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RESUMO

FERRAO, Luana Limoeiro. Projeto “Avaliagdo do teor de corantes artificiais em
cereal matinal: validacdo de metodologia analitica e contribuicdo para avaliar a
exposicao de criangas de 2 a 8 anos”. 2013. 113 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ. 2013.

Com o0 aumento do consumo de alimentos industrializados, a ingestdo de aditivos
alimentares utilizados no processamento tecnoldgico deste tipo de alimento se apresenta
como um risco para a satde humana, principalmente da populacgéo infantil. Os corantes
sdo os aditivos utilizados apenas com a finalidade de conferir ou restaurar a cor do
alimento, sem oferecer nenhum valor nutritivo ao mesmo. Estudos vém demonstrando a
ocorréncia de reacfes adversas a curto e longo prazo associadas ao consumo de alimentos
gue possuem em sua composi¢ao os corantes artificiais. Estas reagdes variam desde alergias
e alteracBes comportamentais a carcinogenicidade e mutagenicidade. O objetivo do presente
trabalho foi determinar a concentracdo de corantes artificiais em cereais matinais,
contribuindo para avaliar a exposi¢do de criancas entre 2 a 8 anos, além de elaborar e
validar a metodologia de determinagdo de corantes artificiais nos cereais matinais. Foi
elaborado um questionario sobre a frequéncia e quantidade consumida de cereais matinais
pelas criangas, sendo 0 mesmo respondido pelos responsaveis. O consumo foi classificado
em escore e avaliado pelo teste de Kruskal-Wallis utilizando como ferramenta o programa
Microsoft Office Excel 2007. ApoOs esta andlise verificou-se que as criangas estavam
divididas em dois grandes grupos, sendo o primeiro de idade entre 2 e 5 anos, com consumo
de escore 1 e 0 segundo grupo com idade entre 6 e 8 anos, com consumo de escore 2. Em
relacdo ao sabor do cereal consumido 65% ingerem o cereal tradicional, 25% o sabor
chocolate e 10% o sabor de frutas, sendo que apenas os dois Gltimos possuem em sua
composicdo os corantes artificiais. A validacdo foi realizada para os corantes permitidos
pela legislacéo para uso em cereais matinais, sendo: amarelo crepusculo, vermelho 40 e azul
brilhante. Todo o processo de validacdo desta pesquisa para determinacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizado de acordo com o
preconizado por Thompson et al. (2002), utilizando as recomendacgfes contidas no
documento do INMETRO DOQ-CGCRE-08 (2011) e no Guia harmonizado IUPAC,
avaliando as seguintes figuras de mérito: limite de deteccdo (LD), limite de
quantificacdo (LQ), linearidade, seletividade, repetitividade, precisdo intermediaria e
exatidao (recuperacdo). A faixa linear encontrada para o amarelo crepusculo foi 15 a 45
mg/L, para o vermelho 40 e azul brilhante foi 5 a 35 mg/L. O LD e o LQ foi,
respectivamente de 3 mg/L e 6 mg/L para o amarelo crepusculo e de 2mg/L e 4 mg/L
para o vermelho 40 e azul brilhante. O percentual de recuperacgéo foi de 82 a 97% para o
amarelo crepusculo, 82 a 87% para o vermelho 40 e de 81 a 86% para o azul brilhante.
Os valores calculados para repetitividade, como desvio padréo, foram de: 0,455 mg/L
para o amarelo crepusculo, de 0,375 mg/L para o vermelho 40 e de 0,542 mg/L para o
azul brilhante. Por fim, os valores calculados da razdo de Horwitz
(RSDexperimenta/ RSDHorwitz) para a determinagdo da precisdo intermediaria foram de
0,393 para o amarelo crepusculo, de 0,090 para o vermelho 40 e de 0,040 para o azul
brilhante. O método mostrou-se preciso, exato, linear em ampla faixa de concentracéo e
sua determinacdo ndo é influenciada pela matriz alimentar. Além disso, a metodologia
mostra-se interessante uma vez que ndo existem métodos oficiais para a determinacgao
de corantes artificiais em cereais matinais. Em uma amostra, dentre 0s cereais
analisados, identificou-se o corante tartrazina, o qual ndo é permitido o uso neste tipo de
produto. Nos demais, todos estavam de acordo com a legislacdo, inclusive em relacao a
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IDA (ingestdo diaria aceitavel) estabelecida para cada corante. Vale ressaltar que esse é
apenas um tipo de alimento colorido artificialmente consumido pelas criancas, porém
em sua dieta diaria a crianga ingere varios alimentos que contém essa substancia, como
por exemplo, sucos em pd, doces diversos, biscoitos, gelatinas, confeitos, refrigerantes,
0 que sinaliza a necessidade de um estudo mais aprofundado sobre o consumo diario de
corantes artificiais por criancas. O fato de uma amostra conter tartrazina, corante ndo
permitido para uso neste tipo de alimento, alerta sobre a necessidade de uma
fiscalizacdo sanitaria eficaz em relacédo aos produtos coloridos artificialmente.

Palavras-chave: método analitico, validagdo, corantes artificiais, escolares, frequéncia
alimentar, cromatografia liquida de alta eficiéncia
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ABSTRACT

FERRAO, Luana Limoeiro. Project “Evaluation of the content of artificial coloring
in breakfast cereal: validation of analytical methodology and contribution to
evaluate the exposure of children aged 2 to 8 years”. 2013. 113 p. Dissertation
(Master Science in Food Science and Technology). Institute of Technology, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2013.

With the increased consumption of industrialized food, the ingestion of food
additives used in the technological processing of this kind of food reveals itself as a
threat to the human health, mainly of the child population. The dyes are the additives
applied only with the meaning of giving or restoring the color of the foodstuffs, without
offering any nutritional value to it. Studies have been demonstrating the occurrences of
adverse reactions at short or long term associated with the ingestion of food that have in
their composition the artificial dyes. Those reactions range since allergies and behavior
alterations to carcinogenicity and mutagenicity. The goal of this study was determinate
the concentration of industrialized dyes in matinal cereal, contributing to evaluate the
exposure of children between 2 to 8 years old, and also formulate the methodology of
determination of artificial dyes on matinal cereal. It was elaborated a questionnaire
about the frequency and quantity consumed of matinal cereal by the infants, being the
same answered by their responsibles. The ingestion was classified in score and
evaluated by the Kruskal-Wallis test, applying as a tool the Microsoft Office Excel 2007
software. After this analysis, it was verified that the children were split in two big
groups, being the first with ages between 2 and 5 years old, with consumption of score
1, and the second group with ages between 6 and 8 years old, with consumption of score
2. Concerning the flavor of the consumed cereal, 65% ingest the traditional cereal, 25%
the chocolate flavor and 10% the fruits flavor, with only the last two flavors bringing in
their composition artificial dyes. The validation was made to the dyes allowed by the
legislation of use in matinal cereal, and they are: sunset yellow, allura red AC and
brilliant blue. All the process of validation in this research was made under the
recommended by Thompson et al. (2002), using the advices present in the INMETRO
DOO-CGCRE-08 (2011) document and in IUPAC harmonized guidelines, measuring
the following method performance: Limit of detection (LD), limit of quantification
(LQ), linearity, selectivity, repeatability, intermediate precision and recovery. The linear
range found to Sunset Yellow was 15 to 45 mg/L, to Allura Red AC and Brilliant Blue
was 5 to 35 mg/L. The LD and LQ were, respectively 3 mg/L and 6 mg/L for Sunset
Yellow and 2 mg/L and 4 mg/L for allura red AC and brilliant blue. The recovery
percentage was 82 to 97% for sunset yellow, 82 to 87% for allura red AC and 81 to 86%
for brilliant blue. The calculated values for repeatability as standard deviation were
0.455 mg/L for sunset yellow, 0.375 mg/L for allura red AC and 0.542 mg/L for
Brilliant Blue. Finally, the measures calculated from Horwitz ratio
(RSDexperimenta/ RSDromwitz) t0 the determination of intermediate precision found were
0.393 for Sunset Yellow, 0.090 for allura red AC and 0.040 for brilliant blue. The
method showed itself precise, exact, linear in a wide range of concentration and your
determination is not influenced by the alimentary matrix for determination by HPLC.
Besides, the methodology turns out interesting since there are no official methods for
the determination of industrialized dyes in matinal cereal. In a sample, among the
analyzed cereals, it was identified tartrazine dye, which is not allowed to be used o this
kind of product. In the others, all were according to the legislation, even respecting the
IDA established for each dye. It is worth noting that it is only a single kind of
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artificially colored food consumed by youngsters, however in its daily diet, a child
ingest many foods which contain these substances, such as powder juice, many candies,
cookies, gelatin, comfit, sodas, what points the need of a further study about the daily
consumption of artificial dyes by children. The fact that one sample contains tartrazine,
forbidden dye for this kind of food, alert about the necessity of an effective sanitary
supervision about the artificially colored products.

Key Word: analytical method, validation, artificial colors, school age, food frequency,
high performance liquid chromatography
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a mudanca nos habitos alimentares da populacdo aponta
para um empobrecimento da dieta, com o0 aumento do consumo de alimentos
industrializados e a diminuicdo dos alimentos “in natura”, inclusive no publico infantil.
Essa mudanca possui uma determinante multicausal, que engloba a entrada da mulher
no mercado de trabalho, ampliacdo e diversidade da oferta de alimentos industrializados
e a crescente comercializacdo de produtos alimenticios em grandes redes de mercado.

O hébito alimentar é formado durante a infancia e sofre influéncias multicausais
para a sua perduracdo na vida adulta. Desta forma, muitos acreditam que uma
orientacdo nutricional é o primeiro e importante passo para que no futuro tenhamos
adultos saudaveis.

O crescimento da industria de alimentos e a necessidade de fabricacdo de
alimentos seguros e de vida de prateleira longa levaram a um aumento no uso de
aditivos alimentares. Esse uso crescente gera questionamentos quanto a seguranca do
aditivo alimentar em relacdo a toxicidade, principalmente em relacdo aos corantes
artificiais.

Essa preocupacdo tem como base varios estudos publicados, os quais relacionam
os aditivos causando reacOes adversas no organismo humano, sejam agudas ou cronicas,
como por exemplo, reacdes desencadeantes de alergias, de alteragdes no comportamento
e até mesmo com neoplasias.

Sob esse aspecto, as criangas constituem um grupo de risco a reagOes
indesejaveis, pois ainda ndo atingiram a sua maturidade fisiologica. Além disso, muitos
alimentos destinados ao consumo infantil sdo coloridos artificialmente com a finalidade
de se tornarem mais atrativos para o consumo. Sob outro ponto de vista, as criancas
também sdo consumidoras de produtos que normalmente sdo destinados ao consumo de
adultos, como por exemplo, iogurtes, refrigerantes, gelatinas, que por consequéncia
também possuem grande quantidade de corantes artificiais.

O controle deste consumo elevado de corantes artificiais pela populacao infantil,
atualmente, € um enorme desafio para a Sadde Publica. Sdo necessarios varios estudos
relacionando os riscos toxicolégicos ao consumo dessas substancias, a fim de prevenir
agravos a saude infantil. Esse controle é necessario, pois a atual legislacdo aborda a
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) apenas para a populacdo adulta, o que subestima o
consumo em relacdo as criangcas que possuem um menor peso corporal e um
metabolismo mais acelerado quando comparados aos adultos.

Como os corantes artificiais sdo complexas moléculas quimicas, estudos
aprofundados sobre suas estabilidades e implicacfes tecnoldgicas e toxicoldgicas se
fazem necessarios para a busca da seguranca alimentar em todos os seus aspectos. Para
alcancar esse patamar seguro de uso é imprescindivel o desenvolvimento de
metodologias analiticas que possam detectar e quantificar de forma réapida e precisa
esses corantes nas mais diversas matrizes alimentares. Hoje, no Brasil, ainda séo
escassas as metodologias validadas para quantificagdo de corantes artificiais.

Outra vertente na atuacdo da Saude Publica no que concerne sobre a fiscalizagdo
do uso de corantes artificiais esta a importancia de legislacdes atualizadas e condizentes
ao cenario mundial, que aponta para uma tendéncia cada vez maior do uso de corantes
naturais em detrimento aos corantes artificiais. Mas, como quimicamente 0s corantes
naturais sdo mais instaveis ao processamento, muitas pesquisas tém que ser
desenvolvidas nesta area.



