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RESUMO GERAL

O uso de corantes artificiais pelas indGstrias de alimentos em todo o mundo € bastante
difundido, isto porgue os corantes permitem suplementar ou repor a coloragio perdida
durante o processamento e ou estocagem, e assim garantir a aceitabilidade do produto
frente ao consumidor, sendo utilizados ainda como um importante instrumento para garantir
a uniformidade dos produtos em linhas de producfio de larga escala. Do ponto de vista da
sagde publica, existem diferentes opiniGes quanto & inocuidade dos diversos coranies
artificiais utilizados em alimentos. Muitos estudos mostram que esses aditivos podem
causar uma série de males a satde da populagio quando consumidos de forma incorreta,
seja por abusos da indistria ou exagero no consumo. O fato € que, técnicas analiticas para a
determinacdo desses corantes devem ser desenvolvidas, e principalmente validadas, para
garantir a seguranga alimentar dos produtos que ingerimos. No presente trabatho foram
desenvolvidos e validados dois métodos para a determinacdo de corantes artificiais em
bebidas alcodlicas, utilizando duas diferentes técnicas, a cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE) e a eletroforese capilar (EC). Os métodos foram desenvolvidos para a
separagio simultdnea dos onze corantes artificiais permitidos para uso em alimentos no
Brasil. No método por CLAE, para a separaciio dos corantes, utilizou-se coluna de fase
reversa e eluicdo por gradiente, com fase modvel composta por dgua/metanol. Na EC a
separagio ocorreu utilizando um capilar de silica, com 73 cm de comprimento efetivo,
preenchide com uma soluglo tampio composta por fosfato {10mmol/l.} ¢ dodecil sulfato de
sodio (10mmol/L), a pH 11, com aplicacdo de voltagem de 25 kV. Nos dois meétodos, a
detecciio dos corantes foi feita na regifio do visivel e a quantificacfio atraves de curvas de
calibragio externa. OUs limites de deteccio obtidos ficaram na faixa de 0,1 a 0.4 ug/mL e
0,4 a 2,5 ng/ml., enquanto os limites de quantificagic foramde 02213 ugmi e 1,3a 7,1
pg/mi para a CLAE e EC, respectivamente. As taxas de recuperagfo, em dois niveis de
concentracdo, para todos os corantes foram de 952 a 103.2% para a CLAE, e de 926 a
104,0% para a EC. Os valores de repetibilidade calculado para padrfes e amostras
demonstraram 2 boa precisio para os dois métodos desenvolvidos. As metodologias
propostas e validadas foram aplicadas em 45 amostras de bebidas alcodhcas de diferentes

fabricantes brasileiros, sendo: 6 aguardentes aromatizadas, 9 coofers, 7 aperitivos, 3

Y



coquetéis, 8 licores ¢ 12 vinhos tinto. Nio houve diferenca significativa entre os dados
obtidos pelos dois métodos. Em todas as amostras analisadas, os teores de corantes

artificiais encontrados estavam em conformidade com a legislagio brasileira.
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SUMMARY

The use of synthetic dyes for the food industries in the whole world is sufficiently spread
out, it is because the colors allow to supplemental or to replace the lost coloration during
the processing and or storage, and thus to guarantee the acceptability of the product front to
the consumer, being used still as an important instrument to guarantee the uniformity of the
products in the production. Of the point of view of the public health, there are different
opinions about the safety of the different synthetic dyes used in foods. Much of the studies
show that these additives can be dangerous for the health of the population when consumed
inadequately, either for abuses of the industry or exaggerate in the consumption. The fact is
that, analytical methods for the determination of these colors must be developed, and
mainly validated, to guarantee the alimentary security of the products that we ingest. In the
present work they had been developed and validated two methods for synthetic dyes
determination in alcoholic beverages, using two different techniques, the high performance
liquid chromatography (HPLC) and capillary eletrophoresis (CE). The methods had been
developed for the simultaneous separation of the eleven synthetic dyes allowed for use in
foods in Brazil. In the method for HPLC, for the separation of the synthetic dyes, a reverse
phase column was used with gradient elution system composed by water/methanol. In the
EC method the separation occurred using a silica capillary with 73 cm of effective length,
filled with buffer phosphate solution {(10mmol/L) with sulpfate dodecyl sodium (SDS)
{(10mmol/L), at pH 11, with application 25kV of voltage. The detection and quantification
were done made in same manner for the two methods, using absorption in the visible region
and external standardization, respectively. The detection limits were 0.1 to 0.4 ug/mL and
0.4 to 2.5 ug/mL, while quantification limits were 0.2 to 1.3 ug/ml and 1.3 to 7.1 pg/mL
for HPLC and CE, respectively. Recovery percentage at two levels of concentration for all
the synthetic dyes were of the order of 95.2 to 103.2% for HPLC, and of 92.6 to 104.0%
for CE. The values of repeatability calculated for standards and samples demonstrated the
precision of the two methods. The proposed and validated methods were used to analyses
45 alcoholic beverage samples of different Brazilian manufacturers, being: 6 perfumed
spirits, § coolers, 7 bitters, 3 cocktails, 8 liquors and 12 red wines. The data obtained were

the two methods did not presemt significant difference. It was observed that the lmuts
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permitted by Brazilian Legislation for the use of these synthetic dyes were respected in the

analyzed samples.
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INTRODUCAO GERAL

Colorir alimentos j4 era uma préatica utilizada pelos povos antigos. Egipcios retiravam da
natureza substincias, como as especiarias e condimentos, para essa finalidade. Com o passar do
tempo essas substdncias foram sendo substituidas por outras com o objetivo especifico de
conferir cor (REYES, etal, 1996, VALIM, 1989, IFT, 1986).

Nos dias de hoje, a utilizaghio de aditivos ¢ sem divida um dos mais polémicos avangos
alcancados pela indlistria de alimentos, principalimente o emprego de corantes artificials, que na
maioria das vezes justifica-se apenas por questdes de habitos alimentares. A importincia da
aparéncia do produto para sua aceitabilidade ¢ a maior justificativa para o emprego dos corantes.

Sem valor nutritive, os corantes artificials sfo introduzidos nos alimenios e bebidas com ¢
Gnico objetivo de conferir cor, tornando os alimentos mais atrativos. Sob ¢ aspecto da saude,
esses corantes, em geral, ndo sio recomendados, justificando seu uso por questdes comerciais e
tecnologicas (RIEDEL, 1987). Do ponto de vista toxicologico, dezenas de estudos demonstraram
os efeitos nocivos que esses aditivos podem causar 30 homem, uma vez que ndo sfo totalmente
inofensivos, o que torna necessario conhecer onde esses corantes s3o utilizados e controlar suas
aplicagbes para evitar possiveis maleficios 4 saGde dos consumidores.

Devido ao grande uso ¢ & grande diversidade de substincias com poder corante, cada pais
possui sua propria legislagio pertinente sobre o assunto. Com o aumento do comércio entre 0s
paises, o controle dos produtos que sfo importados e exportados torna ainda mais prioritario ©
conhecimento do uso desses adiivos.

Embora, varios produtos coloridos artificialmente estiio no mercado, e novos sio langados
a cada dia, o controle desses produtos tem sido dificultado, principalmente, pela falta de
metodologias analiticas adequadas. A utilizaco de métodos confidveis, eficientes ¢ répidos para
a deteccdo, identificagiio e principalmente quantificacdo dos corantes sintéticos ndo s6 € um
desejo dos analistas de alimentos, mas também das autoridades governamentais, no sentido de
garantir a comercializa¢io de alimentos seguros no pais.

A AOAC (Association of Official Analytical Chemists) vem estimulando o
desenvolvimento e a validacdo de novos métodos, que possam vir de encontro as necessidades e

realidades de cada laboratdric. No Brasil, também, a validacfio dos métodos analiticos tem sido



uma preocupagdo dos pesquisadores (SOARES, 2001), mas pouco se tem feito em relagio aos
métodos de deternunagdio de corantes artificiais (PRADO e GODOY, 2002).

Vanas técnicas analiticas tém sido empregadas na determinaciio de corantes sintéticos.
Alguns métodos de identificaciio espectrofotométrica de corantes artificials, por exemplo, s8o
baseados em calculos computacionais, com & comparagdo com espectros de padrdes na regiio
ultravioleta/visivel (UV/VIS) e quantificados por regressio linear {(HOFER et al 1997,
OZDEMIR e AKKAN, 1999).

Outra técnica empregada para determinagio desses aditivos é a CLAE {cromatografia a
liquido de alta eficiéncia), hoje uma das mais utilizadas na determinacio e de grande importéncia
no controle do usc de corantes artificiais em alimentos e bebidas (PRADO e GODOY, 15998;
GRATZFELD-HUSGEN e SCHUSTER, 1995}, No entanto, novas técnicas e métodos vém
sendo desenvolvidos. Nos dltimos anos. 2 eletroforese capilar {EC) vem se destacando como uma
técnica bastante satisfatOria para a determinacfio simultinea de diferentes compostos nas mais
diferentes matrizes, entre eles os corantes artificiais em alimentos e bebidas {(PRADO et al., 2002;
FRAZIER et al,, 1999; NEVADO et al., 1999).

Mesmo com todos esses avangos analiticos existem poucos estudos sobre a utilizagio
de corantes artificiais em alimentos, bem como os teores empregados, principaimente, em
bebidas. Isto, aliado ao fato do aumento do consumo de bebidas alcodlicas no Brasii, cerca de
23% nos Gitimos dez anos (DATAMARK, 2002), demonstra que hd uma necessidade de se
estudar quais sdo os corantes utilizados e em que quantidade estiio sendo adicionados as bebidas
alcodlicas.

Este trabalho dard aos pesquisadores, subsidios e maneiras alternativas na determinagio
dos corantes sintéticos artificiais presentes em bebidas, de forma a satisfazer as necessidades

atuais sobre o controle desses aditivos.

OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho podem ser resumidos em-
e desenvolvimento e validagdio de métodos por CLAE e EC para a determinagio simultdnea dos

corantes artificiais permitidos no Brasil;



e comparacdo dos desempenhos dos métodos validados; e
s determinacio dos teores de corantes artificiais em bebidas alcodlicas, utilizando os dois

métodos analiticos (CLAE e EC)
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CORANTES ARTIFICIAIS EM ALIMENTOS

Marcelo Alexandre Prade, Helena Teixeira Godoy
Departamento de Ciéncias de Alimentos, Faculdade de Engenharia de Alimentos —
Unicamp — Campinas - C.P. 6121 - CEP 13083-970- Brasil

RESUMO

O desenvolvimento de novos produtos, aliado ao grau de conhecimento acumulado, € o
grande responsavel pela expansdo do mercade de alimentos processados, que inclui o
segmento fornecedor de insumos elaborados para alimentos, como por exemplo os aditivos,
e entre eles os corantes. O emprego de aditivos quimicos €, sem dovida, um dos mais
polémicos avangos alcangados pela indUstria de alimentos. Na verdade ¢ um assunto que
gera bastante controvérsia envolvendo os consumidores, as industrias, os pesquisadores € 0
governo. Os corantes artificiais pertencem a uma dessas classes de aditivos alimentares e
tém sido objeto de muitas criticas, ja que seu uso em muitos alimentos justifica-se apenas
por questdes de habitos alimentares. Muitos alimentos industrializados originalmente ndo
apresentam cor ¢ em outros a coloragfio natural ¢ alterada ou destruida apos colheita e,
principalmente, durante o processamento ¢ ou a estocagem, havendo a necessidade de se
adicionar o corante a fim de suplementar ou vepor a coloragio perdida para, principalmente,
aumentar a aceitabilidade do produto frente ao consumidor. Ainda sob o ponto de vista
tecnologico, csses compostos exercem também um importante papel garantindo uma
untformidade na producio em larga escala. Por essas razdes, fica claro o grande emprego
dos corantes sintéticos pelas industrias de alimentos. Ainda existem diferentes opimdes
quanto a inocuidade dos diversos corantes artificiais, conseglientemente, diversos paises ou
regides permitem o uso de diferentes corantes e em quantidades diferentes devido ao maior
ou menor consumo de alimentos presentes na dieta da populacfio, aos gquais os corantes sio
adicionados. Visando, principalmente, o controle no uso dos corantes sintéticos, mas tendo
em vista que produtos coloridos artificialmente sfio exportados e importados, a analise

desses aditivos requer métodos eficientes e rapidos para a detecglio, identificaclio e



quantificagdo. Varios métodos tém sido desenvolvidos para esse fim, sendo hoje a
cromatografia a técnica mais empregada, embora existam métodos por espectrofotometria
capazes de identificar e quantificar os teores dos corantes, mas que tem sua aplicagiio
imitada a determinadas misturas de corantes. A cromatografia em papel e em camada
delgada, apesar de serem iécnicas relativamente répidas, apresentam dados com baixa
exatiddo e precisdo. Ja na cromatografia a liguido de alta eficiéncia {CLAE) as maiores
dificuldades encontram-se nas etapas de extra¢Sio, mas principalmente no alto custo do
equipamento. A eletroforese capilar apresenta os mesmos problemas da CLAE, aliados ao
fato de se tratar de uma técnica relativamente recente para a analise desse tipo de substincia

e, portanto, existem poucos estudos a cerca da determinagio e guantificacio.

Palavras-chaves, corantes, CLAE EC

ABSTRACT

The development of new products, ally to the degree of knowledge, is great the responsible
one for the expansion of the market of foods processed, that includes the supplving segment
of elaborated pre-products for foods, for example additives and between them the colors.
The use of chemical additives is, without a doubt, one of the most controversial advances
obtained for the food industry. In the truth it is a subject that generates controversy
sufficiently mvolving the consumers, the industries, the researchers and the government.
The synthetic dyes belong to one of these classes of alimentary additive and have been
object of many critical ones, since its use in many foods is justified only for alimentary
customs. Many industrialized foods originally do not present color and in others the natural
coloration is modified or destroyed after harvest and, mainly, during the processing and or
the storage, having the necessity of to add the colors to supplemental or enhancing the lost
coloration for, mainly, increasing the acceptability of the product front to the consumer.
Still under the technological point of view, these compounds have an important action for
guaranteeing an umiformity in the production in wide scale. For these reasons, it is clearly
the great use of the synthetic dyes for the food industries. Still there are different about the

safety of safety of the different synthetic dyes used in the foods, consequently, the countries



or regions allow the use of different colors and in different amounts had to the greater or
minor food consumption in the diet of the population, to which the colors are added.
Aiming, mainly, the control in the use of the synthetic dyes, but in view of that products
with synthetic dyes are exported and mattered, the analysis of these additives requires
efficient and fast methods for the detention, idemtification and quantification. Some
methods have been developed for this end, being the chromatography the technique more
employee, even so there are methods for spectrophotometric capable to identify and to
quantify the levels of colors, but that have their limited application the determined mixiures
of colors. The chromatography in paper and thin layer, although to be relatively fast
techniques, given data with low accuray and precision. In the high performance liquid
chromatography (HPLC) the biggest difficulties are in the extraction, but mainly in the high
cost of the equipment. Capillary eletrophoresis has the same problems of the HPLC,
besides being one relatively recent techmique for the analysis of this compounds and,

therefore, there are few studies used this tecmque.

Keywords: dyes, HPLC, CE

INTRODUCAO

Ha muitos séculos ¢ homem vem colorindo os alimentos para torna-los mais
atrativos e saborosos. No inicio, muitas dessas substincias, como as especiarias e
condimentos, ja tinham a fungio de colorir os alimentos, mas com o passar do tempo foram
gradativamente substituidas por outras substincias, algumas sintéticas, com o objetivo
especifico de colorir (REYES, et al,, 1996; VALIM, 1989; IFT, 1986).

O emprego de aditivos quimicos, como os corantes, € um dos mais polémicos
avangos da indtstria de alimentos, j4 que seu uso em muitos alimentos justifica-se apenas
por questBes de habitos alimentares, em geral, a importancia da aparéncia do produto para
sua aceitabilidade € 3 maior justificativa para o seu emprego.

Sob o ponto de vista toxicolbgico, varios estudos tém sido realizados para verificar
os efeitos nocivos ao homem, ja que esses aditivos ndo so totalmente inofensivos & satde.

Os corantes artificiais estdo sempre na mira das investigagOes cientificas devido as reagdes
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adversas que alguns consumidores podem apresentar (RING, et al, 2001; TOLEDO e
GUERCHON, 1990; RIEDEL, 1987).

Devido 4 diversidade de substincias com poder corante, a lista dos corantes
permitidos em cada pais varia substancialmente. Em virtude do aumento no nimero de
compostos com poder corante e de seu uso estendido aos alimentos e bebidas, tornou-se
necessario o controle de suas aplicagBes e surgiu uma maior preocupacio com possiveis
efeitos a saude humana.

Com o aumento do comércic de produtos alimenticios entre os paises, o
desenvolvimento de métodos de andlises cada vez mais confidveis, eficientes e rapidos, €
uma necessidade maior a cada dia. Para os corantes artificiais nfo basta, simplesmente,
provar gue ¢ produto € colorido artificialmente, cada corante, ou mistura desses, deve ser
detectado e quantificadc individualmente, assim, o controle desses produtos tem sido
dificultado, principalmente, pela falta de metodologias analiticas adequadas.

Alguns métodos, utilizando diferentes técnicas analiticas, tém sido empregados na
determinac8o de corantes sintéticos. Métodos de identificagio espectrofotométrica de
corantes artificiais permitem a anélise por comparagiio com espectros de padrdes na regifo
ultravioleta/visivel {(UV/VIS) e a quantificacio baseada em calculos computacionais por
regressdo linear (OZDEMIR e AKKAN, 1999; HOFER et al. 1997). Técnicas
cromatograficas, como a cromatografia em papel (PEARSON, 1976; CHO et al., 1975),
camada delgada (QUELIA, et al, 2001; RIBETRO-CUNHA et al., 1996) e coluna aberta
(GRAICHEN e MOLITOR, 1963; YANUKA et al,, 1963) foram bastante utilizadas, porém
essas técnicas sdo muito demoradas e produzem dados com baixa exatidfio e precisio. A
CLAE (cromatografia a liquido de aita eficiéncia), uma técnica atrativa e um importante
instrumento no controle desses aditivos (PRADO e GODOY, 1598; PRADO, 1998;
GRATZFELD-HUSGEN e SCHUSTER, 1995} ¢, atualmente, uma das principais técnicas
para analise de corantes em alimentos. Mais recentemente, a eletroforese capilar (EC) vem
sendo apontada como uma técnica bastante atrativa parz a determinacio simultinea de
diferentes compostos, entre eles os corantes artificiais (PRADO et al, 2002; FRAZIER et
al., 1999 NEVADO et al | 1999).

A qualidade dos dados analiticos ¢ um fator importante para o conhecimento dos

teores reais existentes nos alimentos, com vistas, principalmente, a garantia da seguranga
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alimentar. Nos Gltimos anos, a AOAC (Association of Official Analytical Chemists) vem
estimulando o controle de qualidade analitica através de planejamentos ¢ analises
estatisticas variadas (WILRICH, 1993 a ¢ b; ULBERTH, 1992). No Brasil, também, a
validaciio dos métodos analiticos tem sido uma preocupagio dos pesquisadores (SOARES,
2001, AGOSTINI, 1997), mas pouco se tem feito em relagfio & validagio de novos métodos
para os corantes artificiais (PRADO e GODOY, 2002).

CORANTES ARTIFICIAIS

Existe uma grande semethanca enire o gue chamamos “ingrediente” e “aditivo”,
ambos sio substancias quimicas que fazem partes integrantes dos produtos. De uma forma
geral, se considera como ingredientes as substdncias basicas mcluidas na formula em maior
volume e aditivos as substincias complementares, que em pequenc volume se destinam 2
preservar ou produzir determinadas caracteristicas nos alimentos formulados. Assim, pode-
se considerar os aditives como toda a substncia ou mistura, dotada ou ndo de valor
nutritivo, adicionada ao alimento com a finalidade de impedir alteragdes, manter, conferir
ou intensificar seu aroma, cor e sabor, modificar ou manter seu estade fisico geral ou
exercer qualquer agio exigida para uma boa tecnologia de fabricacio do alimento
(RIEDEL, 1987).

Os corantes artificials so uma classe de aditivos sem valor nutritivo, intreduzidos
nos alimentos ¢ bebidas com o finico objetivo de conferir cor, tornando-os mais atrativos,
Por esse motivo, do ponto de vista da saide, os corantes artificiais em geral n0 séo
recomendados, justificando seu uso, quase que exclusivamente, do ponto de vista comercial
e tecnologico (RIEDEL, 1987). Mesmo assim, os corantes sdo amplamente utilizados nos
alimentos e bebidas devido 2 sua grande importincia no aumento da aceitagdo dos

produtos, alimentos coloridos € vistosos gumentam nosso prazer em consumi-los.

HISTORICO

As civilizagBes antigas ja tinham o habito de retirar substincias da natureza para

colorir seus alimentos, e assim melhorar sua aparéncia. Egipcios adicionavam extratos
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naturais e vinhos para melhorar a2 aparéncia de seus produtos (DOWNHAM e COLLINS,
2000). Muitas substancias de origem animal, vegetal ou mineral utilizadas como especiarias
e condimentos, j& tinham o objetivo de colorir os alimentos, mas foram gradualmente
substituidas por outras com o objetivo especifico de conferir cor (QUELIA et al, 2001
DOWNHAM e COLLINS, 2000; IFT, 1986; VALIM, 1989).

Com a descoberta dos corantes sintéticos nos séculos XVII e XIX, bem como da
influéncia da cor na aparéncia e, consequentemente, de uma maior aceitagdo dos produtos
pelos consumidores, o interesse das inddstrias pelo uso dos corantes artificiais aumentou,
inclusive na tentativa de mascarar alimentos de baixa qualidade. Desde entfio, os corantes
sinteticos foram cada vez mais usados, especialmente por apresemtarem  maior
uniformidade, estebilidade e poder tintorial em relagdo as substlncias  naturais,
incentivando novas descobertas {QUEITA et al, 2001; BOLEY et al, 1980).

