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RESUMO GERAL

O controle dos niveis de corantes artificiais utilizados em alimentos nfo € um
procedimento rotingiro, especialmente, pela falta de metodologia adequada capaz de
responder 8 demanda do nimero de andlises ¢ a determinagGes quantitativas nos mats
variados tipos de alimentos, além de se tornar vidvel para implantagiio nos laboratérios
de controle de nosso pais. Visando superar esse problema, foi desenvolvida e avahada
uma metodologia para a determinaciio gualifativa ¢ quantitétiva dos oito corantes
artificiais, permitidos para a utihzagBo em alimentos pela legistagio brasileira, utilizando
a técnica de cromatografia a liquido de alta eficiéncia {CLAE). O método desenvelvido
foi aplicado na determinagio dos corantes tartrazing, amarelo crepusculo, amaranto,
ponceau 4R, vermetho 40, eritrosing, azul indigotina ¢ azul brithante, em 10 (dez)
diferentes tipos de produtos alimenticios, como pds para gelating, refrescos em pd,
refrigerantes, bebidas isotOnicas, sucos concentrados artificials, sucos natural de frutas,
cereats matinais coloridos, balas, gomas de mascar e conteitos.

Principalmente, em relacic aos meétodos oficials ¢ outros empregados, as
vantagens da nova metodologia podem ser resumidas, além da determinagfo simultanea
dos B {oito) corantes, na simplicidade da etapa de extragio, na utilizaciio de reagentes
mats comuns e com menores niveis de toxidade, na eluiclo isocrdtica e na ndo
necessidade do uso de pares iGnicos na fase mével. Todos esse pardmetros em conjunto
tornaram a analise rapida, além de alta reprodutibilidade, caracteristica inerente 4 técnica
empregada, Os corantes sdo extraidos com agua aquecida a 40-50°C. As amostras de os
cereals matinais os corantes sio extraidos com solucdo amontacal (10% em etanol).
Bebidas isotOnicas e refiigerantes sio apenas degaseificados. Apds o ajuste do volume
com Agua, uma pequena porgio ¢ coletada e centrifugada a 15000 rpm por um periedo
de 10 minutos. { sobrenadante ¢ filtrado em filiro fluopore FHLP (1300 de 0,5 um e
injetado no cromatografo. O condicionamento da coluna, realizado pela passagem de
uma solucio de dgua/metanol (70:30) + 0.08M de acetato de amdnio, por 12,5 minutos,
entre cada injeglio, € importante para a obtengdo de uma boa resoluglo entre os corantes.

Apébs o condicionamento da coluna, ocorre uma mudanga de fase movel, apenas com a



retirada do acefato de amonio, e 08 corantes sdo eluidos em 20 minutos de corrida. A
detecglo ¢ feita na regiio do visivel, com a utilizagio de um detector de arranjo de
diodos, ¢ a quantificagio ¢ feita através de curvas de padronizaciio externa. Os limites de
detecciio ¢ recuperacdo foram respectivamente: (.51 ug/mlL e 96 3% para o azul de
indigoting, 1.30 ug/ml e 982 % para o azul brithanmte, 1.02 pg/mi. e 102% para o
amaranto; 0.57 pg/mb e 968 % para o ponceau 4R; 1.10 ug/ml e 1003 % para o
vermetho 40; 0.51 ug/mb e 96 % para a entrosing; 0.70 pg/ml ¢ 99.7% para a tartrazina
¢ 1.83 pg/ml e 98.9 % para o amarelo crepisculo.

Entre os alimentos analisados, as misturas de pds para gelatina, bebidas
isotdnicas, refrigerantes, sucos concentrados artificiais e confeitos de chocolate estavam
abaixo do limite quaniitativo estabelecido pela legislagfo brasileira, de 10mg/100g ou
10mg/100mL, entretanto, todo as as amostras de cereais matinais coloridos apresentaram
niveis superiores a esses limites. Trinta e sete por cento das amostras analisadas de
preparados solidos para refresco, 63% das gomas de mascar, 30% das balas duras e 18%
das balas mastigdveis tiveram o conteGdo de corantes acima do permitido. Nas amostras
de sucos naturats de frutas n8o foi observada a presenga de corantes sintéficos. Apenas
algumas amostras de refresco em pod, goma de mascar e confeitos de chocolate
apresentaram mistura de mais de irés corantes. Em nenhuma das amostras analisadas fol
observada a presenga de corante ndo permitido, Os resultados obtidos neste trabaiho,
além de demonstrarem as vantagens e aplicabilidade da metodologia desenvolvida,
aponta para a necessidade de mator rigor no conirole dos niveis de corantes artificiais

nos alimentos.
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GENERAL SUMMARY

The control of level of synthetic dyes food isn’t a rotine procedure, specially by the
fack of adequate methodology capable of answering the demand of the number of analyses
and the guantitatives determination in the most different kinds of food, besides making
avaiable to the implantation i control labs in our country. Trying to overcome this
problem, it was developed and avaliated a metodology to a qualified and quantified of
eight artificial colourants allowed fo be used by the brazilian legislation, using the technique
of high performance liquid chromatography (HPLC). The developed method was applied in
the determination of the yellow n° 5, sunset yellow, bordeaux S, red n® 17, red n° 40, red
1 3, indigo carmin and brilhant blue colouring, in ten different kinds of food products, as
jelly powder, soft drinks, isotonic drinks,artificially concentrated juice, natural fruit juice,

mormmnng colored cereals, candies, chewing gums and sweet,

Most of all, in relation to the offial methods and other used ones, the advantage of
the new technology can be resumed, besides the simultaneus determination of the eight
colours, in the simplicity at the point of extraction, in the use of more common reactors and
with lower levels of toxicity, in the isocratic elution and on the no need of using ionic
pairs in the mobil fase. All these parameters in group become the analyses quick, besides
the high reprodutivety, intrinsical characteristic to the used technique. The colouring were
taken with heated to 40 - 50° C. For the samples of the morming cereals the colouring were
taken with the amonical solution { 1%% in ethanol} Isotonic drinks and soft drinks were
only ungasified. After the adjustment of the volume with water, a small portion was
collected and untrifuged to 15.000 rpm for a period of ten minutes. The surface was filtered
in a fluopore filter FHLP 01300 of 0.5 em and put in the chromatography. The regulation
of the columm done by the fluid of a solution of water/methanol { 70/30) + 0.08 M of
symonium acetate, by 12,3 mimites, between each injection, is important to the obtainance
of a good resclution among the colouring. After the regulation of the column, there was a
change in the motive fase, only with removal of the ammonium acetate, and the colouring
were eluted in a 20 minute race. The detection was made in the visible region, with the help

of a diode array detector and the quantification was done through the curves of outside



padronization the limits of detection and recuperafion were respectively 0.51 ug/ml and
96.3% to the indigo carmin, 1.30 ug/m! and 98.2% to the brithant blue , 1.02 ug/mi and
102% to the bordeaux 8§, 0.57 ug/ml and 96.8% to the red o° 17, 1 10 ug/m! and 100.3%
to the red n® 40, 0.51 ug/mi and 96% to the red n*3 | 0.70 ug/mi and 99.7% to the

yellow 1° 5 and 1.83 ug/ml and 98.9% 1o the sunset vellow.

Among the tested food, all the samples of jello powder, isotonic drnks,
concentrated artificial price and chocolate sweet were beyond the quantified stablished
by the brazilian legisiation, of 10 mg/100g, although, all the samples of mormng colored
cereal showed higher levels 1o these limits 37% of the analised samples of solid
preparation to refreshment, 63% of the chewing gum, 30% of the hard candies and 18%
of the chewing candies had the colouring conteining above allowed. The results obtained
in this work, besides showing the advaniages and application of the developed
methodology, aim to the necessity of bigger severity in the control levels of synthetic

dyes in food.
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INTRODUCAOQ

O padrio de desenvolvimento adotadoe no Brasil, principalmente, nas dltimas trés
décadas, proporcionou a formaciio de um mercado de alimentos elaboradeos cuja
diversificaciio e sofisticaciio reflete o poder aquisitivo de uma parcela da populagio
significativa a0 mercado. Reflete, também, o intensivo marketing da mdistna de
slimentos, chegando a provocar mudangas de habitos de consumo na populagdo das
grandes cidades.

O desenvolvimento de novos produtos, aliado ao grau de conhecimento
acumulado, é o grande responsével pela expansio do mercado de alimentos processados,
gue inclut o segmento fornecedor de insumos elaborados para alimentos como os
aditivos, entre eles os corantes, conservadores, aromatizantes, enzimas, fermentos, e de
matérias-primas intermedidrias, como amido, farinha, dentre outros (SATO et al,, 1992).

Segundo ALVAREZ {1989, o crescente emprego de insumos, como os aditivos
mtencionais, no desenvolvimento de novos produtos e processos da indistria de
alimentos, tem demonstrado gue a inddstria de insumos adquiriu malor importancia no
desenvolvimento de inovacdes tecnoldgicas que a industria de bens de capital Isso leva a
uma alta especiahizagio no segmento de Insumos, pols a indiasiria passa a exigiy maior
qualidade no produto final,

O emprego de aditivos quimicos ¢, sem divida, um dos mats polémicos avangos
alcangados pela indistria de alimentos. Na verdade ¢ um assunto que gera bastante
controvérsia envolvendo consumidores, indistria, pesquisadores e governo.Us corantes
artificiais pertencem a uma dessas classes de aditivos alimentares e t8m sido objeto de
muitas crificas, j& que seu uso em muitos alimentos justifica-se apenas por questdes de
habitos alimentares.

A indGstria de corantes artificiais para alimentos assumiv um papel muito
importante. A manutenclio da cor natural do alimento se constitul num fator fundamental
para o marketmg do produto, em face da primeira avaliagio do consumidor. Antes do
paladar os alimentos coloridos seduzem as pessoas pela visdio, A logica do consumeo

desses produtos se imicia pelos olhos, alimentos colondos, vistosos, atraentes 3¢ podem



ser deliciosos. Em geral, a importiincia da aparéneis do produto para sua sceitabilidade €
& malor justificativa para o emprego de corantes.

Muitos alimentos industrializados originalmente no apresentam cor ¢ em oulros
a coloraghio natural ¢ alterada ou destruida apos colheita e, principalmente, durante o
processamento ¢/ou estocagem, havendo a necessidade de se adicionar o corante afim de
suplementar ou realgar a coloragio perdida e, principalmente, para aumentar a
aceitabilidade do produto frente a0 consumidor. Ainda sob o ponto de vista tecnoldgico,
£55€3 COpOstas exercem também um importante papel garantindo uma uniformidade na
produciio em larga escala de alimentos de origem diversa quanio a regifo geografica,
cultivares, condigBes climaticas, grau de amadurecimento, habitos alimentares e cutros.

Por essas razies fica claro 0 grande emprego dos corantes sinteticos pelas
industrias de alimentos, além do que, os corantes artificiats possuem um custo
relativamente mais baixo que o0s corandes naturais, maior faixa de coloragiio ¢
estabilidade melhor, tudo isso associado & pouca disponibitidade dos corantes naturats. O
uso indiscriminado desses corantes artificials, no entarto, pode mascarar ou disfargar o
consumo de produtos mal processados ou ja deteriorados. Infelizmente, ¢ consumidor
por 81 80 € incapaz de controlar a propria exposicdo aos diferentes corantes prasentes nos
alimentos e, consequentemente, ndo pode avaliar se o beneficio recebido justifica o risco
a que estd exposto (TOLEDQ, 1990)

Nutricionamente os corantes artificiais nfo acrescentam nada ao ahmento. Sob o
ponto de vista toxicologico, varios estudos t8m sido realizados para verificar os efeitos
nocivos ao homem, ja que esses aditivos ndo s#o totalmente inofensivos a satde humana.
Os corantes artificiais estio sempre na mira das investigaghes cieniificas devido as
reagdes adversas que alguns consumidores podem apresentar.

Os aditivos slo mofensivos 3 salde desde que obedecendo os percentuars
maximos estabelecidos pelo DINAL (Divisiio Nacional de Vigildncia Sanitéria de
Alimentos) e/ou Codex Alimentarius. Esses estabelecem para cada aditive a quantidade
diaria aceitavel de ingestio {(IDA) Todos os corantes artificiais permitidos pela
Legislacio Brasileira {4 possuem valor definido de IDA, embora esses valores estio
sujeitos a alteragfes continuas, dependendo dos resultados de estudos toxicologicos. O

comité de peritos da FAQ/OMS em Aditivos Alimentares (JECFA), a nivel internacional,
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recomenda que cada pais verifigue perodicamente o consumo total de cada aditivo, com
base em estudos de dieta, para se assegurar que 2 ingestic total do aditive ndo ultrapasse
a IDA.

Ainda existem diferentes opinides quanto & inocuidade dos diversos corantes
artificiais. Consequentemente, diversos paises ou regides permitem ¢ uso de diferentes
corantes e em quantidades diferentes devido ao maior ou menor consumo de alimentos
presentes na dieta da populagdo.aos quais os corantes sio adicionados.

Visando, principalmente, o controle no uso dos corantes sintéticos, mas tendo em
vista que produtos coloridos artificiatmente sdo exportados ¢ importados, a andlise
desses aditivos requer métodos eficientes e rapidos para a detecglo, identificacho e
quantificagio dos corantes presentes. Nfo basta provar que o produto € colorido
artificialmente, cada corante deve ter sua identidade estabelecida ¢ quantificado
individualmente. A técnica por CLAE {cromatografia liquida de alta eficiéneia) possui,
certamente, as caracteristicas necessarias para essa finalidade, nfio s0 pela rapidez ¢
exatidio, mas também pela alta sensibilidade, mesmo para analitos presentes em
quantidades baixas, como os corantes, € em matrizes complexas, tais como os alimentos,
além de permitir andlises diretas sem a necessidade de téenicas de limpeza do extrato.

(s objetivos deste trabalho foram, portanto, o desenvolvimento de uma
metodologia por CLAE para a determinagio simultdnea dos oito diferentes corantes
sintéticos permitidos para alimentos no Brasil, através de condigdes cromatograficas
mais simples, validaglo intralaboratorial da metodologia desenvolvida e sua aplicagio na

determinacio de corantes artificiais em alimentos variados.
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REVISAQ BIBLIOGRAFICA
ADITIVOS PARA ALIMENTOS

Grande parte dos alimentos industrializados sfo resuitantes de uma fGrmula de
varios ingredientes destinados a dar consisténcia, cor, sabor e valor nutnitivo desejados.

Existe uma grande semethanca entre “ingrediente” ¢ “aditivo™, j& que ambos sio
substAncias quimicas que constituem a formula do produto (RIEDEL, 1987).

Normalmente, se considera como ingrediente os produtos basicos incluidos na
formula em maior volume, e aditivos os produtos complementares em pequenoc volume
destinados a preservar ou produzir determinadas caracieristicas no alimento formulado.
Portanto, podemos definir os aditivos como sendo: “toda substdneia ou mistura, dotadas
ou nic de vator nutritivo, adicionadas ao alimento com a finalidade de impedir
alterages, manter, conferir ou intensificar seu aroma, cor ¢ sabor, modificar ou manter
seu estado fisico geral ou exercer qualquer agio exigida para uma boa tecnologia de
fabricacdo do alimento”.

(s corantes sio uma classe de aditives sem valor autritivo, introduzidos nos
alimentos ¢ bebidas com o unico objetivo de conferir cor, tornando os alimentos mais
atrativos. Por esse motivo, do ponto de vista da satde, os corantes em geral ndo sio
recomendados, justificando seu uso, quase gue exclusivamente, do ponto de vista

comercial (RIEDEL, 1987).

CORANTES ¢ IMPORTANCIA DA COR

Adicionar corantes aos alimentos para torna-los mais atrativos € uma prética de
tonga dada. CivilizacBes antigas retiravam substéncias da natureza para colorir seus
alimentos. Muitas substincias de origem animal, vegetal ou mineral utiizadas 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 {(IFT,

1986, VALIM, 1989),



Com 2z descoberta no séculos XVIIL e XIX dos corantes sinidticos ¢ a
constatacdo da influncia da cor na aparéncia e, consequentemente, uma melhor
acettagdo dos produtos pelos consumidores, o interesse pelo uso dos corantes artificiais
aumentou enormemente, inclusive na tenfativa de mascarar alimentos de ma qualidade.
Viarios alimentos sofreram esses abusoes, sendo coloridos até com substincias alfamente
toxicas (IFT, 1980). Na Inglaterra, no comeco do seculo foram relatados casos do uso
de sulfato de cobre para colorir de verde conservas de picles, chumbo negro em folhas de
cha para parecerem novas e, para realgar & coloragio alaranjada de alguns queijos |, ©
chumbo vermelho (IFT, 1986).

