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RESUMO

Com a globalizagdo a cada dia surgem novas marcas e fornecedores
de produtos alimenticios, bem como o grande apelo pelos produtos “diet ou
light”, levaram o desenvolvimento de refresco em pé e refrigerantes
contendo edulcorantes. A base do refresco em pé tradicional € a sacarose
(acuicar cristal) e do “light” é a maltodextrina. Outra novidade nos

preparados sélidos para refresco é adigdo de polpa de fruta e vitamina.

Os meétodos utilizados no presente trabalho, foram baseados em
espectrometria no infravermelho para verificagdo de identidade dos
preparados soélidos para refresco e em cromatografia liquida de alta
eficiéncia e espectrofotometria na regidao do visivel para a quantificacao
dos corantes presentes em preparados para refresco em pé e refrigerantes;
sendo baseados na publicagdo do FDA (Chemistry Review Branch, maio
1993) que menciona que o método analitico ndo deve ser tdo sofisticado ou
complicado que possa ser executado somente em laboratérios com
equipamentos altamente especializados ou por pessoal especialmente

treinados.

Os corantes avaliados foram amarelo de tartrazina (E 102), amarelo
crepusculo (E 110), amaranto (E 123), azul de indigotina (E 132), azul
brilhante (E 133) e vermelho 40.

Foram analisadas diferentes marcas, sabores e tipos (tradicional
com e sem polpa de fruta e light) de preparados sélidos artificiais para
refresco, sendo utilizado um espetrofotdmetro de infravermelho com
transformada de Fourier Perkin Elmer, com acessorio de reflectancia
interna difusa para obtengdo dos espectros das amostras. As

determinac¢des foram baseadas no trabalho de Wilson, R. H. e



colaboradores (1992) para a determinagdao do conteudo de frutas em
geléias. Os espectros das amostras convertidos em Kubelka-Munk foram
comparados entre si através de sobreposicdo, software compare e
observacdao de bandas espectrais. Os espectros obtidos por reflectancia
difusa forneceram informagdes para as determinagdes qualitativas
permitindo a identificagdo do refresco tradicional com ou sem polpa de
fruta e o “light”, de maneira simples e rapida, confirmando a

potencialidade desta técnica analitica aplicada a analise de alimentos.

As determinagdes quantitativas dos corantes por CLAE foram
realizadas utilizando um cromatoégrafo liquido com bomba simples
(sistema de eluicao isocratica), coluna C-18 (fase reversa), detector UV-
Visivel em 510nm e tampédo acetato de amédnio (0,05M):Metanol (80:20)
como fase moével, com fluxo de 1,0mL/minuto. Para o método alternativo
foi utilizado um espectrofotometro UV-Visivel, Lambda 20, Perkin Elmer
visando a determinacgao qualitativa e quantitativa dos corantes. Utilizando
curvas de calibracdo foi possivel determinar a concentracao dos corantes
por espectrofotometria na regido do visivel, através dos espectros da
segunda derivada e calculos matematicos foi calculado a concentracao dos
corantes através da espectrofotometria na regido do visivel, sendo os
resultados comparados com os obtidos através de CLAE utilizando
padronizagdao externa. Para o amarelo crepusculo, a porcentagem de
recuperacao foi de 98,8% (CLAE) e 98,3% (espectrofotdmetria); desvio-
padrao 0,076 (CLAE) e 0,012 (espectrofotometria). O método por CLAE
otimizado, utilizando um unico comprimento de onda (510nm), permitiu a
determinacgéo dos corantes presentes nas amostras analisadas em unica
corrida cromatografica e o método alternativo por espectrofotometria,
utilizando o espectro da segunda derivada, possibilitou a identificacao e
quantificacao dos corantes com maior rapidez, simplicidade e redugao do

custo analitico.



SUMMARY

With the globalization, each day we have new brands and suppliers
of nutritive products, and the great plea for the light products led to the
development of drink powder and soft drinks containing edulcorater. The
base of the traditional drink powder is saccharose (crystal sugar) and the
base of the light is the malto-dextrin. The new drink powder could have a

fruit pulp and vitamin.

The methods used in this work were based on infrared spectrometry
to verify the identity of the solid powder for soft drinks and on high
performance liquid chromatography and spectrophotometry in the visible
region for the quantification of present dyes in material for drink powder;
being based on the FDA publication (Chemistry Review Branch, May 1993)
which mention that the analytical method must not be so sophisticated or
complex that can be executed only in laboratories with high specialized

equipment or by highly special trained people.

The pigments considered were: tartrazin yellow (E 102), sunset
yellow (E 110), yellow (E 123), indigotin blue (E 132), brilliant blue (E 133)
and red 40.

Different brands, flavours and kinds (traditional, with and without
fruit pulp and light) of solid powder for soft drinks were analyzed, being
used a Fourier trasnsformed infrared spectrophotometer, Perkin Elmer,
with diffuse internal reflecting accessory to obtain the sample spectrum.
The determinations were based on Wilson, R. H. and collaborators (1992)
for the determination of fruit content in jelly. The sample spectrum
converted in Kubelka-Munk were compared among them through
overlapping, software compare and observe of spectral stripes. The

specters obtained by diffuse reflectance provide information for the



qualitative determinations allowing the identification of the traditional
drink powder with or without fruit pulp and the light one, in a simple and
fast manner, confirming the potentiality of this analytical technic applied

to the food analysis.

The quantitative determinations of the food dyes by HPLC,
were done using a liquid chromatographer with isochratic pump, column
C-18 (reverse phase), UV-Visible detector in 510nm and Ammonium
acetate buffer (0,05M):Methanol: (80:20) as mobile phase, with flux of 1,0
mL/minute. For the alternative method it was used a Visible-UV
spectrophotometer, Lambda 20, Perkin Elmer aiming the qualitative and
quantitative determination of the dyes. Using calibration curves it was
possible to determine the dyes concentrations by spectrophotometry in the
visible region, through the second derivative spectrum and mathematical
calculations the food dye concentration was calculated through
spectrophotometer in the visible region, being the results compared with
the obtained through HPLC using external standards. For the sunset
yellow, the recovering percentage was 98.8% (HPLC) and 98.3%
(spectrophotometry); standard-deviation 0.076 (HPLC) and 0.012. The
optimized HPLC method, using a unique wavelenght (510 nm), provide the
pigment determination present in the analyzed samples in just one
chromatographic run and the alternative method by spectrophotometry,
using the second derivative spectrum, allowed the identification and
quantification of the food dyes faster, with more simplicity and analytical

cost reduction.



INTRODUCAO

As regulamentagdes para aditivos em alimentos exigem métodos
analiticos sensiveis e exatos para a realizagdo de determinagoes
qualitativas e quantitativas, visando verificar a presenga, concentragao de

aditivos e adulteracdao em alimentos.

Frente a isto, € necessario o desenvolvimento e otimizacao de
métodos analiticos a serem utilizados nos laboratérios de pesquisa,

desenvolvimento, controle da qualidade ou processo e fiscalizagao.

Ao desenvolvermos uma metodologia analitica devemos levar em
consideracao varios fatores, entre os quais podemos citar: sensibilidade,
linearidade, incerteza, exatiddo, repetibilidade, reprodutibilidade,

operacionalidade, rapidez e custo os quais estao relacionados a qualidade.

Os meétodos analiticos devem também levar em consideracdo os
aspectos de segurancga (cuidados durante a rotina analitica, manuseio de
reagentes) € meio ambiente (evitar o uso de reagentes que poluam o meio
ambiente; se necessario prever tratamento para o residuos a serem

descartados).

A cada dia é mais frequente o numero de industrias e instituicoes
seguindo normas de gestdo de qualidade (ISO 9000, GMP, GLP) e de gestao
ambiental (ISO 14001). Dentro deste contexto, o desenvolvimento de

meétodos analiticos devem atender estas normas.

As industrias e os laboratorios buscam a certificacdao por estas
normas, visando garantir a qualidade de seus produtos e servigos; reduzir

os custos e contribuir para o crescimento sustentavel em relacdo aos



aspectos ambientais.

A necessidade do controle da qualidade dos produtos e das
quantidades dos aditivos permissiveis em alimentos, garantindo a saude
dos consumidores, inseridos no contexto atual justificam o objetivo deste
trabalho de avaliar e otimizar metodologias analiticas visando aplicar a
espectrometria no infravermelho para determinacdo de identidade de
preparados sélidos para refresco e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e a espectrofotometria na regido do visivel para a
determinacdo qualitativa e quantitativa de corantes presentes em amostras

de resfresco em po e refrigerantes.

Os resultados da concentracdo dos corantes presentes nas amostras
obtidos por CLAE foram comparados com os resultados obtidos pelos
métodos espectrofotométricos utilizando técnicas estatisticas com o

objetivo de validar a metodologia alternativa desenvolvida.

Visando a obtengdo de resultados confiaveis os equipamentos
usados nas determinac¢des também passaram por um processo de

calibracéo.
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1.1 INTRODUCAO

Frequentemente a cor € a primeira qualidade sensorial pela qual um
alimento é avaliado. Nosso sentido é treinado para aceitar alimentos de
uma determinada coloragdo e rejeitar qualquer desvio de nossas
expectativas, ou seja, o consumidor associa cada alimento com uma
determinada cor, portanto € desejavel psicologicamente que o alimento
processado tenha a cor que lembre o produto natural (Francis, 1970). A
qualidade de uma alimento e sabor estdo associados com coloracao

(Ghorpade et al, 1995).

Os pigmentos naturais associados com os alimentos frescos,
especialmente frutas e vegetais, sdo vivos e brilhantes. Entretanto, este
pigmentos estdo sujeitos a condigoes fisicas € quimicas adversas durante o
processamento podendo haver degradacao parcial, causando alteracao da
coloracao dos alimentos. Nos paises desenvolvidos, mais de 75% dos
alimentos € processado de alguma maneira antes de chegar ao
consumidor. As industrias alimenticias devem adicionar corantes caso a

aparéncia aceita nao for restabelecida (Ghorpade et al., 1995).

Os corantes sao utilizados em alimentos principalmente pelas

seguintes razoes:

e Restabelecer a aparéncia original do alimento quando a cor natural

foi destruida por aquecimento € armazenamento;

e Proporcionar homogeneidade de coloragdo devido a variagéao

natural na intensidade da cor;

e Intensificar a coloragdo natural que ocorre nos alimentos para



atender as expectativas dos consumidores; como por exemplo iogurtes de

frutas, refrescos e refrigerantes;
e Aumentar a atratividade;

¢ Auxiliar na identidade ou caracteristica pela qual alguns alimentos

sao reconhecidos;
e Indicador visual da qualidade do alimento.

Os corantes sintéticos e naturais tem um importante papel na
aparéncia dos alimentos processados, bem como na industrializagéo,
armazenamento € controle de qualidade. Sao ingredientes importantes em
muitos alimentos como confeitos, sobremesas, sorvetes e bebidas, uma vez

que muitos destes sdo naturalmente incolores (Ghorpade et al., 1995).

1.2 HISTORICO

Os corantes tem sido utilizados para tornar os alimentos mais
atrativos ha varios séculos. As especiarias e condimentos tiveram papel
importante como agentes corantes nas antigas civilizacées da India e
China. O vinho foi colorido pela primeira vez aproximadamente em 400
D.C. Os corantes derivados de minerais, plantas e animais contribuiram

para o desenvolvimento das primeiras civilizagées (Tannahill, 1973).

A descoberta do primeiro corante sintético em 1856 é dada a Willian
Henry Perkins. Apos esta data surgiram novos e diferentes corantes
sintéticos. Estes corantes comparados com os extratos naturais de

animais, vegetais e minerais, apresentam caracteristicas tintoriais e
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estabilidade superiores. Estes corantes estavam rapidamente disponiveis
em varias formas, sendo imediatamente utilizados na Europa. Nos Estados
Unidos, a primeira autorizagao para uso de corantes artificiais foi para
manteiga em 1886 e a segunda foi em 1896 em queijo. Entretanto, apos
1900, 80 diferentes corantes alimenticios foram utilizados em uma grande
variedade de produtos incluindo catchup, gelatina, manteiga, queijo,

sorvete, bala e vinho (Ghorpade et al., 1995).

Foi criado trés categorias de corantes sintéticos (Federal Food, Drug

and Cosmetic Act, 1906):

e FD&C (Food, Drug and Cosmetic): certificados para uso em

alimentos, medicamentos e cosméticos;

e D&C (Drug and Cosmetic): corantes e pigmentos considerados
seguros para medicamentos e cosméticos quando em contato com

membranas mucosas ou quando ingeridos;

e D&C externo (Drug & Cosmetic): devido a sua toxicidade oral, nao
sao certificados para uso em produtos de ingestdo intencional, mas sao
considerados seguros para uso em produtos a serem aplicados

externamente.

Para a aprovagdao de um novo corante o FDA (Food and Drug
Administration), requer os resultados dos seguintes estudos toxicolégicos

(U.S. FDA, 1982):

e Estudo subcronico, com duragdao de 90 dias, em espécies nao

rodentes, geralmente caes;

e Toxicidade aguda em ratos;

1% |



¢ Estudo crénico, com no minimo duas espécies animais, como por
exemplo, ratos e camundongos (um com exposi¢édo intra uterina), por 24 -

30 meses;
e Estudo teratogénico;
» Estudo de reproducédo de multigeragées usando camundongos;
* Teste de mutagenicidade.

O desenvolvimento e uso de corantes alimenticios nos paises
europeus foi diferente dos Estados Unidos. Por exemplo, no Reino Unido
nao foi estabelecido qualquer legislacdo para corantes alimenticios até
meados de 1950 (Haveland-Smith e Combes, 1980). Alguns paises
permitem o uso de alguns corantes, enquanto que outros proibe o uso de
todos os corantes sintéticos para uso em alimentos. Muitos dos corantes
aprovados para uso em alimentos pelo FDA sdo usados na Europa. Para o
beneficio dos leitores, quando aplicavel, o “Color Index Number” sio
fornecidos para os corantes sintéticos aprovados para o uso tanto na

Europa com os Estados Unidos.

1.3 CLASSIFICACAO

Os corantes permitidos para uso em alimentos podem ser
amplamente classificados em duas categorias: corantes sujeitos a
certificacdo e isentos de certificacdo. Um esquema para a classificacdo dos

corantes para uso em alimentos € apresentado na figura 1.

12



Corantes

I
I I

Certificados Nao certificados
Certificados
I
I [ [ I
AZO Trifenilmetano Xanteno Indigo
Sulfonado
Nao certificados
I I
Inorganico Sintético Nao sintético

(idéntico ao natural)

(natural)

Figura 1: Classificagdo dos corantes para uso em alimentos (Ghorphade et

al., 1995).

A classificacdo dos corantes sintéticos para uso em alimentos sdo

da EEC, FD&C e CI Food Colour Numbers of the Colour Index) (Coulson,

1980).

1.3.1 Corantes Azo

Os corantes

“ b

azo

13

compreendem o maior grupo de corantes




certificados, caracterizado por apresentar um ou mais ligacées “azo” ( -
N=N - ), monoazo, diazo, triazo, tetrazo ou poliazo; associados com um ou

mais grupos aromaticos (Coulson, 1980).

Os corantes “azo” sdo facilmente reduzidos por ions metalicos ou
agentes redutores fortes como o diéxido de enxofre, estando sujeitos ao
esmaecimento com o tempo. Também sao sucetiveis a oxidacdo por luz
ultravioleta. Os corantes certificados pertencentes as outras classes sdo
mais resistentes a reducdo quimica. Entretanto, FD&C Blue N° 2 e FD&C
Red N° 3 sao facilmente oxidados pela luz ultravioleta e esmaecem

rapidamente (Newsome, 1990).

Os corantes azo contendo o grupo pirazolona (azo pyrazol) ndo é um

azo verdadeiro, mas um tautémero ceto-hidrazina (Ghorpade et al., 1995).

1.3.2 Corantes triarilmetanos

Os corantes triarilmetanos apresentam coloracio brilhantes e grande
capacidade tintorial. O cromoéforo consiste de um carbono central ligado a
trés anéis aromaticos geralmente com hidroxila, amino ou amino
substituintes na posi¢do p (para) que funcionam como auxocromos

(Coulson, 1980).

1.3.3 Corantes xanténicos

Possuem o =xanteno como croméforo com grupos amino ou
hidroxilico na posicdo m (meta) com a respectiva ponte de oxigénio. A
eritrosina € o Unico corante xanténico permitido para uso em alimentos e

apresenta florescéncia (Coulson, 1980).
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1.3.4 Corantes indigos

O grupo indigbéide é baseado no indigo natural sendo que a cor é

resultante da ressonancia hidrida da estrutura ou estrutura tetrapolar

(Coulson, 1980).

1.4 PRINCIPAIS CORANTES ARTIFICIAIS UTILIZADOS EM
ALIMENTOS NO BRASIL

1.4.1 FD&C Red N° 2

HO q\“‘bs
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FD&C Red N° 2 (amaranto, Color Index N° 161835) pertence ao grupo

monoazo dos corantes sintéticos.
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Corante em p6é de coloragdo marrom-avermelhada. Apresenta
absor¢do maxima em agua a 522,5nm. A solubilidade em agua é de 7,20
g/100mL H20, apresentando em solugéo aquosa coloragao vermelho viva.
Pouco soluvel em alcool. Ocorre perda da coloragao na presenca de
bissulfito. O acido cloridrico nao altera a intensidade da coloracéo,
enquanto que o hidroxido de s6dio aumenta sua intensidade (Merck Index,
1989).

Os primeiros estudos fisiologicos com amaranto fornecido acima de
5% do total da dieta ndo causou alteragées patologicas, mutagenicidade ou
aumento na incidéncia de tumor em ratos (Cook et al., 1940; Willheim e
Ivy, 1953; Mannel et al., 1958). Estudos de 7 anos de duracao, realizados
pelo FDA, também ndo apresentaram alteragées patologicas em caes
quando o corante foi adicionado em niveis de 2% (U.S. FDA, 1974). Varios
estudos similares realizados em camundongos, ratos, coelhos, gatos e
caes, nao apresentaram significativos efeitos teratogénicos e reprodutivos
(WHO, 1975). Dois estudos relataram efeitos carcinogénicos e embriotéxico
em ratos alimentados com 0,8 - 1,6% de amaranto na dieta (Baigusheva,
1968; Andrianova, 1970). Em 1971, o FDA iniciou estudos préprios para
confirmar a embriotoxicidade do amaranto em ratos. O estudo indicou
estatisticamente um aumento significativo na variedade e quantidade de

neoplasma malignos em ratas.

16



1.4.2 FD&C Red N° 3

FD&C Red N° 3 (eritrosina, Color Index N° 45430) pertence ao grupo

xanténico dos corantes sintéticos.

Corante em p6 de coloragao marrom. Apresenta absor¢ao maxima
em agua a 525nm e a 531lnm em alcool 95%. Soluvel em agua
apresentando coloragéo vermelho cereja. Soluvel em alcool, apresentando
coloracao vermelho com leve fluorescéncia em alcool a 95%. A adicao de
acido cloridrico em solugdes aquosas do corante produz um precipitado
marrom amarelado, enquanto que o hidroxido de sédio produz um
precipitado vermelho na presenca de excesso de reagente (Merck Index,
1989).

Nos Estados Unidos, o FD&C N° 3 foi aprovado para uso em

alimentos desde 1907. Com excegdo dos estudos realizados pelo
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“International Research and Development Corporation (IRDC), a maioria
dos estudos crénicos e subcronicos realizados em ratos, camundongos e
cées indicaram que a eritrosina nédo é carcinogénica. Um estudo realizado
pelo IRDC (1982), solicitado pelo FDA, indicou efeitos adversos no titero e
desenvolvimento de tumores na tireéide em ratos alimentados com dietas
contendo 4% de eritrosina. Entretanto, nao foi observado efeitos adversos

com niveis de 0,1; 0,5; e 1% de corante na dieta.

Estudos subcrénicos indicaram que a eritrosina inibe a conversao de
tiroxina em triiodotironina, resultando em aumento da secrecdo de
tirotropina pela glandula pituritaria; resultando em aumento da
estimulacdo da tireéide e formagdo de tumor. Nao foi evidenciado a
formagao de tumor em ratos machos na faixa de 0,5% (302 mg/Kg de peso
corporal/dia). Entretanto, estudos em seres humanos nao foram eficientes
para identificar qualquer efeito adverso devido a ingestdo do corante.

(Anderson et al., 1964; Bora et al., 1969).

A eritrosina foi implicada na modificacdo de processo
comportamental (neurotoxicidade). Muitos pesquisadores estudaram o
efeito deste corante na liberacdo de neurotransmissor e transferéncia de
ferro pelas células das membranas; entretanto, ndo houveram evidéncias
conclusivas que pudessem relacionar o corante e os possiveis efeitos
comportamentais adversos (Swanson e Logan, 1980; Augustine e Levitan,
1983; Sibergeld et al., 1983; Vorhees et al., 1983; Kantor et al., 1984).

1.4.3 FD&C Red N° 4

PONCEAU 4R (Color Index N° 16255) pertence ao grupo monoazo

dos corantes sintéticos.
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1.4.4 FD&C Red N° 40

0 HO

o

d

|
Ry
s

N

|
Y

+
Na 0

N
A N

0

r

\
0

N\

u)

Nat

FD&C Red N° 40 (vermelho 40, Color Index N° 16035) pertence ao
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grupo monoazo dos corantes sintéticos.

Corante em pé de coloragdao vermelho escura. A solubilidade em

agua a 25°C € de 22,5% e em alcool a 50% é de 1,3% (Merck Index, 1989).

Nos Estados Unidos, o FD&C N° 40 foi aprovado para uso em
alimentos em 1971. Orgdos canadenses concluiram que o relatério
submetido pelo produtores para suportar a seguranca do produto foram
inadequadas (IFT, 1986).Estudos posteriores indicaram que o corante é
seguro para uso em alimentos, tendo seu uso aprovado no Canada,

entretanto seu uso nao € permitido em varios paises.