Muitos corantes artificiais ja possuem o0 seu uso proibido em varios paises. O
Japdo, apesar de possuir legislacdo que permite o uso de corantes artificiais, as
indUstrias de alimentos preferem ndo utilizar este tipo de substancia, pois o seu publico
consumidor ndo aceita muito bem os produtos que possuem. Conforme os anos véo se
passando e os estudos toxicoldgicos vao se aprofundando, mais corantes artificiais vao
saindo das listas de permissao.

Sob o ponto de vista do controle analitico destas substancias quimicas, o
desenvolvimento de meétodos e a validacdo de metodologia analitica é uma importante
ferramenta para assegurar a aplicabilidade e a abrangéncia de um método analitico na
rotina laboratorial, estabelecendo os limites dos parametros de qualidade das medidas
instrumentais e da confiabilidade estatistica, através da estimativa das figuras de mérito
estabelecidas através de documentos oficiais.

Sendo assim, este projeto justifica-se pela necessidade de uma pesquisa sobre o
uso de corantes artificiais em alimentos destinados ao publico infantil, abrangendo os
riscos acarretados pelo consumo destes, sendo este um dos grandes desafios da Salde
Publica e da Vigilancia Sanitaria. Além da necessidade do desenvolvimento de novas
metodologias analiticas mais precisas e especificas, de forma a gerar dados consistentes
para a acdo da Vigilancia Sanitaria.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Histdrico do Uso de Corantes em Alimentos
Aditivo alimentar é definido pela Food and Agriculture Organization / World
Health Organization (FAO/WHO, 1974), como sendo:

“toda substincia, que ndo apresenta valor nutritivo, adicionada ao
alimento com a finalidade de impedir alteragbes, manter, conferir ou
intensificar seu aroma, cor e sabor; modificar ou manter seu estado fisico
geral, ou exercer qualquer acdo exigida para uma boa tecnologia de
fabricagdo do alimento”.

Os aditivos sdo inofensivos a salde, desde que sejam seguidos os limites
maximos de ingestdo estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e/ou pelo Codex Alimentarius (PRADO; GODOQOY, 2007). Esses 6rgaos
estabelecem para cada aditivo uma ingestdo diaria aceitavel (IDA), que é definida pela
FAO/WHO como a quantidade de substancia que ingerida diariamente e por toda a vida
pelo homem, ndo oferece riscos a saide humana, a luz dos conhecimentos tecnoldgicos
atuais, expressa em mg/kg de peso corpéreo.

Todos os corantes artificiais permitidos pela Legislacdo Brasileira ja possuem
valores de IDA estabelecidos, porém os mesmos estdo sujeitos a continuas alteracGes,
dependendo dos resultados de estudos toxicoldgicos. O Comité Conjunto FAO/WHO de
Peritos em Aditivos Alimentares, JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives)
recomenda, no &mbito mundial, que cada pais verifique periodicamente o consumo total
de cada aditivo, com base em inquéritos alimentares, assegurando que o consumo destas
substancias quimicas ndo ultrapasse a IDA recomendada (PRADO; GODQY, 2007).

Dentre os aditivos alimentares, os corantes correspondem a um grande e
importante grupo, pois a aceitacdo do produto alimenticio pelo consumidor possui uma
estreita relacdo com a sua cor. Esta caracteristica sensorial, mesmo sendo subjetiva,
induz a sensacdo global resultante das outras caracteristicas, como aroma, sabor e
textura. Sendo assim, a aparéncia do alimento exerce efeito estimulante ou inibidor do
apetite (GONCALVES; SCHUMANN; POLONIO, 2008; QUEIJA; QUEIROS;
RODRIGUES, 2001).

As induastrias alimenticias fazem grande uso dos corantes com o intuito de
compensar a cor natural do alimento e que é perdida ou alterada de intensidade ao longo
do processo produtivo, devido a variantes como luminosidade, oxigénio, temperatura
excessiva, umidade e até mesmo as condi¢Bes de armazenamento. Além disso, alguns
alimentos que ndo passam por nenhum processo produtivo tém sua cor natural realcada
com corantes, como, por exemplo, a laranja que dependendo da época do ano pode
apresentar variacoes de coloracdo. (HENRY, 1996; NETTO, 2009; ROLLEMBERG;
VIDOTTI, 2006). Sob o ponto de vista tecnoldgico é de suma importancia o uso de
corantes em producdes de larga escala, para garantir a uniformidade do produto,
conferir identidade aos alimentos e proteger flavors e vitaminas dos danos causados
pela luz (ABRANTES et al., 2007; NETTO, 2009).

Porém a prética de colorir os alimentos ndo € recente. A diferenca € que com o
avanco da tecnologia, os corantes naturais de origem animal, vegetal e mineral que eram
utilizados até meados do século XIX foram sendo substituidos pelos corantes artificiais.
Em 1856, o quimico britanico William Henry Perkin sintetizou o primeiro corante, a
mauveina, quando realizava um estudo sobre a oxidacdo da fenilalanina com o
dicromato de potassio (K,Cr,O7) e foi lavar os residuos da precipitacdo desta reacdo
com alcool e observou o aparecimento de uma coloracdo avermelhada (NETTO, 2009;
WALFORD, 1980).



Até entdo os corantes eram extraidos de fontes naturais, como por exemplo, 0
indigo (pigmento azul) extraido da planta indigo feratinctdria e a alizarina extraida da
raiz da planta européia madder. Outros corantes naturais, também muito utilizados
desde o século XV até os dias atuais, sdo curcuma, paprica e acafrdo, que eram
utilizados juntamente com os sais de aluminio e ferro para aumentar o seu poder
tintorial MASCARENHAS, 1998; NETTO, 2009; RENHE, 2008).

O uso dos corantes nos alimentos & um assunto muito controverso e polémico.
Hoje existem, basicamente, trés linhas de pensamento: uma que ndo condena o0 uso de
corantes artificiais, uma que propdem a substituicdo dos corantes artificiais pelos
naturais e ha ainda os que defendem a linha da ndo necessidade de uso de corantes em
alimentos. Porém, o que se observa atualmente é a busca de alimentos que sejam
considerados mais saudaveis, inclusive por parte dos consumidores, 0 que esta levando
as industrias alimenticias a uma substituicdo gradual dos corantes artificiais pelos
naturais. Inclusive alguns paises ja aboliram o uso de corantes na maioria dos alimentos
produzidos, seja de forma natural, como ocorreu no Japdo ou através de legislacGes
mais rigorosas, como € o caso da Suica e da Noruega (PRADO; GODOY, 2003;
RENHE, 2008).

De acordo com a Resolucdo n.° 44/77 da Comissdo Nacional de Normas e
Padrdes para Alimentos (CNNPA), do Ministério da Saude, os corantes de uso
permitido em alimentos e bebidas podem ser classificados da seguinte forma:

= Corante organico natural: aquele obtido a partir do vegetal, ou eventualmente, de
animal, cujo principio corante tenha sido isolado com o emprego de processo
tecnoldgico adequado;

= Corante organico sintético: aguele obtido por sintese organica mediante o
emprego de processo tecnoldgico adequado. Pode ser subdividido em:

« Corante artificial: é o corante organico sintético, ndo encontrado em
produtos naturais.

+ Corante organico sintético idéntico ao natural: € o corante organico
sintético cuja estrutura quimica é semelhante a do principio ativo isolado
de corante organico natural.

= Corante inorganico: aquele obtido a partir de substancias minerais e submetido a
processos de elaboracdo e purificacdo adequados a seu emprego em alimento;

= Caramelo: corante natural obtido pelo aquecimento de aglcares a temperatura
superior ao ponto de fusdo;

= Caramelo (processo amonia): € o corante organico sintético idéntico ao natural
obtido pelo processo amonia, desde que o teor de 4-metil-imidazol ndo exceda
no mesmo a 200 mg/kg (duzentos miligramas por quilograma).

Os corantes naturais sdo divididos em trés grandes grupos de acordo com sua
estrutura quimica: os compostos heterociclicos com estrutura tetrapirrdlica (clorofila,
hemo e bilinas); compostos de estrutura isoprendide (carotendides) e os compostos
heterociclicos contendo oxigénio (flavondides). Além desses grandes grupos, existem
dois grandes grupos de corantes que sdo encontrados exclusivamente em espécies
vegetais que sdo as betalainas (compostos nitrogenados) e os taninos (NETTO, 2009).

As estruturas quimicas destes corantes podem ser observadas nas Figuras 01 a
05 a seguir:
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Figura 01
Estrutura quimica da clorofila (Fonte: STREIT et al., 2005)
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Figura 02
Estrutura quimica dos carotenos (Fonte: UENOJO; MARUSTICA; PASTORE, 2005)
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Figura 03
Estrutura quimica dos principais flavonéides (Fonte: MARCO; POPPI; SCARMINIO,
2008)
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Figura 04
Estrutura quimica dos galotaninos (Fonte: BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO,
2004)
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Figura 05
Estrutura quimica da betalaina (Fonte: BELTRAQO; STRINGHETA; SANDI, 2002)



Os corantes naturais possuem relativa desvantagem em relacdo aos corantes
artificiais, devido a fatores considerados primordiais para o seu uso, como a estabilidade
(luz, oxigénio, calor e pH), uniformidade na cor conferida, poder tintorial, contaminacao
microbioldgica e custo de producdo/extracdo (ADITIVOS & INGREDIENTES, 2011).
As principais caracteristicas dos corantes naturais, mais utilizados, podem ser
visualizadas na Tabela O1.

Tabela 01 Principais caracteristicas dos corantes naturais

Nome do

Cor Fonte Estabilidade Solubilidade
Corante
- Lipossoluvel
Extrato de Amarelo Semente da Aléiisuggie;llgllllgjcéeéao (norbixina)
Urucum Alaranjado Bixaorellana, L. genio, Hidrossolavel (sal
temperatura -
de norbixina)
Estavel ao calor, luz e
. Fémea dessecada de oxidag&o. Hidrossolavel
Carmim de 1 . . . . . e
: Vermelho insetos da espécie N&o sofre alteragdo Baixa solubilidade
cochonilha - S " .
Dactylopiuscoccus significativa pela acéo em pH alcalino
do didxido de enxofre
. A_\mgrelo Rizomas de Curcuma Sensivel a luz InsolGvel em
Curcumina Lim&o ou . - L3
e longa Estavel ao aquecimento agua
Laranja
Amplamente
- Infinidade de distribuido em flores, Estaveis somente em Depende da sua
Antocianinas 4 : ~ . P
cores frutos e demais solugdo bastante 4cida  estrutura quimica
plantas superiores
Boa estabilidade na
faixa de pH de 4-5
Razoavel estabilidade na
. faixa de pH de 3-4 e 5-7
Nos vegetais da . -
. Do amarelo Instavel na presencade  Alta solubilidade
Betalainas ordem .
ao vermelho luz e calor em agua
Centrospermeae ;
Destruida a altas
temperaturas
Atividade de &gua

interfere na estabilidade

! Depende do pH do meio: pH em torno de 4 - vermelho / pH maior que 10 - azul

? Depende do pH do meio: pH &cido - amarelo-limao / pH bésico - laranja

® Para uso em alimentos tem que ser misturada a solventes e emulsificantes de grau alimenticio

* Cores entre laranja, vermelho, purpura e azul, dependendo do meio em que se encontra. Cor
influenciada pelas condic¢Ges de pH, concentracdo do corante, tipo de solvente e temperatura

FONTE: NETTO, 2009.

Dentre os corantes naturais, o caramelo se destaca por ser um dos mais antigos a
serem utilizados em alimentos para conferir uma coloragéo no produto final que pode
variar do amarela-palha ao marrom escuro (quase negra). Este corante representa cerca



de 90%, em peso, de todos os corantes adicionados em alimentos e bebidas consumidos
no mundo (ABIA, 2001; NETTO, 2009).

O JECFA define corante caramelo como (FAO/WHO, 1974):

"uma complexa mistura de componentes, alguns dos quais na
forma de agregados coloidais, obtidos através do aquecimento de
carboidratos que ora, podem ou ndo, receber acidos, alcalis ou sais de grau
alimenticio."

Sendo assim, de acordo com o reagente utilizado para sua fabricacéo, o corante
caramelo recebe a seguinte classificagéo:
= Classe | - Caramelo simples
= Classe Il - Caramelo sulfito caustico
= Classe Il - Caramelo amonia
= Classe IV - Caramelo sulfito amodnia
Este corante é utilizado em uma infinidade de produtos industrializados e, de
forma geral, os da Classe | s&o utilizados em bebidas alcodlicas de alta titulagem, os da
Classe 1l em bebidas alcodlicas e licores contendo certos extratos vegetais, os da Classe
Il em cervejas, molhos e outras misturas e os da Classe IV em refrigerantes. A
quantidade e nivel de uso dependem da tonalidade desejada e de caracteristicas legais da
identidade e qualidade de cada produto alimenticio (NETTO, 2009).