( emprego de materiais sintéticos, principalmente para colorir, iniciou em 1836
com a sintese do primeiro corante derivado da hutha. Desde entdo 08 corantes sintéticos
tem sido cada vez mais usados, principatmente por apresentarem maior uniformidade,
estabilidade e poder de tingimento em relagio As substéncias naturais, incentivando
novas descobertas (BOLEY et al., 1980},

A cor é associada a muitos aspectos da nossa vida e influéncia bastante as nossas
decisdes do dia-a-dia, incluindo agquelas que envolvem os alimentos. A aparéncia,
seguranga, caracteristicas sensoriais e aceitabilidade dos almentos sfo todas afetadas
pela cor,

A associacio da aceifagdo de certas cores com certos alimentos esta relacionada
com o nosso desenvolvimento cognitivo. Cores azuis ou verdes sugestionam quelos
mofados, cores marrons {escuras) frutas podres. Esse mecanismo de adverténcia, em
casos extremos, pode ocasionar aversdes a determinados alimentos. Em alguns estudos,
alimentos foram coloridos de forma anormal, como por exemplo peras vermelhas, bifes
anyis e ovos verdes, 0 que causou aversdes em quase todos os provadores
(CLYSDESDALE, 1993),

Muitos estudos mostram o efetto da cor sobre outras caracteristicas sensoriais,
indicando wma interrelaciio que resulfard no aceite ou ndo do alimento. Estudos
realizados por GIFFORD et al (1987), GIFFORD E CLYSDESDALE (1986},
CLYSDESDALE (1984), JOHNSON E CLYSDASDE {1982), JOHNSON et al
{1983), ROTH et al. (1988} e TOURILA-OLLIKAINUM (1982) (todos citados por
CLYSDESDALE, 1993) demonstraram, claramente, que a cor afeta a percepgiio de



outras caracteristicas semsoriais, como o doce, salgado ¢ o flwvor. Isto pede estar
associado ao fato de gue o consumidor “emxerga” sabores pels cor. O verde em geral
estd associado a frutas pouco maduras e portanto mais azedas. O sabor salgado, no
entanto, ndo apresenta uma relagio direta com as cores, isto foi demonstrado, onde
solughes salgadas coloridas ndo apresentaram diferentes valores de threshold com
relagio 4¢ solugbes padrdes incolores, embora se tenha notado que nwdancas de cores
cause confusio com relagdo as estimativas de sabor salgado.

Em estudos realizados por HALL (citado por CLYDESDALE, 1993} com
sorvetes de limdio, laranja, abacaxi e outros, indicaram uma relagio da cor com o flavor
dos alimentos. Quando foram submetidos aos provadores sorvetes de lima com
coloracio verde, 75% deles acertaram o flavor, mas quando essa coloragdo foi alterada
para purpura, apenas 45% identificaram corretamente o flavor de lima. Por esses
estudos, podemos verificar que a cor certamente influéneia no flavor. Qutros trabathos
indicam que, quanto maior a coloragiio maior a percepgdo da intensidade do flavor.

Diversos estudos relacionaram, diretamente ou indiretamente, a influéneia da cor
na aceitabilidade ¢ preferéncia dos alimentos e bebidas, apontando que, uma reducio na
cor tesulta na diminuico da aceitabilidade. Bebidas de laranja e cereja, quanto mais
intensa a cor {até um certo ponto) mator € a aceitagio e preferéncia pela bebida mais
cotorida. Isto pode ser notado em diversos alimentos, em batatas, por exemplo, a
coloragiio escura sugere excesso de fritura e portanto alteragio no sabor, e com iss0
nenor aceitagdo.

FEmbora esses efeitos sejam associagdes inerentes as caracteristicas psicoldgicas,
eles nterferem na escolha e dificultam a quantificagio do sabor. Iste causa problemas
pois a relaclio causa-efeito ndo pode ser ignorada ou minimizada nas formulagbes de
novos alimentos e bebidas que visam suprir nossas necessidades (CLEYDESDALE,

1993},
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CORANTES ARTIFICIAIS PARA ALIMENTOS

Os corantes utilizados em alimentos até 1980, po mundo totalizavam 50
substincias naturais e 36 substancias sintéticas orginicas hidrossoliveis, ja que o0s
sintéticos lipossoliveis foram proibidos hd muitos anos atras (COULSON, 1980}
Devido a essa diversidade de substincias com poder corante, a lista dos permitidos em
cada pais varia substincialmente. Organizacbes internacionais tem sido criadas com ©
intuito de estabelecer especificagbes e critérios para a utilizagio desses aditivos em
alimentos.

A comissio do Codex Alimentarius, criada em 1962, que € um organismo
subsididric da FAO (Food Administration of Organization) e da OMS (Organizagio
Mundial da Saude). Cento e trinta ¢ sete paises da ONU (Organizagio das Nag——oes
Unidas) pertenciam a esse comité até o final de 1987 (VALIM, 1989).

Na Inglaterra a primeira legislagio data de 1860, modificada em 1955 e dados
posteriormente anexados em 1973, A Inglaterra permite 20 corantes artificiais, sendo 18
realmente utilizados e & com uso resirito a determinados alimentos (BERDICK,, 1982).
No Japio a legislagio ¢ de 1947 e sua lista conta com 11 corantes sintéticos, sendo que,
dentre estes, 3 foram abandonados voluntariamente. Na Alemanha o controle € feito
baseado em trabalhos realizados em 1957 pela Comissfio Alemi de Corantes
(BERDICK, 1982). Alguns paises como a Noruega e Suécia proibem o uso de corantes
artificiais em alimentos.

No Brasil em 1961 foi promulgada pela primeira vez o decreto n? 50040,
alterado em 1962, referente 4s normas reguladoras do emprego de corantes em
alimentos. A legistacio atual conta do decreto n® 53871 de 1965, modificado em 1987
através de portaria (BRASIL, 1965 e 1988). O Ministério da Sadde classifica os corantes
da seguinte forma:

- CI CORANTE QRGANICO NATURAL: aquele obtido a partir de vegetal ou,
eventualmente, de animal, cujo principic corante tenha sido isolado com o emprego de

processo tecnologico adeguado.



- C.1: CORANTE ORGANICO SINTETICO ARTIFICIAL: aquele obtido por
sintese orglnica, mediante o emprego de processo iecnoldgico adequado e ndo
encontrado em produtos naturais.

- C.111: CORANTE QRGANICO SINTETICO IDENTICO AQO NATURAL: € 0
corante cuja estrutura quimica & semelhante & do principio isolade do corante orglnico
natural.

- CIV: CORANTE INORGANICO (PIGMENTO) aquele obtido a partir de
substancias minerais ¢ submetido a processos de elaboragio e purificac%o adequados a

seu emprego em alimentos (ABIA, 1978}

O rotulos dos alimentos coloridos artificialmente devem conter os dizeres
“COLORIDO ARITFICIALMENTE” & ter relacionado nos ingredientes o codigo C.H
(BRASIL, 1965 ¢ 1988).

CORANTES ARTIFICIAIS PERMITIDOS NO BRASIL

£ permifido no Brasil o uso de apenas oito corantes artificiais sendo eles:
amaranto, vermelho de eritrosina, vermelho 40, poncean 4R, amarelo crepiscuio,
amarelo tartrazina, azol de indigoting e azul brithante.

{0 uso dos corantes artificiais rio Brasil é bastante difundido entre as industrias de
alimentos (Tabela 1), no entanto, nfo existe nenhum fabricante nacional de corantes
artificiais, sendo que os utilizados aqui sfo importados, principaimente dos Estados
Unidos, Alemanha, Inglaterra, Holanda e Japdo.

As recomendacBes, em relagio & utilizacfio de corantes smtéticos, estio
vinculadas a definicio da ingestdo diaria aceitavel (IDA). A IDA ¢ definida como a
quantidade de corante, expressa com base no peso corpdreo, que pode ser ingerida
digriamente, durante toda a vida, sem oferecer risco & satde. O walor da IDA 56 ¢
atribuido as substincias para as quais se possuem dados toxicologicos sobre a foxicidade

a curto e longo prazo e/ou informacdes boguimicas do composto. Todos os corantes
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orgdmicos sintéticos permitidos para ahmentos no Brasil possuem seu valor de IDA

estabelecido.

TABELA 1 - Aplicag8o de corantes na indistria de alimentos.

ALIMENTO {ORANTES
Natural Artigicigl
Hidricos bebidas X
Agucarados balas X X
dooes X X
polpas X X
frotas cristalizadas X
confeifos X
Farindceos HEASSAS X
1ortas X X
Lacteos Izttes saborizados X
GHEHOS X
RIS X X
sobremesas A X
(rordurasos HTZATINGS X
Ralsas(desidratadas) X

forte :SATD ¢ al., 1992,

CORANTES AZO

Esta classe compreende védrios compostos que apresentam um anel nafialeno
ligado a um segundo anel benzeno por uma ligagiio aze (N=N}. Esses ancis podem
conter um, dois ou trés grupos sulfonicos (DRAKE, 1975). Esse grupo representa a
classe de corantes sintéticos em alimentos mais importante © mats utilizada, cosmeticos ¢

medicamentos, Pertencem a essa classe o5 corantes:

AMARANTO (Cl-color index-16.185) € um corante vermetho, da classe
monoaze, também conhecido por Bordeaux §, C.1. Food Red §, FORC Red n"2 ¢ C.L.
Acid Red 27. E um sal trisddico do acide 1-{4-sulfo-1-nafiilazo)-2-naftol-3,6-

disuliénico, com a seguinte estrutura {COULSON, 1980; PYOSA,1957):



i

Alguns estudos sdo contraditorios quanto a inocuidade deste corante, senddo, por
medida de seguranca, proibido nos Estados Unidos. No Canadd € permitido polis sua
estrutura  quimica ¢ bastante semelhante 2 outros corantes considerados ndo
carcinogénicos; na Inglaterra seu uso € permitido em carater provisario até que se
apresentem estudos mais conclusivos, no Japlo fol, voluntariamente, banido pelas

industrias de alimentos (BERDICK, 19803,

VERMELHO 40 (C I-color index-16.035) é um corante vermelho amarelado, da
classe monoazo, também conhecido como Allura Red AC, C.I. Food Red 17 e FD&C
Red n°40. £ um sa! dissédico do acido 5-(2-metoxi-S-metil-4-sulfofenilazo)-6-hidroxi-2-

naftaleno sulfdnico, com a seguinte estrutura (COULSON, 1980, PYOSA 19975

A Inglaterra, Suiga, Suécia e paises da CEE (Comumidade Econdmica Europeia)
profbem seu uso. Estudos metabdlicos mostraram que o vermelho 40 € pouco absorvide

pelo organismo e em estudos de mutagenicidade ndo apresentou potencial carcinogenico,



desta forma tendo seu uso liberado para alimentos no Canadé e Estados Unidos (IFT,

1986).

PONCEAU 4R (C.].-color index-16.255) tem coloragiio vermetho vivo, também
pertence & classe dos moeno azo e apresenta os nomes de Cochineal Red A e New
Coccine, C.I. Food Red 17 e C.I Acid Red 18. Quimicamente ¢ um sal trisodico do
acido 1-(4-sulfo-1-naftilazo)-2-nafiol-6.8-disulfonico, apresentando a seguinte estrutura

(COULSON, 1980; PYOSA, 1997 ):

SO:Na

O Ponceau 4R nfo ¢ permitido nos Estados Unidos, na Inglaterra seu uso €
provisorio e restrito; na Alemanha, nos paises da CEE e no Japfio seu uso € permitido,
mas fol voluntariamente banido pelos industriais japoneses (BERDICK, 1982} Tal fato

se deve aps poucos estudos relevantes realizados sobre sua toxicidade.

AMARELO CREPUSCULD (C.I-color index-15.985) apresenia coloragio
alaranjada, também chamado de C.1. Food Yellow 3, FD&C Yellow n°6 ¢ Sunset Yellow
FCF. F um sal dissodico do acido 1-(4-sulfofenilazo)-2-naftol-6-sulfbnico, que apresenta

a seguinte estrutura (COULSON, 1980; PYOSA 1997}

it



SO:Na

Os Estados Unidos, Inglaterra Japio ¢ paises da CEE permitem seu emprego em
alimentos; o Canadéd permite em alguns produtos especificos e numa concentragac

méxima de 300 ppm (partes por milhdio) (BERDICK, 1982).

TARTRAZINA (Cl-color index-19.140) € um corante amarelo da classe
azopiralizdicos, também conhecido como C1. Food Yellow 4 e FD&C Yellow n°5.
Quimicamente ¢ um sal trissodico do acide S-hidroxi- I-p-sulfofenil-4-{p-sulfofenilazo)-
pirazol-3  carboxilico. Sua  estrutura €  apresentada  abaixe  (COULSON,
1980, PYOSA,1997):

Dentre o0s corantes azo, a tartrazinag tem despertado uma masior atenciio dos
toxicologistas ¢ alergistas (CROCE, 1965), sendo apontada comw a responsavel por
varias reacdes adversas, causando desde urticaria até asma. Estima-se que uma em cada

10 mif pessoas apresentam reages a esse corante (BERDICK, 1982). Provavelmente, de
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% a 20% dos consurmidores sensiveis & aspiring, sfo também sensiveis & tartrazina.
Entretanto, ¢ um dos corantes mais empregado em alimentos e permitido em muitos

paises, como Inglaterra, Canadé, Estados Unidos e outros (BERDICK, 1982},

CORANTES XANTENOS

permitido no Brasil. B um corante de coloragho roseo, também conhecido come C.L
Food Red 14 ¢ FD&C Red s°3 Consiste, basicamente, de um sal dissddico {ou
dipotassico) de 27, &, §°, 7’-tetraiodofluoresceina, com a seguinte estnitura

(COULSON, 1980; PYOSA,1597)

E também permitido nos Estados Unidos, paises da CEE, Reino Unido e Canada

{BERDICK, 1982).



CORANTES TRIFENILMETANOS

Esse grupo apresenta estrutura bagica de trés radicais arila, em geral grupos
fenilicos, ligados a um atomo de carbono central e apresentam, ainda, grupos sulfbnicos
que thes conferem alta solubilidade em dgua. O Gnico corante permitido pertencente a

esse grupo € o azul brithante.

AZUL BRILANTE (Cl-color index-42.090) coloragio azul, da classe
triariimetano, também conhecido por C.1 Food Blue 2, FD&C Blue n°1 ¢ Brilliamt Blue
FCF. Sua quimica é a de um sal dissadico do 4-[4-{N-etil-p-sulfobenzilamino)-fenit}-{2-
sulfoniofenil -metitenof- 1 -(N-etil-N-p-sulfobenzil}-delta-2, 5-ciclobexadieniminal,

apresentando a estrutura abaixo (COULSON, 1980; PYOSA 1997).

' _ VCH_;,--«{}SG;’N&
; _

CH;H;

Seu uso ¢ incondicional nos Estados Umidos, no Canada seu limite maximo € de
100ppm; na Inglaterra pode ser utilizado apenas em alguns alimentos; no Brasil seu uso &

restrito a refrigerantes (BERDICK, 1982},

14



CORANTES INDIGOIDES

AZUL DE INDIGOTINA (C.] -color index-73.015) € um corante azul, da classe
indigbide, também conhecido como C.1 Food Blue 1, FD&C Blue 2 e indigo-carmin.
Sua quimica ¢ a de um sal dissédico do 4cido indigotina-5°,5 -dissulfdnico, com a

seguinte estrutura (COULSON, 1980, PYOSA,1997).

S0:Na

A CEE considera seu uso seguro, sendo também empregado no Japiio, Estados

Unidos ¢ Inglaterra (BERDICK, 1982; VETORAZZIL, 1981).

METODOS PARA ANALISE DE CORANTES ARTIFICIAIS

Métodos Classicos

Os métodos analiticos de identificaglio e quantificagdio de corantes artificials, bem
como micro constituintes da matriz complexa dos alimentos, compreende varias etapas.
A analise se inicia com a extraciio do corante da matriz, seguida de uma etapa de limpeza
para a retirada de possiveis interferentes (agucar, acidos, corantes naturais, etc.) e por
fim a separagiio por técnicas cromatograficas, seguidas de identificaciio e quantificagdo,

A primeira téenica de separagiio de corantes sintéticos se baseia num trabalho de
ARATA, empregando & pura (BOLEY et al, 1980; CORRADI e MICHELL 197%;
LEHMANN et al, 1970, PEARSON, 1973). Este métode amda hoje € bastante



utifizado, os corantes s3o fixados na 14, em seguida slo extraidos ¢ identificados por
cromatografia em papel Corantes naturais nSo se ligam a 13 ou entfio ndo sdo
desorvidos, tornado essa téenica de extragiio também uma etapa de fimpeza. BOLEY et
al. {1980);, LEHMANN et al. (1970), DOLINSK! e STEIN (1962), YANUKA et 4l
{1963} & outros apontam algumas desvantagens desse método, como: adsorsdo lenta ©
incompleta de alguns corantes; mudangas irreversiveis na estrutura de alguns corantes
pelo uso de alfas temperaturas e exposicdo a valores extremos de pH; ¢ tongos periodos
necessarios para se obter um extrato puro.

