodo de maio de 2018 a maio de 2020.

Equipamentos

Microscépio 6ptico Leica DM 2500 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) usado para
identificagdo dos elementos histoldgicos das amostras. Banho-maria (Ibacli, Brasil) utilizado para
aquecer as amostras para analise de corantes; sistema cromatografico (Shimadzu Instruments, Kyoto,
Japao) com detector por arranjo de diodo, injetor com loop 50 uL (Rheodyne, Cotati, CA, EUA) e
coluna cromatografica, YMC Pack ODS-AQ, 150 x 4.6 mm, 3 pm, 12nm column (YMC Co., Ltd, Kyoto,
Japao), usado para analisar a bixina; espectrofotdmetro (Analytikjena, Jena, Alemanha) usado para
quantificar o padrao de bixina.

Identificacao dos elementos histoldgicos

Para a analise dos elementos histologicos as amostras foram homogeneizadas, pesadas e clareadas
com hipoclorito de sédio a 2,5%. As laminas foram confeccionadas usando dgua glicerinada a 2%,
com posterior leitura realizada em microscépio 6ptico, com aumento de 100 e 400X, de acordo com a
metodologia descrita por Rodrigues et al® e a identificagao, conforme Winton e Winton?® e Menezes?.

Analise qualitativa de corantes organicos artificiais em amostras de colorifico, circuma e paprica

O método para o estudo de corantes artificiais em alimentos foi realizado de acordo com “Métodos
fisico-quimicos para analise de alimentos™*!, métodos 051/IV e 086/IV com a extragao e fixagado em la dos
corantes realizada em meio acido seguido da dessor¢ao dos corantes da 1a em meio basico. A identificagao
dos corantes foi feita por meio de cromatogratia ascendente em papel, como fase maével, utilizando citrato
de sddio, hidréxido de amonio e agua. Os corantes organicos testados foram: escarlate, vermelho sélido,
eritrosina, ponceaux 4R, ponceaux SX, bordeaux S, vermelho cereja, vermelho 40, vermelho vivo, amarelo
tartrazina e amarelo crepusculo. Foi realizada a analise da presenca de corantes artificiais nas amostras
estudadas que naturalmente apresentavam coloragao devido a sua composi¢ao, como o colorifico, circuma
e paprica, e que foram classificadas como adulteradas pela avaliagao microscépica.

Analise de bixina em amostras de colorifico

A analise de bixina foi realizada nas 33 amostras de colorifico. Para a extracdo e quantificagdo da
bixina nestas amostras empregou-se o método descrito por Tocchini e Mercadante, com modificagdes.
Os volumes de extragdo utilizados foram mantidos para o metanol e acetona, porém o baldo de 50 mL foi
substituido pelo de 25 mL. A alteragdo na fase movel foi na propor¢ao dos componentes, no método original
a composicao da fase movel era de acetonitrila + 2% acido acético (65+35, v/v), no método modificado foi
alterado para acetonitrila + 2% acido acético (80+20, v/v). As analises foram realizadas em duplicata.

As condigdes cromatograficas utilizadas para esta analise foram: detector por arranjo de diodo; fase
moével modificada, 2% acido acético aquoso: acetonitrila (2:8 v/v); vazao, ImL/min; intervalo de comprimento
de onda, 300-800nm; quantificagdo no pico de comprimento de onda da fase mével utilizada, 459nm.

A concentragdo do padrao de bixina foi determinada por meio da espectrofotometria a partir da
dissolugdo em 50 mL de cloroférmio, com leitura em 470nm, absortividade molar, 3230 L/g.cm®. Esta solugdo
foi a empregada como padrao nas analises e utilizada na etapa de avaliagao da recuperagdo do método.
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A curva de calibragdo foi injetada no intervalo de 1 — 5 ug/mL. A quantificacdo da bixina nas
amostras de colorifico foi realizada por meio da comparagio entre as areas do pico da amostra com a do
padrdo injetado. A recuperagao foi realizada utilizando fuba como matriz, a concentragao de bixina final na
amostra foi de 5,24 mg/100 g, andlise em 4 replicatas.

Avaliagao Microscopica

Como a RDC ANVISA n° 259/2002 prevé a obrigatoriedade da declaragao de lista de ingredientes
no roétulo dos alimentos embalados quando o produto é composto por mais de um componente e determina
a lista de ingredientes como valor de referéncia’®, os elementos histolégicos detectados nas amostras e nao
listados no rétulo foram considerados estranhos ao produto.