1.4.5 FD&C Blue N° 1

FD&C Blue N° 1 (azul brilhante, Color Index N° 42090) pertence ao

grupo trifenilmetano dos corantes sintéticos.

Corante em po6 ou granulos de coloragao violeta avermelhada com

brilho metalico. Apresenta absor¢ido maxima em agua a 630nm. Soluvel
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em agua e etanol e insoluvel em 6leos vegetais (Merck Index, 1989).

Nos Estados Unidos, o FD&C Blue N° 1 foi aprovado para uso em
alimentos em 1929. Apods ter sido testado para toxicidade crénica e
passado pelos estudos de teratologia e reprodugéo, foi incluido na lista

permanente de corantes para uso em alimentos nos Estados Unidos.

Estudos recentes tem mostrado que os efeitos do FD&C Blue N°1 sao
dependentes da concentracao. Estudo com grupo de camundongo, 60 de
cada sexo, foram alimentados com niveis do corante a 0,5; 1,5 e 5%. O
tempo maximo de exposi¢cdo foi 104 semanas para ambos os sexos, € 0
nivel para que nao fosse observado os efeitos (perda de peso e redugdo do
tempo de vida foi estimado em 0,5% do corante sobre a dieta (Borzelleca et

al., 1990).

1.4.6 FD&C Blue N° 2
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FD&C Blue N° 2 (indigotina, Color Index N° 73015) pertence ao

grupo indigéide dos corantes sintéticos.

Corante em p6 de coloragao azul escura; sensivel a luz e aos agentes
oxidantes. A coloracdo é destruida na presenga de acido nitrico. Um grama
dissolve e aproximadamente 100 mL de agua a 25°C, levemente soltivel em

alcool e praticamente insolivel na maioria dos outros solventes organicos
(Merck Index, 1989).

Nos Estados Unidos, o FD&C N° 3 foi aprovado para uso em

alimentos em 1906.

1.4.7 FD&C Yellow N° 5

FD&C Yellow N° 5 (tartrazina, Color Index N° 19140) pertence ao

grupo monoazo dos corantes sintéticos, possuindo um anel pirazélico em
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sua estrutura.

Corante em po de coloragdo amarelo alaranjado. Totalmente soluvel
em agua, nao apresentando alteragdo da coloragao na preseng¢a de acido
cloridrico, porém sofre alteragdo para avermelhada na presenca de

hidréxido de s6dio. (Merck Index, 1989).

FD&C Yellown N° 5 € conhecido por causar reagbes alérgicas em
poucos individuos sensiveis (Kevansky e Kingsley, 1964; Chafee e
Settipane, 1967; Mitchell, 1971; Lockey, 1972). Também foi relacionado
com a indugao de asma (Chafee e Settipane, 1967). O corantes “azo” tem
sido relacionados em reagdes alimentares envolvendo mecanismos
imunolégicos como urticaria (Chaffe e Settipane, 1967; Weber et al., 1979).
Foi notado reagdées nao imunolégicas como broncoespasmo em individuos
asmaticos intolerantes a aspirina € com urticaria cronica (Gerber et
al.,1979). Em individuos sensiveis os sintomas incluem asma e rinite,
sendo que aparecem com maior frequéncia em individuos que sofrem de
asma alérgica e intolerantes a aspirina que o publico em geral (Miller,

1982).

Estudos com a populagdo nos Estados Unidos, indicaram que de
aproximadamente um milhdo de individuos sensiveis a aspirina, 15% sao

sensiveis a tartrazina (Chafee e Settipane, 1974; Settipane et al., 1974).

Estudos sugeriram que as reagdes a tartrazina representam uma
idiossincrasia individual € que a propensao para reagir a tartrazina e
outros corantes naturais e artificiais sdo provavelmente determinados
geneticamente (Loblay e Swain, 1985). Existe suépeita que as impurezas
presentes no corante estejam envolvidas nos mecanismos de reacgoes
adversas. A tartrazina ndo apresenta ser mutagénica (Brown e Dietrich,

1983). Apds uma extensa revisao de todas evidéncias cientificas dos testes
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realizados para a aprovagdo da tartrazina para uso em alimentos, o FDA
concluiu que o corante néo é carcinogénico nem genotéxico. Aprovado para
uso em alimentos nos Estados Unidos desde 1916, a tartrazina é usada
em 60 paises no mundo. O FDA requer a declaracao deste corante na

embalagem (Fed. Regist., 1979 e 1985).

1.4.8 FD&C Yellow N° 6
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FD&C Yellow N° 6 (amarelo crepusculo, Color Index N° 15985)

pertence ao grupo monoazo dos corantes sintéticos.

Corante em cristais de coloracao vermelho alaranjado. Apresenta
absor¢do maxima em solugdo de acetato de amoénio 0,02N a 480nm.

Soluvel em agua e levemente soluvel em etanol. (Merck Index, 1989).

O FD&C N°6 é similar ao amaranto e tartrazina, e também causa
reacoes alérgicas e induz urticaria em individuos sensiveis. Em um estudo

realizado com ratos, foi observado lesdes renais proliferativas em ratos
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fémeas quando o corante foi adicionado a 5% na dieta. Como a alta
concentracao poderia resultar numa média de consumo diario de 3926
mg/Kg/dia, enquanto que o consumo em seres humanos deste corante é
aproximadamente 0,15 mg/Kg/dia (Newsome, 1990). O FDA submeteu o
relatério ao “National Toxicology Program” (NTP) para revisao. Um estudo
anterior realizado pelo NTP com ratos que receberam uma concentracgao
menor de corante em suas dietas (1,25 e 2,5%) por um periodo de 24
meses nao apresentaram efeitos nocivos relacionados ao consumo do
corante (NTP, 1985). Apos revisao do relatoério fornecido pelo FDA, o comité

do NTP, concluiu que o FD&C N° 6 nao € carcinogénico.

1.5 CONTROLE DE QUALIDADE DOS CORANTES PARA
ALIMENTOS:

O controle de qualidade na fabricacao de corantes € imprescindivel,
sendo que as matérias-primas utilizadas, o processo de fabricacado € o
produto final devem ser rigorosamente controlados. O controle de
qualidade utilizando métodos analiticos classicos, baseados na gravimetria
e titrimetria, ainda sédo utilizados, mas foram suplementados por técnicas
mais sofisticadas e bem estabelecidas como espectrometria no ultravioleta,
visivel e infravermelho, ressonancia magnética nuclear, fluorescéncia de

raio X, espectrofotometria de absorg¢éo atdomica (Coulson, 1980).

O uso de técnicas de separacgdo, incluindo cromatografia gasosa,
cromatografia em papel, coluna aberta, em camada delgada e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sdo importantes para a
identificacdo e quantificagéao utilizando padrées, visto a natureza complexa
dos produtos e a necessidade de especificar niveis muito baixo de

impurezas.
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1.6 NECESSIDADES DE PESQUISAS FUTURAS

Nenhum corante € completamente adequado para uso em toda a
grande variedade de aplica¢des em alimentos e nas diversas condicdes de
processamento utilizadas. Entdo, a pesquisa necessita continuar para o
desenvolvimento de novos e melhores corantes naturais e sintéticos. Neste
aspecto, corantes poliméricos nao absorviveis, nao metabolizados sao
considerados promissores (Nooman e Meggos, 1980; Newsome, 1990).
Estes corantes podem ser produzidos pela fixacdo do cromoéforo em
polimero com peso molecular elevado o suficiente para prevenir a migragao
através da mucosa do trato gastrointestinal. A nio absorgio, estabilidade,
capacidade tintorial e as aplicagées potenciais dos corantes poliméricos
tem recebido consideravel atencdo durante a tultima década
(Santhanakrishnan, 1981; Newsome, 1990). Os estudos de longa duracio
para avaliacdo toxicologica destes corantes tem apresentado resultados

satisfatorios.
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1.7 TABELAS

Tabela 1: Caracteristicas espectrofotométricas dos principais
corantes artificais em solugdo aquosa, permitidos no Brasil (Normas

Analiticas IAL, 1976):

Corante N° de codigo | El%;cm no | Absorcgao Absorcao
maximo visivel ultravioleta
(Color Index) ) )
(visivel) (maximo) (maximo)
Tartrazina 19140 536,6 426 257 | - -
Amarelo 15985 564,1 481 310|228 | -
crepusculo
Azul brilhante 42090 1840,0 630 308 | - -
Azul indigotina 73015 449,3 610 287|250 | -
Amaranto 16185 436,0 519 330|250 | -
Eritrosina 45430 1130.0 524 310|260 | -
Ponceau 4R 16255 442,5 507 332|245 | 220
Vermelho 40 16035 477.,9 505 315|283|230
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Tabela 2: Estabilidade em diferentes valores de pH dos principais

corantes artificiais permitidos no Brasil (Handbook of US Colorants):

Corante N° no EEC pH=3 pH =35 pH=7 pH=8
Tartrazina E102 SA SA SA SA
Amarelo E110 SA SA SA SA
crepusculo
Azul brilhante E280 LA MLA MLA MLA
Azul indigotina E132 AA AA CA AC
Amaranto E123 - - - .
Eritrosina E127 I I SA SA
Ponceau 4R E124 - - - -
Vermelho 40 SA SA SA SA

I = insoluvel; SA= sem alteracdo significativa; LA= leve alteracdo (esmaecimento
apés 1 semana); MLA= alteragdo muito leve (esmaecimento apés 1 semana); AA=
apreciavel alteracdo (esmaecimento apés 1 semana); CA= consideravel alteracao
(esmaecimento apos 1 semana); AC= alteracao completa (esmaecimento completo); - : dado

nao disponivel.

28



Tabela 3: Estabilidade em diferentes meios dos principais corantes

artificiais permitidos no Brasil (Handbook of US Colorants):

Corante 10% acido 10% de acido 10% de sacarose
citrico fumarico

Tartrazina SA SA SA
Amarelo SA SA SA
crepusculo

Azul brilhante SA SA SA
Azul indigotina AC CA LA
Amaranto - - -
Eritrosina I I SA
Ponceau 4R - - _
Vermelho 40 SA SA SA

I = insoluvel; SA= sem alteracgéo significativa; LA= leve alteragdo (esmaecimento
apés 1 semana); MLA= alteracdo muito leve (esmaecimento apés 1 semana); AA=
apreciavel alteracdo (esmaecimento apés 1 semana); CA= consideravel alteragao
(esmaecimento apos 1 semana); AC= alteracao completa (esmaecimento completo); -: dado

nao disponivel.
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1.9 ANEXO

RESOLUCAO N°. 389 DE 5 DE AGOSTO DE 1999.

REGULAMENTO TECNIC%SNUE ;\PROVA O USO DE ADITIVOS ALIMENTARES
E%TAALBELECENéDO SUAS COES E SEUS LIMITES MAXIMOS PARA A CATEGORIA
16 - BEBIDAS - SUBCATEGORIA 16.2.2. - BEBIDAS NAO ALCOOLICAS
GASEIFICADAS E NAO GASEIFICADAS

ATRIBUICAO DE ADITIVOSCATEGORIALG - BEBIDAS

Namero = Limite maximo
- FUNGAO/Nome g/100g
CORANTE

100i Curcuma, curcumina 0,015 (como Curcumina)
101i Riboflavina quantum satis
101ii Riboflavina 5'-fosfato de sodio guantum satis
102 Tartrazina 0,01

110 Amarelo crepusculo 0,01

120 Carmim/cochonilha/acido carminico 0,01

122 Azorrubina 0,01

123 Amaranto, Bordeaux S 0,005

124 Ponceau 4R 0,005

127 Eritrosina 0,001

129 Vermelho 40 0,01

131 Azul patente V 0,005

132 Indigotina 0,01

133 Azul brilhante FCF 0,01

140i Clorofila quantum satis
140ii Clorofilina quantum satis
141i Clorofila cuprica guantum satis
141ii Clorofilina ctuprica quantum salis
143 Verde rapido FCF 0,005
150° Caramelo | — simples quantum salis
150b Caramelo Il - processo sulfito caustico quantum salis
150c Caramelo Il - processo aménia quantum satis

35



150d

Caramelo IV - processo sulfito-aménia

quantum safis

163 Carvao vegetal - fontes vegetais quantum satis
160ai Caroteno: beta - caroteno sintético quantum satis
160aii Carotenos naturais (alfa, beta e gama) quantum satis
160b Urucum/bixina/norbixina 0,005 (como Bixina)
160c Paprica/capsorubina/capsantina quantum satis
160d Licopeno 0,01
160e Beta-Apo-8'carotenal 0,01

160f Ester etilico ou metilico do acido beta-apo-8'carotendico 0,01

162 Vermelho de beterraba, betanina quantum satis

163i Antocianinas quantum satis

171 Diéxido de titanio quantum satis

16.2.2.2. PREPAR

Admitem-se as mesmas fungdes que para 16.2.2.1 e os aditivos para cada fun
ronto para o conumo contenha no maximo os limites estabelecidos para a categoria 16.2.2.1

¢a0 em quantidades tais que o produto

Admitem-se as mesmas fungoes que para 16.2.2.1 exceto conservadores, e os ad
tais que o produto pronto para o consumo contenha no maximo os limites estabele
se também o uso de antiumectantes/antiaglutinantes, como se indica a seguir:

itivos para cada fungdo em quantidades
cidos para a categoria 16.2.2.1. Admite-

ANTIUMECTANTE/ANTIAGLUTINANTE

Todos os autorizados como BPF

quantum satis

341iii

Fosfato tricalcico, fosfato tribasico de calcio, ortofosfato tricalcico

1,0

(1) Bebida gaseificada
(2) Bebida nao gaseificada
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2.1. INTRODUCAO

A adi¢ao de produtos quimicos aos alimentos nao € um processo
moderno de sua conservagao. O homem pré-histérico, com a descoberta do
fogo, criou o processo de defumacdo, usado até hoje na preservaciao de
certos alimentos. Depois, ele aprendeu a utilizar sal na conservagao de
carnes, condimentos para melhorar a palatabilidade de certos alimentos e

a realizar fermentag¢des de produtos vegetais e animais (Gava, 1982).

Hoje em dia, gragas aos grandes avangos da industria quimica, a
industria alimenticia tem-se beneficiado de novas substancias que séo
adicionadas ao alimento para conservar, melhorar a cor, o aroma, a

textura, e, inclusive, torna-lo mais nutritivo (Gava, 1982).

As trés caracteristicas principais dos alimentos sédo a cor, o sabor e a
textura, sendo que a cor é considerado o atributo sensorial mais marcante.
A cor € capaz de estimular o consumo dos alimentos, sendo portanto, um
parametro importante no controle da qualidade nas industrias de

alimentos (Guimaraes, 1998).

Dentre os aditivos utilizados em alimentos, os corantes sao os que
apresentam as maiores controvérsias. A industria de alimentos utiliza
corantes artificiais ou sintéticos na maioria dos produtos, sendo a
uniformidade na coloracdao, bom poder tintorial, variedade de cores e
grande disponibilidade no mercado as principais vantagens em relagao aos
corantes naturais. Porém existem desvantagens que os corantes naturais
nédo apresentam, como por exemplo reagoes alérgicas, tipo asma, renite e

urticaria (Guimaraes, 1998).

Frente a isto é de grande importancia que os corantes artificiais
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presentes nos alimentos obedecam a legislagao no que diz respeito ao tipo,

concentragdo maxima permitida e combinacoes.

Para que este controle possa ser realizado é necessario métodos
analiticos para a identificacdo e quantificacdo de corantes em alimentos,

nos laboratorios de controle da qualidade, desenvolvimento e fiscalizacao.

Baseado nas caracteristicas croméforas dos corantes artificiais, os
meétodos espectrofotométricos podem ser usados para analises qualitativas
€ quantitativas. Porém, dependendo da mistura de corantes presentes em
uma amostra, pode ocorrer sobreposi¢des espectrais fazendo com que a
medida direta da absorvancia ndo permita determinar a concentragdo de

cada um (Berzas-Nevado et al., 1995).

Os métodos cromatograficos tem sido utilizados para a analise de
corantes em alimentos, sendo que estas técnicas sdo adequadas
principalmente quando as amostras possuem muitos corantes e sao
considerados métodos padroes. Entretanto, levando em consideracao
outros fatores como rapidez, simplicidade e custo, as analises
espectrofotométricas utilizando calculos matematicos, espectros das
derivadas e analise de multicomponentes sdo consideradas uma boa
maneira para determinar a concentracdo de corantes presentes em

alimentos (Berzas-Nevado et al., 1995).
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2.2 METODOS ANALITICOS

2.2.1 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Kwisatkowsha-Puchniarz et al. (1997) desenvolveram um método
para a identificacdo de corantes sintéticos em produtos farmacéuticos
utilizando espectrofotometria. O método foi baseado nas caracteristicas de
absorvancia maxima e calculos de absortividade na regido do ultravioleta e
visivel sem isolamento prévio dos corantes e apresentou vantagens em
relagao a identificacao utilizando a cromatografia em camada delgada.
Outro trabalho semelhante foi desenvolvido por Nevado et al. (1997)
utilizando espectrofotometria para a determinagdo da mistura de trés
corantes alimenticios; eritrosina (E-127), amaranto (E-123) e tartrazina (E-
102). A curvas de calibracao foram linear até 14mg/L para a eritrosina e
28mg/L para tartrazina e amaranto. Os limites de detec¢ao obtidos foram
0,052; 0,934 e 0,123mg/L para a eritrosina, tartrazina e amaranto,
respectivamente. Os métodos foram baseados principalmente na aplicagao

direta da espectrofotometria.

Berzas-Nevado et al. (1993) desenvolveram um método para a
determinacdo de amarelo de quinolina e tartrazina por espectrofotometria
usando o espectro da primeira derivada em amostras de refrigerantes. As
amostras foram diluidas em tampao acetato 0,5M (pH=4,9). As solucgées
foram filtradas (0,45um) e os espectros da primeira derivada obtidos. Os
resultados de quatro amostras analisadas foram considerados compativeis
com os obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia, usando fase

reversa. Em 1994, os mesmos autores desenvolveram um meétodo para a
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determinacdo de corantes em misturas binarias por espectrofotometria
utilizando o espectro da primeira derivada. Os espectros em absorvancia
dos corantes (Ponceau 4R, Carmoisina ou Amaranto) dissolvidos em
solucéo tampéo de acido acético 0,1M / acetato de s6dio pH de 4,8, foram
obtidos a 600nm/min., usando agua como branco. As curvas de calibracao
foram lineares e os limites de determinagdo foram 1 e 90ug/L para o
Ponceau 4R e Carmoisina, respectivamente. Os valores de recuperacio
foram 100,51% para o Ponceau 4R e 98,63% para a Carmoisina. O

metodo foi aplicado para bebidas e sobremesas de gelatina de morango.

Outro método foi desenvolvido por Berzas-Nevado, para a
determinagao simultanea de amaranto, Ponceau 4R e acido carminico (E-
123, E-124 e E-120, respectivamente) sem prévia separacdo. As curvas de
calibracdo foram linear até 32mg/L para o amaranto e Ponceau 4R e 64
mg/L para o acido carminico. Os melhores comprimentos de onda
estabelecidos para a determinagéo dos corantes foram 373nm para o acido
carminico, 549,7nm para o amaranto € 561,5nm para o Ponceau 4R. Os
resultados obtidos foram comparados com o obtidos usando cromatografia
liquida de alta eficiéncia, sendo concluido que o método é adequado para a
determinacéo dos trés corantes misturados em produtos como sobremesas
de gelatina e bebidas com sabor de morango. Estes métodos foram
baseados principalmente na utilizacdo da primeira e segunda derivada da

espectrofotometria.

Lopez-De-Alba et al. (1996) desenvolveram um meétodo analitico para
a determinacao de mistura binarias de corantes, utilizando um algoritimo
matematico simples, sendo utilizado quatro equagdes obtidas da regressao
linear das curvas de calibragao: duas calibragdes para cada componente
em dois comprimentos de onda distintos. Os corantes avaliados foram

tartrazina, amarelo crepusculo, amaranto, eritrosina e vermelho de Allura,
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sendo os resultados comparados com métodos espectrofotométricos
utilizando derivada, indicando boa performance. O método desenvolvido foi
aplicado na determinagao de dois corantes em amostras de “Kool-Aid”

com sabores artificiais de morango, cereja e abacaxi.

Um trabalho semelhante foi realizado por Ni & Gong (1997) que
desenvolveram um método para a determinac¢ao simultanea de mistura de
corantes alimenticios por espectrofotometria. Mistura de tartrazina,
amarelo crepusculo, ponceau 4R, amaranto e azul brilhante foram
analisadas simultaneamente sem prévia separacdo quimica. Os dados
obtidos foram processados por métodos quimiométricos, com minimo
quadrado classico (CLS), regressdao de componente principal (PCR),
minimos quadrados parciais (PLS) e fator de transformacgédo interativo
(ITTFA), utilizando os espectros em absorvancia normal, primeira e
segunda derivadas. Foram avaliados dezesseis misturas de corantes com
cinco combinagdes, sendo que o método por ITTFA apresentou melhor
precisdo que CLS, PCR e PLS e as calibragdoes baseadas nos dados de
primeira derivadas proporcionou alguma vantagem para os quatro
métodos quimiométricos, sendo o método considerado satisfatorio para a

determinacéao de corantes em muitos produtos alimenticios.

Capitan-Vallvey et al. (1998) desenvolveram um procedimento
analitico para a determinag¢do de corantes artificiais em alimentos por
espectrofotometria de fase sélida utilizando calibragao multivariada por
minimos quadrados parciais (PLS). Amostras de bebidas nao alcoodlicas
foram filtradas e produtos soélidos e semi-solidos (balas, gelatinas e
aditivos) foram dissolvidos em agua em ultrassom e as solugodes filtradas.
As amostras preparadas contendo 5 — 80ug de corantes alimenticios foram
misturadas com HCl 0,5M, diluidas com &agua e equilibradas com

Sephadex DEAE A-25 (pérolas em gel). As pérolas foram coletadas por
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filtracdo, empacotadas em células de quartzo de lmm e as células
centrifugadas. As células foram utilizadas para a obtencdo do espectro
(400 — 800nm) em espectrofotémetro. Os dados, consistindo de leituras em
intervalo de 0,2nm, resultando em 1987 pontos experimentais por
espectro, foram submetidos a tratamento por PLS para a quantificacdo de
tartrazina, ponceau 4R e amarelo crepusculo nas amostras, sendo o

desvio-padrao de 0,5 - 10,8%.