Varios alimentos sofreram abusos, sendo coloridos até com substancias altamente
toxicas. Na Inglaterra, no inicio do século XIX foram relatados casos do uso de suifato de
cobre para colorir de verde as conservas de picles, de chumbo negro em folhas de cha para
parecerem novas e, para realgar a coloragdo alaranjada de alguns quenos, do chumbo
vermelho. Em 1860 foi relatada a morte de duas pessoas que consumiram esses produtos
(DOWNHAM e COLLINS, 2000; IFT, 1986).

O emprego de materiais sintéticos, principalmente para colorir, iniciou em 1856
com 2 sintese do primeiro corante derivado da hulha, desenvolvido por Sir William Henry
Perkin (WALFORD, 1980). Desde entfio, nos Estados Unidos e Europa mais de uma
centena de corantes foram desenvolvidos e lancados no mercado sem qualquer controle ou
monitoramento. Muitos alimentos foram coloridos indiscriminadamente, como ketchup,
mostardas, geléias, e ainda outros, que mesmo sendo proibido, tiveram adicio de corantes,
como por exemplo vinhos brancos de mé qualidade que foram transformados em vinhos
tintos, acrescentando-se a eles faninos e Bordeaux S J4 foram relatados acréscimos de
corantes artificiais em cervejas, cidras e aperitivos.

Na India, 61.6% dos alimentos analisados em alguns estudos apresentavam em suas
composigles corantes ndoc permitidos por aquele pais, sendo somente em Caleuts 13,1%
dos alimentos (DIXIT et al, 1995; BISWAS et al., 1994). No Egito ocorreram casos de

adulteragio de olivas negras com o uso de corantes artificiais, ¢ que € uma prética ilegal
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segundo sua legislacdo (ZIENA et al,, 1997). Muitos desses aditivos nunca foram testados
para verificar sua toxicidade ou outros efeitos adversos a saide da populagio (DOWNHAM
e COLLINS, 2000; LEDERER, 1990).

A Figura 1 apresenta a distribui¢io do uso de corantes em alimentos e bebidas no
mundo, mostrando claramente o grande emprego desses aditivos pelas industrias de

alimentos.

2 sintetico
42% B natural
identico natural

B caramelo

27%

Figura 1. Porcentagem de uso de corantes, no mundo, pelas industrias de alimentos e

bebidas (fonte: DOWNHAM e COLLINS, 2000).

IMPORTANCIA DA COR

As cores estdo intimamente ligadas a varios aspectos da nossa vida e s3o capazes de
influenciar as nossas decisdes do dia-a-dia, principalmente, as que envolvem os alimentos.
A aparéncia, seguranca, caracteristicas sensoriais e aceitabilidade dos alimentos s3o todas
afetadas pela cor (QUEIJA et al, 2001; DOWNHAM e COLLINS, 2000;
CLYSDESDALE, 1993; LEDERER, 1990). Existe uma relagdo entre certas cores com 0s
alimentos, e isto estd relacionado com o nosso desenvolvimento cognitivo, que depende de
nossa memoria e de nossas experiéncias, por exemplo, cores azuis ou verdes sugestionam
queijos mofados e cores marrons (escuras) frutas podres ou estragadas. Esse mecanismo de
adverténcia, em casos extremos, pode ocasionar aversdes. Em alguns estudos, alimentos
foram coloridos de forma anormal, como por exemplo, péras vermelhas, bifes azuis e ovos

verdes, causando aversdes em quase todos os provadores (CLYSDESDALE, 1993).

13



A cor pode afetar outras caracteristicas sensoriais e essa interrelagdo pode
influenciar no aceite ou nfio do alimento (CLYSDESDALE, 1993). Isto pode estar
associado ao fato de que o homem “enxergar” sabores através da cor. De uma forma geral,
o verde estd associado a frutas pouco maduras e, portanto, mais amargas. J& o sabor
salgado, no entanto, nfio apresenta uma relacio direta com as cores. Solugdes salgadas
coloridas nfo apresentaram diferentes valores de threshold com relagdo as solucgdes padrdes
incolores, embora se tenha observado que mudangas nas cores causam confusio com
relagdo as estimativas deste sabor salgado.

A cor influencia no sabor, na aceitabilidade e, conseqlientemente, na preferéncia por
certos alimentos e bebidas (DOWNHAM e COLLINS, 2000; CLYSDESDALE, 1993).
Embora esses efeitos sejam associacbes inerentes as caracteristicas psicologicas, estes
interferem na escolha e dificultam a quantificagio do sabor. Isto é um problema para as
industrias, pois a relagio causa-efeito n3o pode ser ignorada ou minimizada nas
formulagBes de novos alimentos e bebidas que visam suprir nossas necessidades
(CLYDESDALE, 1993).

RISCOS A SAUDE

Muitos estudos tentaram demonstrar as reacdes adversas que os corantes podem
causar, assim o monitoramento dos teores destes em alimentos tem, continuamente,
contribuido para alertar para um consumo consciente desses produtos alimenticios
(DOWNHAM e COLLINS, 2000).

Existem diferentes opinides quanto & inocuidade dos diversos corantes artificiais,
conseqiientemente, diversos paises ou regides permitem o uso de diferentes corantes e em
quantidades diferentes, devido ao maior ou menor consumo de alimentos presentes na dieta
da populagfio, aos quais os corantes sdo adicionados.

Os aditivos sdo inofensivos 2 satide desde que obedecendo aos percentuais maximos
estabelecidos pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e ou pelo Codex
Alimentarius. Estes estabelecem para cada aditivo a quantidade diria aceitavel de ingestgo
(IDA). Todos os corantes artificiais permitidos pela Legislacdo Brasileira j4 possuem

valores definidos de IDA (ANVISA, 2002), embora esses valores estejam sujeitos a
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alteragdes continuas dependendo dos resultados de estudos toxicologicos. O comité de
peritos da FAO (Food and Agriculture Organization) e da OMS (Organizacdo Mundial da
Saude) para aditivos alimentares, o JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives),
recomenda que os paises verifiquem sistematicamente o consumo total de aditivos
permitidos, através de estudos da dieta de sua populagfo, para assegurar que a ingestfo total
ndo ultrapasse os valores determinados na IDA (REYES ¢ PRADO, 2001; MACHINSKI,
1998)

Os estudos sobre os efeitos nocivos causados pelos corantes artificiais a satde sio
insuficientes e bastante contraditérios. Os corantes podem causar desde simples urticarias,
passando por asmas e reagdes imunolédgicas, chegando até ac cincer em animais de
laboratorios (RING et al., 2001; PEREZ-URQUIZA e BELTRAN, 2000, BEAUDOUIN et
al., 1995; LEDERER, 1990). O amaranto, por medida de seguranga, € proibido nos Estados
Unidos devido aos estudos naquele pais demonstrarem seu poder carcinogénico, porém seu
uso € liberado no Canadé, onde testes nfo apresentaram problemas de carcinogenicidade
(DOWNHAM e COLLINS, 2000, LEDERER, 1990; BERDICK, 1982).

KAPADIA et al. (1998) estudaram a acgfo antitumoral in virro de 29 corantes
artificiais permitidos pelo FDA (Food and Drug Administration) nos Estados Unidos para
alimentos, farmacos e cosméticos sobre o virus Epstein-Barr (EBV) que produz o indutor
de tumores 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato (TBA). Em 10 amostras foi efetiva a a¢o
antitumoral, sendo 6 substancias do grupo azo, 2 derivadas da tartrazina e o indigo, com
significativa inibicdo do indutor do EBV, durante ensaios in vitro. Efeitos da eritrosina
também foram avaliados. Esses trés corantes apresentaram atividade quimiopreventiva,
apresentando uma redugdo de até 50% na formag¢do de papiloma em ratos.

Outros estudos realizados por YAMAZAKI et al. (1997 e 1994) demonstraram que
alguns corantes amarelos, entre eles a tartrazina e o amarelo crepisculo, podem inibir a
sintese de tromboxano, e que alguns corantes vermelthos, utilizados no Japdo, também
podem interferir na coagulagio sangiiinea, assim como os amarelos, apresentando com isso
um risco potencial a saude.

Pesquisas realizadas em 486 criangas hiperativas, entre 7 e 13 anos, demonstraram
que 60% reportavam problemas de aumento da hiperatividade quando do consumo de

alimentos e bebidas coloridos artificialmente. Em contraste, de 172 criangas controle
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apenas 12% apresentavam problemas associados a corantes artificiais. A hiperatividade das
criancas pode ser associada a diminuigio de Zn e Fe no plasma sangiiineo e conseqliente
aumento destes na urina, quando em comparagdo com as criancas controle. Somente
criangas hiperativas apresentaram reducio nos niveis de Zn no soro sangiliineo e aumento
de Zn na urina, apds consumir os corantes tartrazina e amarelo crepusculo. O amaranto nio
apresentou altera¢des significativas durante o tempo de observagiio do experimento, que era
de 120 minutos apos a ingestdo dos alimentos. De 23 criangas que consumiram bebidas
contendo tartrazina, 18 aumentaram os niveis de hiperatividade, 16 se tornaram agressivas e
4 se tornaram violentas, 2 diminuiram seus movimentos, 12 tiveram diminuicio da
coordenag@o motora e 8 desenvolveram asma ou eczema (WARD, 1997).

Em 1906, surgiram as primeiras suspeitas da agio cancerigena dos corantes. Ao
injetar um corante azoéico (vermelho escarlate) sob a pele da orelha de um coelho observou-
se um crescimento celular atipico sob a pele. Em 1924, foi observado que a ingestdo desse
corante por camundongos podia provocar a formagio de adenomas hepaticos (LEDERER,
1990). Desde entdo varias pesquisas sobre a agdo toxica e cancerigena de diversos corantes
foram empreendidas.

Dada a estrutura quimica dos corantes azbicos suspeita-se que a parte ativa da
molécula causadora de tumores seja, possivelmente, formada pela sua degradacio. Desde o
inicio do século XX tem sido demonstrado que moléculas originadas dos corantes azéicos
apresentam agao cancerigena, principalmente pela formagio do amino-azobenzeno (Figura
2) (LEDERER, 1990).

O

amino-azobenzeno

Figura 2 : Provavel por¢do cancerigena dos corantes azoicos.

A partir de entdo, algumas pesquisas tentam definir com mais clareza qual € a
estrutura quimica causadora de tumores e como ¢ a a¢io carcinogénica propriamente dita, e

qual ¢ a sua via de aclo. Sabe-se que a presenga de grupamentos basicos funcionais, a
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fun¢do amina NH, por exemplo, € indispensavel & atividade cancerigena dos corantes
(LEDERER, 1990; DRAKE, 1975). Assim, tentou-se eliminar essas propriedades maléficas
dos corantes azodicos, introduzindo em suas estruturas grupamentos carboxilicos (COOH)
ou sulfonados (SOsH) no lugar desses grupamentos funcionais aminas. Além de uma
diminui¢dio da a¢do carcinogénica, isto os tornava hidrossoliveis, o que permitia serem
rapidamente eliminados, enquanto que a matriz original era lipofilica, retendo-os no
organismo durante muito tempo. Assim, pesquisadores conseguiram demonstrar que oS
corantes azoéicos sulfonados se apresentavam inocuos, mesmo em altas doses por longos
periodos (COOK et al., 1940 e 1933 citados por LEDERER, 1990).

Ha ainda a possibilidade de transformactes metabolicas de corantes azdicos por
reducdo do grupo N=N e formagfo de amino-compostos toxicos, alguns cancerigenos. Este
¢ o principal processo pelo qual o amaranto, segundo alguns autores, se torna cancerigeno
(ANDRIANOVA, 1975 citado por LEDERER, 1990; DRAKE, 1975). A Figura 3

apresenta os possiveis sais formados da degradagdo do amaranto.

Amaranto
OH SO3Na
Na035 Q Ne==N
/ SOgNa
OH SO3Ma 505Na

SO3Na
Naftionato de sédio Sal sodico de acido 1-amino-2- Sal sodice do acido 2-
naftol-3-6-di-sulfénico naftol-3-6-di-sulfénico

Figura 3 : Provaveis sais formados pela degradacio do amaranto (LEDERER, 1990).
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Ao lado dos corantes azoicos, existem outros corantes que podem agir da mesma
forma, entre eles estio muitos derivados do trifenilmetano. Alguns pesquisadores
(SCHILLER, 1937; HARRIS, 1947; GROSS, 1961 - todos citados por LEDERER, 1990)
provocaram tumores em ratos e em camundongos através de injegdes subcutineas de
corantes derivados do trifenilmetano, como o verde rapido e o azul brilhante. Ao contrario,
o azul patente V, que ¢ um sal de célcio, nfo mostrou nenhum efeito carcinogénico nas
experiéncias realizadas (TRUHAUT et al., 1973 - citado por LEDERER, 1990).

Outro grupo, que parece ser suspeito de propriedades cancerigenas € o das fialeinas,
embora muitos estudos tém demonstrado o contrario. A eritrosina, um sal dissédico da
tetraiodofluoresceina, jamais provocou tumores malignos (UMEDA, 1957, 1956, 1955,
1953; NELSON e HAGAN, 1953 — todos citados por LEDERER, 1990), embora se tenha a
suspeita, ndo comprovada, da liberagio de iodo de sua estrutura, o que poderia levar a
disfungdes da tiredide (DRAKE, 1975).

O fato desses corantes terem sido autorizados para uso alimenticio, na legislacio de
muitos paises, simplesmente por serem sulfonados e hidrossoliiveis, nio lhes tira quaisquer
propriedades cancerigenas. Somente experimentacBes em varias espécies de animais,
podem oferecer a certeza da inocuidade desses compostos e assim garantir 0 consumo

humano sem riscos a satde.

LEGISLACOES

Nas primeiras décadas do século XX j4 existiam em todo o mundo mais de oitenta
corantes sintéticos disponiveis para alimentos, entretanto nfio existiam quaisquer
regulamentagdes de seus usos ou graus de pureza. Devido a essa diversidade de substincias
com poder corante, a lista dos permitidos em cada pais variava substancialmente (QUEIJA
et al., 2001, COULSON, 1980).

Com a utilizagiio cada vez maior desses aditivos, os paises comecaram a estabelecer
legislagbes para controlar seu uso. Assim, comites internacionais, tais como a Comissio do
Codex Alimentarius, organismo subsidiario da FAO e da OMS, tém sido criadas com o

intuito de, entre outros objetivos, estabelecer especificagdes e critérios para a utilizacio de
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aditivos alimentares, incluindo os corantes sintéticos (QUEUA et al, 2001, REYES ¢
PRADQ, 2001; VALIM, 1989).

Os Estados Unidos que chegou a ter no inicio do século XX mais de 700
substincias com poder corante, hoje reduziu a quantidade de corantes sintéticos permitidos
em alimentos para 9, sendo 2 de uso restrito (DOWNHAM e COLLINS, 2000}. No Japio,
segundo a legislagfo, permite-se o uso de 11 corantes sintéticos (REYES, et al. 1996),

Com a criagio da Unido Européia, houve a necessidade de uma harmonizagio das
legislagBes dos paises membros. Assim, foram elaboradas as diretrizes que controlam o uso
de aditivos em alimentos, sendo as gue englobam os corantes s80 as diretrizes 94/36/EC e a
95/45/EC. Atvalmente 17 corantes artificiais sdo permitidos na Umilo Européia para uso em
alimentos e bebidas. Cabe destacar que alguns paises, como a Noruega ¢ Suécia, proibem o

uso de corantes artificiais nos alimentos (QUELIA et al., 2001; REYES e PRADO, 2001).

Legislacio Brasileira

No Brasil, o Decreto n® 50.040, de 24 de janeiro de 1961, dispunha sobre as normas
técnicas especiais reguladoras do emprego de aditivos quimicos em alimentos, sendo
alterado pelo Decreto n® 691, de 13 de margo de 1962, A legislagio foi alterada novamente
por conta do Decreto n° 55.871 de mago de 1965, Em 1977, a resoluciio CNNPA n” 44
estabelecen as condigdes gerais de elaboragfo, classificaciic, apresentaclo, designagfo,
composicio e fatores essencials de qualidade dos corantes empregados na produgio de
alimentos e bebidas. A Portaria n° 02 DINAL/MS, de 28 de janeiro de 1987, excluiu da
Tabela 1 do Decreto 55871/65, os corantes Amarelo Acido ou Amarelo Sélido (13015)
Azul de Indantrenc ou Azul de Alizarina (69800}, Laranja GGN {15980), Vermelho Solido
E {16045), e Escarlate GN {14815) para uso em alimentos (ANVISA, 2002; BRASIL, 1988
e 1965).

Pela legislagio atual, através das ResolucBes n° 382 a 388, de 9 de agosto de 1999,
da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), s3o permitidos no Brasil para
alimentos ¢ bebidas o uso de apenas onze corantes arfificiais sendo eles: Amaranto,
Vermelho de Entrosing, Vermelho 40, Ponceau 4R, Amarelo Creplscule, Amarelo

Tartrazina, Azul de Indigotina, Azul Brilhante, Azorrubina, Verde Rapido e Azul Patente V
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(ANVISA, 200Z; ABIA, 2001). Isto ocorreu devide 3 necessidade de harmoniza¢io da
legislagdo entre os paises membros do Mercosul para o uso de corantes em alimentos. A
Resolugdo GMC n® 50/98 trata dessa harmonizagiio, bem como a Resolugio GMC n° 52/98
que trata dos critérios para determinar funcBes de aditivos, aditivos e seus méximos para
todas as categonas de alimentos {ANVISA, 2002).

Os rotulos dos alimentos coloridos artificialimente devem comter os dizeres
“COLORIDO ARTIFICIALMENTE” e ter relacionado nos ingredientes o nome completo
do corante ou seu nimero de INS (International Numbering System} (ANVISA, 2002;
ARBRTA 2001

A Tabela 1 mostra algumas propriedades fisicas e quimicas dos corantes artificiais

permitidos no Brasil, bem como algumas classificagBes de uso internacional.

Corantes Azo

Esta classe compreende varios compostos que apresentam um anel naftaleno ligado
a um segundo anel benzeno por uma ligagdo azo (N=N)}. O sistema croméforo desta classe
de corantes € apresentado em destaque nas figuras a seguir. Esses anéis podem conter um,
dois ou trés grupos sulfénicos (DRAKE, 1975). Esse grupo representa a classe de corantes
sintéticos em alimentos mais importante e utilizada. Pertencem a essa classe os corantes:

AMARANTO - Esse corante apresenta boa estabilidade 2 luz, calor e acido, mas
descolore em presenca de agentes redutores como o 4cido ascorbico e SO,. Alguns estudos
sdo contraditérios quanto a inocuidade carcinogénica deste corante, sendo, por medida de
seguranca, proibido nos Estados Unidos desde 1976. No Canada é permitido, pois sua
estrutura quimica (Figura 4) ¢ bastante semelhante a outros corantes considerados ndo
carcinogénicos. Na Inglaterra seu uso é permitido em cariter provisbrio até que se
apresentem estudos mais conclusivos, no Japdo foi voluntariamente banido pelas industrias
de alimentos e na Unifio Européia seu uso € permitido (DOWNHAM e COLLINS, 2000;
BERDICK, 1982).
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503 [Na]

Figura 4: Estrutura quimica do corante amaranto, por¢éo croméfora da classe em destaque.

PONCEAU 4R - Apresenta boa estabilidade ao calor, 2 luz e ao acido, descolore
parcialmente na presenca de alguns agentes redutores como o acido ascérbico e SO,. Nio é
permitido nos Estados Unidos, na Inglaterra seu uso ¢ provisério e restrito, nos paises da
UE (Unido Européia) e no Japdo seu uso ¢ permitido, mas foi voluntariamente banido pelos
industriais japoneses. Isso se deve aos poucos estudos relevantes realizados sobre sua
toxicidade (DOWNHAM e COLLINS, 2000, BERDICK, 1982). A Figura 5 mostra a

estrutura quimica deste corante.

[Na}ogs——{{f Nt N\

[NajOsS
503 Na

Figura S. Estrutura quimica do corante ponceau 4R, porcio cromofora da classe em

destaque.

VERMELHO 40 - Este apresenta boa estabilidade a luz, calor e acido, além de ser
o corante vermelho mais estavel para bebidas na presen¢a do acido ascérbico, um agente

redutor. Paises da UE permitem seu uso. Estudos metabolicos mostraram que o vermelho
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40 (Figura 6) € pouco absorvido pelo organismo e em estudos de mutagenicidade ndo
apresentou potencial carcinogénico, desta forma tendo seu uso liberado para alimentos no

Canada e Estados Unidos (DOWNHAM e COLLINS, 2000; IFT, 1986).

OMe OH
— \
[Na]03$ /Nl N
Q\ % Q
CHs 505 [Na]

Figura 6. Estrutura quimica do corante vermelho 40, por¢fio cromofora da classe em

destaque.

AZORRUBINA - Possui boa estabilidade a luz, calor e acido. Seu uso ¢ liberado
para alimentos nos paises da UE, porém ¢ proibido nos Estados Unidos. Mesmo com seu
uso liberado necessita de estudos adicionais sobre o seu metabolismo (DOWNHAM e
COLLINS, 2000, MARMION, 1991; WALFORD, 1980). A Figura 7 mostra a estrutura

quimica deste corante.

OH —
Ne=N @

/

S03Na]

Figura 7. Estrutura quimica do corante azorrubina, por¢do croméfora da classe em

destaque.