2.2 Os Habitos Alimentares na Infancia

Entende-se por habito como um ato, uso e costume, ou um padrdo de reacao
adquirido por frequente repeticdo da atividade, através do aprendizado. Sob este
aspecto, o habito alimentar se caracteriza pelos alimentos ou tipo de alimentacdo que 0s
individuos consomem no seu cotidiano, rotineiramente e repetidamente. No entanto,
existem infinitos fatores intrinsecos e extrinsecos ao individuo que influenciam a
aquisicdo e perpetuacdo destes habitos alimentares (RAMOS; STEIN, 2000).

N&do apenas sob o0 aspecto bioldgico, mas também nos ambitos sociais,
psicolégicos e econdmicos, a alimentacdo e o ato de comer é uma das necessidades mais
importantes para o desenvolvimento do ser humano (MATTOS et al., 2010). Assim, a
comida e o comer assumem um papel central no aprendizado social, que embora seja
rotineira possui essa natureza vital e essencial. Logo, 0o comportamento que cada
individuo desenvolve perante a comida acaba revelando a cultura em que ele esta
inserido (MINTZ, 2001).

Muitos estudos e autores defendem o fato de que os habitos alimentares
saudaveis adquiridos durante a infancia e que conseguem se perpetuar durante a vida
adulta contribui eficientemente para a prevencdo primaria de doencas nao-
transmissiveis, como, por exemplo, diabetes mellitus, hipertensdo arterial, doencas
cardiovasculares e cancer (COLUCCI; PHILIPPI; SLATER, 2004; MENDES et al.,
2006; MOLINA et al., 2010; POLLA; SCHERER, 2011; TUMA et al., 2005;
ZANFERRARI; DIAS, 2010). Dessa forma, o conhecimento sobre a situagéo
nutricional da populagdo infantil de um pais se torna essencial para acompanhar a
evolucdo das condigdes de salde e de vida da populacdo em geral, onde Orgéos
governamentais possam, considerando o carater multicausal, atuar na prevengédo das
doencas cronicas ndo transmissiveis (TUMA; COSTA; SCHMITZ, 2005). Para estudos
nutricionais, consideram-se criangas as pessoas com faixa etaria entre 02 e 08 anos
(PADOVANI et al., 2006).

Sabe-se que os habitos alimentares de um individuo comegam a se formar desde
0 nascimento, sendo a familia a pioneira na introducdo de alimentos e, assim, 0s
principais responsaveis pela formacdo alimentar do individuo. Porém, como vivemos
em sociedade, existem outros aspectos que interferem nessa formacao, como é o caso da



escola, que desempenha um papel fundamental, juntamente com a familia, em promover
habitos saudaveis entre as criancas, principalmente entre a idade de 02 a 08 anos, idade
esta onde a crianga tem o primeiro contato com a maioria dos alimentos. Os pais tendem
a oferecer aos filhos apenas alimentos de sua propria preferéncia, interferindo assim na
disponibilidade de alimentos para as criancgas, fato este que influencia diretamente no
desenvolvimento do habito alimentar do pré-escolar (AIRES et al., 2011).

Schmits et al. (2008) propdem metodologias de capacitagdo para educadores e
donos de cantinas escolares para a promog¢do de habitos alimentares saudaveis, por
acreditar que a escola é um setor estratégico para a concretizacdo de iniciativas de
promocdo de salde, pois neste ambiente encontra-se a figura do educador, que trabalha
como um facilitador, usando vérias estratégias de ensino e contribuindo para a melhoria
da alimentacao das criangas. O ambiente de ensino, quando esta aliado a uma pratica de
educacdo nutricional proporciona um aprendizado interativo da crianga com 0s
alimentos (AIRES et al., 2011).

Esse tipo de trabalho representa uma necessidade nos dias atuais, pois o Brasil
tem registrado, assim como ocorre nos paises desenvolvidos, a progressdo da transicdo
nutricional, caracterizada pela redugdo na prevaléncia dos déficits nutricionais e
ocorréncia mais expressiva do sobrepeso e da obesidade, tanto nos adultos, mas
principalmente em criangas e adolescentes. O consumo alimentar relacionado a
obesidade ocorre ndo somente em relacdo ao aumento do volume de alimentos
consumidos na dieta diaria, mas principalmente pela composicdo e qualidade desta
dieta, onde se observa baixo consumo de frutas e hortalicas e aumento da ingestao de
guloseimas e refrigerantes (POLLA; SCHERER, 2011; TRICHES; GIUGLIANI, 2005).

Porém, existe uma diferenca significativa entre 0 comer e o nutrir. Entende-se
por comer um ato social, influenciado pelo meio sociocultural em que o individuo esta
inserido e nutrir como uma atividade bioldgica, essencial para o desenvolvimento
organico do ser humano. Essa € uma questdo que compreende as mais diversas areas de
conhecimento acerca da ciéncia Nutricdo (BLEIL, 1998).

Para a diminuicdo dos indices de obesidade, acredita-se na importancia dos
conhecimentos das pessoas acerca da alimentacdo e nutricdo, promovendo assim habitos
mais saudaveis. Sob este aspecto, pesquisas relatam o sucesso da educagdo nutricional
como uma das estratégias de intervencdo, relatando melhoras nos conhecimentos
nutricionais, atitudes e comportamento alimentar de criancas, chegando até a influenciar
os hébitos alimentares familiares (MULLER et al., 2001; PEREZ-RODRIGO;
ARANCETA, 2001).

A nutricdo adequada na infancia, construida através de habitos alimentares mais
saudaveis, é de fundamental importancia para garantir crescimento e desenvolvimento
dentro dos padrdes estabelecidos pelos Orgéos Governamentais como sendo normais,
sendo este estagio da vida um dos biologicamente mais vulneraveis, devido a
imaturidade fisiologica das criancas e ao seu metabolismo acelerado, facilitando a
metabolizagdo de substancias quimicas pelo organismo (AIRES et al., 2011).

A demanda de alimentos industrializados no Brasil, segundo dados da
Associacdo Brasileira das Industrias de Alimentacdo (ABIA, 2001) e do Instituto de
Pesquisa AC Nielsen (1997), aumentou consideravelmente nos ultimos anos,
principalmente apos a abertura econémica, principalmente as preparagdes prontas para o
consumo. Outros fatores também contribuem para um aumento constante de alimentos
industrializados e sua manutencdo nos habitos alimentares, como, por exemplo, a
crescente participacdo da mulher no mercado de trabalho, a praticidade e rapidez de
preparo deste tipo de alimento, alem da durabilidade e da boa aceitagdo que estes
produtos possuem (AQUINO; PHILIPPI, 2002; MAESTRO; SILVA, 2004).
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A diversidade dos alimentos industrializados, assim como 0 aumento da sua
oferta nas prateleiras dos mercados, pode influenciar nos padrdes alimentares da
populacdo como um todo, principalmente no publico infantil, j& que este é o periodo de
formacéo dos habitos alimentares (FAO, 1992; WHO, 1990).

Nestal (1993) defende que este crescimento da industria de alimento pode
melhorar a qualidade nutricional dos alimentos produzidos e ofertados, com o aumento
do acesso a alimentos modificados e que sejam fontes alimentares e/ou enriquecidos
com determinados nutrientes, contribuindo, assim, com uma melhora do valor nutritivo
da dieta, inclusive da dieta infantil.

Porém, ainda é dificil estabelecer a extensdo desse impacto do consumo de
alimentos industrializados pela populagdo infantil devido a falta de recomendacdes
especificas para esse grupo em questdo, tanto na identificacdo da quantidade quanto na
freqUéncia destes na dieta. Na verdade, o que falta € um estudo sistematico e especifico
do consumo de alimentos industrializados, principalmente durante a infancia, gerando
assim dados comparativos entre os estudos (AIRES et al., 2011; AQUINO; PHILIPPI,
2002).

Em pesquisa sobre o Orcamento Familiar 2008-2009 (IBGE, 2010), nas areas
metropolitanas do nosso pais evidenciou um declinio em relacdo aos alimentos basicos
e tradicionais da dieta dos brasileiros, como, por exemplo, o arroz e o feijao e, em
contrapartida, um aumento de até 400% no consumo de produtos industrializados.

Sob este aspecto, 0 consumo de cereais matinais cresce de 15 a 20% ao ano, pois
a populacdo esta buscando alimentos mais saudaveis, ricos em fibras e nutrientes. Os
cereais matinais sdo excelentes fontes de carboidratos e ainda tém vitaminas, fibras e
minerais, como o ferro, associados com baixo teor de gordura. Esse tipo de alimento é
recomendado para pessoas de todas as idades, inclusive criangcas (MONTEIRO et al.,
2010). Como se trata de um alimento industrializado, ndo esta livre da presenca de
corantes artificiais. Em um estudo recente, Mattos et al. (2010), através da aplicacdo de
inquérito alimentar em relacdo ao consumo de alimentos por criancas e adolescentes
verificou que 13% dos entrevistados consomem cereal matinal/barra de cereal uma vez
ou mais por dia.

Existem vérios estudos sobre a influencia da midia no comportamento alimentar
das criancas, demonstrando que o habito da crianca de assistir a televisdo é diretamente
relacionado com os seus pedidos, compras e consumo de produtos alimenticios
anunciados (MATTOS et al., 2010). Reforcando essa persuasdo das propagandas sobre
0 publico infantil alia-se entretenimento aos objetos de consumo, sendo que as
indUstrias de alimentos utilizam bastante este artificio, conhecido como eatertainment
(comida+diversdo). Assim as empresas acabam levando o seu produto e/ou servico para
o mundo de seus potenciais clientes, as criangas, que ¢ um mundo da diversdo, da
brincadeira e do entretenimento (ASSOLINI, 2008).

Como muitos produtos industrializados destinados ao publico infantil possuem
uma baixa qualidade nutricional, a ANVISA deu um importante passo para a
regulamentacdo da publicidade de alimentos ndo sauddveis com a publicacdo da
resolugdo RDC 24/2010 que passa a exigir que “qualquer publicidade de alimentos com
conteddo excessivo de aclcar, sodio, gordura saturada ou gordura trans seja
acompanhada de adverténcias sobre 0s prejuizos que o consumo em grandes
quantidades destes alimentos pode trazer a saude”.

Empresas transnacionais produtoras de bebidas e alimentos processados, dentre
elas, Coca-Cola, PepsiCo, Nestlé, Kellogg, Kraft Foods, Unilever e Burger King,
assinaram acordos coletivos, onde se comprometem junto aos paises da Unido Europeia
e dos Estados Unidos, a adotar medidas de restricdo da publicidade dirigida ao publico
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infantil. Porém, em outros paises, inclusive no Brasil, ndo existe nenhum tipo de acordo
entre estas industrias e 0s Governos (GOMES; CASTRO; MONTEIRO, 2010).

2.3 Cereais Matinais

Segundo a Resolucdo RDC n° 263, de 22 de setembro de 2005, da ANVISA, que
aprova o regulamento técnico para produtos de cereais, amidos, farinhas e farelos,
entende-se por cereais processados os produtos obtidos a partir de cereais laminados,
cilindrados, rolados, inflados, flocados, extrudados, pré-cozidos e ou por outros
processos tecnoldgicos considerados seguros para producdo de alimentos, podendo
conter outros ingredientes desde que ndo descaracterizem o0s produtos. Podem
apresentar cobertura, formato e textura diversos.

Os cereais matinais sdo produtos extrudados e que possuem em sua composi¢do
nutricional um alto teor de proteina, carboidratos e fibras, podendo ser enriquecidos
com vitaminas e sais minerais aumentando seu valor nutritivo (TAKEUCHI;
SABADINI; CUNHA, 2005). Sob o aspecto tecnoldgico, entende-se por extrusao
termoplasmatica o processo continuo, onde o cisalhamento mecanico se combina com o
calor, com a finalidade de gelatinizar o amido e desnaturar a matéria protéica,
resultando em uma plastificacdo e reestruturacdo para obtencdo de produtos com
diversas texturas e formas (EMBRAPA, 2006).

Esse processo teve origem na inddstria de plasticos, onde muitos modelos e
teorias foram desenvolvidos com polimeros. Porém, em 1935, o método foi aplicado
para a extrusdo continua de massas alimenticias, sendo o seu uso, desde entdo,
aumentado significativamente nas industrias alimenticias, principalmente naqueles
processos tecnoldgicos que necessitam de um cozimento ou gelatinizacdo do amido,
como por exemplo, na fabricacéo de "snacks" e cereais matinais (HARPER, 1981).