Berzas-Nevado et al. (1999) desenvolveram um método analitico para
a determinacéo espectrofotométrica simultanea de tartrazina, azul patente
V e carmina indigo por minimos quadrados parciais (PLS) e regressao do
componente principal (PCR). Solugées aquosas dos corantes foram
misturas com tampao acetato 0,1M (pH=4,8) e diluido com agua
resultando em solugdes contendo 0,8 — 20mg/L de tartrazina, 0,4 - 6
mg/L de azul patente V e 0,8 — 17,6mg/L de carmina indigo. Os espectros
de absorgao das solugdes foram obtidos na regido de 315 - 710nm e foram
utilizados com base de dados para a aplicagido dos métodos
quimiomeétricos. Os modelos de calibragdo foram avaliados por validagao
interna (verificacao da concentragao das proprias solugdes dos corantes
utilizadas no teste), validagao cruzada (através de parametros estatisticos
que mostram a eficiéncia do modelo de calibracao) e por validacdo externa
de 19 misturas diferentes do trés corantes. A recuperacio foi de 93,5 —
102,1%, sendo que os dois métodos quimiométricos deram resultantes
semelhantes podendo ser aplicados para a determinacdo de corantes em

preparacoes alimenticias.

Os mesmos autores descreveram quatro métodos
espectrofotométricos para a determinagdo simultidnea de trés corantes
para alimentos. Dois métodos foram baseados em técnicas de derivadas;

sendo, primeira derivada e relagdo de espectros da derivada e os outros
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dois baseados em técnicas de calibra¢do multivariada; minimos quadrados
parciais e regressao do componentes principal. Todos os métodos foram
realizados sem etapa de separagao e utilizando dados espectrais de 315 -
710nm. Os métodos foram validados pela analise de misturas sintéticas
contendo 2,4 — 17,6mg/L tartrazina, 1,6 — 5,6mg/L de azul patente V e 3,2
- 17,5mg/L de carmina indigo. Os meétodos foram aplicados na
determinagéo de corantes para confeitaria, cerejas em caldas e gelatina
sabor limdo. Os métodos espectrofotométricos desenvolvidos neste
trabalho podem ser recomendados devido a sua simplicidade e os
resultados satisfatorios obtidos na analise de misturas sintéticas e
produtos alimenticios comerciais. Foram obtidos bons resultados para os
corantes analisados, sendo a precisdo dos métodos checas com nivel de

confianga de 95%.

Berzas-Nevado et al. (1999) descreveram um método para a
determinacdo simultdnea de amaranto, ponceau 4R, vermelho alura e
vermelho 2G por espectrofotometria usando técnicas quimiométricas (PLS
e PCR). As amostras foram solubilizadas em uma mistura de etanol (25%)
e tampao de acido acético 1M/ acetato de s6dio com pH de 4,5. O método
proposto apds otimizagdo dos parametros quimiomeétricos foi validado com

amostras sintéticas e aplicados a bebidas.

Programas computacionais podem ser utilizados para a
determinacdo de corantes artificiais sem separagao prévia como
apresentado por Garcia Penalver et al. (1999) que avaliaram trés métodos
espectrofotométricos para a quantificagdo simultdnea da mistura de
tartrazina (E-102) e amarelo crepusculo (E-110) em amostra de corantes
alimenticios disponiveis no mercado espanhol, sendo comparado a
performance de trés programas computacionais para a determinacao de

multicomponentes (Varian ADLNEWS2, MULT v3.0 Quimio e Varian Cary
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Multicomponent Analysis). O programa MULT v3.0 Quimio apresentou os
melhores resultados, bem como pode ser aplicado para a determinacao de

um unico corante.

2.2.2 METODOS CROMATOGRAFICOS

Bonato et al. (1992) avaliaram corantes artificiais para alimentos
utilizados no Brasil através de um método simples e barato usando
extracdo com cloroférmio / n-butanol e cetrimida como par-iénico. Apés
€xtracao, os corantes foram separados por cromatografia em camada
delgada (silica gel G). Quando somente um corante foi observado através
de cromatografia em camada delgada, a quantificacéo foi realizada através
da espectrofotometria no visivel. Nos casos de dois corantes, os mesmos
foram separados previamente através da cromatografia em camada
delgada e eluidos com cetrimida 0,1M e posterior quantificacdo por

espectrofotometria.

Buyukpamukcu & Saldamli (1995) descreveram um método para
determinacao de corantes sintéticos em alimentos soltiveis em agua por
cromatografia em camada delgada e espectrofotometria. Varios corantes
sintéticos (eritrosina, ponceau 4R, amarelo crepusculo, verde rapido, azul
brilhante, tartrazina, amaranto, indigotina e azul patente) foram
dissolvidos em solucédo de etanol a 70% (v/v) e aplicados sobre placas para
cromatografia em camada delgada de silica gel. A melhor fase mével para
separacao dos corantes constituiu de isopropanol: aménea: agua (10:1:1,
v/v). Apés o desenvolvimento cromatografico, as manchas dos corantes

foram removidas da placa cromatografica e submetidas a eluicdo com
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etanol & 70% e centrifugadas. Os extratos foram diluidos para um volume
conhecido e quantificados através de métodos espectrofotométricos. A
aplicabilidade do método testada em confeitos, mostrando ser rapido e
preciso para a determinacao de corantes sintéticos para uso em alimentos,

especialmente para alimentos soliiveis em agua e refrescos.

Ribeiro-Cunha et al. (1996) desenvolveram um método qualitativo
para a diferenciagao de corantes de cor amarela e vermelha com estrutura
semelhante em alimentos. Os corantes vermelho 40 e amarelo crepusculo
sao permitidos para uso em alimentos no Brasil, mas o vermelho rapido E
e o laranja GGN, que apresentam estruturas semelhantes, nao sao
permitidos para wuso. Alguns métodos qualitativos faceis foram
desenvolvidos para diferenciar o vermelho rapido E do vermelho 40 e o
laranja GGN do amarelo crepuisculo. O vermelho 40 pode ser diferenciado
do vermelho rapido E através de cromatografia em camada delgada
utilizando silica gel ou poliamida 6DF, por eletroforese em gel de
poliacrilamida e por complexagao com contra-ion, enquanto que o amarelo
crepusculo pode ser diferenciado do laranja GGN somente através da
cromatografia em camada delgada usando fase reversa de silica gel apés
impregnacao com octanol. Os métodos apresentados sao de baixo custo e
relativamente simples quando comparado com cromatografia liquida de

alta eficiéncia (CLAE).

Pelo levantamento bibiliografico realizado, os métodos analiticos
para a determinacgéo de corantes desenvolvidos recentemente sio baseados
principalmente na cromatografia liquida de alta eficiéncia, dos quais
destacamos os trabalhos desenvolvidos por Naga & Koike (1990) que
consistiu na separacao de corantes alimenticios por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) utilizando coluna Inertsil ODS-2 (25 cm x 4,6

mm) e metanol 30 — 80% contendo 1 — 100mM de metilguanidina como
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fase movel. O fluxo da fase moével foi de 0,9mL/min e a deteccdo em 470,
540 ou 600nm. O tempo para a separacdo dos corantes foi de
aproximadamente 15 mintuos, sendo observado que na auséncia da

metilguanidina na fase mével nenhum corante foi eluido em 30 minutos.

Greenway et al. (1992) desenvolveram um método analitico para a
determinacao de corantes por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com dialise “on line” para a preparacdo das amostras. As amostras
foram extraidas com tampao de acetato de amoénio 0,04M de pH 7 (tampao
A) e os extratos foram submetidos a dialise usando um sistema automatico
para tratamento da amostra). Uma aliquota do dialisado foi submetida a
analise por CLAE, utilizando coluna cromatografica Spherisorb S5 ODS 2
(15cm x 4,6mm e particulas com 5um) e fase mével composta de tampao A:
metanol : dgua (2:1:2), fluxo de 1mL/min e deteccdo a 475 nm. A curva de
calibragéo foi linear até 150mg/L para o amaranto, marrom FK e ponceau
4R e 200mg/L para o amarelo crepusculo; os correspondentes limites de
detec¢do foram 0,64; 1,58; 0,50 e 0,50mg/L. O método foi aplicado para a
determinacdo de corantes artificiais em balas, geléias, gomas de frutas e

refrescos.

O meétodo para a determinacéao de amarelo crepusculo e ponceau 4R
em balas por cromatografia liquida de alta eficiéncia desenvolvido por
Zghal et al (1995), consistiu na solubilizacdo das amostras em fase moével e
posterior centrifugagao. O sobrenadante foi removido e o residuo sélido foi
submetido a uma nova extracdo com fase moével. Os dois sobrenadantes
foram misturados e avolumados com fase mével. A determinacédo dos dois
corantes foi realizada utilizando coluna Hypersil H125 ODS C18 (250mm x
4,6mm) e fase movel constituida de metanol / tampdo fosfato 75mM
(pPH=6,7) na proporc¢éao de 1:3. Foi utilizado fluxo de 1mL/min e detecgéo a
S00nm.
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Berzas-Nevado et al. (1997) desenvolveram um método analitico para
determinacdo de seis corantes para alimentos: amarelo crepusculo (E-
110), acido carminico (E-120), carmoisina (E-122), amaranto (E-125),
ponceau 4R (E-124) e eritrosina (E-127). Os corantes foram separados
utilizando coluna Nova-Pack C18 (150mm x 3,9mm) e sistema gradiente
para a eluicdo. As fase moveis foram compostas por metanol/tampéao
fosfato pH=7 (1:4) e contendo 5mM de brometo de tetrabuliamoénio,
denominado de solvente A e metanol/tampéo fosfato pH=7 (4:1) e contendo
SmM de brometo de tetrabutilamoénio, denominado de solvente B. O
detector foi acertado em 520nm. As curvas de calibracdo foram baseadas
na area do pico, sendo lineares na faixa de 8 - 40mg/L do E-120e 2 - 10

mg/L para os outros corantes testados.

Rizova & Stafilov (1995) desenvolveram um método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a determinacgao de 12
corantes sintéticos (amaranto, vermelho allura, negro brilhante BN, azul
brilhante E, carmoisina, eritrosina, indigotina, auzl patente V, ponceau
4R, amarelo de quinolina, amarelo crepusculo, tartrazina), usando
Amerlite XAD-2 como fase estacionaria. Para a eluicao foi utilizado varios
alcoois acidificados (isopropanol, n-propanol, n-butanol), sendo obtido
recuperagao de 81,5 - 100,2%. A faixa do limite de detecc¢do foi 4 — 10ng. O

meétodo foi testado em bebidas carbonatadas, balas, gomas,etc.

Um método utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com interagao ionica foi desenvolvido por Angelino et al. (1998)
para a determinacdo de corantes usando fase reversa. Os parametros
definidos para os corantes amaranto, tartrazina, amarelo crepusculo e
coccina por CLAE foram coluna Bondapack ODS (300mm x 3,9mm de
diametro interno), a 25 graus Celsius, fase mével composta de fosfato de

octilaménio SmM em agua:acetonitrila (65:25) pH=6, fluxo de 1
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mL/minuto e detector de arranjo de diodos (160 — 600 nm) ou coluna
Spherisorb ODS-2 (250mm x 4,6mm de diametro interno), a 25 graus
Celsius com fase movel composta de fosfato de octilaménio 5mM em
agua:acetonitrila (66:24) pH=6 e deteccdo nas mesmas condicdes citadas

anteriormente.

Existem varios métodos desenvolvidos para a separacdo
cromatografica de corantes sintéticos sendo que muitos sao
fundamentados na cromatografia em papel, em cromatografia de camada
delgada, em cromatografia de par iénico, utilizando as condicées de fase

reversa, sendo realizados estudos dos fatores que afetam a retencao

As condig¢des de fase mével mais utilizadas sdo baseadas em solucéo
tampao, entretanto o principal problema na determinacdo de corantes
sintéticos em alimentos, muitas vezes, nio é o processo de separagao, mas
como sao isolados quantitativamente das matrizes, principalmente das

mais complexas.

Os métodos tradicionais, como a adsor¢éo em 14 ou poliamida, tende
a nao ser quantitativo e podem conduzir a degradacdo do corante. Um
meio de minimizar os efeitos da extracdo, tanto do alimento, como do
extrato aquoso, podendo oferecer vantagens frente a situacdes
normalmente encontradas ¢ a didlise, sendo que esta técnica pode ser
usada como um meio de preparagdo das amostras, permitindo a
determinacdo de corantes sintéticos em alimentos ricos em acucares,
sendo a amostra submetida a extracao, centrifugacdo ou filtracido e

posterior dialise.

Em relagcdo a deteccdo e quantificacdo dos corantes por CLAE o
método mais utilizado € através da deteccdo na regido do visivel com

comprimento de onda variavel utilizando varias corridas cromatograficas e
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uma para cada comprimento dependendo do corante presente na amostra,
ou utilizando um unico comprimento de onda otimizado para os corantes

presentes ou através de arranjo de diodos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) pode apresentar
algumas dificuldades para ser desenvolvida, estando sujeita a muitas
variaveis a serem consideradas. Colunas diferentes podem produzir tempo
de retencdo diferente para o mesmo composto; fazendo que com a
instalagdo de uma nova coluna os parametros sejam estabelecidos para a
mesma. O método também precisa ser revisado com o tempo de uso da

coluna cromatografica.
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA
ANALITICA PARA DETERMINACAO DA
IDENTIDADE DE PREPARADOS SOLIDOS PARA
REFRESCO POR ESPECTROMETRIA NO
INFRAVEMELHO
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3.1 RESUMO

Com a globalizagdo a cada dia surgem novas marcas e fornecedores
de produtos alimenticios, bem como o grande apelo pelos produtos “light”,
levaram o desenvolvimento de refresco em pé e refrigerantes contendo
edulcorantes. A base do refresco em p6 tradicional é a sacarose (agucar
cristal) e do “light” é a malto-dextrina; os produtos tradicionais podem

conter polpa de fruta.

O método desenvolvido neste trabalho foi baseado na técnica de
espectrometria no infravermelho por transformada de Fourier, utilizando
acessorio de reflectancia interna difusa (DRIFT) para a verificacdo da
identidade de preparados soélidos para refresco. Os espectros das amostras
foram comparados entre si e com padréo de sacarose através de software
Compare e Spectrum, da Perkin Elmer, sendo obtidos os valores de

correlacgao.

O método analitico desenvolvido permitiu a separagdo dos
preparados em trés grupos: tradiconal (base sacarose); tradiconal com
polpa de fruta e light (base maltodextrina). Os testes de repetibilidade
apresentaram coeficiente de variagéo inferior a 0,1% para as amostras
avaliadas. A metodologia proposta apresenta boa eficiéncia, sendo de
execucdo simples e rapida e demonstra a aplicabilidade desta técnica
analitica para verificacdo de adulteracdo em preparados solidos para

refresco.
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3.2 SUMMARY

With the globalization, each day we have new brands and suppliers
of nutritive products, and the great plea for the light products led to the
development of drink powder and soft drinks containing edulcorater. The
base of the traditional drink powder is saccharose (crystal sugar) and the
base of the light is the maltodextrin; the traditional products can contain
fruit pulp.

The method developed in this work was based on the infrared
spectrophotometry technic with Fourier transformed, using diffuse internal
reflecting accessory to verify the identity of solid powder. The samples
spectrum were compared among them, and with saccharose standard
through software Compare and Spectrum, from Perkin Elmer, being

obtained the correlation values.

The analytical method developed allowed to separate the material in
three groups: traditional (based on saccharose), traditional with fruit pulp
and light one (based on maltodextrin). The repetition tests showed
standard deviation less then 0,1% for the analyzed samples. The proposed
methodology shows efficiency, being the execution simple and fast, and
demonstrates the applicability of this analytical technic to verify the

adulteration in solid powder.
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3.3 INTRODUCAO

Os consumidores € a globalizagdo estdo fazendo que aumente a
demanda por alimentos considerados seguros e de alta qualidade. Muitos
dos aspectos de seguranca e qualidade sdo regulamentados e as exigéncias
para os rotulos existem para proteger os consumidores. E necessario
métodos analiticos que detectem adulteragdo e possam ser utilizados no
controle da qualidade e fiscalizagcdo destes produtos. Entre os varios
desenvolvimentos da espectrometria, talvez o mais importante para as
industrias de alimentos é a espectrometria no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), na regiao do médio, sendo um grande
potencial para analises qualitativa e quantitativas de alimentos (WILSON,
1990).

A  espectrometria no infravermelho por reflectancia difusa €
considerada uma técnica qualitativa a semi quantitativa, porém pode ser
usada como técnica quantitativa dependendo da amostra e a matriz de

diluicao.

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um método
analitico para a verificagdo da identidade de preparados sé6lidos para fresco
(tradicional, com polpa de furta e light) através espectrometria no
infravermelho por transformada de Fourier, utilizando acessorio de
reflectancia interna difusa (DRIFT), apresentando vantagens em relagao a

facilidade e rapidez na preparacao das amostras.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 MATERIAL

Foram analisadas vinte (20) amostras de diferentes preparados
solidos para refresco que apresentavam  descrito na embalagem a
presenca de agucar (sacarose), adicdo de polpa de fruta e light (malto-
dextrina). As amostras foram adquiridas em supermercados da regido de
Campinas/SP. Cada amostra foi composta pela mistura de duas
embalagens do produto de mesmo lote e homogeneizadas para a retirada
da amostra para analise. A determinacédo foi realizada em triplicata para

cada amostra.

3.4.2 REAGENTES

A sacarose utilizada como padrao e o cloreto de sédio (NaCl) utilizado
para a obtencéo da corregdo de fundo (background) foram adquiridos da
Merck do Brasil. A sacarose e o cloreto de sédio foram triturados em

almofariz e passados através de peneira de 100 mesh.

Para a calibragdo do espectrofotémetro foi utilizado filme de

polistireno da Perkin Elmer (PT n°® 186-2082).

3.4.3 EQUIPAMENTOS

Para a obtencao dos espectros das amostras na regido do

infravermelho médio foi utilizado um espectrofotémetro com transformada
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de Fourier da Perkin Elmer, modelo 1620 e acessoério para reflectancia
interna difusa da Perkin Elmer. A comparagdo entre os espectros foi

realizada através dos “software Spectrum” da Perkin Elmer, sendo obtido

os valores de correlacgao.

3.4.4 METODOS

Cada amostra foi composta de duas embalagens de mesmo lote de
preparado sélido para refresco, sendo que as mesmas foram trituradas em

almofariz ap6s a mistura e passadas por peneira de 100 mesh.

Para a corregao de fundo (background) foi utilizado cloreto de so6dio
p.a. seco em estufa a 105°C durante 4 horas. O cloreto de sddio foi
resfriado até a temperatura ambiente em dessecador, triturado em

almofariz de porcelana e passado através de peneira de 100 mesh.

Para obtencdo dos espectros na regiao do infravemelho foram
acumulados 100 corridas (scan) na faixa de 4000 - 625cm-! e resolugao de
4cm-!; ambiente com temperatura controlada entre 20° - 25°C e umidade
de 45 - 50%. Os espectros obtidos por reflectancia difusa foram
convertidos em unidade de Kubelka-Munk (KM) pelo software utilizado. O
espectro de reflectancia convertido em unidade de Kubelka-Munk (KM)
apresenta linearidade com a concentragdo e o espectro em absorvancia
nao obedece a lei de Beer. A equacao de Kubelka-Munk (KM) descreve
alteracoes na intensidade espectral com a concentragcao para amostras
pulverizadas com profundidade infinitiva. Amostras com profundidade
infinitiva sdo aquelas em que um aumento na profundidade nao altera

significativamente o espectro.
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A comparagao entre os espectros das amostras e padrao de sacarose

e a determinacgao da correlacao foi realizada utilizando software Spectrum

da Perkin Elmer.

O fluxograma da metodologia analitica desenvolvida para a obtencao
de espectros no infravermelho médio através de reflectancia interna difusa
a ser utilizado na determinacao da identidade de preparados sélidos para

refresco esta apresentada na Figura 1.

¢
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peneira de 100 mesh
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Identificagao
por comparagao
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Figura 1: Fuxograma da metodologia utilizada na obtencao de
espectros no infravermelho para determinacao da identidade de

preparados solidos para refresco.
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Os estudos de repetibilidade foram realizados baseado na repeticao
de 5 determinagdes de uma amostra de cada tipo de preparado sélido para
refresco (tradicional, tradicional com polpa de fruta e light), sendo
utilizando o software Spectrum da Perkin Elmer para a obtencdo da

correlagcao de comparagéo entre os espectros.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido as amostras serem sélidas o preparo foi de simples execugao,
permitindo que as mesmas fossem trituradas em almofariz e passadas
através de peneira de 100 mesh, visando a homogeneidade do material
reduzindo o efeito de espalhamento e reflectancia especular durante a
etapa espectrofotométrica, uma vez que os mesmos sao afetados pelo
tamanho e distribuigdo do tamanho das particulas. A interferéncia mais
significativa na medida de reflectancia difusa é a distorcdao do espectro

devido a reflectancia especular (Brimmer & Grifftiths, 1986 ).

O uso do acessoério de reflectancia interna difusa (DRIFT) simplificou
a preparacao das amostras de preparados solidos para refresco na

obtenc¢ao dos espectros no infravermelho.

Os espectros em reflectancia obtidos na regido do infravermelho
utilizando o DRIFT foram convertidos em unidade de Kubelka-Munk (KM),

que apresenta linearidade com a concentracao.

As comparacoes qualitativas entre as amostras de preparados
solidos para refrescos, visando a diferenciacdo dos produtos tradicionais

com e sem polpa de fruta e light sdo apresentados nas tabelas 1 a 3.
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Tabela 1: Comparagdo entre os preparados solidos para refrescos

tradicional - Produto comparado: R (sabor morango).