Os resultados das analises microscopicas revelaram que o amido de Zea mays (milho) foi o elemento
histolégico estranho encontrado com maior frequéncia entre as amostras analisadas (Tabela).

Tabela. Distribuicdo das amostras adulteradas e o tipo de elemento histoldgico estranho encontrado nas especiarias, no periodo
de maio de 2018 a maio de 2020

Presenca de elementos histolégicos

R estranhos a composi¢io
Especiarias dulterad
adulteradas Amido de Amido de Zea mays e
Zea mays Bixa orellana

Carcuma
(n = 31) 10 7 3
Gengibre

2 2
(n=25) 0
Noz-moscada
(n=29) 3 3 0
Paprica

11 1 1
(n = 32) 0
Pimenta do reino 3 3 0

(n=30)

As listas de ingredientes das amostras analisadas continham apenas a especiaria referente ao
produto, contrariando a pesquisa de elementos histolégicos, que constatou a presenga de amido estranho
em 16,1% das amostras, sendo que, destas, 55,2% continham amido de Z. mays e 44,8%, amidos de Z. mays
e B. orellana concomitantemente, advertindo para a possibilidade de fraude (Figura 1). Todas as amostras,
mesmo as adulteradas, apresentaram elementos histologicos caracteristicos da especiaria estudada, nao
tendo sido observada a adulteragdo por substituicao total da especiaria.

Pauli-Yamada et al® analisaram 43 amostras de péaprica, aplicando o mesmo método, e observaram
elementos estranhos a paprica em 30% das amostras, sendo o amido de Z. mays o ingrediente adicionado
com maior frequéncia, em 85% das amostras adulteradas. Em 46% destas amostras a adi¢do do amido de Z.
mays ocorreu simultaneamente a adi¢do de B. orellana.

Pelo fato de o amido de Z. mays apresentar baixo valor agregado quando comparado as especiarias
avaliadas, este fator se torna mais um indicio de que a incorporagéo foi feita de maneira proposital com o
intuito de gerar lucros.

Apesar de 51,5% das amostras de colorifico nao terem revelado a presenca de elementos histolégicos
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Figura 1. Amostras adulteradas de especiarias. (A) Amostra de gengibre apresentando o amido caracteristico (seta vermelha) e
amido de Zea mays (seta laranja) e (B) amostra de curcuma apresentando o amido caracteristico (seta verde), amido de Zea mays
(seta laranja) e amido de Bixa orellana (seta preta)

de B. orellana e terem apresentado somente amido de milho, nenhuma amostra foi considerada adulterada
devido a necessidade de analises de cromatografia, que serdo apresentadas em seguida.

Avaliagao fisico-quimica

Corantes organicos artificiais

A analise da presenca de corantes foi realizada nas amostras adulteradas de ctircuma, péprica e nas
amostras de colorifico que ndo apresentaram os elementos histoldgicos de urucum com o intuito de verificar
se a coloragao era originaria somente da especiaria ou da adigao de corantes artificiais. A coloracao destes
produtos varia de vermelha a amarela, desta forma foram selecionados os corantes organicos artificiais de
cor vermelha e amarela permitidos em alimentos, pois, para dar o tom da cor da especiaria uma forma seria
a combinacdo de varios corantes destas tonalidades.

Para circuma e paprica, as amostras auténticas segundo a analise histologica continham somente a
especiaria analisada, portanto a cor ¢ intrinseca aos elementos histologicos que compoe a espécie vegetal. Foi
realizada analise qualitativa de corantes artificiais em 11 amostras de paprica e 10 de circuma que apresentavam
outros elementos histoldgicos além da especiaria estudada, porém os corantes artificiais ndo foram detectados,
sendo a coloragao devido a especiaria e ao amido de Z. mays, que apresenta coloragao amarelada.

No caso do colorifico, a cor é originaria principalmente do urucum ou seu extrato. Neste condimento,
a analise dos corantes foi realizada em 17 amostras que ndo apresentaram os elementos histolégicos do
urucum, porém nenhuma delas apresentou corantes artificiais em sua composi¢do. Portanto, a cor das
amostras que ndo continham elementos histolégicos de urucum provavelmente é originaria do extrato e,
para fazer essa verificacdo, utiliza-se a analise de concentragdo de bixina.