O extrusor de alimentos é descrito como um reator de fluxo continuo, que
funciona com uma combinacao de altas temperaturas e pressdo variada com a forca de
cisalhamento e, com contetidos de umidade relativamente baixos, sendo assim, capaz de
processar biopolimeros e misturar ingredientes diversos (CHEN et al., 1991). Para o
controle deste processo, existem as varidveis que sdo independentes, que compreendem
aspectos como os ingredientes, umidade da matéria-prima, geometria e velocidade do
parafuso, configuracdo da matriz, temperaturas das jaquetas, pré-condicionamento e
taxa de alimentacdo. Alem dessas, existem as variaveis dependentes, que incluem a
viscosidade, taxa de cisalhamento, taxa de fluxo, presséo, energia, tempo de residéncia,
temperatura e caracteristicas do produto. Por possuir inimeras variaveis o seu controle é
complexo (EMBRAPA, 2006).

Sob o aspecto nutricional, os cereais matinais possuem como principal
componente o amido. Durante o processo de extrusdo, os granulos de amido sdo
gelatinizados e/ou retrogradados e influi diretamente na qualidade do produto final,
principalmente na textura. Os contetdos de amilose e amilopectina do amido sdo
conhecidos por terem um efeito direto na expansdo do extrudado, sendo que os cereais
que possuem quantidades reduzidas de amilose possuem propriedades de expanséo
superiores aos ricos em amilose (CAMIRE et al., 1990).

Em relacdo ao contetdo protéico, observa-se um aumento na digestibilidade da
proteina de cereais extrudados, devido a desnaturacdo, principal modificacdo fisico-
quimica. O valor nutricional dos lipidios pode ser afetado durante a extrusdo, devido as
reacOes que esta molécula pode sofrer, como, por exemplo, oxidagédo, hidrogenacéo,
isomerizagdo ou polimerizagdo (EMBRAPA, 2006).
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2.4  Consumo de Corantes Artificiais X Transtorno de Déficit de Atencao e
Hiperatividade Infantil

Recentemente, debates acerca da seguranca alimentar para a saide do homem a
cerca dos ingredientes e das tecnologias empregadas pelas inddstrias de alimentos tém
se tornados comuns. Como exemplo, podem-se citar, as controvérsias sobre o uso de
irradiacdo no processamento de alimentos, riscos de contaminacdo de residuos de
embalagens plasticas em alimentos e bebidas, uso de antibidticos e horménios nas
industrias de carnes e o desenvolvimento de alimentos geneticamente modificados
(KLEINMAN; BROWN; CUTTER, 2011).

Dentro dessa realidade de producdo alimenticia, impulsionada pelo avango no
consumo de alimentos industrializados, o uso de aditivos, com o intuito de deixar o
produto mais seguro e mais agradavel sensorialmente ao consumidor, também gera
controvérsias no ambito cientifico. Mesmo por que, a ingestdo de alimentos é a
principal via de exposicdo humana a diferentes substancias quimicas que hoje sdo
encontradas em diversos alimentos. Muitas substancias que estdo presentes nos
alimentos, tanto as adicionadas quanto as produzidas através de reacdes ao longo do
processo produtivo, ja foram testadas quanto a toxicidade e possiveis relacdo com
alergias e mutagenicidade, além de estar relacionado com o aparecimento de transtorno
do déficit de atencdo e hiperatividade em criancas (ANTUNES; ARAUJO, 2000;
POLLOCK; WARNER, 1990; POLONIO; PERES, 2009; SCHAB; TRINH, 2004,
ZEIGER, 1993).

Um levantamento feito pela Autoridade de Sadde de Wycombe, uma cidade da
Inglaterra, sobre os principais sintomas das reacfes alimentares, comparados as médias
nacionais pode ser visualizado na Tabela 02. Esse fato foi relacionado ao tipo de
populacdo que foi selecionada para ambos os estudos. Porém, Altman e Chiaramonte
(1996) defendem a ideia de que os habitos sociais e culturais interferem na prevaléncia
dos sintomas relatados em casos de alergias alimentares.

Tabela 02 Principais sintomas associados a alergias alimentares

Sintomas Wycombe (%) Inglaterra (%)
Prurido 16,2 14,9
Eczema 17,9 14,7
Urticaria 7.8 6,2
Angioedema 8,0 6,3
Asma 14,9 14,4
Febre 28,6 24,8
Dor no estbmago 7.7 9,2
Dor mas articulaces 15,0 16,3
Desordens comportamentais 13,0 14,2
Enxaqueca 20,5 20,1

Fonte: YOUNG et al., 1994
Assim, a inocuidade dos alimentos tem que ser testada, com o intuito de

regulamentar 0 seu uso. Logo existem Orgdos Governamentais especializados na
avaliacdo sistematica do potencial toxico, de mutagenicidade e de carcinogenicidade
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dos aditivos usados em alimentos, recomendando, ou ndo, ap6s os resultados
encontrados, o0 uso de determinados aditivos em alimentos especificos. Mais adiante, tal
assunto sera esclarecido com uma maior profundidade. (ANTUNES; ARAUJO, 2000).

O primeiro registro da toxicidade de corantes alimentares ocorreu em meados de
1950, em um caso de diarréia em criancas depois do consumo de uma bala preta e
laranja que foi distribuida entre esta populacdo na época do Halloween nos Estados
Unidos. Investigagdes da US Food and Drug Administration apontaram o efeito toxico
da bala com o corante Orange n°1, um corante do grupo azo. Desde entdo, a FAO/WHO
comegcaram a testar a composi¢do quimica destes corantes e sua toxicologia, diminuindo
consideravelmente a lista de corantes artificiais que sdo permitidos o uso em alimentos
(RADOMSKI, 1974).

Sob este aspecto das reacdes adversas que os aditivos podem apresentar no
organismo humano, a populagéo infantil representa o grupo mais vulneravel, e por isso,
o foco da maioria das pesquisas hoje é esse. Essa vulnerabilidade ocorre pelo fato da
ingestdo destas substancias ser maior, quando comparada ao peso corporal, na crianca
do que no adulto. Sem contar que, como o publico infantil esta no periodo de alto
metabolismo, imaturidade fisiologica e desenvolvimento das suas defesas organicas
naturais, essas substancias quimicas sdo metabolizadas de forma mais rapida e dificulta
a excrecao destas substancias. Outro fato que ocorre, fazendo com que esse publico seja
mais susceptivel, € a ndo capacidade de autocontrole no consumo de alimentos
industrializados que sejam ricos em aditivos (POLONIO; PERES, 2009; SCHUMANN;
POLONIO; GONCALVES, 2008).

Uma pesquisa desenvolvida na Australia por Williams, Stirling e Keynes (2004)
sobre a percepc¢do dos adultos sobre os principais perigos para a qualidade e seguranca
dos alimentos, o uso de aditivos e pesticidas na producdo alimentar aparece com 28%,
seguida da higiene dos alimentos e sua contaminacdo com 14% e os alimentos
geneticamente modificados também com 14%. Esse fato demonstra que a populacdo
estd cada vez mais preocupada com a seguranca alimentar e o impacto do consumo de
alimentos na sua saude.

Os estudos dos efeitos carcinogénicos induzidos por substancias quimicas em
humanos muitas vezes acabam sendo determinados através de estudos epidemioldgicos,
0S quais possuem como caracteristica o fato de serem realizados em longo prazo, com
custo elevado e possuir um relativo baixo poder estatistico. Como alternativa a este
estudo, ou muitas vezes usados de forma a complementar esses dados, estudos
toxicoldgicos em animais de laboratério sdo realizados a fim de descobrir as
propriedades quimicas e carcinogénicas no organismo. Esses estudos possuem um alto
custo e a contradigcdo que o organismo humano pode ndo responder desta mesma forma.
Além do fato de que, nos dias atuais, 0s estudos com animais ndo sdo uma unanimidade
(ZEIGER, 1993).

Os estudos laboratoriais com espécies animais sao realizados com o intuito de
avaliar as respostas as quantidades elevadas da substancia em teste, a velocidade e
extensdo do modo de desintoxicagéo, a tendéncia de acumulo organico além das reagdes
ndo toxicas, como: hipersensibilidade, intolerancia, idiossincrasia e carcinogénese. Ha
também a necessidade de investigacdo em pelo menos trés espécies de animais para
saber a possibilidade de toxicidade aguda e investigacdes no periodo de gravidez, a fim
de descartar os efeitos teratogénicos (SALINAS, 2002).

O transtorno do déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH) se caracteriza pelo
padrdo persistente de desatencdo e/ou hiperatividade / impulsividade. Seu diagnostico
ndo pode ser fechado caso os sintomas ocorram exclusivamente na presenca de
transtorno invasivo do desenvolvimento, esquizofrenia, outros transtornos psicéticos ou
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se forem mais bem elucidados por algum outro transtorno mental que o paciente possa
vir a apresentar (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1995).

Para que o diagndstico de TDAH seja concluido, a recomendacdo mundial é o
uso do questionario estabelecido pela American Psychiatric Association, conhecido
como DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders). Esse
diagnostico tem como base o relato de multiplos informantes, em especial pais e
professores, pessoas estas que estdo em contato com a crianga em diferentes ambientes
sociais. Como esse preenchimento ocorre de forma subjetiva e alguns estudos apontam
para diferencas significativas em algumas respostas dos pais e professores, linhas de
estudo defendem a necessidade e um julgamento clinico objetivo para a decisdo
diagnostica (AMARAL; GUERREIRO, 2001; COUTINHO et al., 2007).

O DSM-IV subdivide os pacientes diagnosticados com TDAH em trés diferentes
grupos, a saber: o TDAH tipo predominantemente desatento, o TDAH tipo
predominantemente hiperativo e 0 TDAH tipo combinado (COUTINHO et al., 2007;
KLEINMAN; BROWN; CUTTER, 2011; VASCONCELOS et al., 2003). Mattos et al.
(2005) validou a versdo em portugués deste questionario para diagnosticar TDAH, o
qual pode ser visualizado no Anexo 1.

Independentemente do subtipo do TDAH, esse transtorno é reconhecidamente a
mais freqiiente desordem comportamental durante a infancia, sendo sua prevaléncia
estimada de 2 a 12%, em todo o mundo, das criancas em idade escolar, sendo mais
frequente em criangas do sexo masculino e o seus sintomas sdo mais facilmente
detectados a partir dos 7 anos de idade (AMARAL; GUERREIRO, 2001; KLEINMAN;
BROWN; CUTTER, 2011; PELSSER; BUITELAAR; SAVELKOUL, 2009).

Outra questdo relevante sobre 0 TDAH esta sobre a associacdo deste transtorno
com o diagnostico de co-morbidades, como, por exemplo, transtorno desafiador
opositivo, transtorno de conduta, transtorno de ansiedade, transtorno de humor e
dificuldades de aprendizagem. Os tratamentos mais comuns para 0 TDAH incluem a
terapia, a farmacoterapia e o uso de psicoestimulantes. Em 2003, cerca de 2,5 milhdes
de criancas nos Estados Unidos tomaram remédios para tratamento de TDAH. Como
este nUmero estad crescendo nos ultimos anos e, com base nos estudos que vém sendo
desenvolvidos, a indicagdo do tratamento dietético, com a diminuicdo da ingesta de
corantes artificiais, vem sendo defendida pelos pesquisadores, pois assim ocorreria uma
diminuicdo no consumo de medicamentos e, por consequéncia, em todos os efeitos
colaterais dos mesmos, que incluem insbnia, perda de apetite e até mesmo efeitos
cardiacos (PELSSER; BUITELAAR; SAVELKOUL, 2009; SCHAB; TRINH, 2004;
STEVENS et al., 2010).