MARCA SABOR CORRELACAO
R morango 1,0000
R uva 0,9953
R limao 0,9923
F abacaxi 0,9902
F liméao 0,9820
F morango 0,9803
F uva 0,9799
S uva 0,9648
S morango 0,9574
T liméo 0,9350
T uva 0,9332
T maracuja 0,9312
T abacaxi 0,9299

padrao sacarose 0,9274
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O espectro da amostra de preparado sélido para refresco tradicional
sabor morango da marca R foi comparado com espectros de amostras do
produto de mesma marca e¢ marcas diferentes com sabores iguais e
diferentes. As correlagées permitiram o agrupamento das amostras por

marca, indicando a identidade das mesmas.

A comparacao dos espectros dos preparados sélidos com a sacarose,

base deste tipo de produto, apresentou correlagcao superior a 0,90.

Tabela 2: Comparagdo entre os preparados para refrescos light-

Produto comparado: C (sabor abacaxi):

MARCA SABOR CORRELACAO
& abacaxi 1,0000
& maca-verde 0,9362
C liméao 0,9282
B tangerina 0,9226
(@ p. rosada 0,9187
T(a) maracuja 0,4489
T(a) uva 0,4211
F laranja 0,4160
S(b) morango 0,2921
padrao sacarose 0.2133

{(a) contém edulcorantes, mas nao ha declaragdo de light na embalagem. (b) produto tradicional,

incluido para comparacao.
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O espectro da amostra de preparado sélido para refresco “diet” sabor
abacaxi da marca C foi comparado com espectros de amostras do produto
de mesma marca e sabores diferentes, com produtos “diet” e “light” de
outras marcas € sabores € com produtos tradicionais (base sacarose) . As

correlagdes permitiram o agrupamento das amostras por marca:

e Marca C - produto “diet”: base maltodextrina + edulcorante
(aspartame), conforme descricdo na embalagem (correlagdo entre 0,90 -

1,00);

e Marcas T e F - produto “light”: base sacarose + edulcorantes
(aspartame + acesulfame K) , conforme descricdo na embalagem

(correlagao entre 0,40 - 0,45);

e Marca S (produto tradicional): base sacarose, conforme descrigao

na embalagem (correlagao entre 0,20 - 0,30).

A comparacdo do espectro da amostra do preparado soélido para
refresco da marca S com a sacarose, base deste tipo de produto,

apresentou correlacgdo préxima, indicando a identidade do produto.
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Tabela 3: Comparacgido entre os preparados solidos para refrescos
tradicional com e sem adigdo de polpa de fruta - Produto comparado: S

(sabor morango com polpa de fruta):

MARCA SABOR CORRELACAO
S morango 1,0000
T maracuja 0,9326
g i maracuja 0,9115
S* morango 0,9033
padrao sacarose 0,9064

* produto sem adigdo de polpa de fruta declarado na embalagem

O espectro da amostra de preparado sélido para refresco da marca S,
sabor morango com polpa de fruta foi comparado com espectros de
amostras do produto de mesma marca sem adi¢ao de polpa de fruta e com
produto de marca diferente com e sem adi¢cdo de polpa de fruta indicado
na embalagem. As correlacées permitiram o agrupamento das amostras
analisadas com polpa de fruta (correlagdo entre 0,93 - 1,00) e sem adicéo

de polpa de fruta (correlagéo entre 0,90 - 0,92).

A comparacao dos espectros das amostras dos preparados soélidos
analisados, com a sacarose permitiram comprovar a identidade da base

dos produtos (correlagao superior a 0,90).

Os espectros no infravermelho estdo apresentados na figura 2
(sacarose), figura 3 (produto tradicional), figura 4 (produto diet), figura 5
(produto tradicional com e sem adicdo de polpa de fruta) e figura 6

(tradicional e diet).
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Figura 2: Espectro no infravermelho da sacarose (Padrao) obtido por

reflectancia interna difusa (4000 - 625cm-1, resolugao: 4cm-1)
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Figura 3: Espectro no infravermelho do preparado solido para
refresco (tradicional) obtido por reflectancia interna difusa difusa (4000 -

625cm-1, resolucgao: 4cm-1):
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Figura 6: Espectros no infravermelho do preparados solidos para
refresco (tradicional e diet), reflectancia interna difusa (4000 - 625cm!,

resolucao: 4cm-1).

A banda caracteristica utilizada para a identificacdo dos preparados
solidos para refresco diet foi em 1785cm-1;enquanto que a adig¢ao de polpa
de fruta pode ser avaliada pela alteracao na intensidade da frequéncia a

1725cm-! (Wilson, 1993).

Os resultados de desvio-padrao e coeficiente de variagao foram
obtidos a partir dos valores de correlagdo das amostras analisadas, e estao

apresentados na tabela 4.
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Tabela 4: Estudo de repetibilidade (desvio-padrdo e variancia),

baseado em S repeticées de cada amostra:

AMOSTRA

DESVIO-PADRAO

COEFICIENTE DE
VARIAGAO (%)

sacarose (padréo) 0,0058 <0,01
tradicional 0,0259 0,07
tradicional com polpa 0,0177 0,03
light 0,0076 0,01

Os valores de desvio-padréo € coeficiente de variagdo inferior a 2%

foram indicaram b
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3.6 CONCLUSOES

Os resultados indicam que ha um bom potencial para o uso da
espectrometria no infravermelho com uso de reflectancia difusa para
auxiliar na identidade de produtos alimenticios como os preparados

solidos para refresco.

Os resultados dos €spectros obtidos foram comparados com as
declaracées na embalagens, sendo verificado a présenca de sacarose nos

produtos light o que os difere dos diet (sem sacarose).

Nao foi detectada discrepancias em relacdo ao declarado na
embalagem dos produtos analisados considerando o aspecto produto
tradicional (sacarose) com e sem adicdo de polpa e light (sacarose +

edulcorantes ou maltodextring + edulcorantes).

No caso da identificacdo da adicao de polpa aos preparados sodlidos
para refresco tradicionais, os valores de correlacdo obtidos para os
produtos com e sem adicéo de polpa foram muito proximos para uma
identificagdo mais conclusiva, provavelmente devido a pequena
concentracdo de polpa adicionada aos produtos frente aos outros

componentes presentes.

O uso do DRIFT indica uma potencialidade para determinacées
semi-quantitativas, que podera ser utilizada para a determinacio do teor

de polpa de fruta adicionada aos produtos.

O método desenvolvido apresenta boa repetibilidade (inferior a 2%),
sendo de execucao simples e rapida o que permite o uso no controle da

qualidade e na verificacao de adulteracio destes produtos.
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3.8. SUGESTOES

Os resultados indicam que ha um bom potencial para a aplicagéo
da espectrometria no infravermelho (FT-IR) com uso do acessoério de
reflectancia interna difusa (DRIFT) para analise das bases e aditivos

utilizados em preparados sélidos para refresco.

O DRIFT pode permitir determinag¢oes para o controle da qualidade
dos aditivos (corantes, acidulantes, etc), bem como determinacdes semi-
quantitativas e quantitativas da concentracdo de polpa adicionada aos

produtos alimenticios, como em preparados sélidos para refresco.
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CAPITULO 4

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA
ANALITICA PARA DETERMINACAO DE
CORANTES ARTIFICIAIS EM PREPARADOS
SOLIDOS PARA REFRESCO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA
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4.1 RESUMO

Com a globalizagédo a cada dia surgem novas marcas e fornecedores
de produtos alimenticios, como por exemplo preparados soélidos para

refresco.

Os preparados solidos para refresco sdo compostos principalmente
de agucar cristal e/ou edulcorantes, acidulantes, estabilizantes e corantes
artificiais. Devido aos problemas que o excesso de alguns aditivos podem
causar a saude dos consumidores, principalmente os corantes artificiais, €
necessario métodos analiticos para a determinagdo destes compostos para
fins de desenvolvimento de novos produtos, controle da qualidade e

fiscalizacao.

O meétodo desenvolvido neste trabalho foi baseado na cromatografia
liquida de alta eficiéncia para a determinacdo de corantes artificiais
(amarelo de tartrazina, amarelo crepusculo, amaranto, vermelho 40, azul
de indigotina e azul brilhante) em preparados sélidos para refresco e
refrigerantes, utilizando sistema isocratico, sendo a fase mével composta
de tampao acetato 0,05M:metanol (80:20). A deteccdo e quantificagao foi
realizado num unico comprimento de onda na regiao do visivel (510nm),
permitindo a determinagdo dos corantes presentes nas amostras

analisadas em apenas uma corrida cromatografica.

O limite de detecgédo variou entre 0,12 e 0,53mg/L (vermelho 40 e
amarelo de tartrazina, respectivamente), os coeficientes de variagéo foram
inferiores a 7,5% para as amostras analisadas e a % de recuperacao média
ficou entre 95,5 e 112,0%. A metodologia proposta apresenta eficiéncia,

sendo de execucéo simples e rapida.
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4.2 SUMMARY

With the globalization, each day we have new brands and suppliers

of nutritive products, such as solid powder and soft drinks.

The solid powder are composed mainly by crystal sugar and/or
edulcorater, acidifying, stabilizing and artificial pigment. Due to problems
related to the excess of some additives can cause to the consumer health,
mainly the artificial food color, it is necessary analytical methods to
determine these compounds in order to develope new products, quality

control and fiscalization.

The method developed in this work was based on the high
performance liquid chromatography to determine the artificial dyes
(tartrazine yellow, sunset yellow, amaranth, red 40, indigotine brilhant
blue) in the solid powder, using the isocratic system, using acetate buffe
0.05M:methanol (80:20) as mobile phase. The detection and quantification
using a unique wavelength of the visible region (510nm), allowing the dye
determination present in the analyzed samples in just one

chromatographic run.

The detection limit was between 0.12 and 0.53mg/L (red 40 and
tartrazine, respectivaly), the coefficient of variation was less than 7.5% for
the analyzed samples and the recovery average was between 97.7 and
105.0% . The proposed methodology shows efficiency, being the execution

simple and fast.
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4.3 INTRODUCAO

Os consumidores e a globalizagdo estdo fazendo que aumente a
demanda por alimentos considerados seguros e de alta qualidade. Muitos
dos aspectos de seguranca e qualidade sdo regulamentados e as exigéncias

para os rotulos existem para proteger os consumidores.

Os corantes sintéticos, principalmente os corantes azo, séo
utilizados em grande variedade de produtos alimenticios durante muitos
anos. A cor € um atributo importante de qualidade e muitos produtos
processados sao coloridos devido a destrui¢cdo da sua cor natural durante
0 processamento ou para colorir produtos que sao incolores, como por

exemplo os refrigerantes e refrescos (Greenway et al, 1992).

Portanto, € necessario o desenvolvimento métodos analiticos para a
determinar a presenca € concentragdao dos corantes permitidos por lei,
confirmar a auséncia dos nao declarados (Greenway et al, 1992) e avaliar a

estabilidade durante o processamento e estocagem (Daman et al., 1989).

Existem varios métodos para separagao cromatografica de corantes
sintéticos (citado por Saag, 1988), baseados em troca de ion € mais
comumente na cromatografia de par-idnico utilizando fase reversa.
Estudos detalhados sobre os fatores que afetam a retencao nestas
condicoes foram publicados (citado por Damant, 1990). A fase mével mais

simples esta baseada nos tampdes de acetato de amonio.

Dentre os varios desenvolvimentos analiticos, a cromatografia liquida

de alta eficiéncia € de grande aplicagdo em analise de alimentos.

85



O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um método
analitico para a determinagéo de corantes artificiais em preparados sélidos
para fresco e refrigerantes através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando sistema isocratico para a separacao e deteccao

em um unico comprimento de onda.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 MATERIAL

Foram analisadas trinta (30) amostras de preparados sélidos para
refresco de diferentes marcas e sabores e 6 (seis) amostras de refrigerantes
sabor laranja e uva de marcas diferentes. Todas as amostras foram
adquiridas em supermercados da regido de Campinas/SP. Cada amostra
foi composta pela mistura de duas embalagens do produto de mesmo lote e
homogeneizadas para a retirada da amostra para analise. A determinacao
foi realizada em duplicata sendo que cada replicata é a média de 3 injegoes

cromatograficas.

4.4.2 REAGENTES

O reagente acetato de amonio grau analitico, utilizado com tampao e
o metanol grau cromatografico foram adquiridos da Merck. Os padroes dos
corantes sintéticos (amarelo de tartazina, amarelo crepusculo, amaranto,
vermelho 40, azul de indigotina e azul brilhante) foram fornecidos pela
Hilton Davis. A agua utilizada no preparo da fase mével foi purificada no
sistema Nanopure e a fase moével foi filtrada em filtros de 0,5um de

diametro de poro e degaseificada em banho ultrassonico.
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4.4.3 EQUIPAMENTOS

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Milton Roy,
composto de sistema isocratico e valvula injetora tipo Rheodyne com
capacida de inje¢ao de 20 ml. A coluna cromatografica utilizada foi RP-18
Sigma Aldrich Sperisorb Octadecil (250mm x 4,6mm e particulas com Sum
de diametro). A deteccdo e quantificacdo foi realizada utilizando um
detector UV-Visivel variavel a 510nm, possibilitando a determinagdo de

todos os corantes em uma Uinica corrida cromatografica.

4.4.5 METODOLOGIA ANALITICA

O procedimento cromatografico por CLAE, proposto neste trabalho
foi baseado principalmente na metodologia de Prado & Godoy (1998) e
Berzas-Nevado et all. (1997 e 1998).

Cada amostra foi composta de duas embalagens de mesmo lote do
produto a ser analisado, sendo que as amostras de preparado soélido para
refresco foram trituradas em almofariz para homogeneizacgao e utilizado de
0,5 a 5 g que foram solubilizadas em fase movel e avolumado para S0mL

Os refrigerantes foram desgaseificados e diluidos na proprog¢ao de 1:1 em

fase movel.

Todas as amostras foram filtradas em filtro de 0,45pm de poro

(Millex) e injetadas no cromatografo.
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Foram testadas diferentes combinacdes de metanol e tampéao acetato
de amoénio visando a melhor separacdo dos corantes presentes nas
amostras analisadas, sendo que a fase movel utilizada para a continuidade
do trabalho foi tampao acetato de amoénio 0,05M: metanol (80:20), sendo o
tempo de corrida cromatografica de 20 minutos, com fluxo de 1
mL/minuto. Foi reduzido a concentracdo de acetato de amonio na fase

movel para uma separagao mais rapida do azul brilhante.

Os corantes foram detectados por absorcao na regiao do visivel,
sendo realizado as determinacdes em diferentes comprimentos de onda. O
comprimento de onda selecionado para a continuidade do trabalho foi

510nm.

A identificacao foi realizada por comparacao dos tempos de retencao
obtidos com padroes injetados nas mesmas condi¢coes das amostras,
verificacdo da alteracdo das areas relativa ao corante x comprimento de
onda e por co-cromatografia. A quantificacdo foi realizada através de
curvas de calibracao externa, construidas com S concentracdes diferentes
de cada padrao.As amostras e padroes foram analisados em duplicata e as

injecoes realizadas em triplicata.

Os limites de deteccéao foram obtidos através de diluicoes sucessivas
dos padrées, sendo calculado como sendo correspondente a concentracao
que produziu um valor do sinal medido trés vezes maior que o nivel de
ruido médio medido com a solucdo sacarose (Leite, 1998). Os limites de
quantificacdo foram calculados como sendo duas vezes o valor dos limites

de deteccao para cada corante.

O melhor fator de recuperacao € o obtido através da diferenca entre o

produto matriz sem o analito de interesse com o produto matriz com o
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analito. Caso isto néo seja viavel, o padrao devera ser adicionado sobre a
matriz ja contendo o analito (Leite, 1998).0s testes do fator de recuperagéo
de padrdes foram realizados em duplicata, adicionando os padrdes em 3
das amostras analisadas de sabor limao, morango, uva, sendo que a

amostra era isenta dos corantes adicionados.

O valor adicionado nao deve ser superior ao dobro da resposta do
sinal da matriz; sendo utilizado duas concentra¢des equivalente a metade
e o dobro do sinal correspondente a média de cada corante determinado

nas amostras.

90



4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia analitica desenvolvida, utilizando sistema isocratico
permite a determinacgdo de corantes sem a necessidade de aguardar a
reestabilizagdo da coluna, reduzindo o tempo da analise. E necessario
utilizar em média 10 a 20 vezes o volume da coluna, de fase movel, para o

perfeito recondicionamento da coluna (Chrom Book - Merck, 1998).

A fase movel utilizada composta de tampdo acetato de amodnio
0,05M:metanol (80:20) permitiu a separagdo dos corantes: amarelo de
tartrazina, amarelo crepusculo, amaranto, vermelho 40, azul de indigotina
e azul brilhante; presentes nas amostras analisadas em no maximo 20
minutos. Os estudos realizados para a selecdo da fase movel indicaram
que o aumento na concentragdo do tampao de acetato de amonio para
0,10M faz com que ocorra aumento significativo do tempo de retencgao de
alguns corantes, principalmente o vermelho 40, enquanto que a sua
reducdo para 0,01M nao permite boa separagdao de alguns corantes,

principalmente amaranto e azul de indigotina (Tabela I).
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Tabela I: Avaliacdo da composicédo da fase movel para determinacao

de corantes por cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando coluna

RP-18, Sigma Aldrich Sperisorb Octadecil (250mm x 4,6mm e particulas

com Spm de diametro) e fluxo de 1,0mL/minuto.

Tampao | Metanol | Acetato | Resultado (separacdao cromatografica)
acetato de
Amonio
80 20 = nao ha separacao dos corantes
80 20 0,01M |separacédo incompleta dos corantes
80 20 0,05M |separacdo completa
80 20 0,10M |separac¢do completa, porém aumenta em
muito o tempo de retencado de alguns
corantes
Agua | Metanol | Acetato Tempo de retencdo (Vermelho 40)
de
Amonio
80 20 0,01M |<10 minutos
80 20 0,05M |10 minutos
80 20 0,10M |[>30 minutos

O uso de um unico comprimento de onda na regido do visivel em

510nm, permitiu a identificacdo e quantificacdo de todos os corantes

presentes nas amostras em uma unica injecao cromatografica.

Os cromatogramas dos padrdes em diferentes comprimentos de onda

estao apresentados nas figuras 1 e 2 e os referentes as amostras de

preparados so6lidos para refresco nas figuras 3 e 4.
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Figura 1: Cromatograma dos padroes de corantes artificiais e mistura de corantes.
Condigoes cromatograficas: Coluna RP-18, 250mm x 4,6mm, particulas de 5Sum. Fase
movel: tampao acetato de amoénio 0,05M:metanol (80:20), fluxo 1,0mL/min, volume
injetado: 20ul. Deteccdo: 510nm. Padrdes: (I) tartrazina; (II) amaranto; (III) azul de
indigotina; (IV) amarelo crepisculo (V) vermelho 40; VI (azul brilhante).
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Figura 2: Cromatograma dos padroes de corantes artificiais.
Condig¢bes cromatograficas: Coluna RP-18, 250mm x 4,6mm, particulas de
Sum. Fase movel: tampao acetato de aménio 0,05M:metanol (80:20), fluxo
1,0mL/min, volume injetado: 20ul. Deteccdo: 400 nm. Padroées: (I
tartrazina; (II) amaranto; (IlI) azul de indigotina; (IV) amarelo crepusculo

(V) vermelho 40; VI (azul brilhante).
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Figura 3: Cromatograma de amostra de refresco (sabor laranja).

Condi@ées_ cromatograficas: Coluna RP-18, 250mm x 4,6mm, particulas de

- opum. Fase movel: tampao acetato de amoénio 0,0SM;metanol (80:20), fluxo
1,0mL/min, volume injetado: 20ul. Deteccdo: 510nm. Corantes: amarelo

tartrazina e amarelo crepusculo.
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zamaranto
indigotina

Figura 4: Cromatograma de amostra de refresco (sabor uva).
Condigdes cromatograficas: Coluna RP-18, 250mm x 4,6mm, particulas de
Sum. Fase movel: tampdo acetato de amoénio 0,05M:metanol (80:20), fluxo
1,0mL/min, volume injetado: 20ul. Deteccdo: 510nm. Corantes: amaranto

e azul de indigotina.

As curvas de calibragcdo estdao apresentadas nas figuras S e 6, €
apresentaram boa linearidade nas concentracdes pré-estabelicidas, sendo
a regressao linear (método dos minimos quadrados) a forma utilizada para
estimar a melhor reta que passa pelos pontos obtidos experimentalmente

(Leite, 1998).
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Figura 5: Curva de calibragao para determinacao de corantes
artificiais por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Condigoes
cromatograficas: Coluna RP-18, 250mm x 4,6mm, particulas de Sum. Fase
movel: tampao acetato de amonio 0,05M:metanol (80:20), fluxo
1,0mL/min, volume injetado: 20ul. Deteccao: 400nm. Corantes:amarelo de
tartrazina, amarelo crepusculo, amaranto, vermelho 40, azul de indigotina

e azul brilhante.
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Figura 6: Curva de calibragdao para determinagao de corantes
artificiais por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Condig¢oes
cromatograficas: Coluna RP-18, 250mm x 4,6mm, particulas de Spm. Fase
moével: tampao acetato de amoénio 0,05M:metanol (80:20), fluxo
1,0mL/min, volume injetado: 20ul. Detecgao: 510nm. Corantes:amarelo de

tartrazina, amarelo crepusculo, amaranto, vermelho 40, azul de indigotina

e azul brilhante.

Os corantes e suas respectivas quantidades presentes nas amostras
analisadas estdo apresentadas na tabela II (preparados solidos para

refresco) e tabela III (refrigerantes).
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A Legislacdo Brasileira permite a presenca de no maximo trés
corantes artificiais por produto e o limite maximo de 10mg/100g ou
10mg/100mL no produto para seu consumo. Nio foi detectado nas
amostras analisadas a presenca de corantes acima da concentracio

permissivel e em quantidade superior a trés tipos.