TARTRAZINA - Apresenta excelente estabilidade a luz, calor e acido, descolore

em presenca de acido ascorbico e SO,. Dentre os corantes azo, a tartrazina tem despertado
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uma maior atengdo dos toxicologistas e alergistas (DOWNHAM e COLLINS, 2000;
CROCE, 1965), sendo apontada como a responsavel por varias reacdes adversas, causando
desde urticaria at¢ asma. Estima-se que uma em cada 10 mil pessoas apresenta reacdes a
esse corante (BERDICK, 1982). Provavelmentie, de 8 a 20% dos consumidores sensiveis a
aspirina, sio também sensiveis a tartrazina {Figura 8). Entretanto, é um dos corantes mais
empregado em alimentos e € permitido em muitos paises, como Canadé, Estados Unidos ¢
Unifo Européia {DOWNHAM e COLLINS, 2000; BERDICK, 1982).

3ihaj

Figura 8. Estrutura quimica do corante tartrazina, porgio croméfora da classe em destague.

AMARELO CREPUSCULG - Possui boa estabilidade na presenca de luz, calor e
acido, apresemtando descoloracfio na presenga de acido ascérbico e SO, Os Estados
Unidos, Japdo e paises da UE permitem seu emprego em alimentos, j4 o Canad4 permite
seu emprego em alguns produtos especificos e numa concentragBo méaxima de 300 ppm
(partes por milhdo} (DOWNHAM e COLLINS, 2000, BERDICK, 1982). A Figura 9

mostra a estrutura quimica deste corante.

Figura 9. Estrutura quimica do corante amarelo crepusculo, porgio croméfora da classe em

destaque.
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Corantes Trifenilmetanos

Esse grupo apresenta estrutura bésica de trés radicais arila, em geral grupos
fenodlicos, ligados a um atomo de carbono central e apresentam, ainda, grupos sulfdnicos
que lhes conferem alta solubilidade em agua. O sistema cromoéforo desta classe de corantes
¢ apresentado em destaque nas figuras a seguir. Com a legislagio das normas do
MERCOSUL, passam a integrar esse grupo além do azul brilhante, o verde rapido e o azul
patente V.

AZUL PATENTE V - Excelente estabilidade a luz, acido e calor, mas apresenta
descoloracdo na presenca de acido ascorbico e SO,. Seu uso ndo € permitido nos Estados
Unidos, porém ¢ liberado para uso em alimentos nos paises da UE. E um dos corantes
utilizados em alimentos (Figura 10) que também apresenta a necessidade de mais estudos
sobre seu metabolismo (DOWNHAM e COLLINS, 2000; MARMION, 1991; WALFORD,
1980).

Figura 10. Estrutura quimica do corante azul patente V, por¢do cromofora da classe em

destaque.

VERDE RAPIDO - Razoavel estabilidade & luz, calor e 4cido, mas possui baixa
estabilidade oxidativa. Seu uso ¢ permitido nos Estados Unidos desde 1927, mas proibido
nos paises da UE (DOWNHAM e COLLINS, 2000, MARMION, 1991; WALFORD,

1980). A Figura 11 mostra a estrutura quimica do corante.
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Figura 11. Estrutura quimica do corante verde rapido, porgiio croméfora da classe em

destaque.

AZUL BRILHANTE - Apresenta as mesmas caracteristicas de estabilidade do
verde rapido. Seu uso ¢ incondicional nos Estados Unidos, no Canad4 seu limite méximo &
de 100 ppm, na Inglaterra pode ser utilizado apenas em alguns alimentos ¢ na Unido
Européia seu uso € liberado (DOWNHAM e COLLINS, 2000, BERDICK, 1982). A

estrutura quimica € apresentada na Figura 12.

HSCZ\ ’CgHg

N Mo
/vé\"‘k f/ . \Wn\

[NaJ0sS r 503 Na]

Figura 12. Estrutura quimica do corante azul brilhante, por¢io cromoéfora da classe em

destaque.

Corantes Indigoides

AZUL DE INDIGOTINA - Possui baixa estabilidade a Iuz, calor e acido, baixa

estabilidade oxidativa e descolore na presenca de SO, e acido ascorbico. A UE considera
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seu uso seguro, sendo também empregado no Japdo, Estados Unidos e Inglaterra
(DOWNHAM e COLLINS, 2000, BERDICK, 1982; VETORAZZI, 1981). O sistema

cromoéforo desta classe de corantes possui uma estrutura tetrapolo (Figura 13).

2\\//\\\(/303 Na}
%

i ==
[Na]0sS N N

Figura 13. Estrutura quimica do corante indigotina, por¢ido croméfora da classe em

destaque.

Corantes Xantenos

ERITROSINA - Insoluvel em pHs abaixo de 5. E o tinico representante dessa
classe permitido no Brasil. E também permitido nos Estados Unidos, paises da UE, Reino
Unido e Canada (DOWNHAM e COLLINS, 2000; BERDICK, 1982). Existem estudos de
uma possivel associagdo com tumores na tirdide pela provavel liberacio de iodo no
organismo, porém esses estudos ndo foram conclusivos (FDA, 2000; DRAKE, 1975). O
sistema cromoforo desta classe de corantes ¢ apresentado em destaque a seguir na Figura

14.

Figura 14. Estrutura quimica do corante eritrosina, por¢do croméfora da classe em

destaque.



METODOS DE ANALISE PARA CORANTES ARTIFICIAIS

Métodos Classicos

As anélises se iniciam com a extragio dos corantes das matrizes alimenticias,
seguidas de etapas de limpeza, para a retirada de provéveis interferentes (acucares, acidos,
corantes naturais, etc.), e por fim a separagdo por técnicas analiticas, com posterior
identificac@o e quantificacio dos corantes artificiais.

Durantes muitos anos, varios métodos, principalmente envolvendo cromatografia
em papel (PEARSON, 1976; LEES, 1971; CHIANG, 1969; GRIFFITHS, 1966; YANUKA
et al, 1963) e cromatografia em camada delgada (QUEIJA et al. 2001; BRANCA e
SPAGNOLINI, 1980; LEPRI et al,, 1978, CLERQ ¢ MASSART, 1974; PEARSON, 1973,
HOODLESS et al,1971; CHIANG e LIN, 1969; GRAHAN e NYA, 1969; PERRY e
WOOLEY, 1969), foram descritos para analises desses aditivos.

Os primeiros trabalhos de separagio e identificacio dos corantes artificiais foram
baseados nos trabalhos de ARATA. Esta técnica, com algumas modificacdes, € até hoje
empregada no mundo inteiro e se baseia na adsor¢3o dos corantes artificiais pela 13 natural.
Depois de extraidos com solugdo amoniacal, os corantes sio separados através da
cromatografia em papel (BOLEY et al., 1980, CORRADI ¢ MICHELI, 1979; PEARSON,
1973, LEHMANN et al., 1970). Corantes naturais n3o se ligam a 13 ou nfo sdo desorvidos,
tornando essa etapa de extragdo também uma etapa de limpeza (BOLEY et al, 1980;
LEHMANN et al., 1970, YANUKA et al, 1963; DOLINSKI e STEIN, 1962). Alguns
pesquisadores apontam desvantagens desse método, como por exemplo a lenta e incompleta
adsor¢fio que alguns corantes podem apresentar, mudangas irreversiveis na estrutura dos
corantes pelo uso de altas temperaturas e exposicio a valores extremos de pH, além de
longos periodos necessarios para se obter um extrato puro. Existem ainda algumas
dificuldades relacionadas com a matriz alimenticia, como alimentos insoliiveis em agua,
ricos em lipideos, contendo amido ou alto teor protéico. A presenca dessas substincias

dificulta a fixagdo do corante 4 13, por exemplo, as proteinas em meio acido formam
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codgulos que aprisionam os corantes artificiais, dificultando a extragfc destes (CORRADI ¢
MICHELT, 1979; LEHMANN ¢t al., 1970).

Hi outros métodos que se baseiam na extragio dos corantes por solventes
organicos, como o alcool ise-amilico, o éter de petrdlen, o dleool benzilico, & metil
ciclohexanona e a quinoletna (CHO et al, 1975, MOTTIER ¢ POTTERRAT, 1955),
seguida de separacio da mistura de corantes utilizando a cromatografia de camada delgada
com fase estacionaria de alumina Entretantc, o uso desses solventes como extratores nao
apresentou resultados muito satisfatérios, embora a alumina permitisse uma boa separagio
das estruturas de interesse (BIZZOZERO e MICHELIL 1996; MOTTIER e POTTERRAT,
1955).

Métodos empregando a CCDAE (cromatografia de camada delgada de alta
eficiéncia), com anslise densitoméirica para a quantificagio de corantes artificiais em
bebidas alcodlicas e nio alcodlicas, apresentaram bons resultados em termos quantitativos
(CSERHATI et al, 1998, ANDERTON et al 1997, RIZOVA e STAFILOV, 1995,
DUGAR et al. 1994).

A cromatografia em coluna aberta também foi utilizada para a analise de corantes
artificiais em alimentos. Resinas trocadoras de anions foram as mais empregadas nas
determinacdes (BOLEY et al, 1980; GRAICHEN e MOLITOR, 1963; DOLINSKI e
STEIN, 1962), entretanto, havia a necessidade de uma separaco prévia dos interferentes
antes da introducio da mistura de corantes na coluna. A utilizagfo da 18 pura, por si 86 j&
era uma purificacio bastante satisfatéria na maioria dos casos, mas poderia causar
degradacio dos corantes. A técnica de limpeza com o uso de coluna de poliamida parece
ser superior e ndo apresenta o problema de degradaciio (GILHOOLEY et al, 1972
LEHMANN et al., 1970). A purificacdo pode ser feita através de sucessivas lavagens da
coluna de pohamida com &gua e acetona para retirada de aglcares, acidos, flavorizantes e
possiveis corantes naturais basicos. A desor¢fo dos corantes sintéticos da coluna ¢ feita
com uma solucfio metanolica de hidroxido de amdnio (TOLEDO e GUERCHON, 1990). A
poliamida adsorve, preferencialmente, os corantes sintéticos devido a presenca de pontes de
hidrogénio com 4cidos e com hidroxilas fenolicas, sendo minima a presenga de
contaminantes {LEHMANN et al, 1970). Os cartuchos de sep-pak Ciz também

proporcionam uma rapida limpeza e concentragfo dos corantes {LOVE, 1934, YOUNG,



1984, LAWRENCE et al, 1981; BOLEY et al, 1980), mas devido 2o seu alto custo sio
pouco utilizados.

O uso da cromatografia em coluna aberta com fase estacionsria de celulose e
poliamida, ajustada para diferentes pHs, permite a separagio dos corantes por adsorgio ou
troca idnica, dependendo das condigdes escolhidas. E um método que posstbilita a obtencdo
dos corantes de forma quimicamente pura, através do uso de diversos grupos de eluentes,
podendo a seguir serem facilmente identificados e quantificados (SCLAR e FREEMAN,
1990; BRANCA e SPAGNOLINI, 1980; YANUKA et al.| 1963),

Métodos por Espectrofotometria

Quando se realiza a separagio dos corantes artificiais por outras técnicas analiticas,
estes podem ser quantificados por espectrefotometria (QUEIJA et al., 2001 BIZZOZERO
e MICHELI 1996; BRANCA e SPAGNOLINI, 1980). Quira forma de identificacio e
quantificacdo de corantes artificiais dispensa a necessidade de separacio dos mesmos. As
determinagdes sdo baseadas em analises computacionais e calculos por regressdo linear
(HOFER et al. 1997}, porém esse método necessita que os corantes nfio apresentem uma
alta sobreposi¢io de seus espectros, ¢ assim possam ser identificados e quantificados de
maneira satisfatoria. (NI e GONG, 1997, TAKAHASHI et al., 1988; OHLWEILER, 1981;
PALLOTTIetal, 1977).

G grande problema enfrentado nesses métodos € quando se tem grupos de corantes
que apresentam maximos de absorvancia muito proximos, ou espectros com grande area de
sobreposigdo. Nos dltimos anos diversos trabalhos tentaram desenvolver, com algum
sucesso, tecnicas usande a espectrofotometria aliada a um recurso matematico de analise
das derivadas dos espectros dos corantes. A visualizagdo do espectro nada mais é que uma
representagdo grafica no espago, entdo sio realizadas derivadas desta curva, que ¢ o
produto da mistura de corantes, e assim ¢ possivel obter novas curvas onde o célculo de
concentragdo ¢ realizado, nio mais no maxime de absorvincia dos COmMpostos, mas sim
numa regido do novo espectro onde o composte calculado absorve ¢ os outros nio. Assim
atraves de equages matematicas € possivel determinar as concentragdes de cada corante

presente na mistura (OZDEMIR e AKKAN . 1999 NEVADO et al, 1999, 1998a ¢ 1998h,

va
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1997, 1994; BERZAS-NEVADO et al., 1999 a ¢ b, BERZAS et al, 1999, SAYAR ¢
OZDEMIR, 1997). A Figura 15 ilustra de que forma isto pode ser realizado.

Na Figura 15 (a) pode-se observar a sobreposigio dos espectros e,
conseqiientemente, a dificuldade em se avaliar qualitativamente e quantitativamente 0s
corantes presentes. Ja na Figura 15 (b) o que se tem € o espectro da primeira derivada, que
apresenta agora regides do espectro onde praticamente nfo ha interferéncia de absorgio
entre os corantes, assim sdo escolhidos novos comprimentos de onda e desta forma €

possivel determinar a concentragdo de cada corante sem a necessidade prévia de separagéo.

first devivalive

0.8

Figura 15. Espectros de absorgdo (a) e espectros da primeira derivada (b) de trés corantes e

de sua mistura.

Meétodos por CLAE

Quando nio é possivel ou quando ndo se obtém resultados satisfatorios em
separacbes por cromatografia em papel e por camada delgada (SINGH, 1982; MACRAE,
1981; PUTTERMANS et al, 1981), ou para estudos mais detalhados dos corantes
(GOLDBER e CALVEY et al, 1982; CALVEY et al, 1981; COX e REED, 1981;
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BIBEAU e (CLYDESDALE, 1978), o uso da CLAE (cromatografia a liquido de alta
eficiéncia) tem apresentado resultados bastante satisfatorios, gracas ao seu alto poder de
separagdo ¢ sua grande capacidade de detectar Hmites muito baixos (1 a § ppm), com
valores de recuperagic na ordem de 95 % (GOLDBER e CALVEY, 1982; SINGH, 1982).
Com tempos de analise muito mais curtos, em comparacic 20s observados em outras
técnicas tradicionais (SINGH, 1982; MARMION, 1977), a aplicagio em separacdes e
identificacBes dos corantes artificiais tem aumentado nos ultimos anos (PRADO e
GODOY, 2002, LOVE, 1984; YOUNG, 1984, MACRAE, 1981; SINGH, 1982;
PUTTERMANS et al,, 1981}

0 uso de celunas de silica nas primeiras determinagdes de corantes artificiais por
CLAE apresentou alguns inconvenientes. Como 0s corantes sdo compostos muito polares, 2
adsor¢do era irreversivel ou o tempo de andlise muito longo, além de se obter picos
irregulares e com extensa cauda. SeparacOes mais répidas e eficientes foram obtidas com
colunas de troca-ibnica (PASARELLI e JACOBS, 1975). As colunas de troca idnica para
CLAE apresentaram bons resultados. principalmente com o uso de fases méveis com
eluiclo por gradiente, melhorando assim os problemas ocorridos com o uso da silica. A
cromatografia de troca ibnica € uma boa alternativa para andlise de solucdes com forte
hidrofobicidade, este método sendo aplicado a bebidas possibilitou a separacio de oito
corantes (CHEN et al., 1998),

Outra alternativa para analise de corantes artificiais é a utilizagiio de colunas de fase
reversa (g com gradiente de eluigiio (LANCASTER & LAWRENCE, 1991;: LOVE, 1984;
YOUNG, 1984, PUTTERMANS et al, 1981; LAWRENCE et al, 1981 BOLEY et al,
19803 e ou eluentes tamponados, que apresentam uma melhora significativa na seletividade,
retengdo € simetria dos picos (BOLEY et al,, 1980). A fase mével tamponada pode alterar
de duas manerras a afinidade do analfto pela a fase estacionaria, o tampio pode suprir a
ionizagdo ou pode reduzir a solubilidade do corante na fase movel {(CIOLA, 1998,
McKRONE ¢ IVIE, 1980},

A uso de par-ibnico foi desenvolvido para separagBes de compostos fortemente
polares e tem se mostrado uma técnica bastante adequada para o uso nas determinagdes dos
corantes artificiais (PEREZ-URQUIZA e BELTRAN, 2000; BERZAS-NEVADO et al,
1997, GENARO et al, 1997, PUTTERMANS et al | 1982; LAWRENCE et al 1981,
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BOLEY et al, 1980; COULSON, 1980, PASARELLI ¢ JACOBS, 1975). No caso dos
corantes, © par-ibnico mais utilizado € o brometo de cetiltrimetilamnio (cetrimida)
(KNOX E LAIRD, 1976}, podendo também ser utilizado o fosfato de tetra-n-butilamdnio
(TBAP) (LANCASTER ¢ LAWRENCE, 1983, 1982). O uso deste tipo de sistema tem
apresentado bons niveis de detecg®o, sendo na ordem de 1 a 8 ng, com andlises bastante
rapidas, com tempos inferiores a 10 minutes (NEVADO, 1997). No entanto, essa técnica
apresenta inconvenientes de longos periodos de condicionamento das colunas.

Embora a CLAE seja uma das principais técnicas para andlise de corantes em
alimentos, poucos sistemas foram desenvolvidos para a separacio simultanea de todos os
corantes permitidos pela Legislacio Brasileira. Somente PRADO e GODOY (2002, 1998)
desenvolveram e validaram métodos para separaciic simultinea de corantes artificiais em

alimentos e bebidas utilizando 3 CLAE,

Métodos por Eletroforese Capilar

A determinacic analitica de cations e dnions encontra extensa aplicagio nos varios
segmentos das industrias quimicas, farmacButicas e de abmentos. Desde 1990, a
eletroforese capilar {(EC) vem sendo apontada como uma alternativa bastante satisfatoria
para a determinacio desses compostos (JAGER ¢ TAVARES, 2001, FRAZIER et al. 1999,
JANDIK e BONN, 1993). A EC tem demonstrado maior versatilidade e simplicidade que
as demais técnicas usualmente empregadas, além de menores custos e maior durabilidade
da coluna ¢ menores tempo de andlise, volume de amostra e custo final de analise. A
conclusio que prevalece nesses estudos € que a eletroforese capilar apresenta inumeras
vantagens, o que a tem destacado entre as técnicas analiticas de separaglo (JAGER e
TAVARES, 2001; COLOMBARA et al., 1997}

As aplicagbes da EC em alimentos demonstraram claramente a versatilidade da
técnica. Os tipos de alimentos e analitos analisados podem ser os mais diversos, desde
4guas, bebidas, cereais, carnes, leites, etc., nas determinacdes de fons, acidos orgénicos,
proteinas, vitaminas, pesticidas, herbicidas, aglicares, corantes e outros (JAGER et al,

2001; FRAZIER et al. 1999, COLOMBARA et al, 1997, CANCALON, 1995).



A eletroforese capilar por zona (CZE) funciona como uma extensio da eletroforese
tipica aplicada & bioguimica. Muitos trabalhos confirmam que a CZE pode ser aplicada com
sucesso em analise de alimentos na determinacic de vérias substincias, como, 05 corantes
artificiais; as vitaminas hidrossoliveis, incluindo a C, By, Bs, By, conservadores como o
acide benzoico e sérbico; adogantes artificiais, incluindo o ciclamato, sacarina aspartame e
acessulfame K 4cidos orginicos; e anions como os cloretos, nitritos e nitratos (ISSAQ,
1999, FRAZIER et al. 1999; CANCALON, 1995).

A eletroforese capilar (EC) oferece vantagens sobre a CLAE e ouiras técnicas
cromatograficas devido ao pouco uso de solventes quimicos, baixo custo das colunas
capilares em relagfio as colunas de CLAE, velocidade de andlise e maior eticiéneia de
separagdo. Entretanto, as lhmitagles da EC incluem sua baixa sensibilidade e impeza
freqliente das colunas. A faixa de aplicaciio da EC foi rapidamente expandida com o
aproveitamento dos mesmos detectores utilizados em outros equipamentos, como a CLAE
(CHEMKEYS, 2002, TAVARES, 1996; BUICK ¢ TRENERRY, 1995,

Ha na literatura poucos trabalthos utilizando esta técnica para determinagbes de
corantes artificiais, entre eles umas poucas publicagdes técnicas (HEWLETT PACKARD,
1996 ¢ 1995) que demoenstram o potencial, a importincia e a versatilidade da técnica. Em
mais de 200 trabalhos revisados utilizando a EC, FRAZIER et.al. (1599} encontraram
apenas seis que envolviam corantes artificiais em alimentos.

Das diferentes técnicas existentes em eletroforese capilar, a Eletroforese Capilar por
Zona e a Eletroforese Capilar por Micelas s@o as duas téenicas utilizadas para a separacio
de corantes artificiais em alimentos. As variacBes existentes nas iécnicas apresentadas vio
desde o simples uso do tampdo {borato ou fosfato) até o uso destes com tensoativos. Fm
todos os trabalhos revisados, ambas técnicas apresentaram bons resultados, sendo eficientes
na separagdc e quantificagiio desses aditivos em alimentos e bebidas (PRADO et al, 2002;
PEREZ-URQUIZA e BELTRAN, 2000; FRAZIER et al, 2000, NEVADO et al., 1999:
FRAZIER et al., 1999; KUO et al,, 1998; MAZAR et al, 1996; LTU et al, 1995: SUZUKI
et al, 1994)

Embora nlio seja uma técnica recente, somente nas ultimas décadas a eletroforese
capilar vem se destacando como uma possivel técnica a ser aplicada na rotina dos

laboratérios. A CLAE tem sido usada como principal pardmetro de comparacio das



performances da EC, seja em termos de limites de detecgiio ou quantificagio, seja em
termos de teores dos analitos (NEVADO et al, 1999, WYNIA et. al, 1997, KUNKEL et al,
1997, HADDAD 1997, JANDERA et al , 1996, BRESSOLE et al, 1996, BUICK e
TENERRY, 1995, BRUMLEY et al.,1994; TIMIDAR et al. 1993).