No Brasil, varios estudos de prevaléncia de TDAH em escola vém sendo
desenvolvidos, sendo que Fontana et al. (2007) encontraram prevaléncia de 13% e
Vasconcelos et al. (2003) uma prevaléncia de 17,1%, sendo que este Ultimo também
realizou a classificacdo entre os trés tipos de TDAH que existem, encontrando assim
39,1% do tipo predominantemente desatento, 23,2% do tipo predominantemente
hiperativo e 37,7% do tipo combinado. Neste estudo, assim como ja apontado no
cenario mundial, a prevaléncia encontrada foi em criangas do sexo masculino e com
idade entre 7 e 8 anos. Porém, varios estudos ja demonstraram que estes percentuais
podem sofrer influéncia da idade da amostra analisada, dos instrumentos e critérios de
diagndstico e, principalmente, da fonte das informacdes obtidas durante o processo de
avaliacdo diagndstica. Alem disso, as taxas de prevaléncia tendem a ser mais elevadas
guando estes estudos epidemioldgicos sdo realizados apenas em amostras escolares,
quando comparadas em amostras de comunidades.
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Desde a década de 70, muitos estudos vém sendo realizados para determinar a
relacdo entre a ingestdo de corantes artificiais e o aparecimento de hiperatividade,
principalmente entre o publico infantil. A maioria dos estudos € dividida basicamente
em dois tipos: a eliminacdo de agentes da dieta que podem interferir no consumo; ou
nos estudos farmacoldgicos. Os estudos que controlam a dieta sdo de conducdo mais
complexa, uma vez que é muito dificil o controle de dieta de criancas, além do tempo de
estudo de consumo ser muito extenso e a mensuracdo das respostas qualitativas e
subjetivas (BATEMAN et al.,, 2004; ROSE, 1978; SCHAB; TRINH, 2004,
SILBERGELD; ANDERSON, 1982).

Porém, a efetividade destas dietas especiais no tratamento de desordens
comportamentais em criangas é bastante controvérsia, pelo fato dos alimentos serem
matrizes de complexas substancias quimicas, como carboidratos, proteinas, gorduras,
vitaminas, minerais e outras que podem ser adicionadas, como os aditivos, e que podem
interferir de alguma forma no resultado esperado da pesquisa (CARTER et al., 1993,
WENDER, 1986). Alguns estudos demonstram melhora no quadro clinico da
hiperatividade em criancas submetidas a uma dieta isenta dessas substancias, mas é
preciso aprofundar os estudos nessa area, a fim de evitar que criancas sejam submetidas,
sem necessidade, a uma dieta de exclusdao muito rigorosa (POLONIO; PERES, 2009).

Vaérios estudos mostram uma IDA acima do recomendado para corantes
artificiais por criancas. Esse fato é de bastante relevancia devido aos efeitos deletérios a
salde, como neoplasias, mutagenicidade e alergias alimentares, a que essas substancias
estdo relacionadas, conforme explanado na revisao desta pesquisa (POLONIO; PERES,
2009; TOLEDO; GUERCHON; RAGAZZI, 1992). No Brasil, s&o poucos os estudos
sobre a toxicidade desses corantes, principalmente no pablico infantil.

Em um estudo recente, McCann et al. (2007) conseguiram correlacionar a
ingestdo de corantes artificiais por criancas de 3, 8 € 9 anos com o aumento dos
sintomas de TDAH, salientando a importéncia de uma fiscalizacdo mais eficiente e de
uma necessidade de legislacdo especifica para alimentos infantis que utilizem corantes
artificiais. Neste estudo as criangas foram divididas em trés grupos: o controle, o que
consumiu uma mistura A de corantes (amarelo crepusculo, azorrubina, tartrazina,
ponceau 4R e benzoato de s6dio) e o que consumiu uma mistura B de corantes (amarelo
crepusculo, azorrubina, amarelo quinoleina, vermelho 40 e benzoato de sodio). As
criancas do estudo foram acompanhadas e avaliadas, sendo que as que consumiram as
misturas de corantes apresentavam sintomas de hiperatividade em contrapartida as
criancas do grupo controle que ndo apresentavam. A composicdo de cada mistura de
corante administrada nos grupos pode ser observada nas Tabelas 03 e 04 para a mistura
A e a mistura B, respectivamente.
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Tabela 03 Composicdo da mistura de corante A usada na pesquisa de McCann et al.

(2007)
MISTURA A
Corante Grupo de 3 anos Grupo de 8 e 9 anos
Amarelo Crepusculo 5,00 mg 6,25 mg
Azorrubina 2,50 mg 3,12 mg
Tartrazina 7,50 mg 9,36 mg
Ponceau 4 R 5,00 mg 6,25 mg
Massa Total dos Corantes Artificiais 20 mg 24,98 mg

FONTE: PINHEIRO, 2012

Tabela 04 Composicédo da mistura de corante B usada na pesquisa de McCann et al.

(2007)
MISTURA B
Corante Grupo de 3 anos Grupo de 8 e 9 anos
Amarelo Crepusculo 7,50 mg 15,60 mg
Azorrubina 7,50 mg 15,60 mg
Amarelo de Quinoleina 7,50 mg 15,60 mg
Vermelho 40 7,50 mg 15,60 mg
Massa Total dos Corantes Artificiais 30 mg 62,40 mg

FONTE: PINHEIRO, 2012

Em um estudo feito no Brasil, Schumann, Polénio e Gongalves (2008) avaliaram
0 consumo de corantes artificiais por lactentes, pré-escolares e escolares, com a
aplicacdo de um questionario de freqiiéncia de consumo de alimentos, onde observou
que muitos alimentos consumidos pelas criancas ndo eram destinados para este publico
especificamente e ricos em corantes artificiais, como, por exemplo, a gelatina. Nesta
pesquisa foi feita uma estimativa de ingestdo diaria dos corantes amarelo crepusculo e
amaranto, observando que a maioria das criangas estaria excedendo a IDA para o
amaranto e 20% excederia para o amarelo crepusculo.

Hussain et al. (2006) também pesquisaram a exposi¢do de criancas aos corantes
artificiais no Kuwait, onde foi passado um recordatorio de 24 horas de consumo de
alimentos e elegeram 0s mais comumente ingeridos como as amostras de pesquisa de
corantes artificiais, sendo os alimentos que mais frequentemente apareceram foram os
biscoitos, bolos, sorvetes, balas, chips e snacks, chocolates, sucos, chicletes, jujubas e
pirulitos. Destas amostras, 90% possuiam corantes artificiais permitidos pelas
autoridades nacionais no Kuwait. Apenas uma pequena percentagem das amostras
possuia corantes ndo permitidos, como, por exemplo, eritrosina e laranja G, sendo estes
corantes identificados nas amostras de bala. Neste estudo também foi observado que a
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IDA foi ultrapassada para 0s seguintes corantes: tartrazina, amarelo crepudsculo
azorrubina e vermelho rapido.

Na India, Rao et al. (2003) analisaram 1000 amostras de alimentos
industrializados, sendo 700 na area urbana e 300 na area rural. Destas amostras, 93% e
95% das areas urbana e rural, respectivamente, possuiam corantes artificiais permitidos
pela legislacdo nacional, e 7% e 5% de corantes artificiais ndo permitidos. Os corantes
ndo permitidos detectados nesta pesquisa foram o vermelho 40, amaranto e laranja Il
sendo detectados principalmente nas balas e produtos de confeitaria.

Sendo assim, é de suma importdncia um trabalho multidisciplinar para a
deteccdo e tratamento do TDAH, passando por um acompanhamento da dieta desta
crianga, de forma que seja 0 mais pobre o possivel em corante artificial (KLEINMAN;
BROWN; CUTTER, 2011). Sob este aspecto, os estudos de consumo de aditivos
alimentares podem servir de base para a elaboracdo de estratégias para a Vigilancia
Alimentar e Nutricional da populacdo infantil, com a finalidade de reduzir o consumo
dessas substancias e promover habitos alimentares saudaveis. Também se coloca o
desafio de conhecer profundamente os riscos da ingestdo continuada de aditivos
alimentares para a salde. Desafios imprescindiveis para 0 campo da saude coletiva
(POLONIO; PERES, 2009).

2.5 A Quimica do Corante Artificial

Os corantes artificiais fornecem ampla gama de cores, proporcionando todas as
tonalidades do espectro visivel de cores. Além disso, a maioria desse tipo de corante
apresenta alta estabilidade, uniformidade na cor conferida, alto poder tintorial, isengéo
de contaminagdo microbioldgica e custo de producédo relativamente baixo (ADITIVOS
& INGREDIENTES, 2011).

Os corantes artificiais sdo divididos em quatro diferentes grupos, de acordo com
as suas propriedades fisicas e quimicas: azo, trifenilmetanos, indigdides e xantenos. Dos
corantes artificiais permitidos pela legislacdo brasileira, a divisdo destes grupos fica da
segumte forma (PRADO; GODOY, 2003):

Corantes do grupo AZO: amaranto, ponceau 4R, vermelho 40, azorrubina,

tartrazina, amarelo crepusculo;

= Corantes trifenilmetanos: azul patente V, verde rapido, azul brilhante;
= Corantes indig6ides: azul de indigotina;
= Corantes xantenos: eritrosina

Aproximadamente 50% do total de corantes artificiais produzidos mundialmente
pertencem a classe dos corantes azo, que possuem como caracteristica marcante o fato
de serem intensamente coloridos. Quimicamente, a caracteristica comum destes
corantes artificiais, como o proprio nome ja diz, é a presenca do grupo azo (-N=N-),
grupamento quimico este que permite a conjugacdo entre 0S anéis aromaticos,
fornecendo assim um sistema estendido de deslocalizagdo eletrdnica, permitindo a
absorcdo da luz na regido do visivel (NETTO, 2009).

Na maioria dos casos, a estrutura cromofora dos corantes azo possui um anel
naftaleno ligado a um anel benzeno ou outro anel naftaleno, através da ligacéo azo (Ar-
N=N-Ar), sendo estes grupos aromaticos responsaveis por caracteristicas importantes
como a solubilidade e a coloragdo. Esses aneéis podem conter um ou mais grupos
sulfonicos, que conferem hidrosolubilidade, além de promover uma melhor interacéo
entre o corante e o produto no qual est4 sendo adicionado (DRAKE, 1975).

Os corantes do grupo Azo sdo derivados nitrosos reconhecidos como uma
substancia capaz de causar reacdes alérgicas como asma e urticaria, e tem sido alvo de
estudos de mutagénese e carcinogénese por produzir amina aromatica e acido
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sulfanilico quando é metabolizado pela microflora intestinal, principalmente em
criancas (ANGELUCCI, 1988). Essa caracteristica carcinogénica é devido a formacéo
do amino-azobenzeno, formada pela degradagdo do grupo azo. Assim, tentou-se
eliminar essa caracteristica introduzindo na estrutura quimica destes corantes
grupamentos carboxilicos (COOH) ou sulfonados (SOsH) em substituicdo aos
grupamentos funcionais amina. Além de diminuir a acdo carcinogénica, essa
substituicdo tornava o corante mais hidrossoltvel, o que auxilia na eliminagdo deste
pelo organismo, ficando o mesmo retido no organismo por menos tempo (LEDERER,
1990).

Para um melhor entendimento da estabilidade e da instabilidade dos corantes azo
é preciso compreender sua estrutura quimica, para assim determinar qual a forma
tautomeérica ela se encontra. Acreditava-se que ambas as formas, tanto a azo, quanto a
hidrazo coexistem em equilibrio, porém estudos recentes realizados pelo Ndcleo de
Espectroscopia e Estrutura Molecular (NEEM) da Universidade Federal de Juiz de Fora,
mostram evidéncias que os tradicionais corantes azo encontram-se sob a forma do
tautbmero hidrazo, sendo esta a forma mais estavel (NETTO, 2009). As estruturas
quimicas dos corantes do grupo azo podem ser visualizadas a seguir (ADITIVOS &
INGREDIENTES, 2011).

OH
[Na]Os5 N= N—‘

S0;[Na] SOs[Na]

S0;[Nal

[Na]OsS [Na]OsS
[Na]OsS: [Na]Os5

SOs[Mal

Figura 06 Estrutura quimica do Figura 07 Estrutura quimica Figura 08 Estrutura quimica

corante amaranto do corante ponceau 4R do corante vermelho 40

—@—SO;[N&] ( ‘/\
NalOsS Q [Na 035_< >_ [NalOsS
alls, N=N
Q COOINa]

SO;[Na]

SOs[Na]

Figura 09 Estrutura quimica do Figura 10 Estrutura quimica Figura 11 Estrutura quimica

corante azorrubina do corante tartrazina do corante amarelo
crepusculo

Os corantes trifenilmetanos se caracterizam por apresentar uma estrutura basica
de trés radicais arila, de forma geral grupos fendlicos, ligados a um atomo de carbono
central. Além disso, apresentam grupos sulfénicos, os quais conferem a caracteristica de
alta solubilidade (ADITIVOS & INGREDIENTS, 2011; NETTO, 2009; PRADO;
GODOQY, 2003). As estruturas quimicas deste grupo de corantes artificiais sdo as
seguintes (ADITIVOS & INGREDIENTS, 2011):
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R O

[Nal0sS S50s[Na]

SOs[Na]

S0s[Na]

Figura 12 Estrutura quimica do corante Figura 13 Estrutura quimica do corante verde
azul patente V rapido

[Na]OsS

Figura 14 Estrutura quimica do corante azul brilhante

O Unico corante indigdide permitido o uso no Brasil é o azul de indigotina, que
se caracteriza por possui uma estrutura tetrap6lo como o sistema cromoforo desta classe
(Figura 15). E por fim a eritrosina, Unico representante dos corantes xantenos permitido
0 uso no Brasil. O sistema cromdforo deste corante possui quatro anéis, sendo que um
deles possui uma molécula de oxigénio, conforme pode ser visto na Figura 16
(ADITIVOS & INGREDIENTS, 2011; PRADO; GODOQY, 2003).