Alimentos insoliveis em agua, rices em lipideos, contendo amido ou alio teor
protéico dificultam o tingimento da I&, pois em meio dcido as proteinas formam codgulos
que aprisionam os corantes artificiais dificultando a extragio (CORRADI ¢ MICHELL,
1979, LEHMANN et al., 1970}

Um outro método baseia-se na extragiio dos corantes por solventes orgénicos
como alcool iso-amilico, éter de petrdleo, alcool benzilio, metil ciclohexanona e
quinoleina (CHO et al,, 1975; MOTTIER e POTTERRAT, 1935}, No entanto, ¢ uso
desses solventes como extratantes nio apresentou  resultados satisfatorios. A
identificacio dos corantes ¢ feita por cromatografia de camada delgada, wiilizando
alumina como fase estacionaria & comparando-se com padrdes sob o mesmo tratamento.
Esse método apresenta as vantagens da cromatografia em papel, pois trabaltha com
pequenas quantidades e facilidade para comparaglic com padrio, juntamenie com as
vantagens da cromatografia em camada delgada com alumina, que possui forte poder de
separacdic das estruturas de interesse (MOTTIER ¢ POTTERRAT, 1955}

Resinas trocadoras de Anions também foram utilizadas na andlise de corantes
(BOLEY et al, 1980, GRAICHEN ¢ MOLITOR, 1963; DOLINSK] e STEIN, 19623,
entretanto, antes da introduzir a mistura de corantes na coluna € necessario separa-los
dos co-extratantes. No caso da 13 pura, ela por st 50 ja € uma purificagdo bastante
satisfatoria na maioria dos casos, embora a téemica de limpeza uiihzando coluna de
poliamida parece ser superior, pois ndo causa degradagiio dos pigmentos {GILHOOLEY
et al_ 1972, LEHMANN et al, 1970). A purificagio ¢ feita através de sucessivas
lavagens da coluna de poliamida com égua e acetona para refirar agucares, acidos,

flavorizantes e possivels corantes naturais bisicos. A desorcdio dos corantes sintéticos

H



pode ser feita com uma soluglio de hidréxido de ardnio metandhco (TOLEDO e
GUERCHON, 1990). A poliamina adsorve, preferencialmente, os coranies SHHSHCOS
devido 4 presenca de pontes de hidrogénio com acidos © com hidroxilas fendlicas, sendo
minima a presenga de contaminates (LEHMANN et al., 1970). s cartuchos de sep-pak
(s proporcionam uma rapida limpeza ¢ concentragiio dos corantes {LOVE, 1984,
YOUNG, 1984, LAWRENCE et al. 1981, BOLEY et al . 1980}, no entanto devido a0
sea1 alto custo sdo pouce utilizados.

O uso de cromatografia de coluna com fase estacionaria de sifica-get e alumina,
ajustada para diferentes pHs, permite a separagio dos corantes por adsorqdo on trocd
idnica, dependendo das condigbes escothidas. O emprego de cromatogeafia por coluna €
um métedo que possibilita a obtenglio dos corantes de maneira quinicamente pura ¢
isolados. podendo a seguir serem faciimente identificados.( SCLAR et al, 1990;
YANUKA et al., 1963)

Uma outra maneira de analisar 0§ corantes sintéticos sugere a ndo necessidade de
separagio dos mesmos para analise qualitativa e quantitativa. Uma vez exiraida a mistura
de corantes faz-se a leitura em espetrofotémetro nos comprimentos de onda de maxima
absorclio de cada constituinte da mistura, considerando a contribuicBo de cada corante
na mistura para a absorvancia final (TAKAHASHI et al, 1088 PALLOTI et al, 1977},
A concentragio de cada corante ¢ obtida através de uma analise matematica bindria,
porém esse método necessita que Os coraptes apreseatemm 0o maximo 30% de
sobreposicic de seus espectros, para que ndo OCOMTR eIfos nas leituras  das
aborvancias. (OHLWEILER, 1981}

Métodos, principalmente envolvendo cromatografia em papel {(PEARSON, 1976,
LEES, 1971; CHIANG, 1969; GRIFFITHS, 1966, YANUKA, 1963) e cromatografia
em camada delgada (BRANCA e SPAGNOLINI, 1080; LEPRI ¢t al., 1978, CLERQ ¢
MASSART, 1974; PEARSON, 1973; HOODLESS et al.,1971; CHIANG e LIN, 1969,
GRAHAN e NYA, 1969, PERRY ¢ WOOLEY, 1969) tem sido descritos. Métodos por
cromatografia gasosa ndio sdo aplicavels, devido a baixa volatiidade dos corantes

sintéticos e a instabilidade as altas temperaturas empregadas.



Métodos por CLAE

Em separaghes muito dificels, tanto para cromatografia em papel como para
camada delgada (SINGH, 1982; MACRAE, 1981; PUTTERMANS et al, 1981}, ou e
estudos mais detalhados dos corantes (GOLDBER ¢ CALVEY et al, 1982, CALVEY et
al., 1981, COX e REED, 1981;, BIBEAU e CLEYDESDALE, 1978}, o uso da CLAE
{Cromatografia Liguida de Alta Eficincia) tem demonstrado resultados bastante
satisfatorios, gracas ao seu poder de separagio ¢ sua capacidade de detectar himites
muito baixos (1 a § ppm), com valores de recuperagiio na ordem de 95 % (GOLDBER ¢
CALVEY, 1982; SINGH, 1982). Com um tempo de analise muito curto, em
comparagiio ao requerido pelas téenicas tradicionais (SINGH, 1982, MARMION, 197 73
a sua aplicagio na separaciio e identificagio dos corantes artificiais tem aumentado nos
alifimos anos (LOVE, 1984; YOUNG, 1984, MACRAE, 1981, SINGH, 1982
PUTTERMANS et al, 1981).

As primeiras analises de corantes artificiais por CLAE foram realizadas utilizando
colunas de silica, entretanto, para compostes muito polares a adsorsdo era ireversivel ou
o tempo de andlise muito fongo, além de se obter picos irregulares & com extensa cauda.
Separaghes mats rapidas ¢ eficientes foram conseguidas com cromatografia ligudo-
lquido, utilizando colunas de troca-idnica (PASARELLE ¢ JACOBS, 1975).

Outra alternativa é a utifizagio de fase-reversa Gy com gradiente de eluigdo ¢
eluentes tamponados, que apresentam uma methora significativa na seletividade, retengéo
e simetria dos picos (BOLEY et al., 1980). A fase movel tamponada pode afetar de duas
maneiras a afinidade do composto para com a fase estaciondria, o tamplo pode ser
utilizado para suprir a ionizagio ou pode reduzir a solubifidade do corante pela fase
mavel (CIOLA, 1998, McKRONE e IVIE, 1980). A eluigBo por gradiente se faz
necesséria quando diferentes corantes apresentam tempos de retengio muito proximas
ou muito diferentes (LANCASTER e LAWRENCE, 1991, LOVE, 1984, YOUNG,
1984; PUTTERMANS et al., 1081, LAWRENCE et al,, 1981,BOLEY et al,, 1980).

A utilizacfio de par-idnico foi mais recentemente desenvolvida para a separagio
de compostos fortemente polares ¢ tem se mostrado uma técnica bastante adequada para

a determinagio dos corantes sintéticos (LAWRENCE et al,, 1981, BOLEY et al,, 1980;

i



COULSON, 1980, . PASARFLLI e JACOBS, 1973). Em particular para o$ corantes
artificiais, o par-ibnico, freqiientemente, utilizado ¢ um detergente, como por exemplo o
brometo de cetiltrimetilaménio (cetrimida) (KNOX E LAIRD, 1976), sendo tambem
utilizado o fosfato de tetra-n-butilamdnio (TBAP) (LANCASTER, 1982 e 1983} No
entanto, essa téenica requer longos periodos de condicionamento das colunas.

Mét{}dafs. combinados utilizando CLAE-EM {cromatografia Hauida de alta
eficiéncia acoplada ac espectrometro de massas), fambém j& foram descritos,
principalmente para o estudo de impurezas formadas durante a sintese dos corantes
{YINON et al., 1989},

A CLAE ¢, atualmente, uma das principais técnicas para analise de corantes em
alimentos, os limites de detecgfio obtidos com a téenica sio satisfatorios para aqueles
estabelecidos pela legislagio. Entretanto, o sistema ideal para a separagdo de todos os
coranies permitidos pela legislagio brasileira numa dmica corrida ainda néio fol
desenvolvido, mas como a maioria dos alimentos industrializados apresentam no maximo
uma mistura de até 3 corantes, os problemas gquanto a separaglo 330 rarissunas vezes

wselvels,

VALIDACAO DA METODOLOGIA

Os resultados gerados por um método analitico devem garantir, através de
evidéncias, confiabilidade e qualidade (ARAUJO, 1995} Segundo WILLIANS (1993), a
garantia da qualidade analitica ¢ expressa, por 5 fatores essencials:

e controle de qualidade interno, (calibragdo de aparelhos ¢ de padies,
treinamento dos analistas, uso de registros e de controle gréaficos, expressio
adequada dos resultados, etc.);

« certificagiio do laboratério em uma entidade certificadora oficial;

» participagio em estudos interlaboratoriais,

& yso de materiais de referéncia;

¢ 1350 de métodos devidamente validados.
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Varios procedimentos estatisticos s3o utilizados com a finalidade de desenvelver,
avaliar € validar um método { WERNIMONT, 1983, STEINER, 1982; YOUDEN,

1082), enire cles merece destaque a exatiddo, precisdo, sensibilidade e rusticidade.
a) Exatidio

Indica o grau de concordéncia entre o resultado obtido e o valor de referéncia, ou
valor real. O valor real é determinado através de métodos exatos de andlise ¢ de
calibraces com padrdes ¢/ou material de referéncia (BARROS NETO et al, 1995,
WILRICH, 19932). A recuperagio do método, determinada pela adicio de padroes &
matriz, avalia a eficiéncia das etapas de limpeza e derivagfo (sem avaliar a extragiio),
além de verificar 2 ocorréncia de perdas durante os procedimentos estabelecidos pelo

meétodo.
by Precisio

O desenvolvimento de um método analitico estd sujeito a variagdes aleatorias,
que podem ser estimadas pela precisiio. Estas estimativas sio expressas através da
repetibilidade e da reprodutibilidade do método (CAULCUT e BODDY, 1983).

A repetibilidade indica o grau de concorddncia entre resultados sucessivos,
obtidos a partir de um Unico método, com o mesmo material, sob as mesmas condigbes
analiticas, em curios intervalos de tempo. Quantitativamente, ¢ expressa pelo valor
abaixo do gual a diferenga absoluta entre os resuftados pode ser esperada como
incerteza, com probabilidade especificada. Na auséncia desta indicaco a probabilidade &
de 95 % (CAULCUT e BODDY, 1983).

A reprodutibilidade indica o grau de concordincia entre resultados individuals
obtidos a partir de um mesmo método, com © mesmo material, em diferentes
laboratérios, com diferentes operadores, equipamentos ¢/ou intervalos de tempos.
Quantitativamente, é expresse pelo valor abaixe do qual as diferengas absolutas entre
dois resultadas isolados podem ser esperados como incertezas, com 93 % de coufianca

(CAULCUT e BODDY, 1983).

£



¢) Sensilidade

Um grande nimero de parmetros, que indicam a capacidade do instrumento em
discriminar sinal e ruido { relacio S/R), as propriedades fisico-quimicas do analito e a
composicio da matriz, afetam a sensibilidade de um método analitico especifico. As
inclinagtes das curvas de calibragfio sio utilizadas para determinar o valor da
sensibilidade. Os limites de detecgio ¢ de quantificagio também sfo indicativos desta
sensibifidade, entretanto, os valores determinados com base na calibragio sdo validos
apenas para a série de medidas correspondentes. Estes limites devem ser determinados
por experimentos intra e interlaboratoriais { WILRICH, 1993b ; WILLARD et al,, 1988},

O limite de deteccdio ¢ definide como a concentrag@ie do analito que produz um
sinal duas vezes mator que o desvio padrio do sinal fornecido pelo branco, indicando a
menor concentracio de um composto que pode ser detectado pelo método, dentro de
um nivel de confiangs especificado (WILLARD et al,, 1983,CAULCUT ¢ BODDY,
1083).

d} Rusticidade

Embora um nove método possa funcionar perfeitamente no laboratdrictorio de
origem os resultados podem se desviar do valor esperado, em extensdes consideraveis,
quando testados colaborativamente. Tais discrepdncias ocorrem mesmo guando 0s
laboratérios participantes contam com analistas experientes ¢ apresentam repetibilidade
aceitavel entre 0s experimentos. Varias condiges podem influéneiar, em mator ou menor
escala, os resultados finais do teste analitico: concentragiio, qualidade e idade dos
reagentes, taxas de aguecimento, equipamentos, umidade local, ete. (WERNIMONT,
1985 YOUNDEN, 1982). Alguns testes preliminares podem ser desenvolvidos, variando
aqueles fatores que podem ser facilmente alterados de um Iaboratorio para outro. Com o
objetivo de evitar o erro sistemético, as variaveis criticas identificadas devem ser

cuidadosamente controladas durante o desenvolvimento do método(ULBERTH, 19933,



Mo entanto, a literatura disponivel nlio tem oferscido informacBes sobre os estudos da

rusticidade dos métodos desenvolvidos para corantes.
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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODOLOGIA PARA A DETERMINACAO DE
CORANTES ARTIFICIAIS EM ALIMENTOS E
BEBIDAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA

RESUMO

(O uso de corantes artificiais pelas indistrias de alimentos ocorre pela alieracio
e/ou destruiciio da cor natural dos produtos durante o processamento e/ou estocagem e,
principalmente, para aumentar & aceitabilidade do produto frente ao consumidor, além de
apresentarem vArias vantagens sobre os corantes naturais. Entretanto, a falta de
metodologias analiticas apropriadas tem dificultado o controle dos niveis de corantes,
especialmente, metodologias capazes de responder & demanda do nimero de andlises dos
varios corantes empregados e nos mais variados tipos de alimentos. Este trabatho propde
e valida uma metodologia para a determinagio simultinea dos oito (8) corantes sinféticos
{amarelo crepusculo, tartrazing, amaranto, vermetho 40, ponceau 4R, eritrozing, azul
brithante e azul de indigotina) permitidos para alimentos no Brasil, utiizando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéneia (CLAE). Os corantes sfio extraidos com édgua
morna {40 a 30°C), a solugdo é centrifugada e, ap6s hltraclo em filtro fluopore FHLP
01300 de 0,5 wm, injetada no cromatdgrafo. No processo cromatografico, a utiizaclo de
coluna ODS-2 e as fases moveis H,0/MeOH (70:30) com D,08M de acetato de amdénio
para condicionamento da coluna e HxO/MeOH (70:30) para a corrida, possibilitam a
eluicio dos corantes sintéticos em 20 minutos, sendo necessarios 12,5 min. para o
condicionamento da colung antes de uma nova injegio. A detecgdo € feita na regido do
visivel e a quantificagio através de curvas de padronizacio externa. Os limites de
detecclo e recuperacio determinados foram, respectivamente: 0,31 pg/ml e 96,3% para
o azul dé indigotina; 1,30 ug/mL e 98,2% para o azul brihante; 1,02 ug/ml e 102%
para o amaranto; 0,57 ug/mb e 96,8% para o ponceau 4R; 1,10 pg/mL e 100,3% para o
vermatho 40; 0,51 ug/ml e 96% para a eritrosina, 0,70 pg/ml e 99.7% para 2

tartrazing, 1,83 pg/mL e 98,9% para o amarelo crepusculo. Testes de repetibilidade
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apresentaram coefigientes de variag8o inferiores a 3,3% para todos os corantes. A
metedologia proposta, aqui validada, apresenta eficiéneia, versatilidade, rapidez e

simplicidade.

SUMMARY

The application of synthetic dyes in food occur because fo the alteration of
destruction of the natural colour of the products during the processing or stockage and
specially, to increase the acceptance of the product to the customer, besides showing
several advantages to the natural colouring. Although, the lack of proper analytic has made
difficult the conirol of colouring levels, specially, methodolody, capable of responding to
the demand of the analysed numbers of the several applied colouring and in the several
kinds of food. This work proposed and validated a methodology to the simultaneous
determination of eight syntetic colours ( Sunset vellow, yellow n° 5, bordeaux §, red n” 40,
red n° 17, red o 3, brilhnat blue and indigo carmin) allowed for food n Brazil, applying
the techinic of high performance liquid chromatography { HPLC). The colouring were
taken with warm water { 40 to 50° €), the solution was centrified and , after filtering in
flurope filter FHLP 01300 of 0.5 um, it was injected in the chromatography. In the
chromatophic process, the use the column ODS-2 and the mobile fases H2(/MeOH (
70:30) with 0.08m of ammonia acetate to the conditioning of the column H2ZO0/MeOH
{70:30) to the race, allowed the eluition of the synthetical lyes in twenty minutes, being
necessary 12.5 minto the conditioning of the column before another injection. The
determined detection and recuperation limits were respectively © 0.51 ug/mi and 96.3% to
the indigo carmin, 1.30 ug/ml and 98.2% to the brilhant blue, 1.02 ug/ml and 102% to the
bordeaux $, 0.57 ug/mi and 96,8% to the red v° 17, 1.10 ug/mi and 100.3% to the red n°
40, 0.51 ug/m! and 96% to the red n® 3, 0.70 ug/mi and 99.7% to the yellow n° 5, 1.83
ug/ml and 98.9% to the sunset vellow. Repeated tests showed variation levels beyond
3.3% to all the colourings. The proposed methodology, shown here, presents efficiency,

versatily, quickness and simplicity.