Ambos, o desenvolvimento da teoria e aplicagio da eletroforese capilar, tem que ser
ainda melhor estudados. Isto implica, por exemplo, que métodos precisam ser
desenvolvidos, otimizados e validados para cada aplicagio. Com as pesquisas mais

recentes, algumas padronizacdes da técnica tém alcancado avangos significativos.
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Besumo

Corantes artificiais foram determinados por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE) em amostras de bebidas alcodlicas. As analises foram realizadas com coluna
Microsorb-MV, da marca Varian, ODS-2, de 250 mm x 4,6 mm d.i., com 5 ym de didmetro
de particula. Foi utilizado um sistema de gradiente para a eluigdo de todos os corantes
artificiais composto de 4gua e metanol. Utilizaram-se trés comprimentos de onda na regido
do visivel para a detecgdo e quantificacdo dos onze corantes artificiais permitidos no Brasil,
sendo 450 nm para os corantes amarelos, 525 nm para os vermelho e 625 nm para 0s azuis.
Os limites de deteccio obtidos ficaram na faixa de 0,1 a 04 pg/mL e os limites de
quantificagdo na ordem de 0,2 a 1,3 pg/mL. Taxas de recuperagdo, em dois niveis de
concentracio para todos os corantes, foram da ordem 96,4 a 102,2%. Os valores de
repetibilidade calculados para padrbes e amostra demonstraram a precisio do método.
Analisaram-se 45 arnostras de bebidas alcodlicas de diferentes fabricantes brasileiros,
sendo: 6 aguardentes aromatizadas, 9 coolers, 7 aperitivos, 3 coquetéis, 8 licores ¢ 12
vinhos tinto. Em nenhuma das amostras de aperitivo e vinho foi encontrado corante
artificial, ja nos licores foram encontrados corantes artificiais em seis das oito amostras
analisadas. Coguetéis e aguardentes aromatizadas, todos apresentaram corantes em sua
composicio. Em uma amostra de cooler foi encontrado tragos do corante tartrazina (B-1 023,

e em uma amostra de aperitivo um corante ndo identificado. Observou-se que foram
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respeitados os limites determinados pela legislagio brasileira para o use desses corantes nas

amostras analisadas.

Palavras-chaves: corantes, validacio, CLAE

Abstract

Synthetic dyes were determined by high performance liquid chromatography (HPLC) in
alcoholic beverages. Analyses were cammed ouwt with Microsorb- MV column, Varian,
ODS-2, of 250 mm x 4,6 mm i.d., with 5 um of particle diameter. A gradient system for the
elution of all dyves was used, composed of water and methanol. Three wavelengths in the
visible region were utilized for the detection and the quantification of the eleven synthetic
dyes permitted for use in Brazil: 450, 525 and 625 nm for the vellow, red and blue dyes,
respectively. The detection and guantification limits were 0.1 to 0.4 ug/mL and 0.2 10 1,3
ug/mb, respectively. Recovery percentages at two levels of conceniration for all dves were
of the order of 96,4 102,2%. The values of repeatability calculated for standards and
samples demonstrated the precision of the method. Forty-five alcoholic beverage samples
of different Brazilian manufacturers were analyzed: 6 perfumed spirits, 9 coolers, 7 bitters,
3 cocktails, 8 liquors and 12 red wines. Synthetic dyes were not found in samples of aperitif
and wine but were encountered in six of the eight samples of liquors analyzed. Perfumed
cocktails and spirits all presented dyes in their composition. A traces of the tartrazine (E-
102) was found in a sample of cocler and an unidentified dye in an bitter sample. It was
observed that the hmits permitied by Brazilian Legislation for the use of these synthetic

dyes were respected in the analyzed samples.

Key-words: colors, validation, HPLC



1. Introducio

O emprego de corantes artificiais em bebidas, assim como nos alimentos em geral, €
bastante difundido, principalmente para aumentar sua  aceitabilidade frente aos
consumidores, tendo em vista o grande numero de produtos deste génerc disponivels no
mercado.

Desta forma véarios métodos, utilizando diferentes técnicas analiticas, t8m sido
empregados na determinagio desses aditivos. Entre essas técnicas estio os métodos
espectrofotomeétricos Y2 & os classicos métodos cromatogréficos, como a cromatografia em
papel > *

utilizados e o baixo custe sejam o maior atrativo dessas técpicas, os métodos que as

_ camada delgada ~ © e coluna aberta "% Embora a simplicidade dos equipamentos

empregam sdo demorados e produzem dados com baixa exatiddo e precisio.
Os desenvolvimentos de equipamentos € de colunas cromatograficas mais eficientes
fizeram da CLAE {cromatografia a liguido de alta eficiéncia) uma técnica bastante atrativa

no controle desses aditives 7%

Corantes sintéticos em produtos alimenticios sfo
predominantemente compostos azos e trifenilmetanos, formando sais de acido em solugio,
o que torna os tampdes ¢ pares iGnicos bastante utiliziveis nos métodos por CLAE, para a
separagio dos mesmos.

Atualmente busca-se desenvolver metodologias analiticas que permitam a
determinacio simultdnea de varios compostos, com rapidez, custos relativamente baixos
que garantam resultados confidveis ', Neste sentido, a CLAE apresenta-se como uma das
técnicas mais apropriadas, incluindo precisio, exatiddo e alta capacidade de detecclo,
mesmo para compostos presentes em quantidades muito baixas ¢ em matrizes complexas,
como os alimentos .

A qualidade dos dados analiticos ¢ um fator importante para o conhecimento dos
teores reais existentes nos alimentos, visando a garantia da seguranga alimentar. A AQAC
(Association of Official Analytical Chemists) vem estimulando o controle da qualidade

analitica através de planejamentos e analises estatisticas vanadas s

No Brasil, a
validacio dos métodos analiticos tem sido uma preocupagio dos pesquisadores, mas pouco

se tem relatado sobre a validagio de novos métodos para corantes artificiais.

¥
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A validagdo visa garantir que o método a ser utilizado esteja adeqguado ao que se
propde identificar e quantificar, assegurando resultados que se enquadrem as necessidades
dos problemas em questdo. Existem varias maneiras de se validar um método analitico, as
quais dependem do objetivo da analise *** Para isto s30 necessarios varios pardmetros *"

#3 onde os mais utilizados sdo:

1.1.Exatiddo

Pode ser interpretada como o quiio distante estd o valor encontrado do valor real
para a amostra em estudo, quanto menor a distdncia mais exato € o método. Esses valores
podem ser avaliados através de analises de materiais de referéncia, compara¢do com
meétodos considerado exatos ou pela avaliacio das taxas de recuperaglio em amostras

adicionadas de padroes *> %77,

1.2. Precisdo

Pode ser definia como o grau de concordancia entre os resultados de andlises
individuais, quando o procedimento € aplicado repetidamente a multiplas analises de uma
mesma amostra homogénea, em idénticas condigdes experimentais **. Ao desenvolver um
método analitico, varios fatores intrinsecos podem contribuir para os erros, afetando de
forma aleatoria a precisdo **, Essa variabilidade pode ser avaliada através da repetibilidade

e da reprodutibilidade do método ****%

. A repetibilidade ¢ a maior diferenga aceitavel
entre duas medigdes sucessivas, nas mesmas condigbes analiticas, mesmo laboratdrio,
equipamentos € em intervalos curtos de tempo. A reprodutibilidade difere da repetibilidade

o s . . 24
por utilizar laboratorios, operadores e equipamentos diferentes, entre outros .21

1.3. Sensibilidade

Definida como a capacidade que um método apresenta em diferenciar duas medidas
proximas de concentragdo de seus analitos, com um certo nivel de confianga. Sera mais
sensivel o método quanto maior for a inclinacio de sua curva de calibragio *7*
Pardmetros como a relagio sinal/ruido, propriedades fisico-quimicas do analito e
composi¢do da matriz podem afetar a sensibihdade. Os limites de deteccdio e quantificagio

s30 os principais indicativos da sensibilidade do método **.
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No presente trabalho foi validado um método utilizando a cromatogratia a liguido
de alta eficiéneia (CLAE) utilizando coluna de fase reversa Cig e sistema de gradiente de
eluicio agua/metanol, para a separagBio e guantificacio simultanea dos 11 corantes
alimenticios usados como aditivos em bebidas. Depois de validado, este método foi
aplicado a varias amostras de bebidas alcoodlicas para a determinagio dos teores de corantes

artificiais.

2. Experimental

2.1. Material e equipamentos.

2.1.1. Amostras

Para o desenvolvimento e validagio do método utilizou-se uma amostra de vinho
tinto nacional. Na aplicacio da metodologia validada foram utilizadas como amostras 6
aguardentes aromatizadas, 9 coolers, 3 coquetéis, 7 aperitivos (biffers), 8 licores e 12
vinhos tintc de diversos fabricantes brasileiros. Para cada amostra foram adquindos trés
diferentes lotes. Cada lote foi formado pela homogeneizacio completa de duas garrafas. As
amostras de bebidas foram filtradas em filtro tipe HAWP0013 (Millipore} de 0,45um de
poro (com sistema de seringa) e degaseificadas por agitagdo mecdnica. Todas as anélises

foram feitas em duplicata.

2.1.2. Padrdes

Os padrdes de corantes artificiais, tartrazina {(E-102), amarelo creptsculo (E-110),
azorrubina (E-122), amaranto (E-123), ponceau 4R (E-124), eritrosina (E-127), vermelho
40 (E-129), azul patente V (E-131), indigo carmim (E-132}, azul brilhante FCF (E-133) e
verde rapido (E-143) foram adquiridos da Importadora Brastoquio Lida. Preparou-se uma
solucio estoque contendo todos 0s corantes na concentragdo de 40 ug/mlL cada, e a partir
desta, foram feitas outras solugSes diluidas de menor concentracfio. As solugbes de corantes

artificiais foram preparadas usando agua do sistema Milli-Q (Millipore}.
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2.1.3. Reagentes
Foram utilizados metanol grau cromatogrifico {(Omnisolv} e acetato de aménio
{Merck). As fases moveis foram todas filtradas em filtros HAWP0047 (Millipore), com

diametro de poro de 0,45 um e degaseificadas com sisterma de borbulhamento com hélio,

2.1.4. Eguipamento
Trabalhou-se com um cromatdgrafo 2 Hquido de alta eficiéncia UNICAM modelo
Crystal, com amostrador automético Crystal 230, com injetor de alca de amosiragem de
10 uL de capacidade, e sistema de bomba quatenaria Crystal 200, acoplado a um detector
de arranjo de diodos Crystal 240. O sistema foi controlado, assim como 2 aquisicio de
dados, por um computador Shine 486 através do programa UICS {Umcam Iniregrated
Control Software) da UNICAM.
Para a separagio cromatografica utilizou-se uma coluna analitica Microsorb-MV,
marca Varian, ODS-2 de 250 mm x 4,6 mm d.i, com 5 ym de difmetro de particula,

protegida por uma coluna de guarda Micropore 30 mm x 4,6 mm d.i,, ODS-2 de 5§ um,

3. Miétodo

Apos a filtragio e degaseificagio, de aproximadamente 200 mL, as amostras foram
injetadas diretamente no equipamento. Os onze corantes sintéticos foram separados na
CLAE atraves de um sistema de eluigo por gradiente, com vazio de 0,5 mL/min. Antes de
cada injeg@o uma fase movel preparativa, HoO/Metanol (80:20 v/v) + 0,08 mol/L de acetato
de amdnio, era passada pela coluna durante 5 min, Apos esse periodo, a amostra era
injetada ¢ ocorria a mudanga de fase movel para 80% de 4gua e 20% de metanol que
permanecia durante 4 min., trocando para 70% de 4gua e 30% de metanol, e permanecendo
assim até 27 min., em seguida outra mudanca para 30% de 4gua e 70% de metanol até 32
min. E, retornando a 80% de dgua e 20% metanol apds 35 min. Apobs o retorno s condi¢des
iniciais a coluna era re-equilibrada por 5 min. com a fase modvel preparativa. Os corantes
artificiais foram detectados na regific do visivel, usando o detector de arranjo de diodos
{IDAD) operando a 450 nm para os amarelos, 525 nm para os vermelhos e 625 nm para os

azuis, A wlentificaglo foi feita através da comparagio dos tempos de retengio dos padrdes



analisados nas mesmas condicdes analiticas, co-cromatografia e espectros de absorcio
obtidos pelo detector de arranjo de diodos. A quantificago foi realizada por padronizagdo
externa, sendo a curva construida utilizando-se 7 (sete) aiveis de concentragio, onde cada

ponto foi representado pela média de trés determinacdes * .
4, Validacio do Métode

Os limites de deteccie {(LOD) foram inicialmente estimados com padrdes
realizando-se sucessivas diluigBes e determinando a menor quantidade detectavel,
aproximadamente aquela que apresenta o sinal (3) trés vezes 0 valor da amplitude do ruido
(R) do equipamento {3 x 8/R}. Para a determinacio do LOD nas amostras, concentragoes
préximas, maiores € menores, ao limite de detecgdo encontrado para cada padrio de corante
foram adicionadas a0 vinho. Apés a adicio utilizaram-se 0S mesmos critérios para oOS
limites aplicados aos padrées. Os lmites de quantificagio foram considerados as
concentragdes correspondentes a dez vezes o valor da relacio sinal/ruido (10 x S/R) para
cada corante 7+ %%,

Foram realizados testes de recuperagio de padrdes, adicionados ac vinho, em dois
diferentes niveis de concentragio '. A repetibilidade foi avaliada através de dez
determinacBes realizadas em solugBes padriio ¢ na amostra de vinho. A repetibilidade foi

calculada segundo Caulcutt e Boddy 7 através da formula:
R=1t(20)"" onde: t - 2,26 (de acordo com a Tabela B de Caulcutt e Boddy)

R - repetibilidade, com 3% de significAncia

o -estimativa de desvio padric
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5. Besuliados e discussio

A Tabela 1 mostra os valores obtidos para os Limites de deteccfo e quantificagio

para onze corantes artificiais quando adicionados ac vinho, Os limites de detecglo ¢

quantificagio foram comparaveis aos encontrados por Prado e Godoy ” %, e inferiores aos

apresentados por Chen et al. !,

Tabela 1

Limites de detecgiic (LOD) e limites de quantificagdo (LOQ) determinados no vinho

adicionado de padrdes.

Corantes (ug/mL)
E-102 E E-110 F-122 | E-3123 | E-124 | K-127 | E-179 -131 | E-132 | E-133 | E-143
LOD(3xSR) | 02 + 03 104 102 103 02|03 01102 01 o1
LOQ(10x SR | 0.6 ] 09 | 13 ] 08 [ 11 | 06 | 09 | 02 | 08 | 04 | 03

As equagdes das curvas de padronizagio externa estio apresentadas na Tabela 2.

Através do coeficiente de correlagio (r*) pode-se observar a boa linearidade na faixa de

trabaltho utilizada, com valores acima de 0,998

Tabela 2
EquacOes de Regressdo Linear™ para corantes sintéticos na concentragdo de 0,5 2 40 pg/mL
corante a b 7

E-102 3,0083 -1,9564 00,9997
E-116 2.0651 -1.2612 40,9993
E-122 1,6217 -5,7793 0,9994
E-123 2,5628 4,9569 $,9998
E-124 2,4273 1,0797 0,9989
E-127 4. 4346 4,4319 (,99G3
E-129 3,2740 -4,7091 00,9999
E-131 5,1858 1,8817 0,9992
E-132 3,0832 -4, 4345 0,9999
E-133 4,8169 14,28 0,9987
E-143 56,0607 1,1947 0,9999

*v=ax -+ b, onde: y corresponde a area do pico; @ ¢ainclinagiodareta; & éa intersecio no cixo;

x & a concentragdo de corante na amostra em pefml e é o coeficiente de correlagio.
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As taxas de recuperagfo, para os onze corantes analisados (Tabela 3), variaram
entre 95-103%, nos dois niveis de enriquecimento realizados no vinho. Esses valores
indicam uma taxa de recuperagio adeguada, nos niveis analisados. As porcentagens de
recuperacio encontradas neste trabatho sBo um pouco superiores as determinadas por
Graichen * e Graichen e Molitor *, mas muito proximas as obtidas por Prado e Godoy ** e

Ashkenazi et al. **.

Tabela 3

Recuperago dos padrSes adicionados ao vinho em dois diferentes nivess de concentragio.

Coranies

NIVEIS (E-102E-110/FE-122 E-123 E-124 E-127 E-129 E-132 E-133| E-131 (E-143

E*
(ng/mL) | 26,1 1249 250 256 1245 26,0 252 | 248|247 ] 2500 | 251
recuperagio

% 905 1991 1982 100,1 1968|965 1022 9521981 1000 977
I*
(ug/mL) | 54,0 | 50,0 480 63,0 [ 5411542 500 | 62,1 1463 51,2 |57.0
recuperagio

% 998 | 985|978 10321964 | 970 | 1013|974 19741 993 | 98,0

1 e I representam os dois diferentes niveis de concentragio (pg /mL)

*média de determinacies em duplicata

Para que a metodologia apresente bons indices de repetibilidade € necessano que a
diferenga entre os valores observados (desvio padrfio) sejam menores que os valores
calculados pela equagdo R=t(2¢)"? ?. Awavés da Tabela 4 pode-se observar que a
metodologia apresentou bons niveis de repetibilidade, j& que para todos os corantes os

valores calculados foram sempre superiores aos observados.
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Tabela 4

Repetibilidade dos corantes adicionados ao vinho e em solugio padrio

Corantes

E-102 | B-116 | E-122 | B-123 | E-124 | B-127 | F-129 | B-132 | £-133 | B-131 E-143
{oncentracio

(ng/ml)* 12611249 2501256 24.6| 260|253 | 248 2471251251
vinho | desviopadrdo | 01 | 0,2 10,2 102 02 |04 040610610101
repetibilidade | 10 | 14 | 1.4 | 1,4 1412020 25|20 20 20

Concemtracio
(ug/mbl)* 124012511280 |23,1|242|243 251|221 263 253 27,0
padrio  desviopadrie | 01 1 0,2 1 0,2 0,1 | 0,1 | 03 021040110101
repetibilidade | 10 1 14 | 14 0 1,01 1,0 1,8 1 1,4 (20 1.0 1.0 1,0

Ed 3

nivel de confianca de 93%
* média de dez determinagfes

A Figura 1 mostra os cromatogramas da amostra de vinho adicionado dos onze
padrbes de corantes artificiais, analisada pela metodologia aqui descrita.

Na CLAE, a utilizacio de sistemas com fases méveis tamponadas apresentam
grande vantagem, principalmente pela nio utilizacio do par-idnico e pelo menor tempo de
condicionamento necessario para ¢ sistema cromatografico.

G uso de uma fase moével tamponada no condicionamento da coluna foi
significativo, pois a presencga do tampdo melhorou a resolucdo entre os corantes E-102, E-
110, E-123, E-124 e E-132. Tais dados coincidem com os encontrados para sistemas
tamponados para separacio de misturas de padrdes de corantes artificiais >, A fase mével
tamponada pode afetar de duas maneiras a afinidade do composto para com a fase
estacionaria, ¢ tampio pode ser utilizado para suprir a ionizac#o e/ou para reduzir a
solubilidade do corante pela fase mével *°. Esses dados confirmaram a eficiéncia de fases

moveis tamponadas na separacdo dos corantes artificiais *> %7
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Figura 1. Cromatogramas de amostra de vinho adicionado de corantes artificials.

Condigbes cromatograficas descritas no texto.

Embora a técnica utilizando o par-idnico seja a mais recomendada para a analise de
corantes artificiais 7 °, 0 uso desses compostos apresenta sempre o inconveniente de longos
periodos de condicionamento. A utilizagio de brometo de cetiltrimetilamoOnio (cetrimida)
pode necessitar de um periodo equivalente a dois dias para condicionamento do sistema ¢

O sistema por gradiente desenvolvido garantiu a separacdo dos onze corantes
artificiais utilizados no Brasil, num espaco de tempo equivalente aos encontrados em outros
sistemas de eluigio por gradiente, no entanto para a separaciio de um menor nimero de
corantes artificiais >'. O aumento da concentracio de metanol apos 26 minutos de corrida se
justifica para melhorar a eluicio dos dltimos corantes (nomeadamente E-127 e E-131),
assim alterando-se a forga cromatografica da fase movel foi possivel eluir esses corantes de
forma mais rapida.

Os dados de quantificacio das amostras analisadas pelo método aqui validado estdo

na Tabela 5. Nesta nfo estio apresentadas as amostras em que ndo foi detectada a presenca

de corantes artificials.
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Tabela 5

Teores de corantes artificiais presentes em bebidas alcoolicas (ug/mL)

Corante*®
produto amostra E-102 E-110 E-123 E-127 E-133
amtl 10,040,1
amit2 9,740.2
aguardente amf3 36,8540,02 40,3+0.4
amt$ 37,7104
amt6 10,7403
amt7 34,8403
cooler amt8 fracos
amt24 14,1402
coquetel amt25 43,410.3
amt26 14,3+0,3 16,0403
ami27 36,2404
amt28 353404 28,3403
ami29 31,3404 14,1240,2
liquor amt30 55606 44,7405
ami31
amit32 41,2405
ami33
amt34 20,702 30,540,3

*média e estimativa de desvio padrio (n=6)

As aguardentes aromatizadas sdo bebidas a base de aguardente de cana, aromas e
corantes, sendo que em todas as amostras aqui analisadas foram encontrados corantes
artificiais em sua composi¢dio. O mesmo ocorreu com as trés amostras de coquetéis que s3o
bebidas alcodlicas artificiais, produzidas misturando-se principalmente aromas, corantes e
alcool. Nos licores o uso de corantes artificiais também ¢ bastante difundido. Em seis, das
oito amostras de licores analisadas constatou-se a presenca de corantes artificiais em sua
composigio.