[Na]OsS

Figura 15 Estrutura quimica do corante Figura 16 Estrutura quimica do corante
azul de indigotina eritrosina

Os principais corantes sintéticos artificiais sdo apresentados de forma
sistematizada na Tabela 05.
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Tabela 05 Principais corantes sintéticos artificiais

Corante

Origem

Estabilidade

Aplicacio

Efeitos Adversos

Amarelo
CrepUsculo

Azul
Brilhante

Amaranto

Eritrosina

Indigotina

Ponceau 4R

Tartrazina

Vermelho 40

Azorrubina

Azul Patente

Verde
Répido

Sintetizado a partir
da tinta do alcatrdo
de carvdo e tintas
azobicas

Sintetizado a partir
da tinta do alcatrdo
de carvao

Sintetizado a partir
da tinta do alcatrdo
de carvao

Tinta do alcatrdo de

carvao

Tinta do alcatrdo de
carvao

Tinta do alcatrdo de
carvao

Tinta do alcatrdo de
carvao

Sintetizado
quimicamente

Boa estabilidade & luz, calor e
acido
Descoloracdo na presenca de AA
e SO,

Razoavel estabilidade a luz,
calor e acido
Baixa estabilidade oxidativa

Boa estabilidade & luz, calor e
acido
Descoloracdo na presenca de AA
e SO,

Insoltvel em pH<5

Baixa estabilidade a luz, calor e
acido
Baixa estabilidade oxidativa
Descoloragdo na presenca de AA
e SO,

Boa estabilidade a luz, calor e
acido
Descoloracéo parcial na presencga
de AAe SO,

Excelente estabilidade a luz,
calor e acido
Descoloracéo na presenca de AA
e SO,

Boa estabilidade a luz, calor e
acido
Corante vermelho mais estavel
na presenca de AA

Boa estabilidade a luz, calor e
acido

Excelente estabilidade a luz,
calor e acido
Descoloracgdo na presenca de AA
e SO,

Razoéavel estabilidade a luz,
calor e acido
Baixa estabilidade oxidativa

Cereais, balas, caramelos,
coberturas, xaropes, laticinios,
gomas de mascar

Laticinios, balas, cereais,
queijos, recheios, gelatinas,
licores, refrescos

Cereais, balas, laticinios,
gelados, recheios, xaropes,
preparados liquidos

P6s para gelatinas, laticinios,
refrescos, geléias

Goma de mascar, iogurte, balas,
caramelos, pés para refrescos
artificiais

Frutas em calda, laticinios,
xaropes de bebidas, balas,
cereais, refrescos, refrigerantes,
sobremesas

Laticinios, licores, fermentados,
produtos de cereais, fruta,
iogurtes

Alimentos a base de cereais,
balas, laticinios, recheios,
sobremesas, xaropes para

refrescos, refrigerantes, geléias

Alimentos fermentados, geléias,
conservas, balas

Bebidas isotdnicas, gelatinas,
balas, chicletes

Bebidas a base de cha verde,
balas, chicletes, ervilhas em
conserva, gelatinas, molhos

Alergia, urticéria, angioedema e
problemas gastricos

Hiperatividade em criancas,
eczema e asma. Deve ser evitado
por pessoas sensiveis a purina

Deve ser evitado por pessoas
sensiveis a aspirina. Apresentou
toxicidade em alguns estudos

Pode ser fototoxico. Em excesso
pode causar hipertireoidismo

Né&useas, vomitos, hipertenséo,
ocasionalmente alergia, prurido e
problemas respiratérios

Deve ser evitado por pessoas
sensiveis a aspirina e asmaticos.
Anemia e doenca renal

Reacdes alérgicas em pessoas
sensiveis a aspirina e asmaticos.
Ins6nia em criancgas.

Hiperatividade em criancas,
eczema e dificuldades
respiratorias

Associado ao aparecimento de
cancer

Pode causar reacdes alérgicas,
coceiras, nduseas, hipertensao

Em testes bioldgicos apresentou
efeitos carcinogénicos e
mutagénicos. Também & irritante
para os olhos, pele, trato digestivo
e respiratorio

AA = Acido Ascérhico
SO, = Di6xido de Enxofre
FONTE: BARROS; BARROS, 2010; NETTO, 2009.

As caracteristicas, fisicas e quimicas, dos principais corantes artificiais mais

usados, permitidos no Brasil, sdo apresentadas, de forma resumida, na Tabela 06.
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Tabela 06 Propriedades dos corantes artificiais mais utilizados no Brasil

. Amarelo . Lo Azul Patente Azul Azul -
Nome usual Tartrazina ., Azorrubina Amaranto Ponceau 4R Eritrosina  Vermelho 40 o - Verde rapido
Crepusculo \ Indigotina Brilhante
Sal trisodico 4-[4-
Sal de célcio di- ety
Saltrisodico 5 o) Gisadicop- Sl disddicod- o icsdicodo Sal trisddio 7- Sal disodicode ~ ALdietilamino o Sal trisodicode  amino)-fenil]-(4-
hidroxi-1(4- . - hidroxi-3-[(4- A - - - - Sal . ciclohexa-2,5- Sal disédico do Y ras 4 - - -
- hidroxi-5-[(4- acido 3-hidroxi-4- hidroxi-8-(4- P 1-(2-metoxi-5- B L R 4’.4”-di(n-etil-3- hidroxi-2-
. sulfofenil)-4[(4- . sulfo-1- . . dis6dico2,4,5,7- - - dienilideno-(4- acido 5,5°- h :
Nome Quimico sulfofenil)azo]- sulfofenil)azo]- naftil)azo]- (4-sulfo-1-naftil- sulfo-1-naftil- tetraiodo metil-4-sulfofenil dietilaminofenil) indicotino sulfonatobenzil sulfofenil-
h naftaleno-2- azo)-naftaleno- azo)-naftaleno- - — azo)-2-naftol- - g amino)-trifenil metileno)-1-(n-
pirazole-3- naftaleno-1- - - fluoresceina metil]-6- sulfonato . ;
- sulfonato 2,7-disulfonato 1,3-disulfonato 6-sulfonato . . metil-2-sulfonato etil-n-p-
carboxilato sulfonato hidroxibenzeno- -
] sulfobenzil)-A2,5-
1,3-di-sulfonato -
ciclohexa
dienimina
Classe monoazo monoazo monoazo monoazo Monoazo xanteno monoazo trifenilmetano indig6ide trifenilmetano trifenilmetano
Formula Ci6HoN4NazOgS;  CisH10N2Nax0:S;  CaoH1aNaNay0;S;  CaoH11N2Naz010Ss  CisHioN2Na,O7S; C20HslsNa;0s Ci1gH1aN2Na;0gS;  Co7H31N2Na0eS;  CisHgN2NaOsS;  CarHziNaNa0gSs  CazHzaN2Na010Ss
Massa Molar 534,35781 452,36374 502,42354 604,46361 604,46361 879,86194 496,41674 566,66147 466,34734 792,84314 808,84254
CAS Number 1934-21-0 2783-94-0 3567-69-9 915-67-3 2611-82-7 16423-68-0 25956-17-6 3536-49-0 860-22-0 3844-45-9 2353-45-9
Color Index 19140 15985 14720 16185 16255 45430 16035 42051 73015 42090 42053
Cadigo Brasil E-102 E-110 E-122 E-123 E-124 E-127 E-129 E-131 E-132 E-133 E-143
Absor(;éo Maxima kMAx=426nm kMAx=480nm Amax=515nm XMAX=523nm XMAX:SOSHm XMAX=526nm XMAX:SOZHm XMAX=635nm }\tMAX:610 XMAX=629nm }»MAX=625nm
Absortividade (em Eiem =527 Eiem =551 Eiem =438 Eiem =431 Eiem =1154 Eiem =556 , Eiem =498 Eiem =1637 ,
. ) ) Eiom'°=545 ) ) ) ) E1en'*=2000 ) ) E1en'”=1560
agua) Agua 20 Agua 19 Agua 8 Agua 25 Agua 9 Agua 22 Agua 1,6 Agua 20
Solubilidade Glicerina 18 Glicerina 20 Aqua 5-10 Glicerina 1,5 Glicerina 1,4 Glicerina 20 Glicerina 3 Glicerina 1 Glicerina 20
ua 5- . .
(g/100 mL) a Propileno7 Propileno 2,2 /103 La19°C Propileno 0,4 Propileno 1,4 Propileno 20 Propileno 1,5 Agua < 10 Propileno 0,1 Propileno 20 Agua <10
mL a 19°
25°C Etanol <0,1 Etanol < 0,1 g Etanol < 0,1 Etanol 0,02 Etanol 1 Etanol 0,001 Etanol < 0,1 Etanol 0,15
IDA (mg/kg peso
) 75 25 4,0 05 4,0 0,1 7,0 15,0 5,0 10,0 10,0
corpdreo)
Tartrazine, Sunst yellow . . . . Indigo carmine,  FD&C Blue N°1, Fast green FCF,
Carmoisine, Amaranth, Food New coccine, Erythrosine B, Acid blue 3,
L FD&C Yellow FCF, FD&C Allura Red AC, FD&C Blue Food Blue 2, FD&C Green
Sinbénimos Food Red 3, Red N°2, Food Red 7, Food Red 14, Patent Blue V, .
N°5, Food Yellow N°6, . . Food Red 17 N°2, Food Blue Brilliant blue N°3, Food Green
Acid ed 14 Bordeaus S Food Re N°102 Acid Red 18 Food Blue 5
Yellow N°4 Food Yellow N°5 N°2 FCF 3

FONTE: PRADO; GODOY, 2007.
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2.6 Regulamentacdo do Uso de Corantes Artificiais em Alimentos

Sabe-se que 0 uso de aditivos quimicos, inclusive dos corantes artificiais, € um
dos mais polémicos avancos da industria de alimentos, devido a todos os aspectos
toxicologicos relacionados a estas substdncias. Com o aumento da utilizacdo dos
aditivos, os paises comecaram a estabelecer legislacdes para controlar o seu uso,
estabelecendo especificaces e critérios de utilizacdo (NETTO, 2009).

O primeiro registro regulatério para o uso de corantes ocorreu em 1906 nos
Estados Unidos. Essa necessidade se deu pelo fato de que no inicio do século XX mais
de 700 substancias com poder corante existiam, sendo esta quantidade reduzida para 9
permitidos, sendo destes 2 de uso restrito (DOWNHAM; COLLINS, 2000; FALLICO
et al., 2010; WALDORF, 1984). No Japao permite-se o uso de 11 corantes artificiais
sintéticos, porém uma tendéncia neste pais é a ndo utilizacdo deste tipo de substéancia,
onde ja se observa que, apesar da permissdo legal, muitas industrias de alimentos optam
por ndo utilizar esses corantes (PRADO; GODOY, 2003).

Ja na Unido Européia (UE), apds a sua criacdo, houve a necessidade de unificar
0 uso dos corantes permitidos pelas indlstrias de alimentos nos diferentes paises.
Assim, chegou-se a uma lista de 17 corantes artificiais permitidos nos paises membros.
Porém alguns paises, como a Noruega e a Suécia, proibem o uso de corantes artificiais
nos alimentos produzidos nestes (REYES; PRADO, 2001). A Agéncia de Alimentos do
Governo Britanico, a Food Standard Agency (FSA), elaborou um documento onde
defende que a UE proiba o uso de seis corantes artificiais (amarelo crepusculo,
tartrazina, ponceau 4R, azorrubina, vermelho 40 e amarelo quinoleina) devido a
publicacdo da pesquisa de McCann et al. (2007), onde os corantes foram associados a
hiperatividade infantil (CALDAS e MORAIS, 2010; FALLICO, et al., 2010).