INTRODUCAD

Adicionar corantes aos alimentos para torna-los mais atrafivos € uma pratica de
longa dada. Muitas substancias utilizadas como especiarias e condimentos ja tinham 0
objetivo de colorir os alimentos, mas foram, gradualmente, substituidas por outras com ©
objetivo especifico de conferir cor (IFT, 1986).

Com a descoberta nos séculos XVHI e XIX dos corantes sintéticos ¢ a
constatacio da mfluéneia da cor na aparénoia e, consequentemente, na aceitagio do
alimento pelo consumidor, o interesse pelo uso dos corantes artificiais aumentou
enormemente. No entanto, alguns abusos foram cometidos com o emprego desses
aditivos chegando a serem utilizados com a intencdo de mascarar alimentos mau
processados e até deteriorados, sendo alguns inclusive sendo coloridos com substincias
altamente toxicas {(IFT, 1980}

Muitos alimentos industrializados originalmente nfio apresentam cor e em outros
a cor natural € alterada ou destruida durante o processamento e/ou estocagem, com ISso
o emprego de corantes para suplementar ou realgar a coloragio perdida e,
principalmente, para garantir a aceitagio do produto frente a0 consumidor € um recurso
muito uhlizado.

Por diversas razles € notdric o aumente no usoe de corantes sintéticos pelas
indhstrias alimenticias, principalmente numa produgdo em larga escala, garantindo a
uniformidade dos alimentos, além do que, os corantes artificials apresentarem um custo
relativamente inferior aos corantes naturais, maior faixa de coloraciio ¢ estabilidade ¢
mator poder de tingimento, tudo isso aliado & pouca dispombilidade dos corantes
naturais (SATO, 1992).

Os corantes utilizados em alimentos, até 1980, totalizavam 36 substincias

sintéticas orgdmcas ¢ 50 substincias naturais (COULSON, 1980 ) Devide a essa

bad
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diversidade de substincias com poder corante, a lista dos permitidos em cada pais varta
substancialmente. Em virtude da proliferacio de compostos corantes sintéticos e de seu
uso estendido aos alimentos, tornou-se necessaric o controle de suas aplicaghes ¢
desenvolveu-se maior preocupagdo com seus possivels efeitos a saide humana.

Existem diferentes opintdes sobre a inoccuidade dos coranfes artificiais,
consequentemente, diversos paises ou regides permitem: o uso de diferentes corantes
artifictais.

Com o aumenio da globalizagdo e consequentemente, aumento das
importaces/exportacdes, a utilizagio de métodos cada vez mais confiavess, eficientes ¢
rapidos péu"a a deteccio, identificacio e quantificacdo dos corantes se¢ faz mais
necessario. Mo basta, simplesmente, provar que um produto € colorido artificialmente,
cada corante ou mistura desses devem ser detectadas e cada corante guantificade
individualmente. Embora, varios produtos coloridos artificialmente estdo no mercado ¢
novos sio lancados a cada dia, o controle desses produtos tem sido dificultado,
principalmente, pela falta de metodelogias analiticas adequadas,

Alguns métodos, utilizando diferentes téenicas analiticas, tém sido empregados
na determinago de corantes sintéticos (WILLIANS, 1969} As técnicas mais
comumente empregadas utilizam o3 classicos métodos cromatograficos, coma a
cromatografia em papel (PEARSON, 1976, CHO et al, 1975, LEES, 1971
GRIFFITHS, 1966, SRAMEK, 1964), camada delgada (RIBEIROG-CUNHA et al., 1996,
TOLEDO ¢ GUERCHON, 1990; LEPRI et al, 1978, CLERCQ e MASSART, 1074,
GILHOOLEY et al, 1972, HOODLESS et al, 1971; GRAHAM e NYA, 1969,
CHIANG ¢ LIN, 1969, PERRY e WOOLEY, 1969) e coluna aberta (GRAICHEN e
MOLITOR, 1963; YANUKA et al, 1963; DOLINSKY e STEIN, 1962). Porém,
andlises quantitativas utilizando essas téenicas sdo mmito demoradas e produzem dados
com baixa exatiddo e precisio, A principal vantagem desses métodos classicos € a
simplicidade dos equipamentos utilizados. Meétodos por cromatografia  gasosa
apresentam aplicagdo restrita na drea dos corantes sintéticos, principalmente, devido ao
alto peso molecular, nfo volatilidade e uma limitada estabilidade térmica a altas
temperaturas apresentada pela maioria dos corantes sintéticos {TERRILL ¢ JACUBS,

1970).
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O desenvolvimento de novos equipamentos e vecheios de  colunas
cromatogréficas, tornande-as mais eficientes, € o interesse despertado pelas impurezas
presentes nos corantes, vinculadas ou formadas durante a sintese, fizeram da CLAE
{Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) uma técnica atrativa ¢ um imporiante
instrumento no controle desses aditivos (GRATZFELD-HUSGEN e SCHUSTER, 1995,
GREENWAY et al., 1992; WHITE e HARBIN, 1989, LANCASTER e LAWRENCE,
1083 e 1982, LAWRENCE et al, 1981; McKONE ¢ IVIE, 1980, PUTTEMANS et al |
1981; BOLEY et al, 1980). Recentemente, a literatura vern apresentando avangos nos
métodos de analise para os corantes artificials através de téenicas promissoras, como a
dletroforese capilar { HAWLETT PACKARD, 1995}, no entanto, ¢ uma técnica ainda
muito recente e sofisticada para analise de rotina.

O novo enfoque dado ao desenvolvimento de metodologias analiticas vem
buscando novos métodos que permitam a determinaclo simultinea de varios compostos,
com rapidez, custos relativamente baixos e que garantam resultados de qualidade
(AGOSTINI ¢ GODOY, 1997). Neste sentido, a CLAE apresenta-se como uima das
técnicas mais apropriadas, incluindo rapidez, precisio, exatidio e alta sensibilidade,
MESIO Para compostos presentes em guantidades muito baixas e em matrizes complexas,
tais como os alimentos (MACRAE, 1990}, além de permitir & andlise simultinea de
VArios corantes.

A qualidade dos dados analiticos € um fator importante para o conhecimento dos
feores reais existentes nos alimentos, com vistas, principalmente, a garantia da seguranga
alimentar. Nos dltimos anos a2 AQAC (Association Official Analytical Chemists) vem
estimulando o controle de qualidade analitica, através de planejamentos e analises
estatisticas variadas (ULBERTH, 1993; WILRICH, 1993; WERNIMONT, 1985). No
Brasil, também, a validaciio dos métodos analiticos tem sido uma preocupagic dos
pesquisadores, mas pouco se tem feito em relaglo a validagio de novos métedos para
corantes artificiais.

O objetivo deste trabathoe foi o desenvolvimento e validagio de uma metodologia,
por CLAE, para a determinagfio simultinea dos oito corantes artificiais {amarelo
crepusculo, tartrazina, vermelho 40, ponceau 4R, eritrozina, amaranto, azul brithaate e

azul de indigotina) permitidos para alimentos no Brasil.

ot



MATERIAL E METODOS
MATERIAL

Foram analisados seis (6) diferentes produtos alimenticios que apresentavam
declarado nas embalagens a presenga de corantes artificiais na sua composigio, sendo:
pos para gelatina, preparados sOlidos para refrescos, refrigerantes, bebidas isotdmicas,
balas e confeitos. As amostras foram adquinidas em supermercados da regifio de
Campinas/SP. Para a determinagdo em cada produto, duas embalagens tiveram os
contetsdos homogeneizados antes da retirada da amostra para analise. Foram realizadas,
no minimo, duplicatas para cada amostra, separando-as por cor/sabor e fabricante,

totalizando 45 amostras analisadas.
REAGENTES

s padrdes de corantes artificiais foram adquiridos da ICI do Brasi 5. A O
metanol grau cromatografico (ominsolyy ¢ o acefato de ambnio grau analitico foram
adquiridos da MERCK, Brasil. A agua utilizada no preparo das amosiras ¢ das fases
maveis foi purificada no sistema Milli-Q (MILLIPORE). As fases moveis foram sempre
filtradas em filtros fluopore FHLP 04500 de 0,5 pum de diimetro de poro e

degaseificados em banho ultra-sonico.
EQUIPAMENTOS

Apés a extragio as amostras foram centrifugadas em centrifuga marca Hitachi
modelo Himac CR21.

Para analise em CLAE foi utilizado um cromatografo a iquido HP (HELWETT
PACKARD) série 1050, com sistema de bombeamento isocratico e valvula mjetora tipo
Rheodvie & uma alca de amostragem de 20 ul de capacidade. Para a separago dos
compostos foi utilizada uma coluna cromatogréfica Spherisorb ODS-2, com particulas

de 3 um, com dimensdes de 150 x 4,6 mm d.i. (SIGMA-ALDRICH, USA) protegida por




uma coluna de guarda Micropore, Cyy , 10 pmy. 30x 46 mm di {(VARIAN). Umn
detector de arranjo de diodos {DAD) da HP série 1050, acoplade a um software HP
{hemsiation, permitiu registrar o cromatograma em trés diferentes comprimenios de
ondas, durante uma mesma corrida, o que possibilitou a analise de todos os corantes de

forma simultdnea.

METODOS

METODOLOGIA ANALITICA

Para a extragio, em pos para gelatina e preparados sdlidos para refresco, so
tomadas entre 4 a 8g de amostra previamente homogeneizada. Para balas ¢ confeifos sio
tomadas e pesadas de 5 a 8 unidades de cada cor/sabor. Refrigerantes e bebidas
isoténicas foram, simplesmente, degaseificados e filtrados. Os corantes sfo extraidos
com, aproximadamente, 20 a 25ml de dgua aquecida (40 a 50°C) ¢ as solugdes
transferidas quantitativamente para balGes volumétricos de 50 ml.. Para os confeitos, em
gspecial, os recheios sofriam uma reextragfo para garantir uma total retirada dos
corantes. Apos completado o volume com égua, uma pequena quantidade (cerca de [0
ml) € tomada e levada a centrifugagio por 10 minutos g 15.000 rpm. {3 sobrenadante €,
entdo, adequadamente filtrado em membrana fluoropore, FHLP 01300 (MILLIPORE},
com poros de 0,5um e injetado no cromatégrafo.

A coluna é condicionada pela passagem de uma soluglio de dgua/metanol (70:30)
adicionada de 0.08M de acetato de amédnio, com uma vazio de 0,5 ml/mm, por um
periodo inicial de 12,5 minutos. Apds esse periodo, a mesma fase movel, sem a presenca
do acetato de amdnio, com vazio de 0.5 mL/min, separa os corantes através de eluglio
isocratica. Os oite corantes sdo separados em 20 minutos. A coluna € recondicionada,
novamente, com a presenca de acetato de amdnio ng fase movel, por um perindo de 12,5
mimuos. Os compostos sdo detectados pela absorcio na regifio do visivel Utilizando ¢
recurso oferecido pelo softwore HP Chemstation os cromatogramas sio regstrados

simultaneamente em trés diferentes comprimentos de onda, para methor visualizagdo ¢

ed
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quantificacio, sendo | a 595nm para os corantes azuis, a 525nm para os vermelhos e para
os amarelo a 450nm.

A identificaciio dos corantes foi feita por comparagdo dos tempos de retengio,
obtidos com padrdes analisados nas mesmas condigSes, por co-cromatografia ¢ pelos
espectros de absorgio obtidos com a utilizagiio do detector de arranjo de diodos. A
quantificagiio dos corantes € feita por curvas de padrorizagiio externa, construida com 3
mveis de concentracho, sendo cada ponto representado pela média de 1rés
determinacdes.

O fluxograma da metodologia desenvolvida para a determinagio simulténea dos

corantes artificials presentes em alimentos esta apresentado na Figara L.

VALIDACAO DO METODO

LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Os limites de detecgio foram estimados com padrdes, realizando-se sucessivas
diluiges ¢ determinando a menor quantidade detectavel, aproximadamente duas a trés
veres o valor da amplifude do ruido do eguipamento. Concentragdes proximas, maiores
e menores, ao limite de deteccio encontrado para cada corante utilizando-se padres,
foram adicionadas a balas, tomando-se o cuidado de se adicionar corantes gque
originalmente n3o estavam presentes nas amostras. Apés a adigdo os corantes foram
extraidos da matriz alimenticia, conforme procedimento descrito anteriormente, €
determinado os limites de detecgio. Os limites de quantificaciio foram considerados
como sendo duas vezes o valor dos limites de detecgio para cada corante ({CAULCUTT

e BODDY, 1983).
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RECUPERACAO DE PADROES

Foram realizados testes de recuperagiio de padrbes, em duplicata, adicionados as

balas, em dois diferentes niveis de concentracio (Tabela 18).

REPETIBILIDADE

A repetibilidade foi avaliada através de determinagBes, em duplicatas, de corantes
artificiais em solugbes padric e adicionadas 4s balas. A repetibilidade foi calculada

segunde CAULCUTT ¢ BODDY (1983) atraves da formula:

R=2.92 2DP)" onde R-repetibilidade, com significancia de 90%

DP-gstimativa de desvio padrio

RUSTICIDADE

() estudo foi realizado através de plangjamento fatorial fracionado com & ensaios,
para avaliar como 5 varidveis, consideradas criticas nas etapas que antecedem &
cromatografia (Tabela 1), podem afetar as concentragdes de corantes. O plangjamento

fatorial fracionade usado foi 27 (BARROS NETQ, 1996) (Tabela 2).

Tabela 1 © Condigdes pré-estabelecidas (+) e allernativas {-) na determinacio da
rusticidade do método desenvolvido.

VARIAEIS (+) I
A peso da amostra 4 g g
B rotacio da centrifuga 15.000 10,000
L tempo de centifugaciio 10 min g min
B didmetro do poro do filtro {15 um 0.45 um
E  periodo entre extracio e injegdo ( hs 24 hs




Tabela 2 ; Distribuicio aleatdria de 5 varidvels através de um plangjamento {atorial
fracionado 2°7 (PROC FACTEX, the SAS System)

ENSAIOS VARIAVEIS

A B C 3 E
1 - - - - +
2 + - - + -
3 - + . + -
4 + + - -
3 . - + +
6 + - + - -
7 - + + - -
8 + + + +

RESULTADOS K DISCUSSAQ

ETAPAS ANALITICAS

Além da vantagem da utilizagio de sistema isocratico, a fase movel dgua/metanol
{70:30), fez com que os oito corantes artificiais permitidos pela legislagho brasileira
pudessem ser eluidos numa Gnica corida, em aproximadamente 20 minutos de corrida. O
rapido condicionamento da coluna (12,5 minutos) com agua/metanol (70:30) + 0.08 M
acetato de amdnio, antes de cada injegdo, foi significativo, pois a presenca do tamplio
melhorou a seletividade, retenclo e simetria dos picos, cont um efeito mais pronunciado
sobre a tartrazing, ¢ amaranto, o azul de indigoting, o ponceau 4R e o amarelo
creptisculo. Dados semelhantes foram obtidos por BOLEY et al. {1980), gquando
utilizaram fase movel tamponada, além de um sistema de eluicio por gradiente, para a
separagio dos corantes.

Em testes preliminares realizados, a utilizagdo de par-idnico {cetrimida- brometo
de cetiltrimetilamonio) na fase movel necessitou de um pertodo equivalente a dois dias
para condicionar todo o sistema . Embora a técnica de par-ibnico seja a mais citada para

a andlise de corantes artificiais (WHITE e HARBIN, 1989, LANCASTER ¢



LAWRENCE, 1983 2 1982, PUTTERMANS et al,, 1982 a ¢ b ¢ 1981, LAWRENCE et
al., 1981 BOLEY et al., 1980, McKONE e IVIE, 1980}, o uso desses compostos

apresenta sempre 0 inconveniente de longos periodos de condicionamento.

=l

O use do DAD acoplado a0 software HP ChemSrtion | que permite ¢ registro
cromatografico em varios comprimentos de onda simultaneamente, auxilion
enormemente nas analises, pois além de possibilitar os perfis dos espectros de absorglio,
para fins de identificacio, permitiu, também, atingir limites de deteclo mais baixos, pois
cada corante pode ser quantificado no comprimento de onda mals proximo ao seu
comprimento de onda de méixima absorgdo. Isto também pode ser alcangado mudando-se
o comprimento de onda durante o processe cromatografico (LAWRENCE et al. 1981},
No entanto, devem existir condigBes favoravels que possibilitem essa mudanga, © que,
nor vezes, tomna a etapa cromatografica muito mais demorada. As Figuras 2 a 4
apresentam 0s cromatogramas de separacdo dos corantes artificiais em solugio padrio.
Podemos observar os diferentes perfis cromatograficos repistrados em  diferentes
comprimentos de onda. Também, pode-se visualizar os espectros de absorglo de cada
corante fornecidos pelo DAD.