Nas amostras de aperitivo ndo foram encontrados corantes artificiais. Em uma das
amostras de aperitivo (amt19), ha suspeita da presenga de um corante natural, a cochonilha
(E-120), que € declarado no rotulo pelo fabricante. Sua confirmagdo ndo pode ser realizada
pela auséncia do padrio.

Os coolers sdo bebidas alcoolicas carbonatadas a base de vinhos e sucos de frutas,

assim ¢ de se esperar a auséncia de corantes artificiais em sua composigio, fato confirmado
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em oito das nove amostras. Em apenas uma amostra (amt8) encontrou-se tragos do corante
tartrazina (E-102).

Em nenhuma das 12 amostras de vinhos tinto analisadas foi encontrado corante
artificial, o que demonstra que essa pratica ndo vem sendo adotada no Brasil pelos
vinicultores.

Em nenhuma das amostras os teores determinados ultrapassaram os valores
estabelecidos pela legislacio brasileira.

Os espectros de absorgdo, utilizados como um dos pardmetros de identificacio, dos
onze corantes artificiais analisados neste trabalho se encontram no Anexe 1. Na Figura 2

estdo apresentados os cromatogramas de trés amostras analisadas.

6. Conclusdes

O método utilizando a cromatografia a liquido de alta eficiéncia desenvolvido,
validado e aplicado para a determinacio de corantes artificiais em bebidas mostrou-se
bastante eficiente na separaciio e quantificacdo desses aditivos. Para os onze corantes
estudados, os pardmetros analisados na validacdo apresentaram bons indices, mostrando a
aplicabilidade da metodologia para a determinac8o dos corantes sintéticos em bebidas.

O emprego de corantes pelas indastrias fabricantes de bebidas alcodlicas
demonstrou estar dentro das normas exigidas pela legislacdo brasileira, garantindo assim

um bom controle nos processos de fabricacio desses produtos.
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Figura 2. Cromatogramas de amostras de (a) aguardente (amt3); (b) coquetel (amt25); e
(c) licor (amt27). Condicdes cromatograficas descritas no texto
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Resumo

Neste trabalho foi desenvolvido um método de anélise para corantes artificiais utilizando a
eletroforese capilar em bebidas alcodlicas. As andlises foram realizadas com capilar de
silica com 73 om de comprimento efetive a 35°C, solugio tampio de 10 mmol/L. de fosfato
e 10 mmol/L. SDS, a pH 11 e 25 kV de voltagem. Para o sistema de detecglio, trés
comprimentos de onda na regido do visivel foram utilizados para a determinagiio qualitativa
e guantitativa dos onze corantes artificiais permitidos no Brasi, sendo qgue para os corantes
amarelos usou-se 450 nm, para os vermelhos 525 nm e para os azuis 625 nm. Os limites de
detecglio e quantificagio obtidos ficaramna faixade 04 a2 5 ugml. ede 1,3 a 7,1 ug/mL,
respectivamente. As taxas de recuperacfo dos coranmtes realizada em dois niveis de
concentragdo foram da ordem de 92,6 a 104,0%. Na repetibilidade avaliada para padrBes e
amostra os valores calculados foram maiores que os observados, demonstrando dessa forma
a precisio do método. Utilizando a metodologia desenvolvida e validada, analisaram-se
varias amostras de bebidas alcodlicas, compondo-se de 12 vinhos tinto, 9 coolers, 6
aguardentes aromatizadas, 7 aperifivos, 3 coquetéis e 8 licores de diferentes fabricantes
brasileiros. Os resultados mostraram que nos coolers, aperitivos e vinhos nfo ha a presenca

de corantes artificiais, & nos licores foram encontrados corantes sintéticos em seis das oito
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amostras analisadas. Em todas as amostras de coquetéis e aguardentes foi observada a
presenga de corantes artificiais. Em nenhuma amostra analisada o limite determinado pela

legisiacio brasileira foi ultrapassado.

Palavras-chaves: corantes artificiais, validagiio, eletroforese capilar

Abstracs

in this work a method of analysis for synthetic dyes was developed using capillary
eletrophoresis in alcoholic beverages. The analvses were carried out with fused silica
capillary, with 73 cm of effective length, at 35°C, buffer phosphate solution of 10 mmol/L
with SDS 10 mmol/L, pH 11, and 25 kV of voltage. For dye analyses, three wavelengths in
the visible region were used for the qualitative and quantitative determination of the eleven
synthetic dyes allowed in Brazil: 450 nm, 525 nm and 625 nm for the vellow, red and biue
dyes, respectively. The detection limits varied from 0.4 to 2.5 pg/mL and the quantification
limits varied from 1.3 to 7.1 ug/mL. The average recovery was 92.6% and 104.0% at two
levels of concentration. Repeatability for standards and spiked sample showed that the
calculated values were greater than the observed values, demonstrating the precision of the
method. The proposed and validated method was used to analyse some alcoholic beverage
samples, consisting of 12 red wines, 9 coolers, 6 aromatized spirits, 7 bitters, 3 cocktails
and 8 liquors from different Brazilian manufacturers. The results showed the coolers, bitters
and red wines did not have synthetic dyes, but in liquors synthetic dyes were found in six of
the eight analyzed samples. In all the samples of cocktails and spirits the presence of dyes
were observed. No analyzed sample exceeded the limit established by Brazilian

Legislation.

Key-words: synthetic dyes, validation, capillary electrophoresis
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1. Introducio

Varios métodos, utthzando diferentes técnicas analiticas, tém sido empregados na
determinacio de corantes sintéticos. Entre essas técnicas estio os métodos de identificagdo
espectrofotoméirica, baseados em célculos computacionais e quantificagdo por regressio

L2 No entanto, as técnicas mais comumente empregadas utilizam os métodos

lingar
cromatograficos classicos, como a cromatografia em papel > ¥, camada delgada ~© ¢ coluna
aberta ~ *. Porém, anslises quantitativas utilizando essas técnicas sdo muito demoradas e
produzem dados com baixa exatiddo e precisio, embora a simplicidade dos equipamentos
utilizados seja inquestiondvel.

Uma das técnicas mais utilizadas para a andlise de corantes artificiais, e considerada
por muitos pesquisadores como sendo a mais importante, € a CLAE (cromatografia a
liguido de alta eficiéncia), devido ao grande desenvolvimento dos equipamentos e recheios
de colunas, tornando-as mais eficientes, fazendo da CLAE uma técnica bastante atrativa
para o controle desses aditivos em alimentos e bebidas ¢,

Nos Gltimos anos, a eletroforese capilar (EC) também vem sendo apontada como
uma técnica bastante satisfatéria para determinaces simultaneas de diferentes compostos,

- PR il
entre eles os corantes artificiais ' % %

Esta nova técnica tem apresentado maior
versatilidade e simplicidade que as demais técnicas de separacio empregadas, além de
menores custos e maior durabilidade das colunas e menores tempos de anélise e volumes de
amostra 17,18, 20, 22‘

Hoje em dia, a eletroforese € um nome genérico dado para uma série de técnicas de
separacio que envolvem a aplicagdo de um campo elétrico em um capilar preenchido com

uma soluclio tampdo >

A eletroforese capilar micelar (MEKC, do inglés micellar
eletrokinetic chromatography), por exemplo, foi inicialmente desenvolvida para a resolucio
de compostos neutros, os quais n3o podem ser separados usando simplesmente a
eletroforese capilar por zona, onde o principio de separacfio se basela na presenca de
cargas, mas atualmente os tensoativos tem sido usades para resolver problemas nas
separagdes, ndo s6 de compostos neutros, mas também de compostos com cargas elétricas,

s e . 181723,
como os corantes artificiais &2



As condigbes de separaciio envolvem o uso de eletrélitos contendo niveis de
tensoativos, como ¢ dodecil sulfate de sédio (SDS), acima de uwma determinada
concentragdo denominada concentracio micelar critica (CMC), onde as moléculas do
tensoativos comegam a agregar-se formando as micelas. A separagdo se baseia na particlo
das moléculas entre a fase micelar (pseudo-fase estacionaria) e o tampdo aquoso. As
micelas de SDS t8m cargas negativas e migram contra o fluxo eletro-osmético (FEQ).
Entretanto, o FEO ¢ suficientemente forte para forgar as micelas passarem pelo detector.
Espécies carregadas positivamente sio retardadas pela associacdo com micelas carregadas
negativamente, moléculas neutras ou com pouca polaridade tem uma particio entre as fases
micelar ¢ aquosa do tampic e tm uma mobilidade intermediaria, enquanto gue moléculas
carregadas negativamente sio repelidas pelas micelas ©°. As separagbes sfo conduzidas em
pHs onde ha um FEO aprecidvel, em geral em pHs acima de 7 2.

Os corantes artificiais utilizados em produtos alimenticios e bebidas sao,
predominantemente, compostos azo e triafenilmetanos. Contém grupos carboxilicos e
sulfonicos, além de grupos hidroxilas, o que possibvilita a formagdo de ions com cargas
negativas em pHs basicos *°, tornando a eletroforese capilar uma ferramenta ideal para a
analise desses compostos. Apesar disto, existem poucos métodos desenvolvidos para
analise de corantes e poucos dados sobre a performance da metodologia sobre esses
compostos, sendo portanto essencial ndo s6 o desenvolvimento mas a validagio de
metodologias empregando tal técnica.

De varias formas um método analitico pode ser avaliado, as quais vao depender dos
objetivos da analise. Para se desenvolver, avaliar e validar um métode analitico sio
necessarios varios procedimentos, onde os mais importantes sdo a exatidiio, precisio e
sensibilidade 77,

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver, validar e aplicar uma metodologia
utilizando a eletroforese capilar micelar (MEKC) para a anilise de corantes artificiais

usados como aditivos em bebidas.
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2. Experimental

2.1. Materiais e Equipamento

2.1.1. Amostras

Para a validacic do método procurcu-se uma matriz, enire as bebidas, que
apresentasse uma composicBo mais complexa, inclusive com a presenga de corantes
naturais, por isso o vinho tinto foi escolhido para esses testes. Apos a validacio, o método
foi aplicado em diferentes amostras de bebidas alcoolicas, sendo utilizadas seis aguardentes
aromatizadas, nove coolers, trés coquetéis, sete aperitivos {bitters), oito licores ¢ doze
vinhos tinto de diversos fabricantes brasileiros. Para cada amosira foram adquiridos trés
diferentes lotes. Cada lote foi formado pela homogenizaciio completa de duas garrafas. As
amostras de bebidas foram filtradas em filtro tipo HAWP0013 (Millipore) de 0,45 um de
poro (com sistema de seringa) e degaseificadas por agitagdo meclnica. Todas as analises

foram feitas em duplicata.

2.1.2. Padrdes

Os padres de corantes artificiais, tartrazina (E-102), amarele crepisculo (E-110),
azorrubina (E-122), amaranto {E-123), ponceau 4R (E-124), entrosina (E-127), vermelho
40 {E-129), azul patente V (E-131}, indigo carmim (E-132), azul brithante FCF (E-133) e
verde rapido (E-143) foram adquindos da Importadora Brastoquio Ltda. Todos os padrdes
apresentaram indices de pureza acima de 85%. Na preparacio da soluclo estoque, foram
utilizados todos os padrdes juntos, com uma concentraco de 40 ug/mi. de cada corante e a
partir desta, foram preparadas solucdes diluidas de menor concentragio. As solugbes de

corantes artificiais foram preparadas usando agua do sistema Milli-Q (Mitlipore).

2.1.4. Preparacdo do tampio

O tampio utilizado no sistema de EC foi preparade com 10 mmol/L de fosfato
(Na;HPO.. 12H,0) ¢ 10 mmol/L de SDS (dodecil sulfato de sodio), ajustado com NaOH
para pH 11 em balfio de 100 mL. A solucg8o foi filirada utilizando filtro tipo HAWP0013

{Millipore) de 0,45 wm de poro, antes de ser utilizada.
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2.2. Equipamento

As analises foram realizadas em um equipamento de eletroforese capilar, marca
Prince Tecnology série 600, com sistema de detecgio UV/VIS Lambda 1000; capilar de
siica com 73 cm de comprimento efetivo ¢ 75 pm de didmetro interne, operando a 35°C e
voltagem de 25 kV. As amostras foram introduzidas no equipamento por injecdo
hidrodindmica com aplicagio de 35 mbar de pressio por 9 segundos. O sistema de

aquisi¢dc ¢ tratamento de dados foi através do programa 4880 da Prince Tecnology.

3. Métodos

3.1, Metodologia Analitica

Apos a filtragio e degaseificagio de aproximadamente 200 ml., as amostras foram
introduzidas no equipamento, utiizando-se um sistema hidrodindmico por pressdo. Os
corantes smtéticos na EC foram separados através de um capilar de silica preenchido com a
solugio tamplo fosfato descrita anteriormente, aplicando-se uma voltagem ao sistema de
25 kV, resuitando numa corrente eletroforética de 53 pA. A temperatura do sistema foi
mantida a 35°C com ventilagio forgada. Para as andlises dos corantes foi utilizado um
detector UV-VIS e foram necessarias trés injegBes, sendo os eletroforegramas monitorados
em diferentes comprimentos de onda, 450 nm para os corantes amarelos, 525 nm para 0s
corantes vermelhos ¢ 625 nm para os corantes azuis. A identificacio dos corantes foi feita
por comparagdo dos tempos de migracdo obtidos com padrdes analisados nas mesmas
condigdes e por adigio de padrdes as amostras. A quantificacio dos corantes foi feita por
padronizagho externa, com curvas construidas com 7 (sete) niveis de concentragdo, sendo
cada ponto representado pela média de trés determinacdes ™,

Um sistema de limpeza entre injecdes foi desenvolvide e introduzido na
metodologia para minimizar possiveis interferentes resultantes de residuos de amostras
anteriores. Os melhores resultados foram obtidos com a passagem de uma seqiiéncia de
solugBes, imiciando com NaOH ImolL, seguido de NaOH 0.2 mol/L e agua, para a

eliminagio do hidroxido de sddio, finalizando com a soluglio tampio fosfato. Todas as
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solucdes foram deixadas passar por um tempo igual 2 1 min. cada e com uma pressdo de
1000mbar.

4. Validacio do Méiode

Os limites de detecgfio foram inicialmente estimados com padrBes, realizando-se
sucessivas diluigdes ¢ determinando a menor quantidade detectével, aproximadamente
aquela que representa o sinal (S) trés vezes o valor da amplitude do ruide (R) do
equipamento {3 x 8/R}. Concentra¢des proximas, maiores e menores, ao limite de Getecgao
encontrade para cada padrio de corante, foram adicionadas ao vinho. Apos a adigdo dos
corantes ao vinho, as amostras foram analisados nas mesmas condigdes descrifas
anteriormente, ¢ determinado os limites de detecgiio. Os limites de quantificaclo foram
considerados como sendo as concentrages correspondentes a dez vezes o valor da relagio
sinal/ruido (10 x S/R) para cada corante > °">F,

Foram realizados testes de recuperagdo de padrdes adicionados ao vinho, em dois
diferentes niveis de concentragio °. A repetibilidade foi avaliada através de dez
determinacdes realizadas em solugBes padrio e amostras de vinho adicionadas de padrdo. A

repetibilidade foi calculada segundo Caulcutt e Boddy 3 através da formula:

R=t (2(5)”2 onde: t - 2,26 {(de acordo com a Tabela B de Caulcutt ¢ Boddy)
R - repetibilidade, com 5% de significancia

o -estimativa de desvio padrio



5. Resuliados ¢ discussio

A Tabela 1 apresenta os valores obtidos para os limites de detecciio e quantificacio
para os onze corantes artificiais adicionados ac vinho. O valores sio comparaveis com os

18,24

apresentados na literaturs , & se mostram inferiores aos apresentados por Frazier 1.

Tabela 1
Limites de detecglio (LOD) e limites de guantificacio {LO} determinados no vinho

adicionados de padrBes.

Corante {ug/ml}
E-102 | E-116 | E-122 | E-123| E-124 | E-127 |E-129 ] E-131 | E-132 | E-133 E-143
LOD (3 x5R) 20 2.5 L3 0,8 0.8 4.3 ik 0.4 i3 4.6 6.7
LOQ(IOX SR) | 66 | 71 | 43 | 27 | 27 17 50 1 13 130 | 20 | 23

A quantificagdo das amostras fol realizada por calibragio externa. As equagdes das
curvas estdo apresentadas na Tabela 2. Através do coeficiente de correlagio {r’) pode-se

observar a boa linearidade na faixa de trabalho utilizada, com valores acima de 0,988,

Tabela 2

Equagdes de Regressdo Linear para corantes sintéticos na conceniragdo de 0,5 a 40ug/ml.
corante a b 7
E-102 3,6024 8,0435 0.9992
E-110 1.6871 3,4336 3,99%4
E-122 1,951 1,814 0,9998
E-123 2,8242 2,6398 0,9994
E-124 4,0441 -2,5386 0,9999
E-127 3,1429 -7,5092 0,9987
E-129 1,5078 5,5722 0,9991
E-131 3,1292 8,1415 03,9989
E-132 0,8252 0,5476 0,9987
E-133 4. 2481 ~29.701 03,9883
E-143 6,1521 -8,6726 0,9992

*v=ax -+ b, ondel y corresponde 4 drea do pico, g éa inclinagdo da reta; 2 ¢ 2 intersegiio no cixg;

x ¢ a concentragie de coranies ne amosira em pg/ml ¢ & 6 o coeficiente de correlagdic.
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As taxas de recuperagio {Tabela 3), para os onze corantes analisados variaram entre
2.6-104,0%, nos dois niveis de enriguecimento realizados no vinho. Esses valores mdicam
uma taxa de recuperacio adequada, nos niveis analisados. As porcentagens de recuperacdo
encontradas neste trabalhe sfo um pouco superiores as determinadas por Graichen e
Graichen e Molita ¥, mas muito préximas as obtidas por Prado e Godoy » e Ashkenazi et
al. ¥ embora esses autores tenham utihizado a CLAE. Apenas Nevado et al. ¥ nos
trabathos revisados, realizou testes de recuperagio para corantes artificiais em EC, e

observaram nivess ligeiramente superiores aos apresentados na Tabela 3.

Tabela 3

Recuperacdo dos padrdes adicionados ao vinho em dois diferentes niveis de concentragio.

{Corantes
NIVEIS E-102E-110FE-122F-123 £-124 B-127F-129E-132 E-133 E-131 E-143

IMug/ml)y 24912591257 252 248 2521251 24412571251 125,]
recuperagio (%} | 99,6 1103,6,102,8{100,8; 99,2 [100,8/100,4) 97,6 '102,8 100,4/100,4

M*(ug/mL) | 50,4 52,0 51,9505 497 | 504|462 51,0498 50,8509

*

recuperagio (%) | 100,91 104,0|103,9/100,91 993 [100,8] 92,6 [102,1| 99.8 1101,8/101,9

1 e [l representam os dois diferentes niveis de concentracho {ug /mb}
*média de determinacdes em duphicata

Segunde calculos matematicos, para que a metodologia apresente bons indices de
repetibilidade ¢ necessaric que a diferenca entre os valores observados (desvio padrio)
sejam menores que os valores calculados pela equagdo R=t(25}'"* ¥ Através da Tabela 4
pode-se observar que a metodologia apresentou bons niveis de repetibilidade, com os
valores de médias menores que 0s valores calculados. Nos frabathos revisados ndo foram

encontrados valores de repetibilidade dos métodos usando a EC para corantes artificiais.
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Tabela 4
Repetibilidade dos corantes adicionados ao vinho e em soluclo padrio.

Corantes

E-102 | E-110 | E-122 | £-123 | E-124 | E-127 | E-129 | £-132 | E-133 | £-131 | E~143

conceniracio
(ng/mb)* 1255 258 | 255 | 246 | 257 | 264 259 1 258 | 254 | 254 | 252
vinho |desviopadrdo| 0.5 | 04 | 02 | 02 | 01 | 04 | 03 | 66 | 01 | 02 | 03
repetibifidade | 23 | 20 | 14 | 14 | 10 | 20 | 18 | 25 | 10 | 14 | 18
concentracio

(Mg/mby™ | 255 | 260 | 260 | 248 | 255 | 255 249 | 25
padrio | desviopadrio| 07 1 04 | 03 | 01 | 01 | 03 | 02 | 07 | 02 | 02 | 03
repetibilidade | 2,7 | 20 | 18 | 1.0 | 10 | 18 | 14 | 27 14 | 14 | 18

nivel de confianca de 95%
* média de dez determinagdes

A Figura 1 mostra eletroforegramas de padres de corantes artificiais adicionados 2
amostra de vinho. Os eletroforegramas nos 3 comprimentos de onda apresentados neste
trabalho foram sobrepostos para melhor visualizagio.

Apesar dos tempos de migragio parecerem superiores aos apresentados na
literatura ¥, poucos sdo os trabalhos Gue utilizam misturas de mais de seis corantes 1~ 152
Na metodologia aqui apresentada foi utilizada uma mistura de onze corantes artificiais, ou
seja, todos os corantes artificiais permitidos pela Legislagio Brasileira, desta forma, € de se
esperar um maior tempo de anélise, devido ao maior niimero de composto analisados.