A adigdo de corantes artificiais parece nao ser um problema de fraude em especiarias com base nos
resultados obtidos, porém nao foram encontrados estudos relacionados a corantes artificiais em especiarias
para comparagoes.

Concentragao de bixina
O principal ingrediente do colorifico é o urucum e em 15 amostras os rétulos indicavam a presen¢a
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de extrato de urucum, suspensio oleosa ou urucum hidrossoluvel, que apresentam a bixina como principal
carotenoide.

A diminui¢ao do volume do solvente extrator da bixina foi feita com a finalidade de utilizar menos
metanol, diminuindo o custo da analise gerando menos residuos. A propor¢ao dos componentes da fase
movel foi modificada com o intuito de diminuir o tempo de analise cromatografica, diminuindo assim a
quantidade de fase modvel necessaria para a detec¢do do pico da bixina, gerando menos residuo quimico.
No método original o tempo de retengdo era de 24,8 minutos e com a modificagdo passou a ser de 7,1
minutos. A mudanga foi eficiente, pois nao houve picos interferentes na regido de eluicdo da bixina, como
mostra a Figura 2.
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Figura 2. Cromatograma bixina. (a) padrdo de bixina, 3pg/mL e (b) amostra de colorifico, 0,84 pg/mL (84 pg bixina/g de
colorifico). Detector por arranjo de diodos; fase mével, acetonitrila + 2% acido acético (80+20, v/v)
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A linearidade foi no intervalo de 1 — 5 pg/mL. A recuperagao da bixina na concentragdo de 5,2
mg/100g foi de 69% com desvio padrao de 2,3% e coeficiente de variagao de 3,4%.

Todas as amostras de colorifico analisadas continham bixina, o que foi confirmado pelo tempo de
retengdo e perfil espectrofotométrico similar ao do padrdo da mesma. A presenca deste carotenoide em
todas as amostras comprova a adi¢do de urucum em po ou seu extrato ao produto.

A concentragdo de bixina nas amostras analisadas teve um intervalo entre 0,6 e 105,3 mg/100g,
com média de 18,9 mg/100g e desvio padrao de 17,7 mg/100g, demonstrando que ndo ha uma
regularidade com relagdo a adigdo de urucum ao colorifico, o que causa varia¢do de tonalidades na
coloracao do condimento.

Aparentemente a concentragao de bixina n3o estd relacionada ao ingrediente adicionado, de urucum
em pod ou seu extrato, pois variou tanto nas amostras que apresentaram elementos histologicos de urucum
quanto nas que s6 continham amido de Zea mays.

Esta variacdo também foi observada por outros autores. Tocchini e Mercadante* analisaram 25
amostras de colorifico, de 7 marcas diferentes, e os teores de bixina variaram de 154 a 354 mg/100g. Almeida
et al*® analisaram 5 amostras e o percentual do analito variou de 6,80 a 14,43%. Os autores dos trabalhos
concluiram que, devido a variagao de teor de bixina encontrada nas amostras, ¢ necessario que a concentragao
de urucum a ser adicionada ao colorifico seja padronizada como orientagdo as industrias fabricantes.

A avaliagdo microscopica revelou que a maioria das adulteragdes em especiarias ocorre pela adi¢ao
de amido de Zea mays. Esta agao, quando intencional, fere o Cdodigo de Defesa do Consumidor por se
tratar de produto inadequado e produzido para ser comercializado de maneira enganosa. A variagdo da
cor observada nas amostras de um mesmo produto ocorreu devido aos seus proprios componentes, pois
nenhuma das amostras analisadas revelou a presenca de corantes artificiais.

O colorifico foi o nico produto analisado que ndo apresentou adulteragdes, porém a grande variagdo
de concentragdo de bixina nas amostras sugere a necessidade de uma padronizagio, ou seja, estabelecer
valor do teor de bixina nos colorificos, pelos 6rgaos reguladores. Este estudo demonstrou a necessidade da
intensificacdo do monitoramento de adulteragcdes em especiarias para que a comercializagdo de alimentos
fidedignos seja garantida.

Os autores declaram nao existir conflitos de interesse.
Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (Processo FAPESP: 2018/07009-7).

Os autores agradecem a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo pelo apoio financeiro.
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