Os cromatogramas referentes as amostras de pds para gelating, refrigerantes,
confeitos e balas, estiio dispostos nas Figuras 5 e 6 respectivamente. Pelo fato desses
compostos absorverem na regidio do visivel, praticamente, nfio ha mterferentes.

As curvas de padronizaglo apresentaram boa linearidade, nas faixas de
concentragdo pré-estabelecidas (Anexes 1 a 4}

As composicBes qualitativas ¢ quantitativas dos corantes artificials, presentes nas
amostras aqui analisadas, sfo apresentadas nas Tabelas 3 a 8. A Legislagfio Brasileira
permite um méximo de 10mg/100g ou 10mg/100mL de corantes artificiais no produto
final a ser consumido e também no maximo mistura de até trés diferentes corantes. Nos
preparados solidos para refresco todos os sabores do fabricante da marca A, estavam
acima da legislagdo sendo que um deles apresenfou, ainda, uma mistura de 4 corantes
{Tabela 3). Todos os refrigerantes, confeitos, pos para gelatinas ¢ bebudas isotdmcas
analisados atendiam aos valores estabelecidos pela legislaciio (Tabelas 3, 4 ¢ 3
respectivamerte). Apenas uma amosira de confeito, cor/sabor marrom do fabricante B,

apresentou 4 diferentes corantes. Para as balas, das 8 amostras analisadas, 4

40
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apresentaram uma quantidade superior ao limite permitido pela legislagio (Tabela 5).
Em nenhuma das amostras se observou a presenga de corantes ndo permitidos pela

tegislacio brasiera.
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Figura 2: Perfil cromatografico de padrdes dos corantes artificiais. Condigbes
cromatograficas descritas no texto, comprimento de onda do detector a 430 nm. Em
destaque, os espectros de absorgio dos corantes amarelos ( tartrazina e amarelo
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Figura 3. Perfil cromatografico de padrbes dos corantes artificiais. CondigOes
cromatograficas descritas no texto, comprimento de onda do defector a 525 nm. Em
destaque, 0s espectros de absor¢@o dos corantes vermelhos { amaranto, ponceau 4R,
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Figura 4 Perfil cromatogrifico de padrdes dos corantes artificlais. Condigles
cromatograficas descritas no texto, comprimento de onda do detector 2 5390 nm. Em
destaque, os espectros de absorgdio dos corantes azuis { azul brilbante ¢ azul indigotina).
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VALIDACAO DA METODOLOGIA

Os limites de detecglo encontrados para os corantes artificiais em solugdo padriio
e nas balas foram os mesmos, e estio representados na Tabela 9. Os himites de
quantificacio foram considerados como sendo duas vezes o limite de detecgio. Em

nenhum trabalho revisado na literatura o1 encontrado relato desses himites.

Tabela 9 : Limites de detecgio e quantificaciio para os corantes artificiais, segundo as

condigdes de trabalho deste estudo.

CORANTE LIMITE BETECCAQ LIMYTE QUANTIFICACAG
pefml. pgfml

AZUL DE INDIGOTINA 0.51 1.03
AZUL BRILHANTE 1.30 260
AMARANTO 1.02 2.04
PONCEAU 4R 3,57 i.13
VERMELHO 40 110 219
ERITROSINA 0.51 103
TARTRAZINA .70 141
AMARELO CREPUSCULO 183 3.66

As taxas de recuperacfio, para os orto corantes analisados (Tabela 10), vanaram
entre 96-103%, nos dois niveis de enriquecimento em balas. Esses valores indicam uma
taxa de recuperagio adequada, nos nivels analisados. As porcentagens de recupera¢io
encontradas neste trabatho sfo um pouco superiores as determinadas por GRAICHEN
{1975y e GRAICHEN e MOLITA (1963), mas muito proximas as obtidas por
ASHEENAZI et al. (1991), embora esses autores tenham utifizado a cromatografia de

coluna classica para a determinacZo dos corantes em alimentos.



Tabela 10 - Recuperagho dos padrdes adicionados em dois diferentes niveis de
concentracio em balas.
CORANTE i recuperacie (%) E recuperacio (%}

AZUL DE INDIGOTINA 3.44 96.2 3o 86,4
AZUL BRILBANTE 293 9R.0 4,39 98 4
AMARANTO 241 1010 3ol 103.0
PONCEAU 4R 271 94 8 4.007 U6
VERMELHE) 40 252 H2 o 3,78 G2
ERITROSINA 281 %6 1) 4.21 96.0
TARTRAZINA 223 PR G 338 997
AMARELO CREPUSCULO 1.84 920 2 988

L It representam cs dois diferestes nivas de concentragio {me/100mL} cstudndes

i de determinagies om duplicata

A Tabela 11 apresenta

as faixas de repetibilidade esperadas entre duas

determinagdes, em solucdo padrio e em balas, com 90% de confianga. Desta forma,

espera-se que os valores fornecidos por determinacdes em duplicata, difiram, dentro dos

limites fornecidos pela repetibilidade, com a conflanca indicada.

Fabela 11

. Repetibilidade dos corantes em balas e em solugdo padifio, em dois
diferentes niveis de concentracfo (mg/100mLY*

CORANTE Concentragio Repetibilidade Conceniragio Repetibrilidade

hatas balas padrds padrio
AZLIL DE INDIGOTINA 037+ .06 4,04 33008 117
AL BRILHANTE 1. 1440 01 4l 3. 2340 016 .83
AMARANTO 2.1040.02 £.58 6.830.18 i.75
PONCEAL 4R 13.86+0.96 4,05 6.2140.30 2.26
YVERMELHO 40 5874017 170 407026 145
ERITROBINA 1.96+0.02 058 5354022 1.94g
TARTRAZINA 8.34:40.33 2.37 9524038 2.55
AMARELO CREPUBCULS 2393003 0.72 26 0243 98 4400

Nivel de significiocia 10%

* mi&dia ¢ sstimativa do desvie padeio de amostras om duplicata



A Tabela 12 apresenta as concentragdes dos corantes determinadas em balas,
por combinagBes fatorimis das  varidveis inerentes a0s procedimentos pré-

cromatograficos, na avaliagiio da rusticidade do méiodo.

TABELA 12: Concentrages (mg/100g) dos corantes artificiais em bala, através de
combinagdes fatoriais, para avaliagio da rusticidade do método.

Combinacio® | Tartrazina Amaranic Poncean 4R Amarclo Vermetho 44 Eritrosing Azud Azl
Crep. indipeting  Brithante

i 902 6.94 6.0 EER ¥ 383 341 314 315

2 1000 7.06 36l 3727 4.49 320 3.36 3.40

3 948 6. 78 6314 26.57 422 354 227 3.37

& 915 637 6G.21 2686 4,06 347 3.13 322

3 9.37 672 6.43 24.72 4.07 3.03 310 2.84

G 947 6.01 6.72 2317 3.88 316 3.22 328

7 .20 6,84 £.20 1484 4,12 494 3.15 326

8 9.43 7.08 614 25.61 393 308 324 324

média 932 6.82 6.21 2642 .07 525 3.20 i

dp .38 .18 &30 .99 .20 .22 .08 0.16

o (%) 3.94 265 486 37 4.96 414 2.56 4.85%

Fde avordo com a Tabela 2, ov : eocficieme de variago, dp: desvin padiio

Através da tabela podemos observar que a metodologia apresenta bons nivers de
reproduglo, apresentando valores de coeficiente de variagio inferiores a 5%,

J& na Tabela 13 temos os valores obtidos por analise estatistica para avaliar se
ooorrem interagles durante as etapas pré-cromatograficas que possam atetar as
determinagbes dos corantes artificiais. Essa tabela indica se uma dada variavel estudada
pode interfirir no resultado. Podemos observar que uma das varidveis estudadas

influenciou na determinagio docorantes amarelo crepisculo.
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TABELA 13: Estimativa do efeito das vanavess durante as determinagdes dos corantes

ariificiais em balas.

Corames Ohbscrvacio Variaveis®

A B C o E
Tartrazing cstimativa do efcin SARLE 09,140 0248 {110 4135
significiincia (p > £ 6.99 (.78 0.58 .77 .22
Amaranio estimitiva do efeito £5.01 362 (3,02 0.17 £.01
significAnciaip = ) .98 .94 0.92 .31 .96
Ponceau 48 estinativa do efeito 1,13 .18 820 009 .09
significineialp > .75 182 .58 083 {184
Amarelo Crep. estimativa do efeilo 0.42 -0.10 -1 88* .04 RS
significincialp > ) {1.30 0,77 .43 191 £,75
Yermelha 44 estimativa do cleito (1.2 £00 .14 .72 3,22
significinoialp > D $9z 1.00 .40 .28 .28
Eritrositia esfinmativa do efeito (.04 €10 137 4362 {1,610
significinciaip > N {182 .39 .14 0.91 1.04
Azt Indigoting estimativa do efeln .50 002 (1,08 .11 ~(1LE2
significAncia(p > N 0437 0.75 .23 4.3 .11
Ayl Brithante estimativa do ofeite .12 (.10 -0.13 -0+ (3.2}
significinciaip > D) 0.26 0,32 6.24 6.93 012

*de acordo com a Tabela 12 pr probabilidade; € valor testo-fs



CONCLUSOES

A utilizaclo de fase movel HyO/Me(OH tamponada, para condicionamento da
coluna durante 12,5 minutos entre 45 injegdes, € fundamental, possibilitande a boa
resolugdio dos corantes sem a utilizacio de pares-idGnicos.

(s dados de recuperagio e repetibilidade recomendars a aphicagio da
metodologia na determinagdo em alimentos. A andlise de rusticidade do método
mostra que a Gnica varidvel, que influéncia na determinagio do amarelo crepiscuolo €
a velocidade de rotacdio da centrifuga, sendo que as demais varidveis ndo apresentam
qualquer efeito sobre a determinagio dos corantes.

A nova metodologia mostrou resultados bastante satisfatdrios, quando aplicada a
todos os alimentos aqui estudados. No entanto, os dados obtidos apontam a necessidade
de um maior rigor no controle desses aditivos.

Recomendamos a metodologia aqui apresentada para a determinagio de corantes
artificiais, por CLAE, por apresentar vantagens em relagic aos métodos usuais,
principalmente por: possibilitar a determinagiio simultdnea dos oito corantes artificials;
simplicidade e versatiidade na etapas de extragfio; menores perdas na execugdo do

meétodo ¢ rapidez.
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TEORES DE CORANTES ARTIFICIAIS
DETERMINADOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA EM PO PARA
GELATINA

RESUMO

Dos métodos de determinagio de corantes artificiais, empregando a
cromatografia Houida de alia eficiéneis (CLAE), a grande imatoria apresentam
inconvenientes, principalmente, devido a utilizaglio de gradiente de eluigdo e/ou par-
idnico, o que resulta, normalmente, em longos periodos de condicionamento da celuna
cromatografica. Este trabalho utiliza um novo método por CLAE, proposto por PRADG
g GODOY (1998), para a determinago qualitativa e quantitativa desses aditivos. A nova
metodologia permite uma preparaciic simples da amostra ¢, no processo cromatografico,
a utilizagdo de coluna de Ciy e fazes moéveis composta de dgua/metano! tamponada com
acetate de amdnio para o condicionamento da coluna e dgua/metanol para a separagio
na coluna cromatografica. possibilitaram a eluigiio dos corantes de forma isocrética. A
detecglio fbi feita utifizando um detector de arranjo de dicdos e com o auxilic do
software HP Chemistation cada cromatograma pode ser monitorado em trés diferentes
comprimentos de onda simultaneamente, a 395 nm para os corantes azuis, 525 nm para
os vermethos e 450 nm para os amarelos. O método foi aplicado em 125 amostras de pos
para gelating comum e diel, de diversos sabores, de sete diferentes fabricantes em trés
diferentes lotes. Em todas as amostras encontrou-se urm, ou mistura de no maximo 1rés,
dos segnintes corantes: amaranto, amarelo crepisculo, tartrazing, azul de indigotina e
ponceau 4R, este altimo encontrado apenas nas gelatinas dier. Em nenhuma das amostras
fol enconirado corante artificial nfo permitido pela legislagiio brasileira e a quantidade
utilizada no ultrapassou o determinado pela legislaco brasileira. Através de analise de
varidngia, observamos a mesma composicio qualitativa para os mesmos sabores de
diferentes fabricantes, o que nio ocorre ¢om a composigBo guantitativa, que variou

muito de fabricante para fabricante. Poucas foram as diferencas sigmficativas observadas
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nos trés lotes analisados para cada fabricante, o que demonstta o bom controle na

utihizaco desses aditivos pela indGstria de alimentos.

SUMMARY

Among the methods of determination of synthetic dyes, applying the high
performance liguid chromatography (HPLC), the majority showed to be inconvenient,
specially, due to the usage of gradient eluition and ionic pair, which normally results m long
periods of conditioning of the chromatographic column this work uses a new method by
HPLC, proposed by PRADO and GODOY (1998), to the guantitative and qualitative
determinationof the additives. The new technology allows a simple preparation of the
sample and, in the chromatographic process, the usage of the column of Cig and mobile
fases composed of water/methanol tamponed with ammonia acetate to the conditioning of
the column and water/methanol to the separation of the chromatographic column, allowing
the eluition of the colours in isocratic way. The detection was done using a diode array
detector and with the help of software HP chemistation each chromatogram can be
moniionzed simultanecusly in three different lengths of wave, 593 nm for the blue
colourants, 525 nm for the red and 450 for the vellow. The method was apphed m 125
samples of jelly regular and diet powder, of several flavours, of seven defferem
manufacturers in three different shares. It was found in all the sample one, or the mixture of
maximum three, of the following colorants | bordeaux S, sunset vellow, tartrazine, indigo
carmin and ponceau $r, this last one only found in diet jelly. It wasn’t found in any of the
samole colouring which isn’t allowed by the brazilian legislation and the quantity used
didn’t go over to the determination of the brazilian legislation. Through the analyses of the
variotion, we observe the same qualifative composition fo the same flaours of different
manufacturers, but the quantitstive composition varied 2 lot from manufactorer to
manufacturer,

There were few significant differences observed in the thre shares analysed to each
manufacturer, what demonsirates a good control in the usage of these additives by the food

industry,
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INTRODUCAD

{3 emprego de aditivos guimicos em alimenios € motivo de muita polémica que gera
controvérsia envolvendo consumidores, industria, pesquisadores e governo. Os corantes
artificiais pertencem a uma dessas clagses de aditivos alimentares e {ém sido objete de
muitas criticas, j4 que seu emprego em alguns alimentos se justifica apenas por questdes de
hahitos alimentares.

A cor ¢ associada a muitos aspectos de nossa vida, influenciando nossas decisdes,
incluindo as que envolvem os alimentos. A aparéncia, seguranca, aceiiabihdade e
caracteristicas  sensoriais sfo todas afetadas pela cor. Embora esses efertos sgjam
associaches inerentes as caracteristicas psicoldgicas, eles interferem na escolha dos
produtos {CLYDESDALE, 1993},

Muitos alimentos industrializados originalmente nfio apresentam cor € em outros a
cor natural é alterada ou desiruida durante o processamentc e/ou estocagem, com 1550 ©
uso de corantes para suplementar ou realcar a coloragiio perdida ¢, principalmente, para
aumentar a aceitabilidade do produto frente ao consumidor ¢ um recurso muito utilizado. A
légica de consumo desses produtos se di pelos olhos; alimentos coloridos, vistosos,
atraentes sO podem ser deliciosos. Essa cor maravithosa se deve ao uso de corantes, um
aditive ndo totalmente inofensivo.

Os corames orglnicos sintéticos artificiais foram, progressivamente, substituindo os
corantes naturais, devido A sua maior estabilidade, poder de coloragio, maior faixa de
coloraciio e prego, além de garantir a uniformidade dos alimentos produzidos em larga
escala (SATQ, 1992).

Com o aumento da globalizacio e conseguentemente aumento das
importagBes/exportagdes, a utilizacio de metodos mais confidveis, eficientes e répidos para
a detecciio, identificacio e quantificagiio dos corantes se faz cada vez mais necessério. Com

as restrigbes das legislagBes em relagio 48  quantidades permitidas e as
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tendéneias futuras de se aumentar essas restrigdes, ¢ problema passou a ser alem da
wentificaglio, a quantificacio desses corantes em alimentos. O Brasil permite uma
quantidade méaxima de 10 mg/100g 0o produto final e uma mistura de no méaximo trés
dos seguintes corantes artificiais: Tartrazina, Amarelo Crepiisculo, Amaranto, Ponceau
4R, vermelho 40, Eritrosing, Azul Indigotina e Azul Brilhante (ALMEIDA, 1987,
AMARAL, 1984),

A determinacdo de corantes sintéticos em alimentos tem sido feita por métodos
cromatograticos tradicionais e, mais recentemente, utilizando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (GRATZFELD-HUSGEN e SCHUSTER, 1995, GREENWAY ¢t al,
1992, WHITE e HARBIN, 1989, LANCASTER ¢ LAWRENCE, 1983 ¢ | 982
LAWRENCE et al, 1981, McKONE ¢ IVIE, 1980; BOLEY et al., 1980, PUTTEMANS
et al, 1981). PRADO E GODOY {1998) desenvolveram e validaram uma metodologia,
por CLAE, que, além das vantagens de eficiéneia na separagio, rapidez e simplicidade,
permite a separagio e quantificagio dos oito corantes permitidos em uma fnica corrida,
utilizando sistema de eluigdo isocrético sem a adighio de par-idnico 2 fase movel.