Os fatores de recuperagdo para os corantes analisados estdo
apresentados na tabela IV e os desvios-padrao e coeficientes de variagao

meédio de cada corante estdo apresentados na tabela V.

Os limites de detecgdo e de determinacdo por cromatografia liquida
de alta eficiéncia obtidos seguindo as condi¢ées descritas neste trabalho

estao apresentados na tablea VI.

A identificacdo dos picos foram realizadas pelo tempo de retencio,
co-cromatografia e variacdo da area de cada pico x comprimento de onda

do detector (figura 7).
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Tabela V: Desvios-padrao e coeficientes de variacido médios de cada

corante artificial presente nas amostras de preparados sélidos para

refresco analisadas obtidos na determinagéo por cromatografia liquida de

alta eficiéncia (n= nimero de amostras).

Corante Desvio-padrao | Coeficiente de variacédo (%)
Amaranto 0,03 2,48
(n=11)

Amarelo crepusculo 0,05 1500
(n=17)

Amarelo de tartrazina 0,05 6,47
(n=195)

Azul de indigotina 0,04 5.15
(n=9)

Vermelho 40 0,05 1,88
(n=95)
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Tabela VI: Limite de deteccédo e limite de determinacido dos corantes

artificiais.
Corante Limite de detecgao | Limite de determinacéao
(mg/L) (mg/L)

Amaranto 0,18 0,36
Amarelo crepusculo 0,21 0,42
Amarelo de tartrazina 0,53 1,06
Azul de indigotina 0,45 0,90
Azul brilhante 0,11 0,24
Vermelho 40 0,12 0,24
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Figura 7: Identificacdo dos corantes através da variagao da area x
variacdo do comprimento em cromatografia liquida de alta eficiéncia:

(tartrazina, (II) amaranto, (IIj azul de indigotina e (IV) amarelo

crepusculo.
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4.6. CONCLUSOES

A fase movel utilizada tampao acetato de amoénio 0,05M:metanol
(80:20), permitiu a separacdo de todos os corantes presentes nas amostras
de preparados solidos para refrescos e refrigerantes, utilizando sistema
1socratico. Para que diminuir o tempo de retengdo do azul brilhante foi
reduzido a concentracao de acetato de amoénio na fase movel. O tempo de
corrida cromatografica foi de 20 minutos, ndo sendo necessario tempo
adicional para reestabilizacido da coluna. O condicionamento da coluna é

fator significativo na repetibilidade analitica.

A eluicao isocratica permite uma maior velocidade analitica, devido
nao ser necessario aguardar a reestabilizacdo da coluna cromatografica e o
investimento para aquisicdo do equipamento (cromatégrafo) € menor,
devido o custo da bomba simples (sistema isocratico) ser inferior ao

sistema de bombas para gradiente.

O uso da fase movel para dissolucdao das amostras, reduziu
significativamente interferéncias devido ao solvente no inicio dos

cromatogramas.

O comprimento de onda utilizado de 510nm, permitiu a identificacao
e quantificacao dos corantes artificiais presentes utilizando uma unica

corrida cromatografica.

Os limites de deteccdo encontrados para os corantes estudados
foram adequados para a faixa de concentracdo dos mesmos presente nas
amostras. Os valores de recuperacao foram bons (97,7 - 105,0%),
indicando ndo haver perda dos compostos durante a preparacao das
amostras e separagdo cromatografica, e o coeficiente de variagdo obtido

para todos os corantes artificiais analisados foi inferior a 7,5%..
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A metodologia analitica por CLAE proposta neste estudo pode ser
empregada para determinagdo de corantes em varios tipos de preparados
solidos para refresco e refrigerantes. A preparacdo da amostra € simples,
consistindo em pesagem, diluicdo da amostra e filtracdo para os
preparados solidos para refresco e degaseificagdo e diluigdo para os

refrigerantes.

Sendo este trabalho desenvolvido utilizando vidrarias certificadas,
equipamentos calibrados € baseados nos resultados de %de recuperagao e
coeficiente de variagdo, podemos concluir que o método analitico
desenvolvido € adequado, identificando e quantificando os corantes
artificiais de maneira simples e rapida permitindo sua aplicagdo no
controle da qualidade, desenvolvimento e fiscalizacdo dos preparados

solidos para refresco e refrigerantes.
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4.8 SUGESTOES

O uso do detector em diferentes comprimentos de onda na regido do
ultravioleta (280; 254; 220 e 210nm), indicaram a potencialidade do uso
das condi¢cbées cromatograficas desenvolvida neste trabalho, para a
determinacao simultanea de outros aditivos, como por exemplo acido
citrico ou acido fumarico e aspartame, presentes nos preparados solidos

para refresco e refrigerantes, alterando apenas o comprimento de onda de

510 para 220 nm.

Caso ocorra variagdo no tempo de retencdo dos corantes, podemos

utilizar um padrao interno para calculo do tempo de retencao relativo.

Dependendo da mistura de corantes presentes nas amostras a serem
analisadas, pode ser reduzido a concentracdao de acetato de aménio na
solucdo tampao, visando a redugao do tempo de retencao, principalmente

do vermelho 40 e azul brilhante.
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CAPITULO 5

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA
ANALITICA PARA DETERMINACAO DE
CORANTES ARTIFICIAIS EM PREPARADOS
SOLIDOS PARA REFRESCO E
REFRIGERANTES POR
ESPECTROFOTOMETRIA NO VISIVEL
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5.1 RESUMO

Com a globalizagdo a cada dia surgem novas marcas e fornecedores
de produtos alimenticios, como por exemplo preparados sélidos para

refresco e refrigerantes.

Os preparados soélidos para refresco sdo compostos principalmente
de acucar cristal e/ou edulcorantes, acidulantes, estabilizantes e corantes
artificiais. Devido aos problemas que o excesso de alguns aditivos podem
causar a saude dos consumidores, principalmente os corantes artificiais, €
necessario métodos analiticos para a determinacdo destes compostos para
fins de desenvolvimento de novos produtos, controle da qualidade e

fiscalizacao.

O método desenvolvido neste trabalho foi baseado na
espectrofotometria na regido do visivel para a determinacao de corantes
artificiais em preparados soélidos para refresco e refrigerantes, utilizando os
valores de absorvancia e espectro da segunda derivada para identificagao e

quantificacédo dos corantes presentes nas amostras analisadas.

Os testes de repetibilidade apresentaram coeficiente de variagao
inferior a 6,4% (absorbancia) e 5,2% (segunda derivada) para as amostras
analisadas. A metodologia proposta apresenta eficiéncia com 97,1 -
100,7% (absorvancia) e 97,2 — 101,3% (segunda derivada) de recuperacao,

sendo de execuc¢do simples e rapida.
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5.2 SUMMARY

With the globalization, each day we have new brands and suppliers

of nutritive products, such as solid drinks and soft drinks.

The solid drinks are composed mainly by crystal sugar and/or
edulcorater, acidifying, stabilizing and artificial dyes. Due to problems that
the excess of some additives can cause to the consumer health, mainly the
artificial dyes, analytical methods are necessary to determine these
compounds in order to develope new products, quality control and

fiscalization.

The method developed in this work was based on spectrophotometry
in the visible region to determine artificial food dyes in solid drinks and
soft drinks, using the absorbance and second derivative spectrum for

identification and quantification of the dyes in the analyzed samples.

The repetition tests showed coefficient of variation less than 6,4%
(absorbance) and 5,2% (second derivate) for the analyzed samples. The
proposed methodology shows efficiency with 97,1 — 100,7% (absorbance)
and 97,2 - 101,3 (second derivate) of recovering, being the execution

simple and fast.
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5.3 INTRODUCAO

Os consumidores e a a globalizagdo estdo fazendo que aumente a
demanda por alimentos considerados seguros e de alta qualidade. Muitos
dos aspectos de segurancga e qualidade sao regulamentados e as exigéncias

para os rotulos existem para proteger os consumidores.

Os corantes sintéticos, principalmente os corantes azo, sao
utilizados em grande variedade de produtos alimenticios durante muitos
anos. A cor é um atributo importante de qualidade e muitos produtos
processados sao coloridos devido a destruigdo da sua cor natural durante
o processamento ou para colorir produtos que sao incolores, como por

exemplo os refrigerantes e refrescos (Greenway et al, 1992).

Em alguns produtos é adicionado um corante inorganico (diéxido de

titanio) que funciona como agente turvador.

Devido a necessidade de controle destes aditivos € necessario o
desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacao de corantes
em alimentos, principalmente para verificar a presenga dos permitidos por
lei e sua concentracao, confirmar a auséncia dos nao declarados e avaliar
a estabilidade dos mesmos durante o processamento € estocagem

(Greenway et al, 1992).

Existem varios métodos para a determinagao de corantes artificiais,
entre os quais podemos destacar a espectrofotometria, cromatografia

liquida de alta, eletroforese capilar e voltametria.

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um método

analitico simples e rapido para a determinacdo de corantes artificiais em
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preparados -solidos para refresco e refrigerantes utilizando a
espectrofotometria na regido do visivel através da absorvancia e do

espectro da segunda derivada.

Para a determinacdo da concentracdo dos corantes por
espectrofotometria na regido do visivel, a turbidez presente nas amostras
apos diluicdo deve ser removida. Nio existe um método totalmente
satisfatério que remova a turbidez sem remover a cor. A filtracdo
proporciona resultados que sdo reprodutiveis dia-a-dia e entre
laboratorios, entretanto, alguns processos de filtracido podem remover a
cor das solugdes. O processo de centrifugacdo ndo interfere com a
coloracao das solugées, mas os resultados variam com o tipo de amostra,

velocidade e tempo de centrifugacdo. (Standard Methods, 1992).

A analise quantitativa por espectrofotometria segue a lei de Beer,

onde:
A = a.b.c
A = absorvancia
a = absortividade
b = caminho 6tico (cm)
Cc = concentracgao.

A absortividade da substancia de interesse pode ser determinada

através de padrdes ou obtida através da literatura (ASTM, 1982).

Os principais tipos de calculos para determinacdo da concentracio

podem ser baseados nas seguintes equagdes (ASTM, 1982):
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e um componente ou dois componentes sem sobreposicio de

bandas de absorc¢ao:
c=A/ab

e dois componentes, com sobreposicdo de banda de absorcdao de

somente um componente:

e determine o componente sem interferéncia (componente x)
utilizando um comprimento de onda selecionado que néao

exista contribuicdao do componente y:

e calcule a contribuicdo deste componente em outro
comprimento de onda, onde os dois componentes

apresentem absorcio:
AZR — azx- bo cx
e calcule a concentragdo do componente y:

Cy = (Az-A2)/az.b

O uso da segunda derivada do espectro de absorcao permite eliminar a
interferéncia causada por sobreposicdo de bandas dos componentes

presentes nas amostras.
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5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 AMOSTRAGEM

Foram analisadas trinta (30) amostras de preparados sélidos para
refresco de diferentes marcas e sabores, 5 (cinco) amostras de refrigerantes
sabor laranja de marcas diferentes e 1 (uma) amostra de refrigerante sabor
uva. Todas as amostras foram adquiridas em supermercados da regido de
Campinas/SP. Cada amostra foi composta pelo mistura de duas
embalagens do produto de mesmo lote e homogeneizadas para a retirada
da amostra para analise. A determinagéo foi realizada em duplicata sendo

que cada replicata € a média de 3 medidas espectrofotométricas.

Cada amostra foi composta de duas embalagens de mesmo lote do
produto a ser analisado, sendo que as amostras de preparado sélido para
refresco foram trituradas em almofariz para homogeneizacao e utilizado de
0,5 a 5 g que foram solubilizadas em tampao de acetato de aménio 0,02%
(pH=4,8) e avolumado para 50 mL. Os refrigerantes foram degaseificados e

diluidos na proporc¢ao de 1:1 em tampao acetato.

5.4.2 REAGENTES

Os reagentes acetato de amoénio p.a. e acido acético p.a. utilizados
como tampao foram adquiridos da Merck. Os padrbées dos corantes

sintéticos (Amarelo de tartazina, Amarelo crepusculo, Amaranto, Vermelho
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40, Azul de indigotina e Azul brilhante) foram fornecidos pela Hilton Davis.
Foi utilizado agua destilada/deionizada para a preparacdao da solucdo

tampao.

5.4.3 EQUIPAMENTOS

Foi utilizado um espectrofotometro UV-Visivel, Lambda 20 da Perkin
Elmer com resolugao de 1nm para a obtengao dos valores de absorvancia e

dos espectros em absorvancia e segunda derivada.

Para correcdo do pH da solucdo de acetato de amoénio 0,02% foi
utilizado um pHmetro Micronal, previamente calibrado em pH 4,00 e 7,00

utilizando solugao padrao Merck.

Para a determinacao da turbidez das amostras em solugao, foi

utilizado um turbidimetro digital da HACH, Ratio XR.

5.4.4 METODOS

O procedimento espectrofotométrico, proposto neste trabalho foi
baseado principalmente nas metodologias desenvolvidas por Berzas-

Nevado et all. (1993).

Todas as amostras foram filtradas em filtro de 0,45 pm de poro

(Millex) para completa remogao da turbidez.

123



e levadas ao espectrofotdmetro para obtengao dos espectros (absorvancia e
segunda derivada) e valores de absorvancia, sendo utilizado cubeta de

quartzo com 10mm de caminho ético.

O comprimento de onda de maxima absorgcao foi determinado

utilizando os espectros em absorvancia e segunda derivada.

A quantificacdo no método por absorbancia foi realizada através de
calculos matematicos utilizando a absortividade de cada corante obtida

através curvas de calibragdo externa em diferentes comprimentos de onda.

No método da segunda derivada foi utilizado para quantificacao
curva de calibracdo externa, sendo utilizado o sinal da segunda derivada
de cada corante nos comprimentos de onda especifico (isento de

interferéncia dos demais presentes na amostra) x concentracdo do corante

(mg/L).

As curvas de calibragdo externa foram construidas com 5

concentragoes diferentes de cada padrao isolados.

A determinacgdo do valor de turbidez (NTU = unidade de turbidez
nefelométrica) foi realizada através de turbidimetria (turbidimetro Hach),
sendo utilizado as amostras diluidas em tampio acetato antes e apés

filtracdo.

No caso de sobreposi¢des espectrais que nao puderam ser resolvidos
através de calculos matematicos ou espectro da segunda derivada foi
utilizado a propriedade de estabilidade/instabilidade dos corantes em meio
alcalino. Foi adicionado solugdo de hidréxido de s6dio-50% aos padrdes de

corantes e amostras e obtidos novos espectros na regiao do visivel.

Os limites de deteccao foram obtidos através de diluicdes sucessivas
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dos padroes, sendo calculado como sendo correspondente a concentragdo
que produziu um valor do sinal medido trés vezes maior que o nivel de
ruido médio medido com a solugdo de controle ou branco (Leite, 1998). Os
limites de quantificagdo foram calculados como sendo duas vezes o valor

dos limites de detecgao para cada corante.

Os testes do fator de recuperagiao de padroes foram realizados em
duplicata, adicionando os padroes nas amostras analisadas; sendo que o
valor adicionado nao deve ser superior ao dobro da resposta do sinal da
matriz. O melhor fator de recuperacao é o obtido através da diferenca entre
o produto matriz sem o analito de interesse com o produto matriz com o
analito. Caso isto nao seja viavel, o padrao devera ser adicionado sobre a

matriz ja contendo o analito (Leite, 1998).

125



5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A turbidez das amostras € decorrente principalmente da presenca de

corante inorganico (dioxido de titanio) e interfere significativamente na

determinacao dos corantes artificiais por espectrofotometria na regido do

visivel. Os valores de turbidez (expresso em NTU - unidade de turbidez

nefelométrica) determinados através de turbidimetro das amostras de

preparados sélidos para refresco antes e apéds filtracio em membrana

filtrante de 0,45um, estdo apresentados na tabela 1.

Tabela I: Turbidez da solucao de preparados sélidos para refresco

pronto para o consumo determinada através de turbidimetro, antes e apds

filtracao.
AMOSTRAS TURBIDEZ (N.T.U)
Sabor Marca sem filtracao apos filtracao
(0,45um)

Abacaxi X 498 <10

Z 392 <10

Limao X 761 <10

Y 1393 <10

Morango X 417 <10

Y 42 <10

y4 216 <10

Uva X 326 <10

b 27 <10

Z 159 <10
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Os valores de turbidez (NTU) obtidos atraves de turbidimetria das
amostras de preparados solidos para refresco de diferentes marcas e

sabores, solubilizadas em agua estao apresentados na figura 1.

TURBIDEZ (5% EM AGUA DEIONIZADA)

1400

1200 }~

800 -

600 |

TRUBIDEZ (NTU)

400"

200 |

= % =] (=} o [=] o ] ® ©
8 8 g g 2 g 2 3 3 3
3 3 = = 5 § 5
< < = = =

AMOSTRAS

Figura 1: Valores de turbidez (NTU) de amostras de preparados

soélidos para refresco.

Os espectros dos padroes em absorvancia estdo apresentados na

figura 2 e os espectros na segunda derivada na figura 3.
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Figura 2: Espectro dos padroes de corantes artificiais na regiao do

visivel em absorvancia. Tampao acetato 0,02%, pH=4,8. Regido espectral:

700 - 400nm, caminho 6tico = 10 mm, slit = lmm. Corantes: amarelo de

tartrazina, amarelo crepusculo, vermelho 40, Ponceau 4R, amaranto,

eritrosina, azul de indigotina e azul brilhante
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Figura 3: Espectro dos padroes de corantes artificiais na regido do
visivel em 2° derivada. Tampéao acetato 0,02%, pH=4,8. Regiao espectral:
700 - 400nm, caminho o6tico = 10 mm, slit = 1lmm. Corantes: azul
brilhante (631nm); amarelo crepusculo (514nm); azul de indigotina
(617nm); amaranto (590nm); amarelo de tartrazina (425,448nm);

eritrosina (528nm); Ponceau 4R (570nm); vermelho 40 (540nm).
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O espectro de uma amostra de refrigerante em segunda derivada
contendo um unico corante esta apresentado na figura 4 € o espectro de

uma amostra de refrigerante contendo a mistura de trés corantes esta

apresentada na figura 5.
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|
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\‘/ |I I|
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Figura 4: Espectro na regidao do visivel em segunda derivada da

amostra de refrigerante (sabor laranja). Tampao acetato 0,02%, pH=4,8
= 10mm, slit = 1lmm.

Regiao espectral: 700 - 350nm, caminho oOtico

Corante: amarelo crepusculo.
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Figura 5: Espectro na regido do visivel em 2° derivada da amostra de
refrigerante (sabor uva). Tampao acetato 0,02%, pH=4,8. Regido espectral:
700 - 350nm, caminho Otico = 10mm, slit = Imm. Corantes: amarelo de

tartrazina, amaranto e azul brilhante.
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As curvas de calibracdo utilizando os espectros dos padrdes em
segunda derivada estdo apresentadas nas figuras 6 e 7, e apresentaram
boa linearidade nas concentragdes pré-estabelicidas, sendo a regressao
linear (método dos minimos quadrados) a forma utilizada para estimar a
melhor reta que passa pelos pontos obtidos experimentalmente (Leite,

1998).

* tartrazina ¥ crepusculo % yermelho 40 ~%— amaranto
—+—indigotina Linear (crepusculo) ~— Linear (indigotina) ~ Linear (vermelho 40)
— Linear (tartrazina) ~ Linear {amaranto)
00250 P — |
| y=0,0017x
| R*=0,9997
0,0200 | 1 1 I ; ‘l’
= | y = 0,0011x
g 00150 ' ' | R®=0.9994
>
E y =0,001x
o R’ =0,9994
<« 0,0100 1
y = 0,0007x
R? =0,9993
0,0050 y:— 0,0006x
R =0,9999
0,0000 # + |
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00

Concentragdo (mgiL)

Figura 6: Curva de calibracdo para determinacéao de corantes
artificiais por espectrofotometria na regiao do visivel (segunda derivada).
Tampao acetato 0,02%, pH=4,8. Regido espectral: 700 - 350nm, caminho

otico = 10 mm, slit = 1mm.

Corantes: amarelo de tartrazina, amarelo crepusculo, amaranto,

vermelho 40, azul de indigotina.
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Figura 7: Curva de calibragdo de corante artificial por
espectrofotometria na regido do visivel (segunda-derivada). Tampao acetato
0,02%, pH=4,8. Regiao espectral: 700-350nm, caminho otico=10mm, slit=

1mm. Corante: azul brilhante.

Os corantes e suas respectivas quantidades presentes nas amostras
analisadas estdo apresentadas na tabela I a e b (preparados sdlidos para

refresco) e tabela III a e b (refrigerantes).

Os fatores de recuperagdo para os corantes analisados estdo
apresentados na tabela IV e os desvios-padrdo e coeficientes de variagao

médio de cada corante estao apresentados na tabela V.
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Tabela V a: Desvios-padrao e coeficientes de variacdo médio de cada
corante artificial presente nas amostras de preparados solidos para
refresco analisadas obtidos na determinagdo por espectrofotometria na

regiao do visivel (absorvancia).

Corante Desvio-padrdao | Coeficiente de variacdo (%)
Amaranto 0,11 5,66
Amarelo crepusculo 0,04 3,28
Amarelo de tartrazina 0,06 6,32
Azul de indigotina 0,05 6,33
Azul brilhante 0,04 4,25
Vermelho 40 0,09 2,44
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Tabela V b: Desvios-padrao e coeficientes de variacao médio de cada
corante artificial presente nas amostras de preparados sélidos para
refresco analisadas obtidos na determinagdo por espectrofotometria na

regiao do visivel (2° derivada).