Optou-se trabalhar na regifio do visivel ao invés do ultravioleta, que é a mais

utilizada pela literatura ' %

» pelo menor niimero de interferente apresentado. As bebidas
alcodlicas, em especial os vinhos e licores, contém um grande niimero de COmpostos que
absorvem na regido do ultravioleta, assim testes realizados nas etapas de desenvolvimento
da metodologia mostraram que a simples troca da regific de absorciio era suficiente para

eliminar esses interferentes.
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Figura 1. Eletroforegramas de amostra de vinho adicionada de padres de corantes
artificiais. Condigbes de operagiio: 10 mmol/L Fosfato e 10 mmol/L. SDS
(pH=11); 25kV e 35°C.

O uso do fosfato como solugdio tampdo se mostrou bastante eficiente para a
separacdo dos corantes artificiais. Embora na literatura possam ser encontradas diversas
solugBes tampio, sendo os mais comuns o borato, o carbonato e o fosfato ' ® %7 3
utilizagdo dos dois primeiros ndo resultou em separagBes satisfatorias. A utilizagio de pH
11 também se mostrou bastante eficiente na separagdo desses compostos, facilitando assim
sua migragdo quando aplicada uma diferenca de potencial ' %’ A esse pH todas as
estruturas se apresentam ionizadas. Isto ocorre devido a presenca de grupos de acidos
sulfonicos nas moléculas que em pH>4 se dissociam em &nions sulfonicos, e grupos
carboxilicos que s6 se dissociam em pH>7. Com o aumento do pH (pH>10) os grupos
fendlicos, presentes nos corantes E-110, E-123 e E-124 por exemplo, também se dissociam

e assim melhoram a separagio 2°.
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Mesmo com valor de pH elevado, o uso de SDS na composi¢do do tampio foi
indispensavel para a separagdo dos corantes artificiais, principalmente entre os corantes
vermelhos que apresentam grande semelhanga entre suas estruturas, sendo dois deles o E-
123 e o E-124 isdmeros de posicio. Essa separacgdo ja foi descrita em outros trabalhos, onde
o uso de tensoativos apresentou melhoras na separacio desses compostos ' %2,

O procedimento de limpeza utilizado nesta metodologia se mostrou bastante
satisfatorio e confirmou as observagdes de Frazier ' e Nevado '® quanto a0 uso de NaOH
para a limpeza dos capilares ' 1%,

Os dados de quantificacdio, apenas das amostra em que se detectou a presenga de

corantes artificiais, estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5

Teores de corantes artificiais presentes em bebidas alcodlicas (ug/mL).

Corantes (ug/mlL)
produte | amostras E-162 E-110 E-123 E-127 E-133
amtl 9,9+40,3
amt2 9.9+0,5
aguardente ami3 39.8+0.9 39,540.7
amt5 35,9409
amt6 5.240,3
amt7 33 4407
amit24 12,0400
coquetel amt25 42 3405
amt26 13,3404 16,9406
amt27 36,3409
ami28 36,5+0.8 28,1406
amt29 30,940.4 11,2404
liquor amit30 54,1409 42,9402
amt31
amt32 39.8+0.3
amt33
amt34 19,9404 29,7+0,6

média e estimativa de desvio (n=6)

A Legislagio Brasileira proibe imitar ou produzir vinhos de forma artificial, bem
como a produgdo da enocianina nos proprios locais de vinificagdo, artigo 33 e artigo 39

. 41 .. o . . .
respectivamente . Isto significa que n3io se pode fabricar vinho e enocianina para

adicionar ao seu proprio vinho, esta deve ser comprada de terceiros e seu custo no Brasil €
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bastante elevado. Desta maneira, poderia se induzir um fabricante a adicionar corantes
artificiais em seu produto, uma vez que eles apresentam um custo bastante inferior quando
comparados aos naturais. Mas em nenhuma das 12 amostras de vinho tinto analisadas foi
encontrado corante artificial em sua composig3o, o que demonstra que essa pratica ndo vem
sendo adotada no Brasil pelos vinicultores. Da mesma forma, nas amostras de coolers
também ndo foram encontrados nenhum corante artificial.

Em todas as amostras de coquetéis e aguardentes aromatizadas foram encontrados
corantes artificiais. J4 nos licores, seis das oito amostras analisadas apresentavam corantes.
Porém em nenhuma das amostras os teores ultrapassaram os limites permitidos pela
legislag@o brasileira.

Nos aperitivos ndo foram encontrados corantes artificiais, em apenas uma amostra
encontrou-se¢ um corante que ndo pode ser identificado. Ha suspeita que este seja a
cochonitha (E-120), cuja presenca foi declarada no rétulo pelo fabricante. A confirmacio,
no entanto, ndo pode ser realizada pela falta do padriio. Nevado et al. % em seu trabalho
apresentaram um metodo para corantes por EC onde eles determinaram corantes artificiais
junto com o E-120, demonstrando que seria possivel uma metodologia para a anélise
simultdnea de corantes artificiais e naturais. Na Figura 2 estdo apresentados os

eletroforegramas de trés amostras analisadas

6. Conclusfes

O emprego de corantes pelas industrias de bebidas se mostrou dentro das normas
exigidas pela Legislacfo Brasileira, demonstrando um controle nos processos de fabricagdo.

O método de eletroforese capilar aplicado para a determina¢o de corantes artificiais
em bebidas alcoolicas aqui apresentado se mostrou bastante satisfatorio na separag@o destes
aditivos. Dados da eficiéncia podem ser demonstrados através das analises dos valores de
recuperagfo, repetibilidade e valores de limites de detecgiio e quantificagio, recomendando
a aplicacdo da metodologia na determinagio de corantes artificiais em bebidas. A técnica se
mostrou bastante simples e eficiente para ser aplicada, sem a necessidade de um tratamento

prévio para as amostras, facilitando assim em muito as anélises.
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Figura 2. Eletroforegramas de uma amostra de (a) aguardente (amt3); (b) coquetel (amt25);
e (c¢) licor (amt27). Condi¢des de operaciio descritas no texto.
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Resumeo

No desenvolvimento de novos métodos analiticos nem sempre € possivel aliar todos os
pardmetros envolvidos na determinacio de forma eficiente, principalmente, quando se trata
de determinac¢des simultdneas de composios de uma matriz complexa como os alimentos.
Com base nestas observacdes, € de interesse investigar a interacio dos efeitos e otimizar os
pardmetros. Assim, para a analise e otimmzacio do processo, utilizou-se a metodologia
multivariada de superficie de resposta na investigagio das alteragBes dos principais
pardmetros envolvidos na determinacio dos teores de corantes artificiais por eletrofoerese
capilar. Foi utilizado um delineamento estatistico completo 2°, com avaliacio de quatro
parAmetros: concentracdo de tampdo fosfato {mmol/L); concentragio de tensoativos
(dodecil sulfato de sédio) {mmol/L); variacdo de pH; e voitagem aplicada (kV). De acordo
com os resultados obtidos nos graficos de superficie de resposta, os valores para os
pardmetros escolhidos na determinaciio dos teores de corantes em bebidas se encontram

dentro das faixas tedricas otimas.

Palavras-chaves: corantes, bebidas, analise de superficie de resposta
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Abstract

In the development of new analytical methods, it is not always possible to unite all the
parameters involved in the determination in an efficient manner, especially in the
simultaneous determination of compounds of a complex matrix such as foods. Based on
these comments, it is of interest to investigate the interaction of the effects and to optimize
the parameters. Thus, for the analysis and optimization of the process, a multivaried
methodology of response surface was applied in the investigation of the alterations of the
main parameters involved in the determination of the levels of synthetic dyes by capillary
eletrophoresis. A complete statistical delineation 2* was used, with evaluation of four
parameters: phosphate buffer concentration (mmol/L); surfactante concentration (dodecil
sodium sulphate) {(mmol/L);, variation of pH, and voltage applied (kV). According to the
results obtained in the graphs by response surface analysis, the values for the parameters
chosen in the determination of dyes in drinks were within of the optimum theoretical

ranges.

Keywords: synthetic dyes, drinks, response surface analysis

1-Introducio

Nas tltimas duas décadas, a eletroforese capilar {(EC) vem despontando como uma
técnica bastante atrativa, principalmente para determinagdes simulténeas de diferentes
compostos, entre eles os corantes artificiais. Esta nova técnica tem apresentado grande
versatilidade e simplicidade em relagio as demais técnicas de separagfo, além de menores
custos e maior durabilidade das colunas e menores tempos de analise, volumes de amostra e
custos finais ',

Quando se desenvolvem novos equipamentos e técnicas de analise, o que se procura
¢ versatilidade, praticidade, economia e rapidez. Fica claro que nem sempre € possivel ahar
todos esses pardmetros, principalmente quando o intuito € a determinaclio simultinea de

varios compostos numa mesma amostra. Esta dificuldade ¢ gerada principalmente pela
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grande variabilidade quimica ¢ fisica que os analitos apresentam, mesmo sendo estes de
uma mesma classe, como vitaminas, corantes, etc. Nas determinagdes por eletroforese, por
exemplo, as separagbes ocorrem levando-se em consideragfo justamente essas diferengas
que cada composto apresenia e assim ¢ possivel, numa mesma amostra, separar e
quantificar esses compostos. A maior dificuldade estd em descobrir quais sdo os pardmetros
ideais para que esta analise possa ocorrer,

E pratica entre os pesquisadores a fixagio de parfimetros e a variagiio de um
especifico até se atingir o maior rendimento. Depois que ¢ encontrado "esse maximo” para
um par@metro, fixé-lo e variar outre até a obtenciio de um novo maximo € assim Com 0§
"maximos” obtidos para esses parametros o trabalho ¢ desenvolvido. Este pode ser o senso
comum, mas certamente nfo € a forma certa de agir. O procedimento correto, ao contrario
do que se pensa, ¢ variar todos os parfmetros ao mesmo tempo. A razdo pela qual isto €
feito, é que os pardmetros podem sofrer influéncias mituas e o valor ideal para um deles
podem depender diretamente do valor dos outros. Esse comporiamento € chamado de
interagdo enive variaveis, e € um fenGmeno que ocorre freqlientemente, raras s8o as vezes
que os parimetros atuam independentemente *.

O emprego de conhecimentos estatisticos pode ajudar a resolver alguns desses
problemas de forma racional e econémica, usando para isso planejamentos experimentais
baseados em principios estatisticos, onde se pode extrair o maximo de informacdes com um
nimero minimo de experimentos *. Esses métodos sdo ferramentas poderosas, com as quais
¢ possivel alcancar varios objetivos, como otimizar processos, diminuir tempos de analises,
maximizar rendimentos, ¢ assim por diante. E claro que ndo devemos menosprezar 0s
conhecimentos que o especialista j& possui, ele € insubstitulvel. As ferramentas estatisticas,
embora valiosas, s#o apenas um complemento a esse conhecimento, o ideal € que as duas
cotsas, conhecimento basico e estatistico, andem juntas.

A exemplo de outros alimentos, os corantes tem sido muito empregados em bebidas,
principalmente para torng-las mais atrativas para o consumo . O emprego de corantes
artificiais em bebidas, assim como nos alimentos em geral, € controlado por leis e
regulamentos que estabelecem niveis para adigdo nesses produtos. Desta forma, foi

desenvolvido um método de andlise por eletroforese capilar para a determinacdo desses
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aditivos, 0 que permitira um melhor controle do emprego de corantes artificiais em
alimentos .

O objetivo deste estudo f0i o de avalfiar as condicBes de analise para a determinagéo
simultdnea dos onze corantes artificiais permitidos no Brasil a partir do método por
eletroforese capilar micelar desenvolvido por Prado et al. 7, utilizando uma metodologia de

superficie de resposta para a otimizagio dos pardmetros escolhidos.
2. Experimental

2.1. Materiais e Equipamento

Foi utilizada como amostra para o estudo de superficie de resposta uma marca de
vinho tinto a qual foi adicionada uma mistura dos 11 corantes arfificiais. A amostra de
vinho foi filtrada em filtro tipo HAWP0013 (Millipore) de 0,45 um de g}ém {com sistema
de seringa) e degaseificada por agitacio mecanica.

Os padrBes de corantes artificiais, Tartrazina (E-102), Amarelo Crepusculo (E-110),
Azorrubina (E-122), Amaranto {E-123), Ponceau 4R (E-124), Entrosina (E-127), Vermelho
40 (E-129), Azul Patente V (E-131), Indigo Carmim (E-132), Azul Brilhante FCF (E-133),
Verde Rapido (E-143) foram adquiridos da Tmportadora Brastoquic Ltda. Todos os padrdes
apresentaram indices de pureza acima de 85%. A concentracio de cada corante adicionado

ao vinho esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1
Concentragio {ug/mL) de padrdes de corantes utilizado no preparo da mistura adicionada a
amostra de vinho tinto

Coranies artificiais

E-162 | E-110 | E-122 | E-123 | E-124 | E-127 | E-129 | E-131 | E-132 | E-133 | E-143

concentracio
{pg/mi) 50,4 1 52,0 | 51,9 1 50,5 1497 1 504462 | 510|498 | 509 | 509

ks 2 2 2z

O tampdo, utilizado no sistema de eletroforese capilar, foi preparado com 10
mmol/L. de fosfato (NaxHPO4 12H;0) ¢ 10 mmol/L de SDS (dodecil sulfato de sodio),
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ajustado com NaOH para pH 11 em balio de 100ml, e filtrado em filtro de seringa
HAWPO013 (Millipore) de 0,45 um de poro.

As analises foram realizadas em um equipamento de eletroforese capilar marca
Prince Tecnology, série 600, com sistema de detecgfio UV/VIS Lambda 1000; capilar de
silica com 73 ¢m de comprimento efetivo e 75 um de didmetro interno, operando a 35°C e
voltagem de 25 kV. As amostras foram introduzidas no equipsmento por injegdo
hidrodindmica com aplicaciic de 35 mbar de pressiio por 9 segundos. O sistema de

aquisi¢io de dados foi através do programa 4880 da Prince Tecnology.

3, Métode

Foi adicionado, em 80 mL de vinho, 20 mL da mistura de corantes, resultando numa
concentragio de aproximadamenie 50 pg/mL para cada corante na soluglo final. Apos a
adicio dos corantes na amostra, a mesma foi filtrada e degaseificada, e introduzida no
equipamento, utilizando-se um sistema hidrodindmico por pressiio. Os corantes sintéticos
na EC foram separados através de um capilar de silica preenchido com a solugdo tampéo
fosfato, aplicando-se uma voltagem ao sistema de 25 kV, onginande uma corrente
eletroforética de 53 uA. A temperatura do sistema foi mantida a 35°C com sistema de
ventilagiio forgada. Para as analises dos corantes foi utilizado um detector UV-VIS e foram
necessarias  trés  injecdes, sendo os eletroforegramas monitorados em diferentes
comprimentos de onda na regifio do visivel, sendo 450 nm para os corantes amarelos,
525 nm para os corantes vermethos e 625 nm para os corantes azuis. A identificagio dos
corantes foi feita por comparagdo dos tempos de migracio, obtidos com padrdes analisados
nas mesmas condigdes e por adico de padrio & amostra. A quantificaciio dos corantes foi
feita por padronizagio externa, com curvas construidas com 7 {sete) niveis de concentragio,

sendo cada ponto representado pela média de trés determinagdes °.

4. Planejamento experimental e analise de superficie de resposta

Para o planejamento estatistico foram observados os fatores que mais influenciam

na separacio simultdnea de todos os onze corantes arfificiais na técnica de eletroforese
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capilar. Os par@metros considerados foram: concentracio de fosfato, conceniracdo de SDS,
pH e intensidade de voltagem. O delineamento estatistico utilizado foi o fatorial completo
2% (Tabela 2). Para a estimativa do erro experimental foram realizadas 6 replicatas
correspondendo aos pontos centrais. Foram adicionados 8 pontos axiais para verificar a
existéncia de ndo-linearidade dos valores de concentracBo dos corantes artificiais

9-1t

relacionados &s quatros variaveis ~ . Os dados obtidos foram analisados no Programa

Statisiica vers3o 5.0,

Tabela 2
Valores pré-estabelecidos das variaveis independentes [nivel superior {+), nivel inferior {-),

intermediario (0} e ponto axial (a)]

Yariaveis Varidveis reais -1 -1 0 +1 +gL
codificadas
X1 Concentragio fosfato (mmol/L) 6 8 10 12 14
X2 Concentragio SDS {(mmol/L) 6 8 10 12 14
X3 pH 10,0 10,5 110 115 12,0
X4 Voltagem (kV) 23 24 25 26 27

O planejamento experimental com os valores reais e codificados esta apresentado na
Tabela 3. As 16 primeiras linhas da Tabela 3 determinam o modelo linear ¢ sdo referentes
a0 experimento completo; da linha 17 até a 24 do planejamento sio os pontos axiais; e as 6

replicatas dos pontos centrais estio apresentadas das linhas 25 a 30.
5. Resuliados e Discussio

Os valores apresentados na Tabela 4 representam as concentragBes observadas para
cada ensaio de cada corante analisado pelo delineamento experimental, com esses dados

foram analisadas as estimativas de efeitos ¢ andlise de variincia (ANOVAs) para

verificacdo da validade do modelo experimental proposto.
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Tabela 3

Modelo experimental com valores reais e codificados

Reais” Codificado’
Ensaio Fosfato ses o Yolis A1 X2 X3 *4
immolly  {mmobl) (k)

1 8 g 15,5 24 - - - -
2 12 8 10,8 24 * - - -
3 8 12 0.5 24 - + - -
4 12 12 10,5 24 + + - -
5 8 3 1.5 24 - - -
8 12 8 11.5 24 + - -
7 8 12 11,5 24 - * -
8 12 12 11,6 24 + + -
g B g 10,5 26 - - - *
10 12 g 10,8 28 + - - +
11 8 12 10,5 26 - + - +
12 12 12 10,5 28 * + - *
13 8 8 11,5 28 - - + +
14 12 8 11,5 28 * - + +
15 8 12 11,5 26 - + + +
16 12 12 11.5 26 + + + +
17 8 10 11 25 -2 0 0 0
18 14 10 i1 25 +2 4] 0 0
19 10 & 11 25 0 -2 0 0
20 10 14 11 25 0 +2 o 0
21 10 10 10 25 g 0 -2 0
22 10 10 12 25 0 g +2 0
23 10 10 11 23 0 0 a -2
24 i0 10 11 27 0 o 4] +2
25 10 10 11 25 0 g 0 0
26 10 10 11 25 0 o D g
27 10 10 11 25 0 0 0 0
28 10 10 11 25 g 0 0 0
29 10 10 11 25 it 0 0 0
30 10 10 11 25 ¢ G 1] 0

* Concentragdio de fostato (mmol/LY, Concentracfio de SDS (mmol/LY, valor de pHL, Vollagem aplicada Veoits(k V).

® De acordo com a Tabela 2.

97



Tabela 4

Valores de concentragiic {ug/ml) dos corantes artificiais obtidos do delineamento
experimental,

Corantes Artificiais {po/mL)
*ensaio E-10Z  E-110 E-122 E-123 B-124 E-i27 E-129 E-131 PB-1327 B-133 FE-143

1 4032 41,44 4018 4029 4372 40,18 4120 3505 4033 4537 3066
2 4554 4156 4541 4551 4500 4541 4642 4077 4555 4486 4494
46,97 4338 4684 4694 4641 4683 4787 4205 4698 4617 4588

Tad

4 4244 48,02 4232 4231 4797 4231 4325 3799 4245 4180 4601
5 3855 3963 3841 38351 41,93 3841 4348 3646 4256 4782 4035
6 3909 3996 3898 3906 4562 3898 3984 3499 39,10 3850 3858
7 4247 4342 4235 4244 4197 4235 4329 3807 424% 4183 4192
8 4541 4620 4531 3538 4499 3531 4609 41,70 4542 3488 4595

9 43,16 4412 4003 40,13 4264 4003 4399 3864 4317 42,51 4039
i0 46,07 4709 4593 4603 4552 4593 4695 4124 4608 4538 4546
11 46,69 4773 4636 4665 46,13 4655 4539 3980 4470 45,99 4608
12 42.85 4380 4272 458! 4233 4658 4367 3836 428 4220 42,28
i3 46,71 4776 42,18 4168 46,16 4272 4261 3682 41,72 4601 41,17
14 45,77 46,79 4564 4574 4522 4564 46,65 4097 4578 4508 43,10
15 50,13 4525 4999 43,10 4953 42,18 43,10 3088 42,14 4938 4948
16 4830 4925 46,58 4927 4580 4999 478 40,87 4631 4 167 4875
i7 49,24 41,14 40,13 40,21 3976 40,13 41,02 3603 4025 3984 3972
18 47,92 4899 4778 4788 4735 4778 4884 4290 4793 4720 4729
19 3694 3799 3681 3690 4638 36,80 4312 3302 4295 4623 37,17
20 41,72 42,65 41,60 41,69 4122 4160 4552 4035 4473 41090 4132
21 3520 46,21 3507 33517 44,66 3507 4607 4047 4521 44,33 35,61
22 45,53 46,55 4540 4550 4499 4540 4641 4076 4554 4485 44,93
23 4468 4068 4456 4465 44,15 4455 4554 4000 2469 4401 44,16
24 4496 4596 44383 4493 4442 4483 4082 3625 4097 44728 4437
25 31,35 5133 5145 5058 4944 4975 35261 4501 36,79 S004 50,35
26 50,14 30,14 5044 5123 4989 35104 51,28 4605 5131 4972 5054
27 50,72 56,72 50,11 3122 30,74 50,76 5176 4650 5122 4997 3060
28 5L72 51,72 51130 51,93 3090 50,65 51,67 4643 5193 50,54 50,17
29 51,50 51,50 51,14 4990 31,22 3286 5275 44,63 4990 5055 49,63
30 50,79 50,79 5108 51,14 5037 50,28 5204 4550 51,14 30,81 50.92

*referente a Tabela 3.
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Os valores de 1 apresentados na Tabela 5, explicam o modelo em termos da
porcentagem da variagio dos dados observados, guanto mais proximo de 1 ou 100% mais
preditivo € o modelo " Na Tabela 5 observa-se que alguns valores de coeficiente de
correlagio (r°) so baixos, isto porque o modelo desenvolvido apresenta falta de ajuste em
alguns valores {Tabelas 6 e 7}, como o método de analise deve atender a todos os corantes
simultaneamente, e cada um possui uma estrutura fisico-quimica diferente, € de se esperar
uma variagio dos dados observados e os previstos, uma vez que o sistema desenvolvido

pode funcionar melhor para um composto do que para outro nas mesmas condigdes.