Este trabalho teve como objetivo a determinagiic dos corantes em pds para
gelatma utilizando 3 CLAE. A escolha desse alimento para as andlises se deve ao fato de
ser um produte ampla e habitualmente consumido, principalmente pela populagio
infantll, ¢ por ser um produto onde os corantes artificiais sdo tradicionalmente

empregados em sua composigio.
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MATERIAL E METODOS
MATERIAL

Foram anafisados varios sabores de cinco e guatro diferentes marcas de pés para
gelatina comum ¢ dfes, respectivamente. Para cada marca/sabor de gelatina comumm,
foram analisados trés lotes diferentes, identificados pela data de fabricacdo apresentada
na embalagem. As amostras de gelating comum e dief foram preparadas homogeneizando
todo o contetido de duas embalagens em moinho de facas, com peneira de 60 mash. As
anlises foram sernpre realizadas em duplicata. Todos os produtos foram comprados em

supermercados da regifio de Campinas, $3o Paulo e Limeira, totalizando 125 amostras.

REAGENTES

Os padries de corantes artificiais foram adquiridos através da 1C1 do Brasil 8 A
0O metanol utifizado com grau cromatogrifico (ominsolv), soluglio amoniacal ¢ ¢ acetato
de amoénio foram adquiridos da MERCK Brasil ¢ cartuchos de sep-pak Cis. A adgua
utilizada no preparo das fases moveis ¢ das amostras fol purificada no sistema Milli-()
(MILLIPORE}. As fases moéveis foram sempre filtradas em flros FLOUPORE
{(MILLIPORE HAWP 0013) de 0.5 um de diametro de poro ¢ degaseificadas em banho

ultra-sénico.

EQUIPAMENTO

Apés a extracho as amostras foram centifugadas em centrifuga marca Hitachi
modelo Himae CR21

Para analise em CLAFE foi utilizado cromatografo a lquido HP série 1050, com
sigtema de bombeaments isocrético e valvula injetora tipo Rheedine e uma alga de

amostragem de 20 pl de capacidade. Um detector de arranjo de diodos (DAD) HP série



1650, acoplado a um soffware HP Chemstation, que apresenta o 1ecurso de visualizagio,
em até cinco diferentes comprimentos de ondas em uma mesma corrida cromatogréfica,
possibiliton a analise de todos os corantes de forma simultinen. Para esse trabalbo,
utilizaram-se os mesmos comprimentos de onda propostos por PRADO ¢ GODOY
{1998}, 595nm para os corantes azuis, 525nm para 08 vermelhos e 450nm para os
amarelos. Foi utilizada como coluna analitica a Spherisorb ODS-2 de 150x4,6mm di, 5
um {SIGMA-ALDRICH, USA), protegida por uma coluna de guarda Micropore 30x4,6
mm d.i, Cy 10 pm (VARIAN, USAJ.

METODOS

Pesou-se entre 4 a 5g de amostra, previamente homogenizada, para a extragao
dos corantes. Devido a simplicidade da matriz as amostras foram simplesmente
dissolvidas em agua quente {40 a 50°C) e o volume ajustado com agua em balio
volumétrico de 50mb. Apés o ajuste de volume, uma pequena fragio {cerca de 10 mb}
era coletada e cemtrifugada por 10 minutos a uma rotagdo de 15000 rpm. O
sobrenadante era filtrado em membrana flucropore, HAWP 001300 (MILLIPORE), com
poros de 0,5um e depois injetado no cromatdgrafo.

Foram realisados também testes com & segundo PEARSON [(1976) e com

cartuchos de sep-pak Cre de acorde com CHIANG e LIN, (1969},

FTAPA CROMATOGRAFICA

Antes da injegfio da amostra , a coluna era condicionada, por um periodo inicial
de 12,5 minutos, a uma vazdo de 0,5 ml/min, pela passagem de uma solugio de
4gua/metanol (70:30} adicionada de 0,08M de acetato de amdnic. Imediatamente, a fase
mével ¢ trocada por uma nova fase movel constituida apenas de agua/metanol, nas
mesmas proporciies, mas sem a presenga do tamplo. Com esta faze movel os corantes

sio separados através de um sistema de eluigho isocratica, com uma Vazdo de 0.3

B4
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mb/min. O tempo necessario para a separaragio dos oto corantes foi de 20 minutos. A
coluna foi condicionada, novamente, pela passagem da fase movel tamponada por um
pertodo de 12,5 minutos antes de ser acionada uma nova corfida.

DETECCAQ E IDENTIFICACAD

Os compostos sdo detectados através do detector de arrango de diodos (DAD) na
regido do vistvel O recurso oferecido pelo software permitiu © registro grafico de cada
cromatograma nos trés diferentes comprimentos de onda estabelecidos: 595 nm para o3
corantes azwis, para os vermelhos a 525 nm ¢ 08 amarelos a 450 nm,

Os corantes foram identificados através da comparac3o dos fempos de retenciio
obtidos com solugbes padrio analisadas nas mesmas condigdes ¢ pelos espectros de
absorgio obiidos pelo DAD. A adigio de padres as amostras tambem fo1 usado como
parAmetro de identificaciio (co-cromatografia). A guantificagiio foi realizada por
padronizacio externa, construindo curvas com 3 niveis de concentragio, sende cada

ponto representado pela média de trés determinagdes.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A simplicidade das matrizes permitiu que as amostras fossem apenas dissolvidas
em agua quente, centrifugadas, filiradas ¢ injetadas no cromatdgrafo. Essa téenica
simples de extraclic fol comparada com a téenica de extraciio através da 13 pura
(CORRADI ¢ MICHFELI 1979, PEARSON, 1976, LEHMAN et al., 1970} O emprego
de 18 para extraglo resultou sempre em quantidades inferiores devido, principalmente, a
nfic adsorgio completa pels 1§ e pela dificuldade de se retirar quantitativamente os
corantes impregnados na mesma. Este fato ja havia sido observado por muttos
pesquisadores (GILHOOLEY et al,1972; LEHMAN,1970; YANUKA,1963,
DOLINSKY e STEIN, 1962}

A utilizacdo de coluna de poliamida para limpeza {GILHOOLEY et 3l 1972;
CHIANG e LIN, 19693, bem como a utilizaglo de cartuchos de sep-pak C (CHIANG e

LIN, 1969}, se mostraram desnecessarios para a limpeza das matrizes estudadas, 0 que
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representou uma sensivel sconomda na realizagfio do método de analise, devido ao alio
custo desses materiais, além de diminuir a5 perdas em decorréncia do mator manuseio da
amostra. A efapa de centrifugago ¢ suficiente para facilitar no processo de filtragio
subseqguente.

A utilizacio de sistema isocratico com fase mével tamponada, apresentou grande
vantagem, principalments pela nfio utilizagio do par-idnico e pele pequenc tempo de
condicionamento necessario para o sistema cromatogrifico, apenas 12,5 minutos. O uso
de uma fase movel tamponada no condicionamento da coluna foi significativo, pois a
presenca do tampdio aumentou a resohuglio entre os corantes farfrazina, amaranto, azul
de indigoting, ponceau 4R e amarelo creplsculo.

Tais dados coincidem com 0s encontrados em sistemas isocraticos, mudando-se o
comprimento de onda ou a fase mdvel dos sistemas parz a obtenglio de misturas de
padrdes de corantes artificiais (PUTTERMANS et al,, 1981). A fase mével tamponada
pode afetar de duas maneiras a afinidade do composto para com a fase estacionaria: ©
tampao pode ser utilizado para suprir a fonizagdo, e/ou para reduzir a solubilidade do
corante pela fase mével (BOILEY et al,, 1980). Esses dados confirmaram a eficiéncia de
eluentes tamponados na separacio dos corantes artificials (LAWRENCE et al, 1981
BOILEY et al.| 1980).

Em testes preliminares, a utifizagio de brometo de cetiltnimetilamonio {cetrimida)
necessitou de um perfodo equivalente a dois dias para condicionar todo o sistema
{PRADC & GODOY, 1998). Embora a técnica de par-idnico seja 4 mais recomendada
para & analise de corantes artificials (LAWRENCE e al, 1981; YANUKA,1963), o uso
desses compostos apresenta sempre o inconvenientes de longos periodos de
condicionamento.

As compesipbes qualitativa e quantitativa dos corantes artificials presentes nas
amosiras sio apresentadas nas Tabelas 1 e 2. Dos oitos corantes permitidos pela
legislaglio brasileira, cujas estruturas s3o apresentadas na Figura 1, foram enconirados
nas amostra analisadas apenas: a tartrazina, o amarelo crepusculo, o amaranto, o azul de
indigotina ¢ o poncean 4R. O amaranto foi o corante artificial quantitativamente mais
utitizado pelo fabricantes de gelatina {Figura 2), ¢ ainda esteve presente em um maior

mimero de amostras analisadas. O ponceau 4R foi encontrado em apenas duas marcas de
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gelatina dier que, comcidentemente, s& fabricam alimentos d¥er. Nas outras marcas de
selatina diet, que também fabricam o pd para gelating comum, a composiglio nos dois

tipos de produtos foi 3 mesma para os diferente sabores.
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TABELA 1 : Teores de corantes artificiais {mg/100mL) em po para gelating comum™.

SABOR CORANTE MARCA
{ma/108mL} A B L D E
MORANGD turirazing {8+ 1
amaranto 424328 3.740.3Y 162+ 02¢ 1 00 6 434 07n
amarels crep. 344028 2. TH b 3.5405.5a 22541040 ot 2e
total T4 6.4 312 365 637
ABACAX] tartrazina PATHD e 2.3+ 3 3.3 1 2.9+ 3¢ 084024
amarele crep. 1331028 {1460 Oda 3.343.3b {32000 Ode 01230 Hie
total 2.1 290 .8 31 a2
CEREJA amaranic 10,6343 3a & &41.50 4.79Hi0c 3024
LIMAO tatrazing 1.614004a 1.56H.05a 20541000 19760020
indigoting {1,330 (la (.60H) 070 0.6THI 43b 20000
total 1.96 2 72 217
va amaranio 3240 da 100 307 2 45940070
indigntina .64+ 68a 0,494 G3h 04640090 0224030
total 384 3.54 3.92 2.7
FRAMBOLSA | tarérazina £.904H5.2
amarinio 34020 248G 4030 414120
amarels crep VO3E0 0 1AL
total, 403 398 50
TARGEHRINA tartrazing (3028 | 01750 50
amarelo crep 1402 0.5H).3b
total, 1.6 0.67
PESSEGO tartrazing £3.43H0.07a L6509
ram&m!e crep totald  DA5HI 022 (.41 48
.98 1.85
FUFTI- ArnArnetn 131007 4 340 3b
FRUTTI tarfrazing 1080 028 2930 01h
amarels erep 213005 (1 434H0.007h
Eofal 4.52 798

#ew resniliadon aprescriados s3o rddias ¢ ctimative &0 desvio padrdo de duas ammostras analisadas epa dupleata
tetros e nw mosma Hinha indicam que nfis ié diferenys significativa ao nivel de 5% de significhneia
supagos em braneo fndicam sorantes nfo encontrades
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TABELA 2 - Teores de coranfes artificiais (mg/100iml) em pé para gelatina dier™.

SABOR CORANTE MARCA
{mpg/160mL) A D F i
MORANGO apranio 5.6620.08a 202090 37240 0
wmarelo crep 4 160100 0. 771050
total 482 2.7 372
ABACAXE tarirazing 2.130.04a 1,924 0%a 20040 2a
CEREIA anaranic 0.7 4a 4134130 23681010 4,641 7h
pencean 4R RSN 3at7a
$utal 16.7 413 §.15 14.2
1
LIMAG tatrazina §.E2H0 020 IBH IR
indigotina .34 062 114030
total 2.36 4.9
FRAMBOERA amaranio 4. 240 .4a 3241 24 43440025
amarelo crep 3.840.1a 6341 .9
tutal 1.4 9.7 4.34

s resudtados apresentados sto medias e estimativa de desvio padiiia de duas amostras malisadas om duplicaia
Ieteas dguals na nresma Hoba indicam que nfio ba diferonga significativa e wivel de 5% de mignificiocia

espacos em branco ndicam sormites uiio snovntrados
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Figura 1- Estrutura quinmica dos corantes artificiais permitidos no Brasil
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As analises estatisticas foram realizadas nas amostras de gelatina com a inten¢do
de se verificar diferengas significativas na composigiio quantitativa de coranies para um
mesmo sabor entre as diferentes murcas, Tabelas 3 ¢ 4. Na maioria das amostras
analisadas, ocorreu diferenca significativa, nivel de 5% de significicia, nas quantidades
de corantes artificiais utitizadas nos mesmos sabores de diferentes marcas, chegando em
algumas situacdes a se utilizar uma quantidade seis vezes maior de um determinado
corante. Ja no caso das gelatinas dies, praticamente, ndio houve diferenca significativa dos
corantes utilizados entre os diferentes fabricantes.

Trés diferentes lotes, de trés diferentes fabricantes, de pd para gelatina comum
foram analisados. Na Tabela 3 e 4, estdo apresentadas as concentragfes para cada lote
das diferentes marcas, divididos por sabores. Pelo resultado da analise de varidncia temos
que, a maioria dos fabricantes manteve um bom controle na utilizacdo desses aditivos.

A Figura 3 mostram os cromatogramas de duas amostras de gelatina, uma

normal e outra dief, nos trés comprimentos de onda.



TABELA 3 Compuragio cotre lotes dos teores de corantes artificiais {me/100mdl) em pd para
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__lgaiaiimg.*,

SABROR CORANTE MARCA LOTE EOTE 2 YATE S
tartrazina E i1 B0 1a 675028 0 8930 0a
A 3.4+3.2a 339007 37O

B 27000 3820 3.0 2

amurele erepisoui Lo 3.5HN 5 3.25H)08a 3.2H)2a
i} 225340 (g 333k 3.25H U0b
E 16402 21845 .03b 1RO Oy

MORANGD

A S 42443 3n AR50 04n
B 3.7 3 4 340.1hb 4 14H1 04b

amaranic £ 16240028 412 {4510

1 146 Oda 1 590020 1D

) 3 1440074 4 31 da 4 3+ Ia

A 1.374+0.028 1,34 1y T+ da
B 23+ 3 2.30.4ds 22520 0%

fartrazing C 3.5+ 5 3540 5 32460 1a

ix 3 O+ 3a Z.4t8 1a 2.7+, 3a

E 0.8+ 22 (80 Olg 0.7+ 2a

ABACAX]
A A3 (.390.024 (34540 s
B {14648 03a .40 (530 0.41HL07a
amurelo crepiscale L 4.34.1a .10 05k 082155 053¢
B {2000 5 G103 .75 (s
E {L12H108a 31007 {50730 00
A {.6ai40d4a 1630 a 1584107
tartrazing B 136403 050 1611028 1.6530.004
C 255+00a 1.6 1h 213 0Ta
1] 1924 L7 1 33HL03D
LTIMAO

A 1 3540 O G414 2s (1. 72H0 330
azyl de indigoting B a0 020 (15351034 1050020
< (.6THL.0 3 0.5 2 0218 030
] (2080 0 {1.23:0.02a (1600000

A 16,6438 Hod Ta 994 3a
CEREIS avaranty ] 6.64) 5. H.5H). 20 G RAH0.07s

I 4 T 0 513 2a .24 .45

E 304028 1. 75030 2802a

s rostyiados sRo medias & estemativa de dovelo padeio de dwws smestras snslisaday e duplicsta

Ietras fgmals na mesox nha indisam que o hd diferenga significativa, nival do T de significincta
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TABELA 4 Comparagio entre lotes dos teores de corantes artificials (mg/100ml) em ¢ para

clatina®
SABOR CORANTE MARCA LOTE 1 LOTEZ LOTE 3
turirazina A 0,43 (% §1. 30443 O {1.38) 060
PESSEGO £ 10583092 P02 2 2% U
amiarelo creplsculo A (L35:0.028 3940 040 (.38 060
E {184tk 4 07O 0.12240.00a
A 3.240.4da 24+ 4h Z. 1440 (05
amaranin B 3L 02a 21940070 3701
C 34640 07 35347 3010
I 240007 3 44120 2440 24
Uva
A (.64 08a (4640 040 0TI O
axul de indigoting B (.49 034 13.54H3 078 07241620
o 4.464H0,09a 0.170.050 0.23H0.00b
i3 02240 B4a (276028 2102
tartrazing A 1.08H G2 1.7 6 (5,850 3
E 293200z 3 1T7HLO% 32403
TETTERFRUTTE smavelo crepisculo A 2.1330.05a 220*0.04a 194 7a
B 85 07 9 la {3 T9R5 028
amaranto A 307 1.4 2a (19 2
E 4 240, 3 4.9 3a 4 T4 Ta
tartrazing E 0.9+ 2a {3 Bty Gada 04 10020
amarelo erepliscalo A P03 01a 1.440.4b 1461020
FRAMBOESA ¥4 1.3Hi.2a 160 2a b 3a
amarants A 303124 3.15H .08 AR O
k) 7 48+ ida 3 40H03h 2736 030
E 31103 339003 33452
tartrazing A {} 300120 (.47H e (1. 4250.07a
o 0.1 440 (g 17 Qda 0803
TANGERINA
amarelo crepascolo A 1140 2a 1270070 1310010
B .34 3a 6430.01a (44018

o roaciados 530 medias ¢ osthmativa de deseio padeiio de doas smostras snslisadas em duphoeata

letens ignais na mesma Hoha indicam gue ndo bd diferenge significative, nivel de 3% de signiticincia
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Figura 3 Perfis cromatograficos nos trés comprimentos de onda de leitura para © (a)
gelatina comum cor/sabor framboesa; {b) gelatina dies cor/sabor abacaxi. Condigdes
cromatograficas descritas no texto.
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CONCLUSQES

Na matoria das amostras de gelatina analisadas o limite estabelecido pela
legistacio brasileira {10mg/100mL ou 10mg/100g) foi ultrapassado. Somente em duas
amostras de gelatina sabor cereja, fabricante A, foram encontrados niveis um pouco
superiores, Também nilo foram encontrados misturas de mais de 1rés corantes € corantes
nao permitidos.