Corante Desvio-padrdao | Coeficiente de variacdo (%)
Amaranto 0,05 4,89
Amarelo crepusculo 0,03 3,18
Amarelo de tartrazina 0,03 4,58
Azul de indigotina 0,03 5,05
Azul brilhante 0,03 3,75
Vermelho 40 0,05 1,81
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Os limites de detecgdo e quantificacdo dos corantes artificiais

analisados por espectrofotometria na regido do visivel estdo indicados na

tabela VI:

Tabela VI: Limites de detecgao e quantificacao de corantes artificiais

por método espectrofotométrico na regido do visivel (absorvancia):

Corante Limite de deteccdao | Limite de quantificacao
(mg/L) (mg/L)
Amaranto 0,14 0,28
Amarelo crepusculo 0,27 0,54
Amarelo de tartrazina 0,14 0,28
Azul de indigotina 0,13 0,26
Azul brilhante 0,05 0,10
Vermelho 40 0,11 0,22

Os limites de deteccdo e quantificagdo utilizando o espectro da

segunda derivada foram considerados os mesmos.

148



Os valores de absortividade dos corantes determinados através das
curvas de calibracdo utilizando tampao acetato 0,02% (pH= 4,8), em
diferentes comprimentos de onda, e foram baseados nas misturas de
corantes presentes. Estes valores foram utilizados nos calculos
matematicos da concentracdo de corantes presentes nas amostras

analisadas e estdo apresentados na tabela VII:

Tabela VII: Valores de absortividade dos corantes em tampéao
acetato 0,02% (pH=4,8).

Corante Comprimento de Absortividade
onda (nm)
Amaranto 400 7,242 x 10-3
Amaranto D25 3,833 x 102
Vermelho 40 500 4,728 x 102
Vermelho 40 525 3,833 x 102
Azul indigotina S00 3,588 x 103
Amarelo crepusculo 400 1,665 x 102
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Foi observado sobreposicao espectrais que nao puderam ser
resolvidas por calculos matematicos e espectro da segunda derivada com
os corantes azul de indigotina e azul brilhante. Foi adicionado solucdo de
hidroxido de s6dio-50% aos padroes destes corantes, sendo observado

esmaecimento da coloragao do azul de indigotina.

Os espectros das amostras de refresco sabor uva (contendo azul de
indigotina) e do refrigerante sabor uva (contendo azul brilhante) com e sem
adicdo de solugao de hidroxido de s6dio-50% estdao apresentados na Figura
8, sendo observado que a banda referente ao azul brihante permaneceu
inalterada e a referente ao azul de indigotina desapareceu com a adicdo de

hidréxido de sédio.
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Figura 8: Espectros na regiao do visivel em 2° derivada das
amostras de refrigerante e refresco (sabor uva) com e sem adigdao de
solucao de hidroxido de so6dio-50%. Regiao espectral: 700 - 400nm,

caminho 6tico = 10 mm, slit = 1mm.
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5.6 CONCLUSOES

O wuso da espectrofotometria na caracterizagdo de compostos
quimicos € bastante generalizada, sendo de grande importancia na analise
de alimentos. Os métodos espectrofotométricos apresentam a vantagem de
serem de execugao mais simples e rapida quando comparado com os

métodos cromatograficos.

Um corante em solugado pode ser identificado pelo seu espectro de
absor¢ao no visivel e ultravioleta, desde que mantidas as condigoes
analiticas, principalmente de pH. A significativa alteragao dos espectros
dos corantes pela diferenca de pH, produz variagdo na identificagdo e
quantificacado dos mesmos, sendo utilizado solugdo tampéo nos trabalhos

desenvolvidos.

Quando o espectro nao pode ser correlacionado com um corante
conhecido, o corante desconhecido pode ser uma mistura de corantes,
sendo necessario o uso de calculos matematicos, espectros das derivadas

ou tratamentos quimiomeétricos para a confirmacgao da identidade.

A metodologia analitica desenvolvida, utilizando a espectrofotometria
na regiao do visivel, permitiu a determinacdo quantitativa dos corantes
representes nas amostras de preparados soélidos para refresco e

refrigerantes, sem necessidade de separagdao cromatografica.

O tampéao utilizado foi acetato de amodnio a 0,02% e pH=4,8,
permitindo a repetibilidade das determinagdes, uma vez que a estabilidade
do corante e sua absorvancia é dependente do pH da solugéo na qual esta

dissolvido.
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Os resultados obtidos através da segunda derivada do espectro
apresentaram melhores desvio-padrido, coeficiente de variacio e
recuperagao de padrao, quando comparado com os obtidos utilizando-se

os valores de absorvancia em diferentes comprimentos de onda

Porém as duas metodologias analiticas por espectrofotometria na
regido do visivel propostas neste estudo podem ser empregadas para
determinacdo de corantes em varios tipos de preparados sélidos para
refresco e refrigerantes. A preparacdo da amostra é simples, consistindo
em pesagem, diluicdo em tampéao acetato e filtracdo para os preparados

solidos para refresco e refrigerantes.

A filtracao € necessaria para a eliminacéo da turbidez causada pela
presenca principalmente de corante inorganico (diéxido de titanio) presente
em muitas das amostras analisadas. O processo de filtracdo é de execucio
mais simples e rapida do que a centrifugacdo, bem como minimiza a
possibilidade de erro devido a tempo e velocidade de centrifugacéo

insuficiente para a completa clarificacao da amostra.

O valores obtidos de recuperagao foram bons, indicando ndo haver
perda dos compostos durante a preparacdo das amostras e interferéncia
devido as sobreposicoes de bandas espectrais. Os coeficientes de variacao

obtidos para todos os corantes artificiais foram inferiores a 7,5%.

O método desenvolvido neste trabalho ndo se aplica a determinacéo
simultanea de azul de indigotina e azul brilhante devido as sobreposicées
espectrais, porém os testes de estabilidade destes corantes em pH alcalino
indicaram que nao havia a mistura deste dois corantes nas amostras
analisadas, estando em conformidade com o declarado nas embalagens

dos produtos.
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O método foi avaliado para as seguintes misturas de corantes:
amarelo de tartrazina/amaranto; amaranto/azul de indigotina; vermelho
40/azul de indigotina; amarelo de tartrazina/amarelo creptisculo; amarelo
crepusculo/amaranto; amaranto/vermelho 40; amarelo de
tartrazina/amaranto/azul brilhante; amarelo de tartrazina/amaranto/azul

de indigotina e para os corantes isolados.

As amostras analisadas estdo em conformidade com a legislagao
Brasileira no que se refere a corantes em alimentos. A Legislacido Brasileira
permite a preseng¢a de no maximo trés corantes artificiais por produto e o
limite maximo de 10mg/100g ou 10mg/100mL no produto pronto para

consumo.

Este trabalho foi realizado em laboratério certificado pela norma ISO
9002, sendo utilizado vidrarias certificadas, equipamentos calibrados e
juntamente com os resultados obtidos de limites de detecgdo e
quantificagao, desvio-padrao € % de recuperag¢ao, podemos concluir que o
método analitico desenvolvido €é adequado para a identificagcdo e
quantificagdo dos corantes artificiais presentes em amostras de
refrigerantes e preparados solidos para refresco, permitindo sua aplicagao
no controle da qualidade, desenvolvimento e fiscalizagdo destes produtos

alimenticios.
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5.8 SUGESTOES

O procedimento para avaliacdo da turbidez dos preparados sélidos
para refresco pode ser adequado para correlacionar a turbidez em NTU
com a quantidade presente de corante inorganico (diéxido de titanio)
utilizado para conferir turbidez ao produto quando pronto para o

consumeo.

Os limites de detecdo / quantificacdo podem ser reduzidos
aumentado o caminho 6tico, ou seja utilizando cubetas de SOmm em

substitui¢cdo as cubetas de 10mm.

O método podera ser utilizado para a determinacgédo de ponceau 4R e
eritrosina levando-se em consideragao as matrizes € as combinag¢des dos
corantes a serem determinados. Também podera ser aplicado na
determinacao de corantes artificiais em outros tipos de amostras, como

por exemplo, medicamentos.

A alteracdao da coloragcdao de cada corante artificial (como
esmaecimento € aumento da intensidade) com a variagao do pH da solugao
a ser analisada, podera ser utilizada na identificagdo e quantificagdo dos

mesmos.

159



CAPITULO 6

COMPARACAO DOS RESULTADOS DA
DETERMINACAO DE CORANTES ARTIFICIAIS
EM PREPARADOS SOLIDOS PARA REFRESCO

POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA E ESPECTROFOTOMETRIA NA
REGIAO DO VISIVEL
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6.1 RESUMO

A estatistica aplicada a quimica analitica € uma ferramenta de uso
cada vez mais frequente dos analistas, pois ndao é possivel aceitar ou

rejeitar um resultado somente pela aparéncia.

Resultados analiticos sem o minimo de tratamento estatistico € como
um método analitico sem validagéo, temos um numero € niao um resultado

representativo da amostra analisada.

E necessario um modelo simples que possa ser aplicado ao
desenvolvimento, otimizacdo e execucdo dos métodos analiticos pelos

laboratérios de pesquisa, controle da qualidade, entre outros.

O objetivo deste trabalho foi comparar os trés métodos analiticos
desenvolvidos para a determinacdo de corantes artificiais em preparados
solidos para refresco por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
espectrofotdometria na regidao do visivel utilizando absorvancia (VIS A) e

segunda derivada (VIS 2’DERIV).

O modelo proposto neste trabalho € adequado a laboratérios de
controle da qualidade e desenvolvimento preparados sélidos para refresco
e utilizou a analise de varidncia (ANOVA) para a comparacgao dos

resultados obtidos pelos trés métodos analiticos diferentes.
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6.2 SUMMARY

The statistic applied to the analytical chemistry is a tool that is being
used by the analysts with more frequency, since is not possible to accept

or reject a result only by the appearance.

Analytical results without a minimum of statistical treatment are like
an analytical method without validation, we have a number and not a

representative result of the analyzed sample.

A simple model is necessary that can be applied to the development,
optimization and execution of the analytical methods by research, quality

control and others laboratories.

The objective of this work was to compare the three analytical
methods developed to artificial food dyes determination in solid drinks by
high  performance liquid chromatography (HPLC) and visible
spectrophotometry using absorvance (VIS A) and second derivate (VIS
2’DERIV).

The model proposed ins this work is proper for quality control and
research laboratories of the solid drinks and used variance analysis to

compare the results obtained by three different analytical methods.
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6.3 INTRODUCAO

Os consumidores e a globalizagdo estdo fazendo que aumente a
demanda por alimentos considerados seguros e de alta qualidade. Muitos
dos aspectos de seguranga e qualidade sao regulamentados e as exigéncias
para os rotulos existem para proteger os consumidores. E necessario
métodos analiticos que detectem adulteracao e possam ser utilizados no

controle da qualidade e fiscalizagao destes produtos.

Os orgdos regulamentadores exigem a validagdo dos métodos
analiticos, sendo considerado em alguns casos, requisito essencial para

obtencéao de registro (Brittain, 1998).

A validacao de um método analitico é definida como sendo um
processo através do qual estudos de laboratério sao realizados para
garantir que o método em uso atenda as exigéncias desejadas (Brittain,
1998). Para que um método analitico possa ser validado é necessario um

tratamento estatistico dos resultados.

O tratamento estatistico pode ser aplicado aos resultados obtidos
por um mesmo método analitico ou para a comparagao entre varios

métodos .

O modelo de tratamento estatistico proposto neste trabalho para a
comparacao dos resultados obtidos pelos métodos espectrofotométricos e

cromatografico incluiu teste Q e analise de variancia (ANOVA).
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6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)
e EQUIPAMENTOS

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Milton Roy,
composto de sistema isocratico e valvula injetora tipo Rheodyne com
capacida de injecao de 20ul. A coluna cromatografica utilizada foi RP-18
Sigma Aldrich Sperisorb Octadecil (250mm x 4,6mm e particulas com Spm
de diametro). A detecgdo e quantificacdo foi realizada utilizando um
detector UV-Visivel variavel a 510nm, possibilitando a determinacédo de

todos os corantes em uma Unica corrida cromatografica.

¢« METODOLOGIA ANALITICA

O procedimento cromatografico por CLAE, utilizado no
desenvolvimento do método analitico foi baseado principalmente na
metodologia de Prado & Godoy (1998) e Berzas-Nevado et all. (1997 e
1998).

Cada amostra foi composta de duas embalagens de mesmo lote do
produto a ser analisado, sendo que as amostras de preparado sélido para
refresco foram trituradas em almofariz para homogeneizagao e utilizado de

0,5 a 5 g que foram solubilizadas em fase mével e avolumado para S0mL.

Todas as amostras foram filtradas em filtro de 0,45um de poro

(Millex) e injetadas no cromatografo.
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A fase movel utilizada foi tampéo acetato de aménio 0,05M: metanol
(80:20), sendo o tempo de corrida cromatografica de 20 minutos, com fluxo

de 1 mL/minuto.
Os corantes foram detectados e quantificados em S10nm.

A identificagao feita por comparacédo dos tempos de retengéo obtidos
com padroes injetados nas mesmas condi¢oes das amostras, verificagao da
alteragdao das areas relativa ao corante x comprimento de onda e por co-
cromatografia. A quantificacdo foi realizada através de curvas de
calibragcao externa, construidas com 5 concentragdes diferentes de cada

padrao.

As amostras e padroes foram analisados em duplicata e as injegées

realizadas em triplicata.

Os limites de detec¢do foram obtidos através de diluigées sucessivas
dos padroes, sendo calculado como sendo correspondente a concentragao
que produziu um valor do sinal medido trés vezes maior que o nivel de

ruido médio medido com a solugao sacarose (Leite, 1998).

6.4.2 ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO VISIVEL

e EQUIPAMENTOS

Foi utilizado um espectrofotometro UV-Visivel, Lambda 20 da Perkin
Elmer com resolucao de 1nm para a obtengédo dos valores de absorvancia e

dos espectros em absorvancia e segunda derivada.
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e METODOLOGIA ANALITICA

O procedimento espectrofotométrico, proposto neste trabalho foi
baseado principalmente nas metodologias desenvolvidas por Berzas-

Nevado et all. (1993).

Cada amostra foi composta de duas embalagens de mesmo lote do
produto a ser analisado, sendo que as amostras de preparado sélido para
refresco foram trituradas em almofariz para homogeneizacio e utilizado de
0,5 a 5g que foram solubilizadas em tampao de acetato de aménio 0,02%
(pPH=4,8) e avolumado para 50mL. Os refrigerantes foram desgaseificados e

diluidos na proporcao de 1:1 em tampao acetato.

Todas as amostras foram filtradas em filtro de 0,45um de poro
(Millex) para completa remocéo da turbidez e levadas ao espectrofotometro
para obtencdo dos espectros e valores de absorvancia, sendo utilizado

cubeta de quartzo com 10mm de caminho ético.

Os corantes foram detectados e quantificados por absor¢do na regiio

do visivel de 350 - 700nm.

A quantificacdo no método por absorbancia foi realizada através de
calculos matematicos utilizando a absortividade de cada corante obtida

através curvas de calibracao externa.

No método da segunda derivada foi utilizado para quantificacao dos
corantes curva de calibracdo externa utilizando corantes padrao, sendo
utilizado o valor de absorvancia (segunda derivada) x concentraciao do

corante (mg/1).
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Os limites de detecgao foram obtidos através de diluicdes sucessivas
dos padrées, sendo calculado como sendo correspondente a concentracao
que produziu um valor do sinal medido trés vezes maior que o nivel de

ruido médio medido com a solugao de controle ou branco (Leite, 1998).

6.4.3 ANALISE ESTATISTICA

e EQUIPAMENTOS

Microcomputador IBM ThinkPad 390X ou similar: equipado com
Microsoft Excel 97.

Calculadora cientifica Texas TI-30X IIS ou similar.

e METODOLOGIA
e Teste Q.

Neste teste os valores sdo rejeitados com base na amplitude das

medidas.

Para a aplicagdo do teste Q foi determinado a diferen¢a existente
entre a maior e a menor média (faixa) e entre a menor média € a média
mais préoxima em moédulo aplicado aos conjuntos de resultados de cada
corante artifical obtido pelos trés métodos analiticos desenvolvidos:
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e espectrofotometria na
regido do visivel por absorvancia (VIS A) e segunda derivada (VIS 2’
DERIV).
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Foi obtido o valor Q pela divisao da diferenca em médulo pela faixa e

comparado com os valores tabelados.

¢ Analise de variancia.

A comparacao de mais de duas médias de resultados analiticos €
uma pratica frequente na quimica analitica (Vogel, 1992), visando garantir
que os resultados diferentes sdo comparaveis e que a precisao dos dois sao

coerentes (Leite, 1998).

A analise de variancia pode ser aplicada aos resultados obtidos na
mesma amostra por analistas diferentes, analise da mesma amostra em
equipamentos diferentes, andlise da mesma amostra por métodos

diferentes entre outras.

A analise de variancia foi realizada através do Excel para os
conjuntos de resultados de cada corante artifical determinado pelos trés
meétodos analiticos desenvolvidos: cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e espectrofotometria na regido do visivel por absorvancia (VIS A) e

segunda derivada (VIS 2’ DERIV).

Foi determinado a estimativa da varidancia para cada conjunto de

medidas, sendo determinado o valor de F.

6.4.4 AMOSTRAS

Foram analisadas trinta (30) amostras de preparados sélidos para
refresco de diferentes marcas e sabores. Todas as amostras foram

adquiridas em supermercados da regido de Campinas/SP. Cada amostra

170



foi composta pelo mistura de duas embalagens do produto de mesmo lote e
homogeneizadas para a retirada da amostra para analise. A determinacgao

foi realizada em duplicata.

Foram utilizados os resultados da determinagao de corantes
artificiais presentes em preparados soélidos para refresco através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e espectrofotometria na
regido do visivel por absorvancia (VIS A) e segunda derivada (VIS 2’ DERIV)

para o teste Q e analise de variancia (ANOVA).

6.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados médios da determinagédo da concentracdo dos corantes
artificiais (mg/100g) em preparados sélidos para refresco por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectrofotometria na
regidao do visivel por absorvancia (VIS A) e por segunda derivada (VIS

2’DERIV) estao apresentados nas tabelas 1 a 5:
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Tabela 1: Concentragdo média (mg/100g) de amarelo de tartrazina

em amostras de preparados sélidos para refresco:

SABOR CLAE VIS (A) VIS (2'DERIV)
LARANJA 1,23 1,25 1,20
LARANJA 1,25 1,28 1,16
LARANJA 0,89 0,92 0,78
LARANJA 1,89 1,94 1,74
LARANJA 1,94 2,01 1,96
LARANJA 0,27 0,31 0,25
LARANJA 1,76 1,80 1,63
MAMAO/LARANJA 1,95 2,05 1,73
MARACUJA/MAMAO 2,02 1,88 1,81
ABACAXI 0,28 0,34 0,36
ABACAXI 0,47 0,89 0,58
LIMAO 0,56 0,66 0,61
GUARANA 1,52 1,56 1,62
ABACAXI 0,29 0,26 0,30
LIMA-LIMAO 0,91 0,90 0,86
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Tabela 2: Concentragao média (mg/100g) de amarelo crepusculo

em amostras de preparados sélidos para refresco:

SABOR CLAE VIS (A) VIS (2'DERIV)
LARANJA 5,01 4,98 4,83
LARANJA 1,37 1,49 1,23
LARANJA 1,41 1,48 1,28
LARANJA 1,29 1,34 1,23
LARANJA 0,98 1,03 0,77
LARANJA 0,98 1,03 0,77
LARANJA 0,91 0,99 0,88
LARANJA 0,66 0,71 0,47
MARACUJA/MAMAO 0,63 0,68 0,61
ABACAXI 0,02 0,04 0,04
ABACAXI 0,10 0,16 0,14
MORANGO 0,49 0,43 0,51
MORANGO 1,90 2,27 221
TANGERINA 2,04 1,71 1,74
MACA-VERDE 0,87 0,82 0,77
ABACAXI 0,11 0,14 0,12
LIMA-LIMAO 0,12 0,11 0,13

Tabela 3: Concentracdo média (mg/100g) de vermelho 40 em

amostras de preparados so6lidos para refresco:

SABOR CLAE VIS (A) VIS (2'DERIV)
UVA 2,98 3,14 1,91
UVA 3,16 3,25 2,47
UVA 3,34 3,46 3,21
UVA 5,97 6,14 6,03
UVA 4,01 3,86 3,83
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Tabela 4: Concentragao média (mg/100g) de azul de indigotina em

amostras de preparados sélidos para refresco:

SABOR CLAE VIS (A) VIS (2'DERIV)
UVA 0,84 0,87 0,65
UVA 0,78 0,81 0,44
UVA 0,89 0,92 0,68
UVA 1,08 1,14 0,90
GUARANA 0,37 0,29 0,32
UVA 1,06 1,04 0,99
UVA 1,56 1,61 1,59
UVA 1,34 1,37 1,39
MACA-VERDE 0,074 0,066 0,063

Tabela 5: Concentragao média (mg/100g) de amaranto em amostras

de preparados solidos para refresco:

SABOR CLAE VIS (A) VIS (2'DERIV)
MAMAO/LARANJA 0,74 0,76 0,745
UVA 3,92 3,99 3,55
GUARANA 0,69 0,62 0,65
MORANGO 1,31 1,23 1,28
MORANGO 0,85 0,89 0,92
MORANGO 3,54 3,34 3,48
MORANGO 5,95 5,62 5,88
MORANGO 1,72 1,64 1,68
UVA 2,58 2,76 2,52
TANGERINA 0,094 0,089 0,088
MACA-VERDE 0,052 0,064 0,054
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6.5.1. Teste Q.

Os resultados dos testes Q para cada corante artificial determinado

através de CLAE, VIS A e VIS 2’DERIV estao apresentados na tabela 6:

Tabela 6: Teste Q aplicado aos valores médios de concentracao de

cada corante artificial presente em amostras de preparados solidos para

refresco
Corante Q (menor) Q (maior) Q 90% Q 98%
(n=3; 0,94) (n=3; 0,97)

amaranto 0,26 0,74 inferiores inferiores
vermelho 40 0,84 0,16 inferiores inferiores
tartrazina 0,44 0,56 inferiores inferiores
indigotina 0,88 011 inferiores inferiores
amarelo crepusculo 0,69 0,31 inferiores inferiores

Os valores encontrados para o teste Q indicaram que os valores

médios encontrados para todos os corantes artificiais nas amostras

analisadas foram inferiores os tabelados para o niveis de confianca de 90 e

98%.
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6.5.2. Analise de variancia.