Tabela 5
Porcentagem de explicagiic do modelo para a variagiio dos dados observados (valores de )

para cada corante artificial.

Corantes

E-102 [ E-110 | E-122 E-123 E-124 (E-127 E-129 (E-131 (E-132 (E-133 E-143

valores de v | 0,2129  0,8747 10,9104 | 0,8839  0.8791  0.8077  0,0069 | £,8268 | 0,8809 [ 0,8552 | 08369

% explicada | 9129 (8747 (9104 8839 87921 130,77 3069 8268 |8309 18532 13369

% explicdvel | 99,89 (9983 (9978 199,61 6970 19919 19965 9933 (9918 (99,60 9940

As Tabelas 6 ¢ 7 de anélise de varidncia (ANOVA) apresentadas mostram a
validade do modelo estudado para cada um dos corantes utilizados neste estudo, pelo teste
de F ¢ pelo residuo, que identificam a grandeza do erro experimental. Assim pode-se
verificar que os valores de F calculados (Fcal.} sdo maiores que os valores de F tabelados
(Ftab.) mostrando que em todos o5 casos o modelo experimental é valido. Os baixos
valores do erro puro indicam uma boa reprodutibilidade das analises envolvidas no modelo
experimental. Os valores de residuos foram considerados, em geral, baixos quando em
comparacgiio com os valores obtidos pela regressio.

Nas Tabelas 8 ¢ 9 estdio apresentados os valores de estimativas de efeitos para os

corantes artificiais estudados conforme modelo experimental.
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Tabela 6

ANOVA para os corantes azo

fonte variaglo 5¢ GL* S0OM Feal. Ftab.*
COrAe E-102 E-116 E-122 E.123 E-124 E-129 E-102 E-110 E-122 E-123 E-124 E-129/B-102 E-110 E-122 E-123 E-124 E-129
regressio 419,79 4819 55136 398,57 521,56 619,62| 14 [2999 34,42 39,38 2847 37.25 4426 | 11.24 748 1089 816 796 1044 246
residun 40,01 69,01 5425 5235 702 6356 | 15 | 267 4,60 365 3,49 468 424
falta de ajuste | 39,12 68,04 52,97 50,6 6846 6119 10 | 391 680 530 5,06 685 612
£ITO puro 089 097 128 1,75 1,74 237 50038 019 026 035 035 047
total 58 4598 550,91 605,61 450,92 391,76 683,181 29 | 1586 1900 2088 1555 2041 23.56
LY 2 Ftab, 830 08 mesmos para 1odos 08 corantes
SQ - Soma dos Quadrados; GI. - Grau de Liberdade, SQM - Soma do Quadrado Médio: Feal. - Valor de F céleatado;
Flab, - Valor de { tabaiado
Tabela 7
ANOVA para os corantes trifenilmetanos, xanteno e indigoide.
fonte variagio 50 GL* S5OM Feal. Ftab.*
corante E-127 E-131 E-132 E-133 #-143 E-127 E-131 B-132 E-133 E-143|E-127 E-131 E-132 E-133 E-143
regressdo | 221,49 38357 61172 347.91 3204 | 14 | 1582 2740 43,69 2485 2289 550 5.2 7.93 6,33 550 ) 246
residuo 52,73 8031 827 5891 6244 | 15 | 3582 535 551 393 4,16
falta de ajuste | 50,52 7733 7705 5729 60,17 | 10 | 505 773 771 5,73 6,02
EITO PUro 221 298 565 16 227 31044 060 113 032 045
total 55 274,27 403,88 694,42 406,82 382,841 29 | 946 16,00 23,95 14.03 £3,20

G1.* ¢ Ftab. sio o3 mesmos para todos os corantes valor de Flab, sepundo Barros Neto el al,
50 - Soma dos Quadrados; GL - Gran de Liberdade; SOM - Soma do Quadrado Médio; Feal. - Valor de T calealado;
Fiab. ~ Valor de {tabeiado
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Tabela 9

Estimativas de Efeitos para os Corantes trifenilmetanos, xanteno ¢ indigéide.

Fator Estimativa de Efeito Erro Puro #5) 1)
E-127 B-131 E-132 E-133 E-143 |E-127 E-131 BE-132 E-133 E-143| B-127 E-131 E-132 E-133 E-143 | E-127 E-131 E-132 B-133 E-143
Média 50,43 45,69 50,89 52,02 51,06/ 027 032 043 023 02818553 144,84 117,27 223,91 18562| 8,63E-11 2.98E-10 8 55E-10 337E-11 8,61E-11
Fosfate (L) - 282 171 119 1,087 - 0,32 043 023 028 - 884 393 513 3,94 - 2,92E-4 1 10E-2  367E-3 10082
Fostato (Q) |-3,00 -461 -548 3,91 -375,0256 0,30 041 022 026-11,80 1561 -1352 -17,98 -14,57| 7,89E-5 1,96E-5 3,96E-8 Q77E-8 2 78F-5
SDIS (L) 0,83 -264 286 084 081|027 030 043 023 028| 305 -895 681 364 204 282E2 209084 1,04E-3  1,49E-2 322E.2
DSy 249 - 407 2205 2081026 - 041 022 028 -9,78 - -1225 1356 -11,58] 1,90E-4 - 6.42E-5 3 81E-6 B41E-5
pH (L) - =172 148 <130 117 - 0,32 043 023 028 - -5,46 -3.40 -558 -425 ~ 2,80E-3 1,02E-2 254E-3 8 06E-3
pH (Q) 2,76 -389 -2,74 -448 425,025 030 041 022 026]-10,84 1317 -676 -20,50 -16,53] 1,16E-4 4 51E-5 108E-3 4.90E-6 14885
YVolts (L} 1,74 1,99 376 204 104 027 032 043 023 028 641 377 867 879 704  1,376-3 12082 3,37E-4  316E-4 8 00F-4
Volts (@) 1-3,12 -322 -311 -360 -3,62/025 0,30 041 022 0,26]-1228 1090 -7,67 -16,58 -14,08] 6,34E-5 1,138-4  G01E-4  1468E-5 32565
Fosfato x SDS [-1,23 - 220 -094 -1,00/033 - 053 028 034 -370 “ -4,32  -3,28 297 1,39E-2 - 7.80E-3 218E-2  313E-2
Fosfato x pH - 189 - 0,80 - - 03 - 028 - . 4,38 - 2,81 - " 717E-3 - 377E-2 -
FostatoxVolts |-1,89 1,43 2,80 127 1,14 0,33 038 053 028 034|568 370 527 4,46 3,39 | 2,356-3 1.40E-2 327E-3 6,81E-3  1,05E.2
SDS x pH - . -0 . - - - 028 - - - - 2,64 - - - - 4,82E-2 -
SDS ¥ Volts - <2583 - 119 -1320 - 0,39 - 028 0,34 - 8,55 . 417 -390 - 1,24E-3 - 8,76E-3  1,14E.2
pHxVolts 1233 - 264 077 - 1033 . 053 028 . 7.1 . 4,97 2,70 . 9,08E-4 - 4,22E-3  4,29E-2 .

confianga de 93%:; 1(%) de Student; p - significincia
valores em branco () indicam interagiio niio signiticativa entre os pardmetros
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Para o corante E-102 o unico efeito positivo sobre 0 modelo ¢ a voltagem aplicada
ao sistema, assim um aumento desta melhoraria o seu desempenho, porém esse aumento
ndo pode ser muito elevado, uma vez que o valor quadratico da voltagem apresenta um
efeito negativo sobre o modelo, limitando assim esse aumento. O efeito negativo que
contribui em menor escala para a diminuigdo da variavel de resposta no modelo foi o pH.

No corante E-110 ocorreram os mesmos efeitos para os valores de fosfato, SDS e
voltagem, um aumento desses valores contribuem positivamente para os valores de resposta
do modelo, porém com a limitagdo dos valores quadraticos destes efeitos. Novamente o pH
contribui de forma negativa para o modelo estudado para o corante E-110.

Assim como para o corante E-110 os efeitos foram os mesmos para os corantes E-
122, E-123, E-124, E-129, E-132, E-133 e E-143, tanto para os efeitos positivos para o
fosfato, SDS e voltagem como para o efeito negativo para o pH, podemos deduzir que esses
corantes apresentam respostas semelhantes para os efeitos estudados para este modelo,
mesmo apresentado estruturas quimicas diferentes, com a excegdio em que o valor de pH
também apresenta um efeito positivo para o corante E-123.

No caso do corante E-127 os efeitos mais importantes positivamente sdo o SDS e a
voltagem, os demais efeitos contribuem negativamente para os valores de resposta do
modelo. Ja para o corante E-131 os valores que contribuem para um efeito positivo de seus
valores de resposta s@o o fosfato e a voltagem, os demais valores de SDS e pH contribuem
negativamente para os valores encontrados neste modelo

De um modo geral podemos concluir que os efeitos estudados apresentam um efeito
positivo sobre a resposta do valor do modelo, com excegio do pH que contribui, de um
modo geral, de forma negativa. Mas esse aumento nos valores dos efeitos positivos &
limitado pelos valores quadraticos que contribuem de forma negativa para a resposta do
modelo. Assim esses valores podem ser aumentados, mas com um fator limitante que é o
valor quadrético desses efeitos.

As equagOes que representam os modelos experimentais da determinagio dos teores
de corantes artificiais em funcdo das variaveis estudadas, sdo apresentadas no Anexo2.

Neste estudo cada corante apresentou um grupo de varidveis que mais os
influenciou, os graficos apresentados nas Figuras 1 e 2, foram construidos com os valores

que mais contribuiram para cada corante. Os fatores que mais contribuiram para esses
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graficos foram as concentragdes de fosfato e SDS (corantes E-110, E-122, E-124, E-129 ¢
E-132), concentrag@o de fosfato e pH (corantes E-123, E131, E133 e E143) e concentracio
de fosfato e voltagem (corantes E-102 e E-127). Essas figuras mostram que os ensaios no
ponto central (0), para todos os corantes analisados, estiveram dentro das faixas étimas de
resposta, indicando assim que os valores escolhidos para o delineamento do modelo
experimental foram adequados para a realizagio deste ensaio, sendo eles 10 mmol/L

fosfato, 10 mmol/L de SDS, pH 11 e 25 kV.

Suparfizle de Resposts (fabas dlimas) Sugarficis de Resposts (fems dlimas)
4 fatorss, 1 Bloco, 30 Ensgios, B Purs= 1778587 4 fatores, 1 Bloen, 39 Ensains; Brro Puro= 1844567
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Supsrficie de Resposts {(fabas Simes) Supariicis e Resposts {faies Gimas)
4 falnves, 1 Blore, 30 Ensaies; Evo Pures 2581367 4 Tstores, 1 Blose, 3 Ensalos; Ervo Purn= 2489887
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Figura 1. Analise da superficie de resposta (faixas Otimas) corantes azo: (a) E-102; (b) E-

110; (c) E-122; (d) E-123; (e) E-124; e (f) E-129.
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2. Analise da superficie de resposta (faixas 6timas) corantes trifenilmetanos,
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xanteno e indigoide: (a) E-127; (b) E-131; (c) E-132; (d) E-133; e (e) E-143.
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5. CONCLUSAQ

Através das analises de superficie de respostas das faixas Otimas de trabalho,
verificou-se que os valores que melhor apresentaram resultados na determinacio da
concentragdo de corantes artificiais foram: 9 a 11mmol/L de fosfato; 9 a 11mmol/L de

SDS; 10,5 a 11,5 para o pH; e 24 a 26kV de voltagem.
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Resumo

Muitas s30 as t€cnicas analiticas para a determinagio de corantes artificiais em alimentos e
bebidas, mas poucos sdo os trabalhos que fazem uma andlise comparativa dos resultados,
facilitando dessa forma a escolba do método de andlise. Neste trabalho comparou-se a
performance de dois métodos de andlise utilizando duas técnicas, a eletroforese capilar
(EC) e a cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLLAE). Os dois métodos foram
utilizados para a separaco dos corantes artificiais utilizados em alimentos no Brasil. Para a
CLAE empregou-se um sistema de gradiente composto por agua e metanol numa coluna
Microsorb-MV, marca Varian, ODS-2, de 250 mm x 4,6 mm d.i., com 3 um de didmetro de
particula. Na EC utilizou-se um capilar de silica com 73 ¢m de comprimento efetivo ¢
75 um de didmetro interno, operando a 35°C, preenchido com solugio tampgo fosfato de
10 mmol/L contendo 10 mmol/L SDS, a pH 11, e aplicando-se 25 kV de voltagem. A
detecclo e a quantificacdo foram feitas da mesma forma para os dois métodos, utilizando a
absorcio dos compostos na regific do visivel e padronizagio externa, respectivamente. Os

métodos foram comparados através dos resuitados de 12 amostras de bebidas alcoolicas. Os
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dados obtidos pelos dois métodos ndo apresentaram diferenca significativa. As diferencas
marcantes entre as técnicas ficaram a cargo de outras observacdes, gue podem justificar a
escolha de uma técnica em relacdc a outra. Para a CLAE os tempos de analise foram
maiores, na EC o uso de tampdo, além da menor quantidade utilizada, implicou em residuos
apOs a analise nfo tdxicos. A grande desvantagem sentida na EC foi os maiores limites de
detecglio, ficando evidente a impossibilidade de percepcio de traces, como em uma amostra

de cooler (amt8) onde a tartrazina (E-102) foi detectada apenas pela CLAE.

Palavras-chaves: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), eletroforese capilar

{(EC}, métodos

Abstract

There are many analytical techniques for synthetic dye determination in foods and drinks,
but few papers make a comparative analysis of the results, which can facilitate the choice of
the analytical method. In this work the performance of two methods of analysis using two
techniques, capillary eletrphoreses (EC) and high performance liquid chromatography
(HPLC) was compared. The two methods were used for the separation of synthetic dyes in
foods in Brazil. For the HPLC method a gradient elution system with water and methanol
made possible the separation of all dyes, in a Microsorb-MV column, Varian, ODS-2, of
250 mm x 4.6 mm i.d., with Sum of particle diameter. In the EC method a silica capillary
with 73 cm of effective length and 75 um id, filled with buffer phosphate solution
10 mmol/L. with 10 mmoVL SDS, at pH 11, 35°C, and 25 kV of voltage, carried through
the same separation. The detection and quantification were done made in the same manner
for the two methods, using absorption in the visible region and external standardization,
respectively. The methods were compared through the results obtained with 12 alcoholic
beverage samples. The data obtained with the two methods did not present significant
difference. Marked differences between the two techniques can be observed in other
aspects, that can justify the choice of one technigue in relation to the other. For HPLC the

analysis time was larger; in EC the use of drain plug as mobile phase, aside form the lesser
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amount used, 1mplied non-toxic residues afier analysis. The great disadvantage in EC was
the higher limits of detection, making evident the impossibility of perception of traces, as in

a sample of cooler {(amt8) where {arirazina (E-102) was detected only by HPLC.

Key-words: high performance liquid chromatography (HPLC), camllary eletrophoresis
{CE), methods

1. Introduciieo

O principal objetivo dos pesquisadores quando desenveolvem metodologias
analiticas ¢ a separacdo simulidnea de varios compostos, com rapidez, precisiio, exatidéo ¢
alta sensibilidade, além de resultados de qualidade '. Desta forma as técnicas de CLAE e
EC sdc tidas como as mais indicadas, mesmo em matrizes complexas e para compostos
presentes em quantidades muito baixas =,

Produtos alimenticios apresentam uma larga variedade de moléculas com diferentes
propriedades quimicas. A analise desses compostes muitas vezes requer métodos de
separagdio, baseados principalmente em técnicas cromatograficas, sendo a cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (CLAE) uma das mais utilizadas ®7, principalmente, pelo seu alto
poder de separago e capacidade de detectar niveis muito baixos. Recentemente, a
eletroforese capilar (EC) vem sendo apresentada como uma téenica capaz de efetuar
separacdes compativeis as realizadas pela CLAE .

Embora a eletroforese e a CLAE tfenham se desenvolvido em campos
completamente diferentes, j& que os mecanismos de separacio se baseiam em principios
diferentes, pode-se considerar que a terminologia e alguns componentes apresentam um
desenvolvimento convergente.

Na CLAE os componentes das amostras sio separados por diferenca de afinidade
entre as fases movel ¢ estacionaria. Na eletroforese capilar as separacdes ocorrem porque
os componentes da amosira em presenca de um campo elétrico apresentam diferentes
mobilidades. Assim pode-se afirmar que as duas técnicas sfo similares no contexto em que

se apresentam, s&0 nomeadamente técnicas de separacio.
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Diversos autores tém apresentados resultados comparativos entre essas duas
técnicas de separaglo, para os mais diversos compostos presentes em alimentos e bebidas,
desde aditivos, passando por ions inorglnicos, até compostos funcionais etc, e em todos
eles as conclusdes indicam uma similaridade entre os resultados %,

Uma vez que seus valores em termos de resultados analiticos sio semelhantes, o
analista deve entfio questionar qual técnica apresenta melhores condigdes de trabalho em
uma esfera geral. Na Tabela 1 sfo sbordados varios aspectos essenciais relacionados com

a propria concepglo dos equipamentos e vantagens e desvantagens de utilizacio,

Tabela 1
Vantagens e inconvenientes da eletroforese capilar (EC) relativamente 4 cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

EC CLAE
eficiéncia maior menor
tempo de analise curto mats longo
sensibilidade menor maior
instrumentacio fonte alta voltagem bomba
separacgiic capilar coluna
volume de amostra injetada nl uL
volume de reagentes ul mL
por analise
tempo de estabilizacio curto mats longo
coleta de fracdes dificil facil

Na verdade o que deve ser levado em consideragiio nfio é apenas se uma técnica é
melhor que a outra, mas qual a finalidade a que se destina. De uma forma geral a
eletroforese € mais rapida ¢ a CLAE mais sensivel,

Alguns autores que trabalharam com corantes artificiais em alimentos relatam as

similaridades existentes entre essas técnicas, apenas quando comparadas em termos
0

quantitativos  *



2-Material e equipamentos.

2.1-Amostras

Para as analises utilizaram-se 2 aguardentes aromatizadas, 2 coolers, 2 cogquetéis, 2
aperitivos (bitters), 2 licores ¢ 2 vinhos tinto, todos de diferentes fabricantes brasileiros.
Foram adquiridos trés diferentes lotes, sendo cada lote formado pela homogenizagio

completa de duas embalagens. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

2.2 -Padrdes

Os corantes utibzados foram fornecidos pela empresa Brastoguio Ltda, com um
grau de pureza minimo de 85%, sendo eles: Tartrazina (E-102), Amarelo Creptsculo (E-
110}, Azorrubina {(E-122), Amaranto (E-123), Ponceau 4R (E-124), Eritrosina (E-127),
Vermelho 40 (E-129), Azul Patente V (E-131), Indigo Carmim {E-132), Azul Brilhante
FCF (E-133), Verde Répido (E-143).

2. 3-Reagentes

Os reagentes utilizados foram obtidos da MERCK sendo eles: metanol com grau
cromatografico (Uminsolv}, hidroxido de ambnio e o acetato de amdnio. Para o preparo das
solugdes ¢ fases moveis utilizou-se a agua purificada no sistema Milli-Q (Millipore). As

fases moveis foram degaseificadas por sistema de borbulhamento com hélio.

2 4-Preparacio de amostras e padries

A preparagio de uma Gnica soluglo estoque ocorreu misturando-se todos os onze
corantes artificiais, onde a concentrag@o final foi de, aproximadamente, 40 pg/ml. de cada
corante presente. Solugdes mais diluidas foram preparadas a partir da diluigio com agua da
solucdo estoque.

As amosiras de bebidas foram simplesmente filtradas em filiro HAWP0047
(Millipore), 0,45 um de poro {(com sistema de seringa) ¢ degaseificadas por agitagio

mecanica, antes de serem imntroduzidas nos equipamentos.
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3. Fquipamentos

3.1-Cromatografia Liquida de Alta Eficiéneia
A metodologia se desenvolveu com um cromatégrafo Cryvstal, com amostrador
automatico Crystal 230, com alca de amostragem com capacidade de 10 pl, bomba
quaternaria Crystal 200, acoplado a um detector de arranjo de diodos Cystal 240, todos os
modulos da UNICAM. O sistema controlador e de aquisigio de dados foi um computador
Shine 486 com programa UICS {Unicam Integrated Control Software) da UNICAM.
Para a separagio cromatografica utilizou-se uma coluna analitica Microsorb-MV,
marca Varian, ODS-2 de 250 mm x 4,6 mm d.i, com S um com didmetro de particula,

protegida por uma coluna de guarda Micropore 30 mm x 4,6 mm d.i., ODS-2 de 5 um.