O amaranto fol o corante quantitativamente mais encontrado e estendo presente
e um maior ndmero de amostras. (O ponceau 4R foi encortrado apenas nas amostras
diet,

Comparando-se os teores de corantes entre as gelatinas comum e dief, observou-
se uma tendéncia do uso em quantidades maiores em produtos dief.

A composicio qualitativa e quantitativa encontrada nos diferentes lotes para cada
fabricante mostrou o bom controle na utilizagio dos corantes siniéticos.

Em vista dos resultados obtidos, a metodologia aqui aplicada mostrou-se
hastante satisfatéria, demostrando um bom potencial para a sua aplicagdo em outros

tipos de produtos alimenticios.
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TEORES DE CORANTES ARTIFICIAIS EM
ALIMENTOS DETERMINADOS POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA.

RESUMO

A cor estd associada com muitos aspectos da nossa vida e influéncia muitas de nossas
decisBes no dia-a-dia, incluindo agquelas que envolvem alimentos. A aparénoia,
seguranga, caracteristicas sensoriais e aceftabilidade do alimento sdo todas afetadas pela
cor. Corantes alimentares, tantos os de origem sintética como o3 naturais, sdo muito
utilizados em alimentos processados e bebidas. Eles servem para suplementar ou atribuir
uma cor que € destruida durante o processamento e estocagem, e aumentar
significamente a aparéncia e aceitabilidade de alimentos originalmente sem cor, como € ©
caso das bebidas carbonatadas balas e confeitos em geral. Com a finalidade de ganbar
cada vez mais um mercado competitive, as industrias de alimentos langam méo de novos
produtos a cada dia. E o caso de ceresls matinais com sabores de frutas e coloridos
artificialmente, com a finalidade de estimular ainda mals o consumo destes,
principaimente, pelo publico infaniil. A Legislagio Brasileira permite a utilizagio de no
méximo uma mistura de trés corantes artificiais ¢ uma guantidade de até 10mg/100g ou
10mg/100mL no produto final & ser consumido. Fica claro que, além da identificaggo, €
necessario a quantificagio desses aditivo nos alimentos. Neste trabatho utilizou-se uma
nova metodologia desenvolvida por PRADO e GODOY (1998), empregando a CLAE.
A wilizacio de coluna ODS-2 e fase mdvel tamponada para condicionamento da coluna
¢ H,O/MeOH para a corrida, aliada a utilizagio de detector de arramjo de diodos (DAD)
com leitura simultinea em trés diferentes comprimentos de onda, possibilita a eluigdo dos
corantes em 20 minutos, serdo necessarios 12.5 min. para o condicionamento da coluna.
O método foi aplicado em diferentes tipos de alimentos, como cereais matinais coloridos,
refrigerantes, bebidas isotdnicas, preparados sélidos para refresco, sucos concentrados
artificiais, sucos naturais, confeitos de chocolate, gomas de mascar e balas. Em cereais

matinais coloridos artificislmente em apenas duas cores/sabores ndo ultrapassaram ©



limite permitido. Nas porgSes recomendadas para consumo pelos fabricantes em todas as
amostras analisadas, os Hmites ultrapassaram os permitidos pela legislagiio brasileira. Das
cinco variedades de bebidas ndo alcodlicas, apenas os preparados sdlidos para refresco
apresentaram problemas, em duas das quatro marcas analisadas, onde o limite maximo
estabelecido foi ultrapassado. Os resultados dos tecres de corantes nos trés tipos de
gonfeitos indicam que esse tipo de produto necessita de uma methor fiscalizagiio por parte
do governo, uma vez que ele ¢ destinado principalmente, para o publico infantil. Em vérias
marcas analisadas os limites maximos estabelecide por let foram ultrapassados, tanto

guantitativamente quanto nas mistura de mais de trés corantes.

SUMMARY

The colour is associated with many aspects of our lives and influences our daily
decisions ,including those which mmvolves food. The appearence, security, sensorial
characteristics and acceptance of the food are affected by the colour. Food colouring, as
well as the ones of sintetic origin as the natural, are very much used in food and beverage
processing. They are used to add or to attribute a colour that is destroyed during the
processing or stockage, and to increase significantly the appearance and acceptance of
food originalty without colour, as in the case of carbonated drinks, candies and sweet in
general. With the purpose of getting even more the competitive market, the food industry
register new products every day. It is the case of morning cereal with flavour of fruit and
artificially coloured, with the purpose of stimulating even more it consume , specially, by
the youth. The brazilin legistation allows the use of maximum the mixture of three artificial
colouring and amount of to 10mg/100ml to the final product to be consumed. It is clear
that, besides the identification, it is necessary the quantity of these additives in the fpod. In
this work it was used a new methodology developed by PRADO and GODOY (1998),
using HPLL. The use of the colunm ODS-2 and mobile fase tamponed 1o the conditioning
of the column H2O/MeOH to the race, associated to the usage of a diode array dectator
{DAD) with the simultaneous reading in three different lengh of wave, allows the eluition
of the colouring in twenty minutes, being necessary 12.5 min to the conditioning of the

cohwmn. the method was applied in different types of food, such as coloured morning
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cereals, soft drinks, isotomic drinks, solid preparation to refreshments, concentrated,
artificial juice, natural juice, chocolate candies chewing gums and toffee. In artificially
celoured moming cereals with only two colours don’t surpass the surpass the allowed limit.
In the recomended portions for consume by the manufacturers in all the samples analysed,
the imit surpass the ones allowed by the Brazilian of the five varieties of non alcoholic
drinks, only the sohid preparation for refresments showed problems, in two of four analized
brands, where the maximum stablished limit was surpass. The results of the colouring
wording in the three types of candies indicated that this kind of product needs a better
fiscalization on the part of the government, as if is mainly indicated for children. In several
analised brands the maximum limits established by law were surpassed, as in the quantity as

in the mixture of more than three colours,

INTRODUCAQG

Enquanto a maioria das empresas do setor de alimentagfio soffe com a onse
econdmica, as mdustrias de balas, bombons, drops e gomas de mascar nem chegaram a
sentir os efeitos da crise. Ao contrario, fabricar e vender guloseimas tem engordado, ano
pos ano, o faturamento de mais de 100 empresas do ramo.

Com produtos baratos, como as balas avulsas gque podem custar apenas alguns
centavos, os fabricantes de guloseimas colocam em pratica o vetho ditado popular,
reunindo mithSes de tostio em tostio. Também no varejo, trata-se de uma linha lucrativa e
indispensavel para oz mais de 400 mil revendedores espathados por tode o pais O
consumo de guloseimas, praticamente, ndo pesa no bolso, & uma bala muitas vezes substitul
a moeda do troco. A caracteristica prego, aliada 3 farta rede de vendas, garanie o sucesso
do setor. Uma vez que o setor & extremamente competitivo, oferecendo 220 marcas
diferentes para uma linha, que nfo ultrapassa a 40 tipos de produtos, as empresas lancam
mio de diversos artificios para conquistar o mercado, desde altos investimentos em
propaganda, até tornar as guloseimas as mais atrativas possivel, o que justifica a grande
uitlizacdo de corantes artificiats para tal finalidade (GUIA OESP_1991). O mesmo vem
ocorrendo com outros produtos, como as bebidas n#o alcoolicas e cereais matinais

coloridos. Infelizmente, o consumidor por st 56 ndo é capaz de controlar a propria
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exposi¢lio aos corantes, e consequentemente ndo pode avaliar se o beneficio recebido
justifica ¢ n1sco a que estd exposto (YANUKA et al, 1963},

A repulamentagdo dos corantes e a necessidade de controle de gqualidade do
governo sobre as empresas tem forgado o desenvolvimento de novas téonicas analiticas
capazes de responder nfic sO a demanda do ntmero de andlises, mas de forma rapida e,
principalmente, confidvel Com essa finalidade ¢ que atualmente varios meétodos
envolvendo a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) est@o sende usados para
determinar qualitativamente ¢ quantitativamente esse tipo de aditive (LANCASTER ¢
LAWRENCE, 1991; LAWRENCE ¢ LANCASTER, 1981, BOLEY ef al, 1980
McKONE e IVIE, 1980; McKONE e NELSON, 19801

O presente trabalbo teve como objetive a determinacgio simultdnea dos corantes
permitidos no Brasil em varios tipos de slimentos, através de uma metodologia utiizando
a CLAE {PRADO ¢ GODOY, 1998). A escolha de confeitos, bebidas ndo alcoolicas ¢
cereats matinais colondos para as andlises deve-se, principalmente, ao fato de serem
produtos  amplamente consumidos, especialmente pela populagdo infantd, e por

apresentarem corantes ariificials em sua composicio.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Foram analisados alguns tipos de guloseimas de varios sabores, sendo: balas
duras e mastigdvelts; gomas de mascar e confeitos de chocolate coloridos artificialmente.
Amostras de quatro variedades de bebidas nfio alcdolicas de varios sabores, também
foram tomadas @ refrigerantes, preparado sOlido para refresco, bebidas isotdnicas, suco
concentrado artificial e suco natural de frutas (acerola, cupuacu, tapereba). E mais irés
marcas diferentes de cereals matinals, gue comém em sen interior varies sabores. Para
todas as amostras foram analisados 2 lotes diferentes, wdentificados pela data de
fabricaglio. As amostras foram preparadas separando ~ se por coresfsabores. As anslises

foram sempre realizadas em duplicata. Antes da tomada da amostra analitica, os



atimentos foram homogeneizando em mulfiprocessador de alimentos. Todos os produtos

foram comprados em supermercados da regidio de Campinas, SP.

REAGENTES

Os padrdes de corantes artificiais foram adgquiridos da ICT do Brasit SA. O
metanol utilizado com grau cromatografico {(ominsolv) e ¢ acetato de amdnio foram
adquiridos da MERCK Brasil. A dgua utilizada no preparo das fases mdveis e das
amostras foi purificada no sistema Milli-Q (MILLIPORE). As fases moveis foram
sempre filtradas em filtros FLOUPORE (MILLIPORE HAWP 0013) de 0,5 um de

didmetro de poro, e degaseificados em banho ultra-sbnico.

EQUIPAMENTO

Para analise foi utiizado ¢romatografo a liquido HP série 1050, com sistema de
bombeamento isocratico, valvala injetora tipo “Rheodyne”, com alga de amostragem de
20 ul. ¢ detector de arranjo de diodos (DAD) HP série 1030, acoplado a um software
HP Chemstation, que apresenta o recurso de visualizaciio de ate cinco comprimentos de
ondas diferentes numa mesma corrida. Foram utilizados os comprimentos de onda de
395 nm para os azuis, 525 nm para os vermethos ¢ 450 nm para os amarelos.

Para a separagio cromatografica utilizou-se uma coluna Spherisordb ODS-2 de
150 mm x 4,6 mm 4. 1, Cp de 5 pm, protegida por uma coluna de guarda Micropore

30mm x 4.6 mm d.i. Cig, de 10 um.
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METODOS

METODOS ANALITICOS

Pesou - se entre 4 a 9 g de balas, gomas e confeitos de chocolate coloridos {em
geral eram tomadas algumas unidades de cada amostra), para a extraglio dos corantes.
As amostras foram simplesmente dissolvidas em agua guente (4G a 507 C), e o volume
ajustado para 50 ml. Em especial, os confeitos de chocolate e gomas foram lavados
varias vezes com agua, para garantir completa extragdo.

Para os cereais matinais coloridos pesou-se entre 3 a § g de amostra, previamente
homogeneizada. As analises foram realizadas separando-se as amostras por cores/sabores
¢ na porglo recomendada para consume pelo fabricante (30 g). Soluglio amoniacal 10 %
em etanol mostrou-se mais eficiente que a 4gua para a extragdo dos corantes em cercais
matinais coloridos. Lavagens sucessivas foram realizadas até completa vetirada dos
corantes. As aliquotas retiradas eram unidas e concentradas em roto evaporador (70° C)
at¢ um volume final de 50 ml. As amostras tiveram seus volumes ajustados com agua,
obtida do sistema de filiracio Milli 3. O volume final das amostras de porciio
recomendada, tiveram seus volumes finais ajustados para 250 mb, por se tratar de uma
guantidade tmcial 10 vezes maior gue a normalmente uiithzada.

Pesou-se enire 4 a 5 g de amostra dos preparados sélidos para refresco,
previgmente homogeneizadas. Devido & simplicidade da matriz, ndo fol necessério
nenhuma preparagdio da amostra para a andlise. Az amostras foram simplesmente
dissolvidas em &dgua e ¢ volume ajusiado para 50 mL. Para as amostras de suco
concentrado artificial, foram tomadas aliquotas de 2,0 mL e dissolvidas em dgua. As
dissolugdes segutram a recomendacio do fabricante (1:130}.

(s refrigerantes, as bebidas isotOnicas e os sucos naturais de frutas, receberam
apenas um tratamento de degaseificacio em sistema de ultra-som.

Em todas as amosiras, apos o ajuste de volume, era coletada uma fragio, e

centrifiigada a uma rotagio de 15.000 rpm por 10 min..
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Apds a centrifugacio o sﬂi}reﬁa{iante.(cﬁrca de 10 mL) era filtrado em membrana
tipo HAWP de 0,5 pm (MILLIPORE), com poros de 0,5 um, e injetado no
cromatografo.

Todas as amostras foram analisadas em duplicata, exceto a por¢io recomendada
de cereais matinais coloridos que fol realizada em guadriplicata, coletando-se a

amostragem aleatoriamente do pacote.

CROMATOGRAFIA

Para analise em CLAE foi utilizado um cromatdgrafo a Houido HP (HELWETT
PACKARD) série 1050, com sistema de bombeamento isocratico e valvula injetora tipo
Rheodyne e uma alga de amostragem de 20 pl de capacidade, Para a separagiio dos
compostos foi utifizada uma coluna cromatogréfica Spherisorb ODS-2, com particulas
de 5 pm, com dimensdes de 150 x 4,6 mm d.1. {SIGMA-ALDRICH, USA) protegida por
uma coluna de guarda Micropore, Cig , 10 pm,. 30x 46 mm di (VARIAN) Um
detecior de arranjo de diodos (DAD) da HP série 1050, acoplado a um software HF
Chemstation, permitiu registrar o cromatograma em trés diferentes comprimentos de
ondas, durante uma mesma corrida, o que possibilitou a analise de todos os corantes de
forma simultinea.

Os corantes foram separados através de um sistema de eluicdo isocritico. A
coluna era condicionada pela passagem de uma soluglio de agua/metanol 7030 + 0.08 M
de acetato de amdnio por 12.5 minutos, ¢ apds esse pericdo era acionada a corrida com
mucanga de fase movel para dgua/metanol 70:30. Em ambos os casos a vazdo erade 0,5
mL/min. O tempo de corrida para a separacio dos corantes era de 20 minutos (PRADO
e GODOY, 1998).

O fluxograma da metodologia desenvolvida estd apresentado na Figura 1.
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DETECCAQ E IDENTIFICACAD

Os picos foram detectados através do detector de arranjo de diodo (DAD). Os
corantes foram divididos em trés grupos | os azuis foram detectados a 595 nm, 08
vermelhos a 525 nm e os amarelos a 450 nm.