No Brasil, a utilizacdo de corantes artificiais foi regulamentada pela Secretaria
de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (SVS/MS). Assim, em 1977, essa
Secretaria publicou a Resolucdo CNNPA n° 44, a qual estabelece as condi¢Bes gerais de
elaboracdo, classificacdo, apresentacdo, designacdo, composicdo e fatores essenciais de
qualidade dos corantes empregados na producdo de alimentos e bebidas. O Brasil
internaliza a legislagdo nacional com base nos instrumentos harmonizados no Mercosul
relacionados a aditivos alimentares, os quais podemos citar a Resolu¢do GMC n°19/93
(Lista Geral Harmonizada de Aditivos — Mercosul), Resolu¢do GMC n° 14/93 (Lista
Geral Harmonizada de Corantes — Mercosul), Resolugdo GMC n° 101/94 (Lista de
Aditivos Alimentares com suas Classes Funcionais) e a Resolugdo GMC n° 38/01
(Incorporacdo de Aditivos nas Listas Harmonizadas). Assim, as legislacdes estdo em
constante aperfeicoamento com base nas evolugbes dos estudos e novas descobertas
tecnologicas.

A SVS/MS aprovou em 1997 a Portaria n°® 540, que estabelece o Regulamento
Técnico para aditivos alimentares, com as devidas defini¢des, classificacdo e emprego,
o0s aditivos autorizados para 0 uso humano sdo divididos em 23 grupos, dentre estes se
encontram os corantes artificiais. Esta portaria permite o uso dos seguintes corantes:

= Amarelo crepusculo — INS 110

= Amarelo quinoleina — INS 104

= Azorrubina— INS 122

= Azul brilhante — INS 133

= Azul patente — INS 131

=  Amaranto — INS 123

= Eritrosina— INS 127

= Indigotina — INS 132

=  Marrom HT — INS 155
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= Negro brilhante — INS 151

= Ponceau 4R — INS 124
=  Tartrazina- INS 102

=  Vermelho 40 — INS 129
=  Verde s6lido FCF — INS 143

O Sistema Internacional de Numeracéo (International Numbering System - INS)
de Aditivos Alimentares foi elaborado pelo Comité do Codex sobre Aditivos
Alimentares e Contaminantes de Alimentos para estabelecer um sistema numérico
internacional de identificagdo dos aditivos alimentares nas listas de ingredientes como
alternativa a declaracdo do nome especifico do aditivo.

Em 5 de agosto de 1999, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
aprovou o uso de aditivos alimentares estabelecendo suas funcdes e seus limites
maximos para os diferentes grupos de alimentos, com a publicacdo das Resolugfes n°
382, 383, 384, 385, 387 e 388. Os corantes artificiais permitidos em cada grupo de
alimentos destas Resolucdes podem ser visualizados na Tabela 07. A Resolucéo n°® 386
aprova o regulamento técnico sobre aditivos utilizados segundo as boas praticas de

fabricacéo e suas funcdes.

Tabela 07 Corantes artificiais permitidos em diferentes categorias de alimentos

Resolugéo

Categoria de Alimentos

Corantes Artificiais Permitidos

Resolucao n°382/99

Resolucdo n°383/99

Resolucéo n°384/99

Resolucdo n°385/99

Resolucéo n°387/99

Resolucdo n°388/99

Molhos e Condimentos

Produtos de Panificacao e
Biscoitos

Gelados Comestiveis

Cereais e Produtos de ou a
Base de Cereais

Balas, Confeitos, Bombons,
Chocolates e Similares

Sobremesas

Tartrazina — apenas para mostarda
preparada com sinapis Alba

Tartrazina, amarelo crepulsculo,
azorrubina, ponceau 4R, vermelho
40, indigotina, azul brilhante,
verde rapido

Tartrazina, amarelo crepusculo,
azorrubina, ponceau 4R, vermelho
40, indigotina, azul brilhante,
verde rapido

Tartrazina, amarelo crepusculo,

ponceau 4R, eritrosina, vermelho

40, azul patente, indigotina, azul
brilhante, verde rapido

Tartrazina, amarelo crepusculo,
azorrubina, ponceau 4R, vermelho
40, indigotina, azul brilhante,
verde rapido

Tartrazina, amarelo crepdsculo,
azorrubina, ponceau 4R, vermelho
40, indigotina, azul brilhante,
verde répido

FONTE: RDC 382/99, RDC 383/99, RDC 384/99, RDC 385/99, RDC 387/99 e RDC 388/99 (BRASIL,

1999).
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Apesar do uso desses corantes serem permitidos pela legislacdo, ndo €
descartada a possibilidade de efeitos adversos a saude humana. Ainda ndo existe
concordancia em seu uso entre os paises onde, por exemplo, nos Estados Unidos é
proibido o uso de amaranto, azorrubina, ponceau 4R e azul patente enquanto na Uniéo
Européia o uso de verde rapido ndo € permitido (ALISON; COLLINS, 2000).

Para fins de legislacdo e acdo da Vigilancia Sanitéria, entende-se Dose Maxima
de Uso como sendo a mais alta concentracdo de uso de aditivo alimentar que a
Comissdo do Codex Alimentarius tem determinado como sendo funcionalmente eficaz
em um alimento ou categoria de alimentos, e que seja considerada indcua em relacdo ao
consumo por seres humanos. Normalmente se expressa como miligrama de aditivo por
quilograma de peso do alimento.

Com base nos constantes avancos nas pesquisas sobre os efeitos dos corantes
sintéticos, a ANVISA, em 2007, aprovou a Resolucdo n® 60, que modifica alguns
corantes permitidos para uso em cereais e produtos de ou a base de cereais. Na Tabela
08 estdo descritos 0s nomes comerciais, 0s codigos de identificacdo utilizados no Brasil,
a cor referente a cada corante, as IDA e os limites de restricdo dos corantes para 0s
cereais matinais:

Tabela 08 Relacdo dos corantes artificiais permitidos em cereais matinais no Brasil

IDA (mg/kg de  Limite Maximo

Nome Codigo Cor ]
peso corpdreo) (9/100g)
Amarelo crepusculo E110 Laranja 2,50 0,03
Vermelho
Vermelho 40 E129 ) 7,00 0,02
alaranjado
Azul brilhante E133 Azul turquesa 10,00 0,02

FONTE: RDC, 60/07 (BRASIL, 2007)

Outro aspecto legal de suma importancia é a questao da rotulagem de alimentos
embalados, aprovada no Brasil pela Resolugdo RDC 259/02 da ANVISA (BRASIL,
2002), a qual define pardmetros obrigatorios que devem constar nos rotulos de
alimentos que sao disponibilizados para o consumidor, de forma que o consumidor seja
totalmente esclarecido sobre o produto que esta adquirindo para 0 seu consumo.

Dentre as informagBes obrigatorias abordadas pela RDC 259/02 estdo:
denominacdo de venda do alimento; lista de ingredientes; conteddos liquidos;
identificacdo da origem; nome ou razéo social e endereco do importador (caso o produto
seja importado), identificacdo do lote, prazo de validade e instrucdes sobre o preparo e
uso do alimento quando pertinente.

Em relagdo aos aditivos alimentares os mesmo deverdo vir declarados como
parte da lista de ingredientes, ao final da mesma, constando da funcdo principal do
aditivo e seu nome completo e/ou seu nimero INS. No caso de corantes artificiais, a
embalagem deve apresentar, logo abaixo da designacdo do produto, a expresséo:
“colorido artificialmente™.

2.7 Principios Basicos de Valida¢édo de Métodos Analiticos

O aumento do comércio de produtos alimenticios leva a uma crescente
necessidade de desenvolvimento de métodos de analises que sejam, cada vez mais,
confidveis, eficientes e rapidos. Para os corantes artificiais ndo basta, simplesmente,

25



detectar a cor, mas cada corante, ou mistura desses, deve ser detectado e quantificado
individualmente, o que tem sido dificultado, principalmente, pela falta de metodologias
analiticas adequadas (PRADO; GODOQY, 2003). Alem disso, a regulamentacdo dos
corantes e a necessidade do controle de qualidade do Governo sobre as empresas tém
corroborado também para o desenvolvimento de novas técnicas analiticas capazes de
responder a demanda do nimero de anélises. Sendo assim, varias técnicas de separagéo,
como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia Gasosa (CG)
e Eletroforese Capilar (EC) estdo sendo usados para determinar qualitativa e
quantitativamente os corantes artificiais (PRADO; GODOY, 2007). No Brasil muito
ainda precisa ser feito para a validagcdo de novos métodos analiticos para determinacéao
de corantes artificiais em alimentos.

Para garantir a confiabilidade do método analitico, este deve sofrer uma
avaliacdo também conhecida como validacdo. Segundo a Norma ISO/IEC 17025 (2005)
validacao:

“é a confirmac@o por testes e apresentacdo de evidéncias objetivas

de que determinados requisitos sdo preenchidos para um dado uso
intencional”.

A validagdo assegura a aplicabilidade e a abrangéncia de um método analitico na
rotina laboratorial, estabelecendo os limites dos parametros de qualidade das medidas
instrumentais e da confiabilidade estatistica, através da estimativa das figuras de mérito
(RIBEIRO et al., 2008). Uma validacdo bem definida e documentada fornece as
agéncias reguladoras evidéncias substanciais de que o0 método e os sistemas se adéquam
ao uso desejado (PRESTES et al., 2007)

Com a finalidade de padronizacdo destes procedimentos, as agéncias reguladoras
dos Estados Unidos, Japdo e Unido Europeia passaram a organizar, a partir da década de
90, a Conferéncia Internacional sobre Harmonizagdo (International Conference on
Harmonization — ICH), estabelecendo padrdes nos procedimentos de pesquisa e
desenvolvimento de farmacos. Também na década de 90 a International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC) publica um guia de validacdo em quimica analitica
(DANZER; CURRIE, 1998). Sob este contexto a ICH elabora um guia sobre validagao
de métodos (ICH, 1995; ICH, 1996). Dentre os 0rgaos internacionais que também
possuem documentos técnicos que definem guias para validacdo de métodos analiticos
podemos citar a IUPAC, AOAC (Association of Official Analytical Chemists), 1SO
(International Standard Organization) e US-FDA (United States Food and Drug
Administration) (ANTIGNAC et al., 2003; GILBERT; ANKLAN, 2002; RIBANI ET
AL, 2004).

Para que os laboratorios tenham capacidade técnica para executar um ensaio
analitico devem se submeter a uma acreditacdo de agéncias credenciadoras, sejam estas
de oOrgdos nacionais ou internacionais. No Brasil, hoje, essa acreditacdo é
responsabilidade do Instituo Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO), o qual utiliza como ferramenta a orientacdo sobre validagdo de métodos
analiticos DOQ-CGCRE-008 de julho de 2011. A ANVISA também possui a Resolugéo
ANVISA RE n° 899 de 29 de maio de 2003 como guia para o procedimento de
validagdo de métodos analiticos.

A validagdo da metodologia analitica pode ocorrer de duas formas distintas: a
validacao intralaboratorial e a validacdo interlaboratorial. A validacéo intralaboratorial é
indicada com a finalidade de validacdo de métodos novos que tenham sido
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desenvolvidos no préprio laboratdrio ou para verificar a aplicacdo de método analitico
adotado por outras fontes. Neste tipo de validagdo todas as figuras de mérito séo
mensuradas, com excecdo da reprodutibilidade (THOMPSON et al.,, 2002). Ja a
validacgdo interlaboratorial avalia todos os parametros de desempenho analitico, obtidos
pelo estudo colaborativo, 0 qual envolve varios laboratérios acreditados (SOARES,
2001).

A validacdo de um método analitico € um processo constante e dinamico. Todo
0 processo de validagdo tem que ser bem definido e documentado, resultando assim em
documentos que fornecam evidéncias objetivas e contundentes de que a metodologia de
medicdo desenvolvida ou adaptada estd adequada ao uso pretendido. Assim, a
validacao deve ser bem planejada para poder ter, assim, uma execuc¢do satisfatdria. Sob
este contexto, Feinberg (2007) propfe o seguinte esquema para o que ele denomina
como ciclo de vida de um método analitico:

| SELECAO |
| Pericia |
| DESENVOLVIMENTO

I Otimizagao Delineamento Experimental Teste de Robustez I

k

— I VALIDACAO INTRALABORATORIAL

I Sensibilidade Veracidade Precisdo LD LQ

k

I VALIDACAO INTERLABORATORIAL - OPCIONAL

I Reprodutibilidade Repetitividade

I Graficos de Controle Ensaios de Proficiéncia

CHEK

— REVALIDACAO

Fonte: Feinberg, 2007

De acordo com o documento do INMETRO DOQ-CGCRE-08 (2011) os
parametros que devem ser determinados no processo de validagcdo variam de acordo
com o tipo de ensaio. Para uma anélise quantitativa de elementos menores e tracos, ha a
necessidade de calcular a precisdo, a seletividade, a recuperagdo, a robustez, a
linearidade, a faixa de trabalho, o limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo

(LQ).