Os resultados da comparagdo das médias da concentracdo de
corantes artificiais em preparados solidos para refresco determinados
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectrofotometria na regido do visivel por absorvancia (VIS A) e por

segunda derivada (VIS 2’DERIV) estido apresentados na tabela 7:

Tabela 7: Analise de varidncia (ANOVA) aplicado aos resultados
meédios de concentracao de cada corante artificial presente em amostras de
preparados sélidos para refresco, comparando os trés métodos analiticos
desenvolvidos: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectrofotometria na regidao do visivel por absorvancia (VIS A) e por

segunda derivada (VIS 2’'DERIV).

Corante F F critico
amaranto 0,003 3,316
vermelho 40 0,178 3,885
tartrazina 0,086 3,220
indigotina 0.173 3,403
amarelo crepusculo 0,032 3,191

Os valores de F obtidos para os corantes analisados foram inferiores

ao F-critico na analise de variancia.
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6.6 CONCLUSOES

Os valores encontrados para o teste Q indicaram que os valores
médios encontrados para todos os corantes artificiais nas amostras

analisadas pelos trés métodos analiticos devem ser aceitos.

Pela analise de variancia (ANOVA) os valores de F encontrados sao
inferiores aos valores de F tabelados no nivel de 5%, indicando que nao
houve diferenca significativa entre os trés métodos analiticos desenvolvidos
para a determinacdo da concentragdo de corantes artificiais nas amostras

de preparados sélidos para refresco.

Assim podemos confirmar que os trés métodos citados podem ser
usados indiferentemente para a determinacao destes corantes artificiais
(amarelo de tartrazina, amarelo crepusculo, amaranto, vermelho 40, azul
de indigotina) nestes tipos de amostras de preparados soélidos para

refresco.
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CAPITULO 7

VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS PARA
DETERMINACAO DE CORANTES ARTIFICIAIS
EM PREPARADOS SOLIDOS PARA REFRESCO
E REFRIGERANTES POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA E
ESPECTROFOTOMETRIA NO
INFRAVERMELHO E VISIVEL
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7.1 RESUMO

A validagcdo de um método analitico € um processo constante e
gradativo, tendo inicio nas primeiras fases do desenvolvimento, antes do
inicio do uso de equipamentos € obtencdo dos dados, dando continuidade

durante todo o desenvolvimento e transferéncia da metodologia.

Varios fatores devem ser considerados para validar um método
analitico, entre eles, a confiabilidade analitica desejada, os custos e

recursos humanos envolvidos.

Devido ao custo existente, a validacao é feita de acordo com a
exigéncia de orgdos de fiscalizacdo ou clientes, para reduzir custos
decorrentes de reandlise e para obter um resultado € nao apenas um

numero.

A validacéo total de todos os métodos de um laboratério € quase que

impossivel, porém validar € um processo de melhoramento continuo.

O objetivo deste trabalho foi propor um modelo para validagcao dos
equipamentos analiticos utilizados para a determinac¢ao da identidade dos
preparados soOlidos para refresco através de espectrometria no
infravermelho e determinacido de corantes artificiais em refrigerantes e
preparados soélidos para refresco por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) e espectrofotometria na regido do visivel.

O modelo proposto neste trabalho é adequado a laboratérios de
controle da qualidade, desenvolvimento e fiscalizagdo de preparado sélido

para refresco e refrigerante.
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7.2 SUMMARY

The validation of an analytical method is a constant and gradual
process, which has the beginning in the first phases of the development,
before the beginning of the use of the equipment and obtention of dada,

proceeding during all the development and transference of methodology.

Many factors must be considered to validate an analytical method,
among them, the desired analytical reliability, costs and human resources

involved.

Due to the existing cost, the validation is done according to demands
of fiscalization agencies and customers, to reduce costs from reanalysis

and to obtain a result and not only a number.

The total validation of all the methods of a laboratory is almost

impossible, however, validation is a process of continuous improvement.

The objective of this work is to propose a standard to validate the
analytical equipments used to determine the identity solide powder
through infrared spectrometry and determination of artificial food dyes in
soft drinks and solid powder by high performance liquid chromatography
(HPLC) and spectrophotometry in the visible region.

The method proposed in this work is proper to quality control,

research and fiscalization laboratories of drink powder and soft drink.
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7.3 INTRODUCAO

Os consumidores e a globalizagdo estdo fazendo que aumente a
demanda por alimentos considerados seguros € de alta qualidade. Muitos
dos aspectos de seguranca e qualidade sao regulamentados e as exigéncias
para os rétulos existem para proteger os consumidores. E necessario
meétodos analiticos que detectem adulteracdo e possam ser utilizados no

controle da qualidade e fiscalizagao destes produtos.

Os orgaos regulamentadores exigem a validagdo dos métodos
analiticos, sendo considerado em alguns casos, requisito essencial para

obtencao de registro (Brittain, 1998).

A validacdo de um método analitico é definida como sendo um
processo através do qual estudos de laboratério sao realizados para
garantir que o método em uso atenda as exigéncias desejadas (Brittain,
1998). Segundo Clurczak (1998) a defini¢do da validagao de um método

analitico varia de industria para industria.

Existem diversos guias descrevendo a validagdo de métodos
cromatograficos, porém nao ha muitos trabalhos a respeito da validacao de

métodos nao cromatograficos (Brittain,1998).

Segundo a USP 23 (United States Pharmacopeia), os parametros de
performance analitica a serem avaliadas sao precisdo, exatidao,
especificidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, linearidade e
variacdo, resisténcia e robustez; ndo havendo neste capitulo disting¢édo
entre método cromatografico e nao cromatografico, podendo ser utilizado o
mesmo conjunto de parametros para qualquer tipo de método analitico

(Brittain, 1998).
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A seguir apresentamos a definicdo dos parametros de performance

analitica (Swartz & Krull, 1998 e Brittain, 1998);

Precisdo: indica o grau de repetibilidade entre os resultados de
determinagées individuais quando o procedimento é realizado varias vezes
€m uma mesma amostra homogénea, nas mesmas condicoes de testes.
Geralmente € expressa através do desvio-padrao relativo ou desvio-padrio

dos resultados obtidos.

Exatidao: indica o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados e um valor aceito como referéncia. E expressa
como o percentual de resposta obtidos através do ensaio de uma
quantidade conhecida da substancia a ser determinada em um meio de

constituicao definida.

Especificidade: segundo a USP, a especificade de um método
analitico indica sua capacidade de determinar de forma correta a
substancia de interesse na presenca de componentes que poderiam
interferir com sua determinacdo numa mistura complexa. O termos
especificidade e seletividade sdo geralmente utilizados simultaneamente. A
edicdo da USP 22, (1990) utiliza o termo seletividade, enquanto que a
edicdo 23 (1995) utiliza especificidade.

Linearidade: representa a capacidade do método analitico em
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracio da
substancia em estudo dentro de uma variacdo conhecida. A linearidade é
expressa em termos de varidncia em torno da inclinacdo da linha,
calculada através da regressdo linear padrdo, dos resultados obtidos
através da determinacgdo das concentragdes variadas da substincia em

estudo.
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Teoricamente a linearidade determina a regido da curva de

calibracao que apresenta relagéo direta sinal/concentracgao (Leite, 1998).

Limite de deteccao: indica a concentragdo mais baixa da
substancia em estudo que pode ser detectada dentro de um certo limite de

confiabilidade utilizando um determinado procedimento analitico.

E calculado na pratica como sendo correspondente a concentragio
capaz de produzir um valor do sinal medido trés vezes maior que o nivel de

ruido médio medido com a solugao de controle ou branco (Leite, 1998).

Limite de quantificacdo: representa a concentragao mais baixa da
substancia em estudo que pode ser determinada de maneira quantitativa
com precisdo e exatiddo aceitaveis utilizando um determinado

procedimento analitico.

Resisténcia: segundo a USP, corresponde ao grau de
reprodutibilidade dos resultados obtidos em varias condigdes, incluindo
diferentes laboratérios, equipamentos, analistas, reagentes, dias, etc.,

sendo expressa através do desvio padrao relativo.

Rusticidade (robustez): corresponde a capacidade de um método
nao sofrer alteracdo por pequenas variagbes em seus parametros. A
robustez do método é avaliada através da modificagao de parametros como
a composicdo da fase moével, pH, temperatura, for¢a idnica, etc. € a
respectiva avaliacdo de seu efeito, caso ocorra, sobre os resultados a serem

obtidos pela metodologia.

Os equipamentos analiticos devem ter um projeto apropriado, uma
capacidade adequada e uma manutengao propria. Para que o equipamento
possa ser utilizado o mesmo deve ser qualificado e validado. A qualificagao

instrumental inclui a validagado estrutural (instalagdoes do fabricante) e
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validacao funcional (instalagbes do usuario: antes do uso e depois do uso)

(Swartz & Krull, 1998).

O processo de validagdo é complexo, e praticamente impossivel uma
Unica pessoa implementa-lo numa empresa ou laboratério, sendo

necessario a colaborag¢do e comprometimento de todos os envolvidos.

Outro fator importante para a validagdo, é a formacgao profissional,
pois, por mais rotineiras que sejam as analises de um laboratério, é

necessario que o profissional seja treinado (Leite, 1998).

Segundo o FDA (1993) o procedimento usual para validacdo consiste
no estudo de recuperacio. Os resultados de recuperacdo devem estar na
faixa de 80 - 110% para analitos em concentracoes superiores a 0,1 ppm €

entre 60 - 110% para concentragdes inferiores a 0,1 ppm.

Calibracdo: conjunto de operacdes que estabelece, sob condicdes
especificadas, a relacao entre os valores indicados por um instrumento de
medicao ou sistema de medi¢ao ou valores representados por uma medida
materializada ou material de referéncia, e os valores correspondentes das
grandezas estabelecidos por padrées; ou seja, procedimento experimental
através do qual é determinada a correlacdo entre o valor verdadeiro
convencional e a indicacao do sistema de medi¢do (portaria do INMETRO,
1999).

Padrao: medida materializada, instrumento de medigdo, material de
referéncia ou sistema de medicao destinado a definir, realizar, conservar
ou reproduzir uma unidade ou um ou mais valores de uma grandeza para

servir como referéncia.

Erro sistemadtico: ¢ a parcela do erro sempre presente nas medicoes

realizadas em idénticas condi¢cées de operacao.
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Erro aleatdrio: quando uma medicédo € realizada varias vezes, nas

mesmas condicoes sendo observado variagoes nos valores obtidos.
Metrologia: ciéncia que estuda a medigao.

O modelo de validagcdo proposto neste trabalho para os métodos
espectrofotométricos e cromatografico incluiu a validagido instrumental e

os parametros de performance analitica
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7.4 MATERIAL E METODOS

7.4.1 EQUIPAMENTOS

Pipeta automatica: Eppendorf volume variavel de 100 a 1000ul ou
similar
Balanca analitica: Metler modelo AJ-150 ou similar.

Turbidimetro: Hach modelo Ratio/XR ou similar.

Espectrofotometro infravermelho: Perkin Elmer modelo 1620 ou

similar.

Espectrofotometro UV-visivel: Perkin Elmer modelo Lambda 20 ou

similar.

Cromatégrafo liquido: Bomba isocratica, com amostrador de 20um
e injetor manual tipo Rheodyne e detector UV-visivel variavel, Milton Roy.
Integrador Spectra Physics e coluna cromatografica C-18, 250 x 4,6mm,
empacotada com particulas de S5um. Coluna de guarda C-18 empacotada

com particulas de 10um.
7.4.2. MATERIAL

Foram utilizados vidrarias (baldes volumétricos e provetas)

certificadas.
7.4.3 REAGENTES

Padrées para turbidimetro Hach, certificado 2254443-01/02/03/04.
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Padrées para espectrofotometro Bausch & Lomb (Spectronic

Standards), certificado 525.
Filme de poliestiereno Perkin Elmer, certificado numero 186-2082.

Padrdes de corantes artificiais para alimentos: amarelo de tartrazina,
amarelo crepusculo, vermelho 40, amaranto, azul de indigotina, azul

brilhante, obtidos da Hilton Davis.

7.4.4 METODOS
7.4.4.1 Procedimento para calibracao de balanca analitica.

Foi verificado o estado geral do equipamento bem como as condi¢coes
ambientais de temperatura e umidade a fim de viabilizar a

afericdo/calibragao da balancga.

Apdés a verificagdo e nenhum problema detectado foi iniciado o
procedimento de verificagao da calibragao, zerando a balanga e com pesos
padrao foi executado as pesagens em S pontos pré determinados,

anotando os resultados obtidos.

Com os resultados obtidos foram calculados os desvios, sendo que

estes devem ser igual ou inferior ao valor pré-estabelecido ( = 0,05% )

7.4.4.2 Procedimento para calibracdo da pipeta automatica
Eppendorf.

Utilizando a pipeta automatica de volume variavel Eppendorf foi
pipetado uma aliquota de 500ul de agua destilada a 25°C, para um béquer
de 50mL, previamente tarado em uma balang¢a analitica., e determinado a

massa do volume de agua. Foi repetido o mesmo procedimento com
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aliquotas de 1000ul de agua destilada. As determinacoes foram realizadas

em triplicata, sendo calculado a média e o desvio-padrao das leituras.

Com os resultados obtidos foram calculados os desvios, sendo que

estes devem ser igual ou inferior ao valor pré-estabelecido (1mg maximo ).

7.4.4.3 Procedimento para calibracdo do espectrofotometro no

infravermelho com filme de poliestireno.

O teste mais wusual para verificar o posicionamento dos
comprimentos de onda é a leitura de um filme de poliestireno, onde os
comprimentos de onda e bandas sdo bem conhecidos. O espectro do
poliestireno permite verificar a performance dos espectrofotémetros no
infravermelho devido o filme ndo perder suas caracterisiticas com o passar

do tempo (Leite, 1998).

O equipamento foi colocado nas condigdes “Default” estabelecidas
pelo fabricante (Perkin Elmer) e ligado a mais de uma hora em ambiente

com umidade de no maximo 50% e temperatura entre 20 e 25°C.

O equipamento foi purgado por no minimo 15 minutos, sendo

utilizado nitrogénio super seco para remociao de umidade.

Foi obtido o espectro do filme de poliestireno padriao sendo
acumulado 16 “Scans” (corridas), e comparado com a tabela de bandas

caracteristicas nas frequéncias pré-estabelecidas:

Frequéncia (cm!) [3027 2851|1944 |1802|1601|1495(1181| 1154|1028 | 907
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7.4.4.4 Procedimento para calibracao do espectrofotémetro UV-

visivel.

Os testes mais utilizados para verificar a calibragdo dos
espectrofotometros UV-visivel utilizam solugdes de dicromato de potassio

e filtros especificos (Leite, 1998 e ASTM E 925-83).

Foi verificado a calibragdo do espectrofotémetro UV-visivel Perkin
Elmer, Lambda 20 utilizando solugédo acida de dicromato de potassio e
comprimento de onda variavel, filtro de 6xido de holmio e filtros de vidro

especificos para determinados comprimentos de onda.

Calibracdo com solucdo dacida de dicromato de potassio e

comprimento de onda variavel:

Foi ajustado o zero optico do equipamento ao ar, ou seja, sem as
cubetas nos suportes para os dois feixes de luz e ajustado o

monocromador em 235nm e abertura da fenda (slit) de 1nm.

A cubeta de referéncia foi preenchida com acido sulfarico 0,01N e a
outra cubeta com solugdo de dicromato de potassio 60mg/L (preparada
pela diluicao do sal em acido sulftirico 0,01N), sendo utilizado cubeta de

10mm de caminho 6ptico).

Foi realizado a leitura de absorvancia nos seguintes comprimentos

de onda: 257; 313; 350nm.

O valor de absorvancia da solugao acida de dicromato de potassio
para cada comprimento de onda foi comparado com os limites de

conformidade.
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Calibragdao do comprimento de onda nas regiées do ultravioleta e
visivel com filtro de 6xido de holmio:

Foi ajustado o zero éptico do equipamento ao ar, ou seja, sem as
cubetas nos suportes para os dois feixes de luz e examinado o filtro de

oxido de holmio sendo removido qualquer contaminagio na superficie.

Os comprimentos de onda maximo foram registrados, sendo

monitorados os seguintes:

Comprimento de onda | 279,4 | 287,5 | 360,9 | 418,7 | 453,3 | 536,2 | 637,5

(nm)

Calibracdo da transmitancia na regido do visivel com filtros de
vidro especificos:

Foi examinado os filtros de vidro e removido qualquer contaminacéo

na superficie.

A absorvancia do branco (ar x ar) foi determinada para verificar a
necessidade de ajuste na linha de base. Foi medido a transmitancia dos
filtros em 590nm, sendo que cada filtro foi orientado do mesmo modo no

suporte do equipamento.
7.4.4.5 Procedimento para calibracdo do turbidimetro.

Apés a estabilizagdo do equipamento e verificacdo das cubetas
contendo os padroes, sendo removido qualquer contaminacéo na superficie

foi realizado a leitura da turbidez (NTU) para cada faixa especifica.

As faixas de turbidez especificadas para cada padrao foram :
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Turbidez

1,251 15,66 167,2 1518
(Unidade de turbidez a a a a
Nefelométrica - NTU)

1,382 17,30 184,8 1678

Nota: Padrdes certificados (25443-01/02/03/04).

7.4.4.6 Procedimento para calibracdo do cromatégrafo liquido

de alta eficiéncia, com detector UV-visivel.

Apés a estabilizagdo do equipamento e verificagao das condigoes de
temperatura, fluxos, vazamentos e recebimento de sinais foi iniciado a

analise cromatografica dos padroes de corantes artificiais para alimentos.

Este teste foi realizado em equipamento avaliado nas manutengoes
preventivas, sendo utilizado as condigées cromatograficas utilizadas no
método desenvolvido para a determinagcdo de corantes artificiais em
preparados sélidos para refresco e refrigerantes. Foi utilizado um
cromatografo liquido de alta eficiéncia Milton Roy, composto de sistema
isocratico e valvula injetora tipo Rheodyne com capacida de injegao de 20
ml. A coluna cromatografica utilizada foi RP-18 Sigma Aldrich Sperisorb
Octadecil (250mm x 4,6mm e particulas com Sum de diametro). A detecgédo
e quantificagao foi realizada utilizando um detector UV-Visivel variavel a
S510nm, possibilitando a determinag¢ao de todos os padrdoes dos corantes

em uma unica corrida cromatografica.

Foi preparado uma solugao “mae” dos corantes (amarelo de
tartrazina, amarelo crepusculo, amaranto, azul de indigotina e vermelho

40) em fase movel as quais foram utilizadas para a preparacao das
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solugdes diluidas nas concentracées de 1,00; 3,00; 6,00; 9,00 e 12,00
mg/L.

Foi injetado as solugdes diluidas dos padréoes no sistema
cromatografico na condi¢do do método analitico desenvolvido, respeitando

o tempo de estabilizacéo e integracao.

Foi calculado a relagédo (R) area (A) / concentragao (C) para cada
padrao e respectivas concentrac¢des. O valor da relagdo A/C foi utilizado no

calculo da % de variagao, onde:

‘)/oVaI'laQéO = ( R malor ~ Rmenor ) . 100

R menor
7.4.4.7 Avaliacao da rusticidade do método analitico.

Foi avaliado os seguintes parametros nas metodologias analiticas
desenvolvidas para a determinagao da identidade de preparados sélidos
para refresco por espectrometria no infravermelho e determinacdo de
corantes artificiais em preparados sélidos para refresco e refrigerantes por
espectrofotdmetria na regido do visivel e cromatografia liquida de alta

eficiéncia:

¢ Tamanho de particulas das amostras de preparados sélidos para
refresco na obtencdo dos espectros por reflectdncia interna difusa. Foi
obtido espectro na regiao do infravermelho médio utilizando acessério de
reflectancia interna difusa, utilizando sacarose nao triturada e triturada

em almofariz e passada através de peneira de 100 mesh.

e Concentracdo de tampao (acetato de amodnio) na fase movel
utilizada no método para determinagao de corantes por CLAE. Foi utilizado

fase movel com tampao acetato nas concentragdes de 0,01; 0,05 e 0,10M e
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sem adicdo de tampado e observado o efeito na separacdo dos corantes

artificiais para alimentos em coluna C-18 fase reversa.

e Remogdo da turbidez das solugbes das amostras para a
determinacédo de corantes por espectrofotometria no visivel. Foi avaliado o
efeito da centrifugacéo e filtracao utilizando filtro Millex de 0,45um de poro
para a remoc¢ao da turbidez das solugbes das amostras de preparados

sé6lidos para refresco e refrigerantes.
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7.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.5.1. Calibracao da balanca analitica.

Os valores de massa (g) obtido de cada peso padréo foi utilizado para

o calculo do desvio e estao apresentado na tabela 1:

Tabela 1: Verificagdo da calibracao da balanca analitica:

Massa padrao (g) 0,0000 37,4999 74,9992 112,5004 | 149,9999

Valores 0,0000 37,5001 74,9992 112,5007 | 149,9999

obtidos (g) 0,0000 37,4997 74,9991 112,5005 | 149,9997

0,0000 37,5001 74,9992 112,5004 | 150,0002

Média 0,0000 37,5000 74,9992 112,5005 | 149,9999
Desvio-padrao 0,0000 0,0002 0,0001 0,0002 0,0003

Desvio encontrado
(Desvio 0,000% 0,000% 0,0000% 0,000% 0,000%
permissivel
10,050%)

Os desvios encontrados para todos os padrées de massa estio de
acordo com o desvio maximo permissivel, indicando que a balanca
analitica esta dentro dos parametros de conformidade para a finalidade a

que se destina.
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7.5.2. Calibracao da pipeta automatica Eppendorff.

Os valores da massa de cada volume de agua destilada foi utilizado

para o calculo do desvio e estdo apresentado na tabela 2:

Tabela 2: Desvio obtido na calibragao da pipeta Eppendorf.