3.1.1. Metodologia Analitica

Os corantes artificiais na CLAE foram separados através de eluiciio por gradiente,
com uma vazdo de 0,5 ml/min. Antes de cada injeco uma fase mével preparativa,
H,O/Metanol (80:20 v/v) + 0,08 mol/l. de acetato de amdnio, era passada pela coluna
durante 5 min. Apods esse periodo a amostra era injetada e ocorria a mudanca de fase mével
para 80% de agua e 20% de metanol que permanecia durante 4 min, trocando para 70% de
agua ¢ 30% de metanol, e permanecendo assim até 27 min, em seguida outra mudanca para
30% de dgua e 70% de metanol até 32 min, e retornando a 80% de dgua e 20% metanol.
Apos o retorno as condigbes iniciais a coluna era re-equilibrada por 5 min com a fase movel
preparativa. Um detector de arranjo de diodos (DAD), ajustado para a regido do visivel foi
utilizado para a detecgdo dos corantes artificias, os comprimentos escolhidos foram:
450 nm para os amarelos, 525 nm para os vermelhos e 625 nm para os azuis. As
identificagbes foram por comparacdo dos tempos de retenclio, usando padrdes analisados
nas mesmas condighes analiticas, co-cromatografia e espectros de absorcio. A
quantificagiio foi conduzida por padronizagio externa, construida com 7 (sete) niveis de

concentragio, sendo cada ponto representado pela média de trés determinacdes .
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3.2. Eletroforese Capilar

As analises se realizaram em um equipamento marca Prince Tecnology série 600,
com capilar de silica com 73 cm de comprimento efetive ¢ 75 pm de dimetro mierno,
operando a 35°C, e voltagem de 25 kV. As amostras foram introduzidas no equipamento

por injegio hidrodinamica com aplicacdo de 35 mbar de pressfio por 9 segundos.

3.2.1. Metodologia

Apés a filtragem e degaseificacfio as amostras foram introduzidas no equipamento,
utilizando-se um sistema hidrodindmico por pressiio. Os corantes sintéticos foram
separados em um capilar de silica preenchido com a solugio tamplo fosfato, aplicando-se
uma voltagem de 25 kV, resultando numa corrente eletroforética de 53 pA. A temperatura
do sistema foi mantida a 35°C com ventilagio forgada. Foi utilizado um detector UV-VIS
sendo 0s eletroforegramas monitorados nos mesmos comprimentos de onda utilizados na
CLAE. A identificagio foi feita por comparacio dos tempos de migragiio obtidos com
padrdes analisados nas mesmas condicles e por adigio de padrbes as amostras. A
quantificagio dos corantes foi feita por padronizacfio externa, com curvas construidas com
7 (sete) niveis de conceniracfio, sendo cada ponto representado pela média de trés
determinacdes. A passagem de solugdes de NaOH 1 mol/l., NaOH 0,2 mol/l, agua ¢
soluciic tampdo, como sistema de limpeza entre as imjecBes, foi introduzido para minimizar
efeitos de possiveis interferentes resultantes de residuos de amostras anteriores, cada

solugdo durou 1 min. cada com uma presséo de 1000 mbar.

3.2.2 Preparagio da solugfo tampao

O tampdo para o sistema de eletroforese capilar foi preparado com 10 mmol/L de
fosfato (Na;HPO4. 12H,0) e 10 mmol/L de SDS (Dodeci! Sulfato de Sddio) ajustado com
NaOH para pH 11 em balfio de 100 mi, ¢ filtrado em seringa com filtro tipo HAWPO0013
(Millipore) de 0,45 um de poro.
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4. Resultadoes ¢ discussfes

A técnica de eletroforese capilar para a determinacio de corantes artificiais em
bebidas se mostrou bastante satisfatéria, com bons limites de detecgio e quantificagio

. 17 . .
1% 17 o inferiores

{Tabela 2), com valores compardveis com os apresentados em literatura
aos apresentados por Frazier *°. Na CLAE os limites de detecciio e quantificagio {Tabela
2) foram ainda menores, compardveis aos encontrados por Prado ¢ Godoy ”®, e inferiores

19

aos apreseniados por Chen etal . Esses valores estic em concordincia com os

encontrados na literatura, que indicam limites menores para a CLAE, que para a EC *2

Tabela 2
Comparagio dos himites de deteccdo (LOD) e limites de quantificagio (LOQ) obtidos na
CLAE ena EC.

Corantes

E-102 | E-116  E-122 | B-123 | F-124 | E-127 | E-129 | B-131 | £-132 | £-133 | E-143
Método
LODEBXSR) P CLAE | 02 | 03 0410210302103 01102101101

(pg/mL) EC 120125 13/0808 05/15!/041]15 06 107

LOQUOXSR [ CLAE 1 06 109 | 1.3 1 08 | 1,1 |06 09|02 08 04 03

4,3

(ugimL) EC | 66| 7,1 | 4, T 2717050013150 20 23

As equagles das curvas de calibragiio utilizadas na padronizacio externa
apresentaram coeficientes de correlagdo entre 0,9987 e 0,9999 para a CLAE, ¢ 0,9883 a
0,9999 para a EC. Através do coeficiente de correlagio (r*) pode-se observar a boa
linearidade na faixa de trabalho utilizada tanto para a CLAE como para a EC, sendo a
ClL.AE com valores ligeiramente melhores.

O uso de tampio fosfato para as analises de EC se mostrou bastante eficiente na
separacdo dos corantes utilizados em bebidas. Para melhor separacio dos coramtes a

utifizagio de pH 11 também se mostrou bastante eficiente, quando aplicado uma diferenca
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de potencial '* 7. A esse pH os corantes artificiais se ionizam, devido a presenca de grupos
sulfonicos, carboxilicos e fenélicos 2.

Apesar da utilizacio de pH elevado, foi necessario a utilizagdo de SDS na
composi¢do do tampdo para melhorar a separagio dos corantes artificiais, principalmente
para o E-123 e o E-124, que sfo isémeros de posi¢fo. Essa separagdo ja foi descrita em
outro trabalho, onde o uso de tensoativos apresentou resultados positivos na separagdo
desses compostos '*.

O procedimento de limpeza utilizado confirmou as observagdes de Frazier '°,
Nevado '® e Bronze ' quanto ao uso de NaOH para a limpeza dos capilares ' '* .

Nas figuras dos eletroforegramas apresentados, os trés comprimentos de onda
utilizados para uma mesma amostra, foram sobrepostos para uma melhor visualizagdo. A

Figura 1 mostra a mistura de corantes artificiais utilizados.

E-131
Y E-133
}/’
e
E-127
36.00 : £-143
27.08 E-128
I E132 | / | E-123
i !/’” £25 nm
18.00 s MBAEY it —— '
il ez
e 122 525 nm
= .. >
-
%
= 9.80
(g E-118 E-102
= ™ 450 nm
’2 : . N
< 0.60
500 18.00 1580 20.00 75.00
Tempo de Misracio (min.)

Figura 1. Eletroforegrama de padrdes de corantes artificiais. Condi¢Ses de operacio:
10mmol/L Fosfato e 10 mmol/L SDS (pH=11); 25kV e35°C
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Para a CLAE, um sistema com fase movel tamponada apresentou enorme vantagem
no condicionamento da coluna analitica, melhorando a resolu¢do dos corantes E-102, E-
110, E-123, E-124 e E-132. Outros autores ja relataram esse fato quando do uso de fases
moveis tamponadas, onde o tampio pode agir inibindo a ionizagio dos corantes ou

diminuindo sua solubilidade 2%

O sistema por gradiente desenvolvido garantiu a separacio de todos os corantes num
espago de tempo considerado bom, embora na literatura nio haja dados comparaveis, pois
nos trabalhos revisados apenas um maximo de oito corantes foram separados numa unica

. ~ 23, s . ~
determinagiio - 2% A Figura 2 apresenta os cromatogramas da mistura dos onze padres

de corantes artificiais.

10.00
8.8 R

5.00
E-102

.00 “; Eﬁ‘? AL
2.00 ﬁ L Hﬁﬁ L ﬁé‘_‘,v || s 52500

Absorvincia

8.00

0.80 8.00 1600 24.80 32.00
Tempo (min)
Figura 2. Cromatogramas de padrdes de corantes artificiais. Condicdes de operacio

descritas no texto.

Observando as Figuras 1 ¢ 2 podemos verificar que a EC possui um tempo de
analise total menor que a CLAE, 28 min contra 40 min, respectivamente. Alguns autores
também relatam a maior eficiéncia da EC devido ao maior niimero de pratos tedricos '+,

0 que permite a obtengdo de picos mais finos.
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Com relacio as amostras estudadas, para os vinhos, segundo a legislagdo no Brasil,
em seu artigo 33, € proibido imitar ou produzir vinhos artificialmente, portanto o uso de
corantes artificiais em vinhos é proibido por lei . Mas em nenhuma das 2 amostras de
vinhos tinto analisadas pelas duas técnicas, CLAE e EC, foram encontrados corantes
artificiais em sua composigdo, o0 mesmo ocorrendo para as amostras de aperitivos. Para os
coolers em uma amostra foi detectada pela CLAE tracgos do corante Tartrazina, mas nfo na
EC, isto se deve ao menores limites de detec¢cdo da CLAE que para EC.

Para os licores e coquetéis o uso de corantes artificiais € permitido e eles sfo
bastante utilizados pelos fabricantes de bebidas. Pelas duas técnicas, CLAE e EC, nas duas
amostras de licores, coquetéis e aguardente aromatizadas analisadas foram detectados
corantes artificiais em sua composicdo, mas em nenhum caso encontraram-se teores acima
dos determinados pela legislacio. Os dados de quantificacdo das amostras estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3
Resultados de quantificagio de diferentes produtos estudados (concentracio em pg/mL)
Corante*®
Produto amostra | método E-162 E-116 E-123 E-127 E-133
amtl CLAE 10,0+0,1°
Aguardente EC 9.9+03°
ami2 CLAE 9,7+0,2°
EC 9,940,5°
Cooler Amt8 CLAE Tragos
EC -
amit24 CLAE 14,140,2°
Coquetel EC 12.0+0.0°
amt25 | CLAE 43,4403
EC 42.3+0,5°
amt28 | CLAE 353+04° 283+03°
Licor EC 36,540,8°  28,140,6°
amt29 | CLAE | 313404° 14,140,2°
EC 30,9404° 11,240.4°

*média e estimativa de desvio padrio (n=6).
letras iguais para uma mesma amostra indica nfo haver diferenca significativa, a 5% de significincia, entre os métodos.
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Foi aplicada uma analise estatistica nas amostras para verificar se haviam diferencas
significativas entre os resultados obtidos pela CLAE e EC para uma mesma amostra. Como
se pode observar na Tabela 4, os teores de corantes artificiais encontrados nas amostras,
apresentaram valores equivalentes para EC e CLAE, sem diferencas significativas. Esses

2
>1912 " que demonstram que,

dados estdo de acordo com os encontrados por outros autores
tanto a técnica de eletroforese capilar como a cromatografia a liquido de alta eficiéncia s3o
equivalentes na determinacgdo dos niveis de corantes artificiais em alimentos e bebidas.

Outro fator importante, que n3o aparece com os dados, ¢ a nio geraciio de residuos
toxicos pela EC, pois as solugdes utilizadas s3o tampdes de sais em agua. Para um mesmo
numero de analises na EC gerou-se um residuo de cerca de 10 mL de solugio tampdo,
enquanto que para a CLAE esse volume chegou a 200mL de uma solugio metanol:agua.
Isto torna a EC uma técnica ecologicamente correta.

As principais desvantagens observadas na EC foram a menor repetibilidade e
sensibilidade e maiores valores de limites de detecgiio e quantificacio, verificados também
por outros autores 2-10.16.26
Um eletroforegrama e um cromatograma da amostra amt29 sdo apresentados nas

Figuras 3 e 4, respectivamente.

| E-123
e

30.00 B2

&35 nm
21,00 - A .

10.04

Absorvancia

0.00

0.00 5.00 10.00 15.00 z8.00 z5.00
Tempo de Migracio (min.)
Figura 3. Eletroforegramas da amostra amt29. Condigdes de operacdio: 10 mmol/L Fosfato

¢ 10 mmol/L SDS (pH=11); 25kV e 35 °C

120



E133

B.080
5.00 E102
4.00
2 a8
)
g
g 2.08 625 nm
bl
=
<

3 525 nmn

1.08 !
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Tempo de Migracio (min.)

Figura 4. Cromatogramas da amostra of amt29. Condi¢des de operacio descritas no texto

5, Conclusdes

Tanto o método de eletroforese capilar como o método de cromatografia a liquido
de alta eficiéncia, aplicados para as determinacGes de corantes artificiais em bebidas aqui
apresentados se mostram bastante satisfatorios na separacdo desses aditivos, sendo simples
e eficientes para serem aplicadas, sem a necessidade de um tratamento prévio para as
amostras, facilitando assim em muito as analises.

O emprego de corantes pelas indistrias de bebidas se mostrou dentro das normas
exigidas pela legislac@o brasileira, demonstrando assim um bom controle nos processos de
fabricac@io desses produtos.

Desta forma, como muitos autores relatam ambas as técnicas, de EC ¢ CLAE, sdo
similares, conforme observado. Assim a utilizagdo de uma ou outra técnica vai depender
mais da escolha particular do analista do que propriamente as vantagens de uma técnica

sobre a outra.

121



6. Agradecimentos

Agradecemos ao Prof. Luis Vilas Boas e a Profa. Maria do Rosario Bronze, pela

oportunidade e orientagdo prestada durante o estigio, decorrido em seus laboratorios em

Oeiras, Portugal. Agradecemos também ao CNPq pela concessiio da bolsa ac aluno MLA.

Prado .

7. Referéncias

1.

AGOSTINI, A. T.; GODOY, H. T. - Tese de doutorado.Faculdade de Engenharia de
Alimentos, UNICAMP, Campinas.1997.

MACRAE, R. - HPLC in food analysis. Academic Press, London, 2th, 1990.

COLOMBARA, R. ; TAVARES, M.F. M.; MASSARO, S. — Quimica Nova. 1997, 20
(5),512.

SUZUKI, S.; SHIRAO, M., AIZAWA, M., NAKAZAWA, H.; SASA K.
SASAKAWA, H. - Journal of Chromatography A. 1994, 680, 541.

TAVARES, M. F. M. — Quimica Nova. 1996, 19 (2), 173.

DONG, Y. - Trends in Food Science & Technology, 1999, 10, 87.

7. PRADO M. A; e GODOY H. T. - Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias de Alimentos,

10.

11

12.

13.

Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP, Campinas, 1998.

. PRADO M. A; e GODOY H. T. - Journal of Liquid Chromatography & Related

Technologies. 2002, 25 (16), 2455.

JANDERA, P.; FISCHER, J.; STANEK, V_; KUCEROVA, M.; ZVONICEK, P. —
Journal Chromatography A, 1996, 738, 201.

PEREZ-URQUIZA, M.; BELTRAN, J L.; - Journal Chromatography A, 2001, 914,
331

BRONZE, M. R; VILAS BOAS, L. F; BELCHIOR, A P. - Journal of
Chromatography A. 1997, 768, 143.

WYNIA, G. S, WINDHORST, G., POST, P. C., MARIS, F.A. Journal of
Chromatography A. 1997,773, 339.

KUNKEL, A., GUNTTE, S., DETTE, C., WATZIG, H. - Journal of Chromatography
A. 1997, 781, 445

122



14.

15.

6.

17.

8.
19.

20.

22,

23.

24,

25.
26.

HALL HL €. A ZHU, A ZEECE, M. G. - Journal Agric. Food Chemistry. 1994, 42, 919

SOARES, L. M. V.- Revista do Instituto Adolf Luiz. 2801, 60 (1), 79,

NEVADO, 1. 1. B, CABANILLAS, C.G; SALCEDO, A M. C. —Analytical Chimica
Acia. 1999, 378, 63,

PEREZ-URQUIZA, M. PRAT, M.D.: BELTRAN, J L. - Journal of Chromatography
A 2000, 871 227

FRAZIER, R A AMES, J M. NURSTEN, H E - Electrophoresis. 1399, 20, 3156

CHEN, Q; MOU, 8. HOU, X RIVIELLG, M., N1, Z. Journal of Chromatography A.
1998, 827,73,

HUWEIL L.; TAO, Z.; YINGNAN, Z; SHIZE, Q.; AIIN, H.; YILIANG, S. - Jouwrnal
of Chromatography A. 1995, 718, 448,

PUTTERMANS, M. L; DRYON, L MASSART, . L. - Journal of the ACAC. 1981,

64, 1.

BOLEY, N, P, : BUNTON, N. G.; CROSBY, N. T.; JOHNSON, A E.; ROPER, P
SOMMERS, L. — Analyst. 1980, 703, 589,

LAWRENCE, J. F,;, LANCASTER, F. E,; CONACHER, H BS - Jownal of
Chromatography. 1981, 2710, 168,

YANUKA, Y,; SHALON, Y.; WEISSENBERG, E., NIR-GROSFELD, 1. —~ Analyst.
1963 88, 872

PACHECO, A. O. — Iniciacdo a Enologia, Editora SENAC, Sio Paulo, 2% ed, 1999,

BRESSOLEE, F., AUDRAN, M., PHAM, T, VALLON, I, .Jowrnal of
Chromatography B. 19%6, 687, 303.

123



CONCLUSOES GERAIS

0Os métodos desenveolvidos e validados, utilizando a cromatografia lquida de alta
eficiéncia (CLAE) e a eletroforese capilar {EC) demonstraram a sua aplicabilidade para a
determinacio de corante artificiais em bebidas alcodlicas, em virtude do par@metros

obtidos.

Pode-se comprovar, atraveés das amostras analisadas, que as técnicas de CLAE e EC
sdo equivalentes, no aspecto da determinacio quantitativa, ndo apresentando diferengas

significativas nos teores de corantes artificiats para uma mesma amostra.

O presente estudo demonstrou uma adequada uiilizagio dos corantes artificiais pelas
industrias de bebidas alcoolicas, uma vez que ndo foram encontrados teores acima dos

permitidos pela legislagio brasilema.
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ANEXO 1: Espectros de absorcdo dos padrBes de corantes artificiais
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Equacio 1 - Corante Artificial E-102

Y = 50,27 - 1,89 Fosfato - 1,65 Fosfato” - 0,63 SDS - 1,40 SDS*- 0,53 pH - 1,53 pH* + 1,16 Volts - 1,71
Volis® - 0,68 Fosfato x SDS - 0,93 Fosfato x pH + 0,99 Fosfato x Volts + 1,01 SDS x Volts + 1,60 pH x Volts

Eguacfo 2 - Corante Artificial E-110

Y = 50,37 + 0,88 Fosfato - 2,43 Fosfato® + 2,08 SDS - 2,17 SDS?- 1,18 pH* + 1,24 Volts - 1,36 Volis®- 0,74
Fosfato x SDS + 0,65 SDS x pH + 1,29 pH x Volts

Eguacdo 3 - Corante Artificial E-122

Y = 50,89 + 0,66 Fosfato -2,64 Fosfato” + 1,94 SDS -2,38 SDS” -1,27 pH? + 1,47 Volts -1,45 Volis® -1,50
Fosfato x SDS + 0,76 SDS x pH + 1,18 pH x Volis

Equacie 4 - Corante Artificial E-123

Y = 51,04 + 0,80 Fosfato -2,52 Fosfato” +0,81 SDS -1,01 SDS? + 0,49 pH -1,77 2 + 1,83 Volts -1,34 Volts® -
1,13 SDS x Volts +0,72 pH x Volis

Eguacdo S - Corante Artificial E-124

Y = 51,04 + 0,42 Fosfato -2,55 Fosfato® + 1,70 SDS -2,29 SDS? -1,18 pH + 1,84 Volis -1,36 Volts® -0,94
Fosfato x SDS -0.49 Fosfato x Volts + 0,77 SDS x pH -0,47 SDS x Volis + 1,37 pH x Volis

Equacio 6 - Corante Artificial E-127

Y = 50,43 - 1,50 Fosfato® + 0,42 SDS - 1,24 SDS?- 1,38 pH” + 0,87 Volis - 1,56 Volis® - 0,62 Fosfato x SDS -
0,95 Fosfato x Volts + 1,17 pH x Volts

Egquache 7 - Corante Artificial E-129

Y = 51,00 + 0,79 Fosfato -2,77 Fosfato® + 1,49 SDS -2,51 SDS* -0,75 pH -1,40 pH? +1,80 Volts -1,58 Volts -
1,37 Fosfato x SDS + 1,32 Fosfato x Volis + 0,47 SDS x Volis + 1,31 pH x Volts

Equacio 8 - Corante Artificial E-131

Y = 45,69 + 1,41 Fosfato -2,30 Fosfato” -1,32 SDS” -0,86 pH -1,94 pH? + 0,60 Volts -1,61 Volts® + 0,85
Fosfato x pH + 0,71 Fosfato x Volts -1,27 SDS x Volis

Equacio 9 - Corante Artificial E-132

Y = 50,89 + 0,85 Fosfato -2,74 Fosfato” + 1,48 SDS -2,49 SDS? -0,74 pH -1,37 pH? + 1,88 Volts -1,56 Volts®
-1,15 Fosfato x SDS + 1,40 Fosfato x Volts + 1,32 pH x Volis

Equacéo 10 - Corante Artificial E-133

Y = 52,02 + 0,60 Fosfato -1,95 Fosfato® + 0,42 SDS -1,47 SDS? -0,65 pH -2,24 pH> + 1,02 Volis -1.80 Volts’
-0,47 Fosfato x SDS + 0,40 Fosfato x pH + 0,64 Fosfato x Volts + 0,37 SDS x pH -0,59 SDS x Volts + 0,38
pH x Volts

Equacio 11 - Corante Artificial BE-143

Y = 51,05 + 0,54 Fosfato -1,87 Fosfato” + 0,40 SDS -1,49 SDS? -0,58 pH -2,13 pH + 0,97 Volts -1,81 Volts
-0,50 Fosfato x SDS + 0,57 Fosfato x Volts -0,66 SDS x Voits

ANEXO 2: EquagBes que representam os modelos experimentais da determinacio dos
teores de corantes artificiais em funcdo das variaveis estudadas.
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