(s corantes foram identificados pelos tempos de retenglio em comparagdo com
os tempos de retencdo dos padrdes analisados nas mesmas condicdes ¢ pelos espectros
de absorgdio obtidos pelo DAD (Anexo §). A adi¢iio de padres nas amostras também foi
usada como pardmetro de identificacdo (co-cromatografia). A quantificagiio foi realizada
por padronizagio externa. Foram construidas curvas de padronizagdo para cada corante
artificial, com 5 niveis de concentragio, sendo cada ponto média de duas injecles

{Anexos | a 4).



pesagem da amostra

L2

axtragao

¥

concentracio e apste de volume com H,O
¥
centrifugacdo e filtrapem do sobrenadante em
menibrana tipo HAWP de 0,5 un
¥
mjecio no equipamento

{loop 20 uL)

A

leitura em detector de arranjo de diodos

b

guantificagdo por padrontzacdo externa

57

condicBes cromatograficas
¥
coluna : Sphersorb 150 x 4.6 man &3 G, ODS 2 (3 um)
fase movel . HOMLeOH (7:3)
colona de guarda: Micropore 30 x 4.6 mm 4.1, G (18w}

vazfio : 0.5 mifmin,

condigdes do detector

595 mm para 0% aznis
323 nm puars o5 vermelhos

450 m para os amarelos

FIGURA 1 . Fluxograma da metodologia utilizada na determmagBo de corantes

artificiais,



RESULTADOS E DISCUSSAO

As composiches qualitativas e quantitativas dos corantes artificiais presentes nas
amostras 880 apresentadas nas Tabelas 1a $

Os valores obtidos de corantes artificias nos confeitos de chocolate (Tabela 1),
em apenas duas amostras, cor/sabor vermetho marcas A e D, foram encontrados limites
superiores aos permitidos pela legislagdo brasileira, e em duas amostras corfsabor
marrom das Marcas B ¢ D, fol encontrade mistura de 4 corantes, excedendo assun o
permitide. Embora a marca D seja um produto importado, para sua comercializagdo no
pais, deve seguir as normas vigentes.

Nas gomas de mascar (Tabela 2) apenas 3 marca U nfo apresentou
irregularidades. Todos os sabores das marcas E, F e G apresentaram indices bem
superiores aos permitidos {2 a 5 vezes mais). Tais dados 56 vem a confirmar o observado
quando comparados visualmente a colorago de produtos similares nacionais e
frmportados, principalmente da Argentina e Estados Umidos. Em geral os produtos
importados (marcas E e ) apresentam uma coloragio mais intensa. Esta, talvez, fosse a
justificativa de guatro corantes em todas da marca G. No entanto, as gomas da marca ¥
sho produto nacional. Um outro produto nacional, cor/sabor liméio marca A, apresentou
um teor 15 vezes maior que o permitido. Ainda em relag8o 4s gomas de mascar, em duas
amostras da marca D a extracio nio foi completa,mesmo apds varioas tentattvas com
outros solventes e combinagBes de solventes para a extragio, talvez pelo tipo de goma
ytthzada que mantém o crante retido em sua estrutura, no entanto, consideramos que o

mesmo scorre durante ¢ COnsusico.
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TABELA ¥ Teores de coranies artificials (ngf 130mL) em balas duras®

21

COBANTES (mu/108x)

MARCA COR/ tavtrazing | amarelo amaranto  tvermeiho 40 azpl azst TOTAL

SABOR crepascule indigoting | brithante
ard 8410005 084
1083 59502 587
A aoarelo 12,0407 201
laranja 374001 112406 £1.33
OO 1744002 Q780008 252
vermelho/branco 253940 03 2.30
B verdeiamarelo | 102203 ¢ 410 006 0943001 § 11.35
pvermelhodlaranial Q.6%10.00 5.9+, 2 3 BEA6L 08 15,45
O MOTAINZo 2553 03 4,459 £.41+0.00 33
faranja 141 €490 .00 16.62
verde 1541 GAa030 011 1580

} branco tracos

vermetho £.630.4 .62
amarsio 56432 3. 2320.00 582
verdefamarele | 37402 0734000 § 643
E vermetho/brango 48451 4,79
vermctho/larania 8.7+14 69412 15.56
verde/amarelo 1 67302 0.60+0.00 725
¥ laranp/amarging 4 9401 124418 17.27
rosafamarcle | 4.640.1 3.67:0.07 831
arulitosa ragos 1.8940.02 2303 419
¥ rosa‘amareto 8.8+0 4 T3 15,92
Iarapiaiverde 11204001 73+0 3 0. 3543 04 4340038 927
vorde/amarelo § 69402 043400048 739
luranja 200104 1641 0,07480.00 1517
H amarelo o+l ¢ 184000 15.87
verde 3V FH 05 Q53000 F 368
vermetho 110436 11.093
] cercia 4 84431 0. 344000 516
menis 1.0%9H1 .01 590001 208
3 COI 3.33:0.06 3.33
limae 234 2826
vernetho 20404 9.01
K lavanga LE530.7 ragos 1151
amarcio 3. 57 06 3.37
verde 35+H32 Lragos 534
verde 3224303 {3 STHLG0 3.7
£ vermelho $iBE0.01 2,083,402 3.26
amarelo 8§34 8.33

*mihia @ esibmativas do desvio padrio das armodtrss snafisades am duphicata
axpaces am branco indicam corartes wio encontcados
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TABELA 6 . Teores de coranies artificiais (mg/H¥mL) om refrigeranie®

94

CORANTES {mg/100mL}
MARCA] COR/ | fartravina amarplo AETAND azat azul brithante TOTAL
SABOR crepiscaly indigotina
A laranga B60H0.0% 1 D000 .61
v 0.0330.50 0.2740.01 0.03H3.00 0,33
B tarania 0380101 (.38
W laramja | §4630.03 2 8340.2 (1.0540.01 334
BV 0.7520.02 3 56405 0464001 477
¥ larania 294033 248

#rovéeia o estimativas do desvio padriie das amestres analisadas om duplivata
espagos an branco indicam corantes nio aicontrados

TABELA 7 Teores de corantes artificiais {mg/H00GmL) em suco concentrade astificial diluido sepundo
recomendacio do fabricante™®

MARCA SABOR/ CORAXTES {mg/160mi) TOTAL
COR
tarfrazina | amaranto  lamarelo crep. Azl
brilhaniz
A LARANJA | 027 £403 038 3 0.06 .65
VA 167+ 008 1 11320021 02374000 347
TANGERINA 0094001 | 0.74 001 .83

*middin @ eimnstivas do desvio padrdio das amodees anshisadas o dophicsta
expagos am hranoo indicam corantes ndio encontrados




TABELA 8 - Teores de corantes artificiais {mg/ 100mi} em preparades sélidos para refresco em po*

CORANTES {mg/100mE}
BMARCA] COR/ laarimeing  amarelo amaranio aval TOTAL

SABOR crepisculo indigoting
A Taranja 142 4.8H3.6 162
THOLango 1653 2.5H0.6 183
A% [ fq URELN 3446 911 352
B laranja 1 3.930.7 1.740.2 36
orango 23S 343 32
maraenjal 3.3+0.4 {3.840.2 4.1
abacaxi {241 (3.2:H0.1 26
v 3+t 3432 0. 170.04 £5.97
L) taranja Li£i 35403 .7
hmio | 27204 2.7
MOLango 713 541 126
maracujal  15xd 6.4+ 3 214
abacaxi | 2.3204 1 0 18+0.07 248
B laranig § 3.940.9 L6442 5.5
muaracyjaj 3l 0, 7844.08 4.08
abacaxi 241 $2140.02 2.01

Smidcdia ¢ astirmativas do desvie padrio das amastras snatisadas o duplicata
axpagos om branco indican corates nfio encontrados

TABELA % : Teores de corantes artificiais {mg/ 100mL) em bebidas isoibnicas®

CORANTES (mg/I0miL)
MARCAY COR/ amarelo amaranio | vermetho 40 arul TOTAL
RABOR 1 crepisculo brithante
A uva {10700 0,2340.01 0.08HL00 0.32
fangering 1 02234001 1 0.013.00 G000 .24
maracufd
B melancia {3 4403 07 .44
tangerina 0} 380 .02 0.31£0.00 {1.39
C uva
fEngering
D acerola
laranja
E plssepo
tangering [ 0,3340.02 (.33
BV G.O230.00 G0.14350 401 P O.05000 .21

*nddia v estiznetivas do desvio padrio das smostras anelisadas am duplicata
espayos em branes indicans corantes nio encentrados
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As balas foram divididas em duas categorias, duras e mastigavels. Nas amostras
de balas duras apenas uma marca (E) ndo apresentou indices acima do permitide, as
demals marcas todas apresentaram pelo menos um sabor/cor acima da legislagio (Tabela
31, Somente uma amostra da marca G apresenton mistura de 4 corantes. O mesmo ndo
fot ohservado com as balas mastigaveis, apenas 20 % das balas, analisadas continham
concentragdo de corantes acima do linute (Tabela 4).

O corante amaranto o1 o Guico nfo encontrado nas amostras de cereais matinais
coloridos (Tabeda 8). As trés marcas analisadas estiio fora do permitido, sendo que na
porgio média recomendada pelos fabricantes o teor de corantes chegou a sete vezes mais
do gue € permitido. A amostra C, além de apresentar altas concentragfes de corantes
artificiais, declarava na sua embalagem apenas a presenca de corante natural, no entanto,
nenhum corante nafural estava presente.

Os valores obtidos de corantes artificias para amostras de refrigerante e suco
concentrado artificial, Tabela 6 e 7, respectivamente, estavam dentro das normas
previsias pela legislaglo brasileira. Nos preparados solidos para refresco (Tabela 8) os
indices foram superiores aos permutudos, sendo que na marca A todos os sabores
analisados estavam acima, em especial 0 sabor uva que apresentou 5 vezes mais corante
que o permitido.

Nas amostras de bebidas isotonicas (Tabela 9), nenhuma apresentou problemas
de excesso de corantes em suas composighes, As amostras C ¢ D indicavam o uso
somente de corantes naturais em sua composiclo e realmente, ndio continham corantes
artificiais. Observou-se que, duranie g filtragem dessas amostras os filtros de 0,5um de
diimetro de poro, apresentaram-se infensamente coloridos, possivelmente por reterem os
corantes naturais. { mesmo acontecent com 08 sucos naturais de frutas. Em nenhuma das
amostras analisadas de bebidas, que declaravam a presenca de corante natural, observou-
se a presenga de corante sintéticos. Um fafto interessante € que a amosira E {bebida
woténica), indicava em um de seus sabores {péssege) o uso de corante artificial, ne
entanto, apos a filtragem, os filtros se apresentaram colondos e o filirados limpidos,

mdicando falvez a presenca de corante natural,



Nenhum coragnte nfo permitido pela legislagfio brasileira foi encontrado nas
amostras analisadas. Entretanto o azul brithante, que no Brasil 56 ¢ permitido para
emprego em refrigerantes, foi encomtrado em varias amostras de balas, cereais matinais
coloridos, gomas de mascar e confeitos de chocolate coloridos. No geral, a tartrazina e o
amarglo crepisculo foram os corantes, quantifativamente, mais utilizados pelas indGstrias
nas amosiras aqui analisadas (Anexos 6 a 10},

Os cromatogramas referentes as amostras estio mostrados nas Figuras 2 a 6.
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Figura 4 - Perfis cromatograficos nos trés comprimentos de onda de leitura para:: (a)
ceresl matinal colorido cor/ssbor vermetho; (b) bebida isotOnica cor/sabor tangerina.

a)

BEGT 4, SioE86 & Refoatt,
fer ity
18
Ry
iz
I | N
S ey
&
e T
i i

w‘ 10 ﬁ

| i
El | e

| Le%
o LA
I AU

T D, Sigeiii A Ragaat, 11

BRDT R, BigSEE A ol T

(RS Gigetias s Ref=all, T1
may |

&

o

bt

2

f‘t“m yrmetho 40

0 L]

g e ]

[ it

AN 4, Sigm a0 4 Raf=olt, T1

AL é
" 3

%
Bhars

o

i1

e ST

0 !

Condigles cromatograficas descritas no texto.

O



b}

aj

;%

1A,

&t

s

128

a7 beibacke

¥E

28

T

R S S W] TT'"W

B

-

IR T, SR 4 Bt 1
WAL |

A0 iy

Fie) skl

DABT &, S 4 Pafeelt, 71 DADY 8, Sip-m A Rakoofl, T DANY & 450, 4 Relolf, 1)
mAL | meals malt g
i -2y
m"‘ ﬁ’, i
h 200 =0 E
15 &
18
flrs 3 |
10 } g
% E]
. 41 “l
L 4 a0 %
? 1 5
ol . I
F Ly u}g
o _i WA E b
R N \ . T a— r gl
5 i 0 ity 5 ot

101

Figura 8 . Perfis cromatograficos nos irés comprimentos de onda de leitura para:: (a)
refrigerante cot/sabor uva, (b) preparade sdlido para refresce corfsabor laranja.
Condicdes cromatograficas descritas no texto.
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CONCLUSAQ

A metodologia se mostrou bastante eficaz para a quantificagdo dos ¢ito corantes
artificias permitidos no Brasil, nas amostras analisadas.

05 resultados apontam a nfio existéneia de um bom controle no uso dos corantes
artificias pelas empresas alimenticias nacionais, j& que muitos dos produtos aqu
analisados apresentavam teores elevados e mesmo misturas de mais de trés corantes. Os
produtos importados deveriam atender as especificagdes da nossa legislaglo para serem
comercializag em nosso pais.

Embora ndo se tenha enconirado corantes ndo permitidos, as guantidades e
misturas, muitas vezes, ultrapassaram os hirmtes deferminados.

O azul brilhante, permitido somente em refrigerantes, foi encontrado em outros
produtos.

Corantes naturais presentes nas amostras ficaram retidos no filtro de 0,5 pum de

poro, o que nd0 OofTe COm Os corantes SintEticos.
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CONCLUSOES

1. A metodologia propostaperniite uma preparacio simples da amostra e no processo
cromatografico, a utilizagdo de coluna de ODS-2; as fases movels, Hy(WMeOH
tamponada para condicionamente da coluna seguida de H,O/MeOH para a
cromatografia; e a utilizagiio de detector de arranjo de diodos (DAD), possibilitou a

identificacio e quantificacBio dos corantes artificials em uma tnica injegdo.

2. Pequenas modificagles em relac@io ao solvente de extracio, como a adiglo de sal
de amdnio, podem melhorar a performance desta etapa, dependendo da matriz a ser

analisada.

3. Os Hmites de detecgio encontrados para os corantes azul indigotina, azul briihante,
amaranto, ponceau 4R, vermelho 40, eritrosing, tartrazina ¢ amarelo crepiasculo foram
(.51 pg/ml; 130 pg/ml, 1.02 pg/mLl; 0.57 pg/mL; 110 ug/mb; 0.51 ug/ml; 0.70
ng/ml; 1.83 ug/ml., respectivamente. Os dados de recuperacio foram acima de 95% e
os de repetetibilidade obtiveram indices de coeficiente de variaciio abaixo de 10%, e

portanto foram considerados satisfatorios,

4. Embora a metodologia nfio seja destinada a detectar a presenca especifica de corantes
naturais, pudemos observar que, quando estes estio presentes nas amostras, podem ser
visualisados pela coloragio dos filtros de amostra que impedem completamente sua

passagem,

5. O método apresentou grande rusticidade entre os tratamentos promovidos durante as

determinacBes dos ¢ito corantes.

6. Recomendamos a metodologia por CLAE agui apresentada & validada na

determinacio dos corantes artificiats, com grandes vantagens em relagiic aos meétodos
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usuais, principalmente pelos fatores a seguir: determinagio simultanea dos oito corantes
artificials sem a necessidade de troca de comprimento de onda durante a corrida
cromatografica; simplicidade no preparo das amostras resultando em maior rapidez; a
ndo utilizacio de pares iénicos na fase movel e a utilizagio de reagentes com menores

niveis de toxidez e de menor custo;

7. Os resultados apontam para a necessidade de um methor controle das indisirias de

alimentos para esse tipo de aditivo.
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SUGESTOES

1. Extensdio da metodologia para produtos farmacéuticos onde sdo utilizados os corantes
artificiais, com ¢ intuito de manter um bom controle desses produtos, também,

2. Bstender a metodologia para determinagio simultinea de corantes naturais e artificiais
presentes em alimentos.

3. Fazer uma comparacio de dados obtidos através das metodologias tradicionais e da
nova metodelogia aqui proposta.
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bebidas isotonicas

azul brilhante
7%
v 31‘:0 | amarelo crep.
50%
amaranto
12%
preparado solido para refresco
azul indigotina
5%
tartrazina
43%
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25%

Anexo 6: Proporgdes usadas dos corantes artificiais nos produtos analisados
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refrigerantes

tartrazina
10%

indigotina
4%

suco concentrado artificial

azul brilhante tartrazina
6% 6%

Anexo 7: Proporgdes usadas dos corantes artificiais nos produtos analisados
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Anexo 8: Propor¢oes usadas dos corantes artificiais nos produtos analisados
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Anexo 9: Proporgdes usadas dos corantes artificiais nos produtos analisados
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cereais matinais
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Anexo 10: Proporgdes usadas dos corantes artificiais nos produtos analisados