Volume de agua (ul) S00 1000

Massa esperada (mg)* 498,5 997.,0

massa |l | massa 2| média |massa 1| massa | média

2
Massa 498,6 498,6 498,6 997,2 997.5 | 997 ,4
encontrada (mg) 498.9 499.0 499 0 997.8 997,9 | 997,9

498,7 498,9 498,8 997,3 | 997,3 | 997,3

Média (mg) 498.,8 997.,5
Desvio-padrao 0,2 0,3
Desvio encontrado (mg) 0.3 0,5

D.permissivel (1 mg)

* Densidade da agua a 25°C = Massa esperada / Volume da aliquota

Densidade da agua (25°C) = 0,99704 g/mL ou mg/pul (Physikalisch-

Technische Bundesanstalt).

Os desvios encontrados estdo de acordo com o desvio maximo
permissivel, portanto a pipeta Eppendorf esta dentro dos parametros de

conformidade para a finalidade a que se destina.
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7.5.3. Calibracao do espectrofotometro no infravermelho com

filme de poliestireno.

O espectro obtido teve suas bandas caracteristicas comparadas com
os valores pré-estabelecidos, sendo que para frequéncias entre 4000 -
2000cm-! € aceito variagao de + 10cm-! e entre 2000 - 600cm-! é aceito

variacao de * Scm-l. Os valores obtidos estio apresentados na tabela 3:

Tabela 3: Comparacdo das bandas caracteristicas do filme de

poliestireno com os valores pré-estalecidos:

Numero de corridas: 16.Temperatura: 23°C; umidade do ar: 54%

Frequéncia (cm!) | 3027 2851|1944 | 1802|1601 |1495|1181|1154|1028| 907

Padrao N°186-2082

Valores 3025|2849|1942(1802(1601(1493|1181|1154|1028| 906
obtidos 3025)|2849(1942|1801|1601|1493(1181|1154|1028| 906
3025(2849 (1942|1802 |1601|1493|1181(1154|1028| 906
Meédia 3025|2849(1942|1802|1601|1493|1181|1154|1028| 906
Desvio-padrao 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Variacao -2 -2 -2 0 0 -2 0 0 0 -1

Variagéo 10 [ 10 | 10 | 10 S S S S S S

admissivel (+/-) | -1 | em-! | eme! | em-1 cm'l|eml|eml |ecm-! |cm-! | cm-!

Os desvios encontrados para todas as frequéncias determinadas com
o filme de poliestireno padrdo estdo dentro dos limites estabelecidos,
indicando que o equipamento pode ser utilizado, levando a obtencdo de

resultados confiaveis.
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Figura 1: Espectro do filme de poliestireno na regido do

infravermelho mediano (4000 - 450cm-! ) em absorvancia.
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7.5.4. Calibragao do espectrofotometro UV-visivel.

Verificacdo da calibracdo com solucdo acida de dicromato de

potassio e comprimento de onda variavel:

Os valores de absorvancia da solugao acida de dicromato de potassio
(60mg/L) nos comprimentos de onda pré-establecidos estdo apresentados

na tabela 4.

Tabela 4: Verificagdo da absorvancia do espectrofotémetro UV-

Visivel, na regido do ultravioleta utilizado solucdo de dicromato de

potassio.
Comprimento de 235 257 313 345 350
onda (nm)
Faixa de absorvancia 0,730 0,840 0,285 0,627 0,633
certificada
a a a a a
(solugcao 60mg/L)
0,752 0,875 0,293 0,647 0,653
Absorvancia 0,741 0,853 0,286 0,631 0,647
medida 0,739 0,856 0,289 0,635 0,651
0,742 0,853 0,290 0,637 0,649
Média 0,741 0,856 0,288 0,634 0,649
Desvio-padrao 0,002 0,002 0,002 0,003 0,002
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Calibrac¢dao do comprimento de onda nas regidoes do ultravioleta e

visivel com filtro de 6xido de holmio:

Os valores de comprimento de onda maximo monitorados estao
apresentados na tabela 5 e o espectro do filtro de 6xido de holmio na

figura 2.

Tabela 5: Comprimentos de onda maximo do filtro de oéxido de

holmio:

Faixa do comprimento | 278,4 | 286,5 | 359,9 | 417,7 | 452,2 | 535,2 | 636,5
de onda (nm) a a a a a a a

280,4 | 288,5 | 361,9 | 419,7 | 454,2 | 537,2 | 638,5

Valor do comprimento | 279,0 | 287,5 | 360,5 | 418,4 | 453,3 | 536,4 | 637,6
de onda observado (nm) | 279,3 | 286,7 | 360,2 | 418,3 | 452,9 | 536,7 | 637,3
279,3 | 287,5 | 360,7 | 418,4 | 453,5 | 536,3 | 637,7
Média 279,2 | 287,2 | 360,5 | 418,4 | 453,2 | 536,5 | 637,5

Desvio-padrao 0,2 0.5 0,3 0,1 0,3 0,2 0.2
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Calibracdao da transmitancia na regiao do visivel com filtros de
vidro especificos:

Os valores de absorvancia do branco e transmitancia de cada filtro a

590nm estao apresentados na tabela 6.

Tabela 6: Transmitancia de cada filtro em comprimento de onda

especifico obtido na regido do visivel:

Comprimento de onda %T=9,8 %T=10,1 %T=50,0 %T=50,0
(590nm)
A=1,009 A=0,996 A=0,301 A=0,301
Absorvancia do branco
(Valor maximo
1
seriiae 0,004} 0,00 0,000 0,000 0,000
Absorvancia certificada 0,991 0,977 0,292 0,292
a a a a
1,027 1,015 0,306 0,306
Absorvancia medida 1,023 1,008 0,303 0,305
1,023 1,009 0,304 0,305
1,023 1,008 0,303 0,305
Média 1,023 1,008 0,303 0,305
Desvio-padrao 0,000 0,001 0,001 0,000

Todos os testes realizados para a verificacdo da calibragdo do

espectrofotometro UV-visivel apresentaram desvios dentro dos valores preé-
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estabelecidos indicando que o equipamento esta conforme com as normas

do fabricante.
7.5.5. Calibragao do turbidimetro.

Os valores de turbidez referente aos padrdes foram medidos em
diferentes dias, sendo calculado a média e o desvio-padrio e estdo

apresentado na tabela 7.

O valor médio da turbidez encontrada para cada padrao foi

comparada com a faixa especificada para o mesmo.

Tabela 7: Valores de turbidez obtidos na calibracdo do turbidimetro.

Padroées (N° do 225443-01 225443-02 | 225443-03 | 225443-04
certificado)
Padroes de Turbidez 1,251 15,66 167,2 1518
a a a a
(Unidade de turbidez 1,382 17,30 184,8 1678

Nefelométrica - NTU)

Valores 1,381 16,71 170,4 1621
de turbidez 1,358 16,70 170,8 1624
medido (NTU) 1,348 16,40 170,2 1615
Média 1,362 16,60 170,5 1620
Desvio-padrao 0,017 0,18 0,3 5

Os valores de turbidez encontrado para cada padrao especifico esta

em conformidade com os valores estabelecidos.
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7.5.6. Procedimento para calibragcao do cromatografo liquido de

alta eficiéncia, com detector UV-visivel.

Os valores % de variagao da relagdo (area/concentragdo) de cada
padrao de corante testado obtidos nas corridas cromatograficas e o valor

da reducgéao quadratica estao apresentados na tabela 8:

Tabela 8: Valores da relagdo (area / concentragdo) dos corantes

artificiais para alimentos obtidos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.

Corante %Variacao Regressao quadratica
Amarelo de tartrazina 4,02 0,9994
Amarelo crepusculo 3,43 1,0000
Amaranto 2,86 0,9999
Azul de indigotina 4,39 0,9999
Vermelho 40 4,07 0,9999

Os valores de % de variagdo obtidos para todos os corantes testados
foram inferiores a 5%, e sao considerados estatisticamente coerentes neste
tipo de relacédo sinal/concentragao, o que significa que o equipamento esta

apto para o procedimento analitico.

Os valores de redugao quadratica obtido nas curvas de calibragao
dos corantes testados foram superiores a 0,9990, indicando boa

linearidade das curvas.
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Outros dados foram obtidos através de testes realizados nas

manutencoes preventivas

equipamento € estdo apresentados na

tabela 9 (calibracdo do comprimento de onda, detector UV-Visivel) e

tabela 10 (calibragao de fluxo da bomba isocratica).

Tabela 9: Calibragdo do comprimento de onda do detector UV-

Visivel:

Valor esperado

Valor obtido

656nm * 1nm

656,1nm

Tabela 10: Calibracao de fluxo da bomba isocratica:

Valor esperado

Valor obtido

ImL/min = 10%

0,99mL/min

Condi¢oes ambientais

Temperatura (°C)

Umidade do ar (%)

23,4+£0,8

35

Nota: Estes valores foram obtidos do certificado de calibracdo do

equipamento realizado por empresa especializada, seguindo procedimento

documentado.



Simulagées mostram que podemos obter uma curva de calibragao

utilizando S padroes com regressao quadratica superior a 0,9990, porém

com variagao entre as areas relativa a mesma concentragao superior a 5%

como apresentado na tabela 11.

Tabela 11: Simulacao do calculo do % de variagao aplicado a uma

curva de calibracdo de corante artificial para alimentos (amarelo
crepusculo), por cromatografia liquida de alta eficiéncia:
Concentragao Area (510nm) R=A/C |Area (510nm)| R=A/C
(mg/L)

0,00 0 0 0 0
1,00 75792 757922 70202 702022
3,00 235184,3 78395° 235184,3 78395?
6,00 460074,9 76679 460074,9 76679
9,00 691830,7 76870 691830,7 76870
12,00 920550,3 76713 920550,3 76713

Regressao 1,0000 0,9999

quadratica

%Variacao 3,43 11,67

Nota: valores em negrito indicam R maior (?) e R menor (38) utilizados

no calculo da relagao (R). Valores sublinhados indicam alteragao do valor

da area obtida no cromatograma para fins de simulag¢do de calculo da

regressdo linear € % de variagao.
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A simulagao indica que para obtermos resultados confiaveis a
variacao entre as areas obtidas de uma mesma solugao padriao ou amostra

nao pode ser superior a 5%.

7.5.7. Avaliacao da rusticidade do método analitico.

7.5.7.1 Tamanho de particulas das amostras de preparados
solidos para refresco na obtencdo dos espectros por reflectiancia

interna difusa:

O espectro da amostra de sacarose néo triturada nao permitiu a
identificacdo, devido ao espalhamento da irradiacido decorrente da
irregularidade da superficie da amostra. O espectro da amostra de
sacarose triturada e passada através de peneira de 100 mesh apresentou
boa resolugdo, indicando a necessidade de controle nas etapas de
preparacao das amostras (trituracdo e passagem através da peneira) para

garantir a exatiddo, repetibilidade e reprodutibilidade analitica.

7.5.7.2. Concentragdo de tampédo (acetato de amoénio) na fase

mével utilizada no método para determinacdo de corantes por CLAE:

Foi avaliada a concentragdao de acetato de amoénio adicionada a fase
movel como tampao e sua influencia na separacido de corantes artificiais

para alimentos apresentado na Tabela 12:
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Tabela 12: Avaliacao da composi¢ao da fase movel para
determinacao de corantes por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
utilizando coluna RP-18, fase reversa (250mm x 4,6mm e particulas com

Sum de diametro) e fluxo de 1,0mL/minuto.

Tampao | Metanol | Concentracao Resultado
Acetato de (separacao cromatografica)
Amonio
80 20 - nao ha separag¢ao dos corantes
80 20 0,01M separacao incompleta dos corantes
80 20 0,05M separacao completa
80 20 0,10M separacao completa, porém aumenta

em muito o tempo de retencao de

alguns corantes

Tempo de retencao (Vermelho 40)

80 20 0,01M <10 minutos
80 20 0,05M 10 minutos
80 20 0,10M >30 minutos

A concentracdo de acetato de amoéneo do tampao (fase movel) €
responsavel pela completa separacao dos corantes, sendo portanto
fundamental o controle da preparacdo da fase moével para garantir a

exatidao, repetibilidade e produtibilidade analitica.

211



7.5.7.3 Remociao da turbidez das solucdes das amostras para a

determinacdo de corantes por espectrofotometria no visivel:

A turbidez das solucdes de preparados sélidos para refresco e de
refrigerantes é devido principalmente a presenca de agente turvador
(dioxido de titanio). Foi avaliado a remocido da turbidez das amostras em
solucédo através de centrifugacio e filtracdo em membrana Millex de 0,45

um de porosidade.

Devido principalmente a presenga de estabilizantes, que tem a
funcao de manter o agente turvador em suspensdo, nao foi obtido
resultados satisfatérios ao se utilizar a centrifuga, sendo necessario
adequar o tempo e a velocidade de centrifugacao para cada amostra, o que
dificultou a padronizacao da metodologia analitica para determinacdo de

corantes artificiais por espectrofotdmetria na regiao do visivel.

O uso de membranas filtrantes (Millex) de 0,45um de porosidade
permitiu a filtracdo de maneira eficiente, removendo a turbidez das

amostras como apresentado na tabela 13:
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Tabela 13: Turbidez da solugédo de preparados sélidos para refresco

pronto para o consumo determinada através de turbidimetro, antes e apos

filtracao.
AMOSTRAS TURBIDEZ (N.T.U)
Sabor Marca sem filtragcdo |centrifugacao | apos filtragéo
(0,45pum)

Abacaxi X 498 53 <10

Z 392 46 <10

Limao X 761 64 <10

b4 1393 69 <10

Morango X 417 47 <10

¥ 42 20 <10

Z 216 41 <10

Uva X 326 37 <10

. 4 27 21 <10

Z 159 32 <10
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Os melhores resultados para remocédo de turbidez foram obtidos
apos filtragdo em membrana filtrante (Millex) de 0,45um, removendo a
turbidez que causa aumento da absorvancia, interferindo na exatidao,
repetibilidade e reprodutibilidade no método analitico para a determinacéo

de corantes artificiais por espectrofotémetria na regido do visivel.
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7.6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos testes de calibragdo proposto neste
trabalho indicam que todos os equipamentos utilizados nas determinagoes

estdo de acordo com as especificagbes e portanto aptos para os ensaios

analiticos.

Para a obtencao de resultados analiticamente confiaveis é necessario
implementar e manter um programa minimo de validagao analitica nos
laboratorios de controle da qualidade, pesquisa e desenvolvimento,

fiscalizagao de produtos alimenticios.

A avaliacao da rusticidade dos métodos analiticos desenvolvidos foi
baseada principalmente na estabilidade das solucoes a serem analisadas,
influéncia da composigdo e fluxo da fase movel, sendo considerada

adequada aos tipos de matrizes analisadas.

Os métodos analiticos desenvolvidos para a determinacao de
identidade de preparado solido para refresco e determinacao de corantes
artificiais por cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria
na regidao do visivel por absorvancia e segunda derivada em refrescos e
refrigerantes foram considerados validados baseados nos testes de
validacdo instrumental e nos resultados de recuperagao (dentro dos limites
estabelecidos de 80 - 110%), coeficiente de variacéo (inferior a 10%), limite
de deteccao e limite de quantificagdo apresentados nos capitulos

anteriores.
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1. Os métodos desenvolvidos para a verificacao da identidade de
preparados solidos para refresco e determinacdo de corantes artificiais em
refrigerantes e refresco em po, sao de execugao simples e rapida e
atenderam os objetivos do presente trabalho em desenvolver metodologias

alternativas simples e de menor custo.

2. Os resultados indicam que ha um bom potencial para o uso da
espectrometria no infravermelho com uso de reflectancia difusa para
auxiliar na identidade de produtos alimenticios como os preparados

solidos para refresco.

3. No caso da identificacdo da adigdo de polpa aos preparados
solidos para refresco tradicionais, os valores de correlacao obtidos para os
produtos com e sem adicao de polpa foram muito préximos para uma
identificacdo mais conclusiva, provavelmente devido a pequena
concentracdo de polpa adicionada aos produtos frente aos outros
componentes presentes. O uso do DRIFT indica uma potencialidade para
determinacdes semi-quantitativas, que podera ser utilizada para a

determinacao do teor de polpa de fruta adicionada aos produtos.

4. O método desenvolvido para a determinagao de corante artificiais
por CLAE utilizou coluna C-18 fase reversa e eluicao isocratica, sendo que
a fase movel utilizada foi tampédo acetato de amonio 0,05M:metanol
(80:20). O tempo de corrida cromatografica foi de 20 minutos, nao sendo
necessario tempo adicional para reestabilizacado da coluna. O comprimento
de onda utilizado de 510nm, permitiu a identificacdo e quantificacao dos

corantes artificiais presentes utilizando uma unica corrida cromatografica.
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S. As metodologias analiticas desenvolvidas, utilizando a
espectrofotometria na regido do visivel (absorvincia e segunda derivada),
permitiram a determinagdo quantitativa dos corantes representes nas
amostras de preparados soOlidos para refresco e refrigerantes, sem
necessidade de separagdo cromatografica. O método desenvolvido neste
trabalho nao se aplica a determinacgéo simultanea de azul de indigotina e
azul brilhante devido as sobreposi¢cdes espectrais, porém nao foi
encontrado a mistura deste dois corantes nas amostras analisadas. A
estabilidade do azul brilhante em pH alcalino, permite sua identificacéo
através do espectro na regido do visivel, utilizando a segunda derivada,
enquanto que o azul de indigotina apresenta instabilidade neste pH. O
meétodo foi avaliado para as seguintes misturas de corantes: amarelo de
tartrazina/amaranto; amaranto/azul de indigotina; vermelho 40/azul de
indigotina; amarelo de tartrazina/amarelo crepusculo; amarelo
crepusculo/amaranto; amaranto/vermelho 40; amarelo de
tartrazina/amaranto/azul brilhante; amarelo de tartrazina/amaranto/azul

de indigotina e para os corantes isolados.

6. Foi realizado analise estatistica com os valores obtidos da
determinacdo da concentracdo de corantes artificiais nos preparados
solidos para refresco utilizando os trés métodos analiticos desenvolvidos:
cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectrofotometria na regido do
visivel utilizando absorvancia e espectrofotometria utilizando segunda
derivada. Pela analise de variancia (ANOVA) os valores de F encontrados
sao inferiores aos valores de F tabelados no nivel de 5%, indicando que
nao houve diferenca significativa entre os trés métodos analiticos. Assim
os trés meétodos citados podem ser usados indiferentemente para a

determinac¢do destes corantes artificiais (amarelo de tartrazina, amarelo
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crepusculo, amaranto, vermelho 40, azul de indigotina) nestes tipos de

amostras.

7. Os resultados obtidos nos testes de calibragao proposto neste
trabalho indicam que todos os equipamentos utilizados nas determinagdes
estao de acordo com as especificagdoes € portanto aptos para os ensaios

analiticos.

8. Para a obtencdo de resultados analiticamente confiaveis €
necessario implementar e manter um programa minimo de validacao
analitica nos laboratérios de controle da qualidade, pesquisa e

desenvolvimento, fiscalizacdo de produtos alimenticios.

9. Os métodos analiticos desenvolvidos para a determinagdo de
corantes artificiais por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
espectrofotometria na regido do visivel por absorvancia e segunda derivada
foram considerados validados baseados nos resultados dos testes de

validacdo instrumental e nas analises estatisticas dos resultados obtidos.

221



ANEXOS

PLANILHA DE CALCULO
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A- Azul brilhante (absorvancia):

AB
A (630)
A (std) 0,8438
Conc (std) 6
A (sample) 0,1907
Al

C (mg/L) 1,3560
Massa (g) 50,23
Volume {mL) 1000
C (mg/100g) 2,6996
Volume (mL) 1500
Massa (g) 50
C (mg/100mL) 0,0800
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B- Azul de indigotina / vermelho 40 (absorvancia):

Al
A (625) V40 (525)
Al AM
A (std) 0,2184 A (std) 0,04305 0,221
Conc (std) 6 Conc (std) 6 6
A (sample) 0,4416 Absortividade 0,007175 0,03683333
A(525) 2,3025
Al AM
C (mg/L) 12,1319 60,1480682
Massa ig) 50,23
Volume (mL) 1000
C (mg/100g) 24 1526 119,7453
Volume (mL) 1500
Massa (g) 50
C (mg/100mL) 0,8051 3,8915
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C- Azul de indigotina / amaranto (absorvancia):

Al
A (625) V40 (525)
Al AM
A (std) 0,2184 A (std) 0,04305 0,221
Conc (std) 6 Conc (std) 6 6
A (sample) 0,4416 Absortividade 0,007175 0,03683333
A(525) 2,3025
Al AM
C (mg/L) 12,1319 60,1480682
Massa (g) 50,23
Volume (mL) 1000
C (mg/100g) 24 1526 119,7453
Volume (mL) 1500
Massa (g) 50
C (mg/100mL}) 0.8051 3,9915
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D- Amaranto / amarelo de tartrazina (absorvancia):

AT + AM
A (570) AT (400)
AM AT
A (std) 0,1003 A (std) 0,04345 0,21065
Conc (std) 6 Conc (std) 5] 6
A (sample) 0,4183 Absortividade | 0,00724167 0,03510833
A (400) 1.1796
AM AT
C (mg/L) 25,0229 28,4374728
Massa (g) 50,65
Volume (mL) 1000
C (mg/100g) 49,4036 56,1451
Volume (mL) 1500
Massa (g) 50
C (mg/100mL) 1,6468 1.8715
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E- Amarelo crepusculo/amarelo de tartrazina (absorvancia):

AT+ AC
A (525) AT (400)
AC AT
A (std) 0,1103 A (std) 0,0999 0,21065
Conc (std) 6 Conc (std) 5] 3]
A (sample) 0,1965 Absortividade 0,01665 0,03510833
A (400} 1,1834
AC AT
C (mg/L) 10,6890 28,6378633
Massa (g) 51,1
Volume (mL) 1000
C (mg/100g) 20,9179 56,0428
Volume (mL) 1500
Massa (g) 50
C (mg/100mL) 0,6973 1,8681
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