Para que ocorra a validacdo propriamente dita se faz necessario o cumprimento
de alguns parametros de desempenho analitico, conhecidos também como figuras de

27



mérito. Para definicdo destes parametros, de acordo com os guias dos Orgdos citados,
entende-se:

= Seletividade — é a capacidade de avaliar, identificar e distinguir um determinado
analito na presenca de componentes que podem interferir com a determinacéo
em uma amostra complexa. Deve ser estudada em varias amostras, desde
solucBes padrdo a mistura de elementos considerados interferentes. E o primeiro
passo na validacdo de um método

» Linearidade — é a capacidade do método em fornecer resultados que seja
diretamente proporcional a substancia analisada, dentro de uma determinada
faixa de aplicacdo. Na maioria das vezes esta relacdo € expressa com a equagdo
da reta e a confec¢édo de uma curva analitica

= Precisdo — representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, sob
condicdes definidas, sejam repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrfes. Em validacédo é avaliada de trés formas diferentes:

e Repetitividade — representa a concordancia entre resultados de medicdes
sucessivas de um mesmo método e que sejam realizadas nas mesmas
condigBes, como, por exemplo, mesmo procedimento, mesmo analista,
mesmo local, mesmo instrumento de detec¢édo

e Precisdo intermediaria — representa a variabilidade dos resultados em um
Unico laboratorio devido ao efeito de variagdes, como, por exemplo,
analista diferente, equipamento diferente, temperatura do ambiente
diferente

e Reprodutibilidade — é a concordancia dos resultados de medicdo
realizados por diferentes laboratorios. E o estudo de colaboracdo
interlaboratorial

= Exatiddo — € o grau de concordancia entre os resultados obtidos em um
determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro para aquela
substancia pesquisada

= Limite de Detecgdo (LD) — representa a menor concentragdo da substancia em
analise que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada

= Limite de Quantificacdo (LQ) — representa a menor concentracdo da substancia
em analise que pode ser medida utilizando determinada metodologia analitica

* Robustez — mede a sensibilidade que o método possui frente a pequenas
variacdes

Ao final de todo procedimento de validagdo foi elaborado um Procedimento
Operacional Padronizado (POP) (Anexo3), com todas as etapas que devem ser
cumpridas para a determinacdo de corantes artificiais em cereais matinais. O POP se
caracteriza pelo fato de ser o procedimento escrito e autorizado, introduzido na rotina de
trabalho, fornecendo as instrucbes detalhadas para realizacdo da determinacao.
Apresenta descri¢cdo detalhada de todas as operacdes necessarias para a realizacdo de
um determinado procedimento, ou seja, € um roteiro padronizado para realizar uma
atividade.

A elaboracdo do POP de validacdo tem como objetivo proporcionar a
compreensdo da importancia de todos os procedimentos e etapas, além de prover as
informagdes necessarias ao estabelecimento desses procedimentos. Assim, o POP
possui a importancia no dmbito de garantia, mediante padronizacdo, dos resultados
esperados.
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3.1

3 OBJETIVOS

Objetivo Geral
O presente projeto tem como objetivo determinar a concentracdo de corantes

artificiais em cereais matinais, contribuindo para avaliar a exposicéo de criangas entre 2
e 8 anos, além de elaboracéo e validacdo de metodologia para determinacdo de corantes
artificiais nos cereais matinais.

3.2

Objetivos Especificos

Realizar levantamento bibliografico aprofundado sobre a toxicidade, uso e
regulamentacdo dos corantes artificiais em cereais matinais;

Realizar estudo de campo, com aplicacdo de Inquérito Alimentar para verificar a
quantidade de cereais matinais consumidas pelas criancas, fazendo uma relacéo
com risco de exposicao aos corantes artificiais;

Elaborar e validar metodologia analitica para determinacéo de teores de corantes
artificiais em cereais matinais através da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE);

Determinar os teores de corantes artificiais nos produtos da pesquisa;

Gerar dados para contribuir com a avaliacdo da exposicdo de criancas aos
corantes artificiais;

Elaboracdo do POP de procedimento da metodologia analitica proposta.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Estudo Seccional

Para o delineamento populacional foi realizada uma pesquisa de campo, onde foi
utilizado como ferramenta, para o estudo seccional em questdo, um questionario de
consumo, com a finalidade de se obter a freqliéncia alimentar de cereal matinal, em uma
amostra de conveniéncia.

4.1.1 Avaliagdo do Consumo

Para avaliacdo da quantidade de cereal matinal foi adaptado um questionério de
consumo de alimentos validado por Collucci, Philippi e Slater (2004). Esse instrumento
de avaliacdo apresenta como vantagens o fato de ser um instrumento de baixo custo e
facil de ser aplicado, podendo assim ser utilizado em estudos com grande nimero de
individuos (Anexo 2).

A pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Pesquisa Evandro Chagas (FIOCRUZ), e o projeto foi aprovado pelo referido comité e
registrado sob o numero CAAE 0045.0.009.000-11. A participacdo das criancas estara
condicionada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento por seus
pais e/ou responsaveis. O questionario devera ser respondido pelos pais das criangas.

Obteve-se, através do questionario, a frequéncia do consumo e a quantidade
ingerida pelas criancas do referido alimento pesquisado, foi calculada a IDA para 0s
corantes encontram-se dentro do preconizado pela lei e entdo avaliou o risco ao qual as
criangas encontravam-se expostas.

Para a inclusdo ou exclusdo dos inquéritos que foram utilizados na pesquisa foi
observado o completo preenchimento da ficha distribuida aos responsaveis das criancas.
Além disso, os critérios de aceitacdo do questionario observaram se o aluno esta
matriculado na referida escola, se possui a faixa etaria descrita no projeto, a qualidade
das respostas obtidas e o consentimento do responsavel devidamente assinado.

4.1.2 Amostra de Conveniéncia

A amostra coletada foi uma amostra de conveniéncia, onde a avaliagcdo do
consumo foi realizada com criangas matriculadas na rede particular da cidade do Rio de
Janeiro, que estavam dentro da faixa etaria da pesquisa, que foi de 2 a 8 anos. O numero
total de criangcas matriculadas na cidade, dentro da faixa etaria do estudo, era de
434.818, sendo entrevistadas 895 criancas, sendo escolhido o sexo e a idade
aleatoriamente, para posterior tabulacdo dos resultados obtidos.

O plano de amostragem utilizado na pesquisa foi elaborado de acordo com o
preconizado na ISO 2859-1 para amostragem por inspecédo por atributo (ISO, 1999).

Para o recrutamento em escolas particulares o projeto foi apresentado para a
diretora/responsavel pelo estabelecimento de ensino, onde foi elucidada a importancia
da participacdo das criancas e dos seus responsaveis para a pesquisa em questao.
Posteriormente a direcdo da escola assinou uma autorizagao para que a pesquisa fosse
realizada naquele local. Apds a autorizagcdo concedida, foi anexado a agenda escolar do
aluno o questionario, o qual os responsaveis dos alunos preencheram e devolveram a
Diregdo. Posterior a isto, 0s questionarios respondidos foram recolhidos e os resultados
tabulados.
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A faixa de idade entre 2 e 8 anos foi escolhida devido a orientacdo de Padovani
et al. (2006), considerando criangas, para estudos nutricionais, 0s seres humanos que
compreendem essa faixa etaria.

4.1.3 Protocolo do Estudo Seccional

O estudo seccional teve inicio em janeiro de 2012, com a elaboracdo dos
questionarios, atraves de pesquisas de estudos publicados na area. A abordagem das
escolas escolhidas para participarem do estudo ocorreu a partir de abril de 2012, assim
que o Comité de Etica aprovou a pesquisa, findando no més de agosto, quando foi
atingida a quantidade de questionarios respondidos adequadamente.

Os formulérios foram tabulados e classificados em escore alimentar de acordo
com a frequiéncia respondida pelo responsavel da crianca, por pontuacfes que variavam
de 0 a 6 pontos (BARROS, 2010; FONSECA; CHOR; VALENTE, 1999).

4.1.4 Escore Alimentar

O escore alimentar constitui uma medida-resumo das frequéncias de consumo de
diferentes alimentos, e por este motivo vém sendo utilizados para caracterizar habitos
alimentares em estudos seccionais. Assim, por intermédio do escore, podendo agrupar
individuos do estudo em semelhantes segmentos e classifica-los em relacdo ao risco em
que ele pode estar exposto (FONSECA; CHOR; VALENTE, 1999).

Nesta pesquisa, 0 escore foi desenvolvido tomando como base o questionario de
freqUéncia alimentar dos cereais matinais, onde cada grupo foi tratado como variavel
ordinal e recebeu os seguintes valores: zero ponto, quando o individuo relatou que
nunca consome; um ponto para 0 consumo menor de uma vez por més; dois pontos para
consumo entre uma vez e trés vezes por més; trés pontos para 0 consumo de uma vez
por semana; quatro pontos para consumo de duas a quatro vezes por semana; cinco
pontos para consumo de uma vez ao dia; seis pontos para consumo de duas ou mais
vezes por dia.

4.1.5 Analise dos Dados

Para a analise da freqliiéncia do consumo do cereal matinal pelo grupo de
criancas de 2 a 8 anos foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis no nivel
de significancia a = 0,05, utilizando planilha do programa Excel-Windows® (SIEGEL,;
CASTELLAN JR, 2006).

4.2  Estudo Analitico
Todo o material utilizado na parte experimental laboratorial encontrava-se
calibrado, em conformidade com a NBR/ISO/IEC/17025 (ABNT, 2005).

4.2.1 Alimentos analisados

Para determinacdo dos alimentos que foram utilizados nesta pesquisa foi
realizado um trabalho de campo, em julho de 2011, com a leitura de rotulos dos cereais
matinais presentes no comércio varejista. Entdo, logo apo6s a pesquisa de campo, foram
selecionados 0s cereais matinais que sdo voltados para o publico infantil, que possuem
declarados em rétulo, a presenga de corantes artificiais, sendo dois sabores de frutas e
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quatro sabores de chocolate. Os mesmos foram adquiridos em trés mercados diferentes,
nas regides onde foram escolhidas as escolas para responderem os questionarios.

Para a determinacdo da concentracdo dos corantes artificiais nos alimentos em
questdo foram adquiridos no mercado trés diferentes lotes, de cada produto, para
analise.

4.2.2 Vidrarias

+ BalGes volumétricos de 10, 100 e 1000 mL;
» Pipetas volumétricas de 1, 2, 3 e 20 mL;

» Microsseringas de 100 e 1000 pL;

» Seringas hipodérmicas de 5 e 10 mL;

* Tubo de vidro graduado de 15 mL,;

» Reservatorio para fase mdvel;

» Provetas de 50, 100, 250 e 1000 mL;

« Béquer de 100 mL;

» Tubos de polipropileno de 50 mL;

* Vials de vidro de 1 mL.

4.2.3 Equipamentos

« Balanca analitica com resolugéo de 0,01 mg;
» Cromatografo a liquido de alta eficiéncia (CLAE) com modo de operacdo em

gradiente;

» Detector UV/vis WATERS — 2487 (variavel e com duplo comprimento de
onda);

«  Coluna de fase reversa SYMETRY® Cyg (dimensdes: 150 mm X 3,9 mm — 4 um
D.L);

» Coluna de guarda Cyg;

«  Cartucho de extracio em fase sélida SEP-PACK® Cg;

« Cartucho contendo membrana filtrante hidrofilica de 0,45 um (Millex®);
« Membrana filtrante hidrofilica de 0,45 pum;

« Banho ultrassonico;

« Banho-maria;

+ Bomba de pressao a vacuo;

» Bloco de evaporacéo;

* Injetor automéatico WATERS 717 PLUS AUTOSAMPLER,;
« Centrifuga;

* Banho maria até 100°C.

4.2.4 Padroes e Reagentes

« Amarelo Crepusculo (90,00% de pureza);
* Vermelho 40 (80,00% de pureza);

« Auzul Brilhante (65,00% de pureza);

« Acido acético P.A;

» Metanol grau cromatogréfico;

» Acetato de ambnio P.A.;

« Alcool iso-propilico P.A.;

» Hidréxido de aménio P.A.;

32



«  Etanol 96%;
« Agua desionizada tipo Milli — Q®.

4.2.5 Condigdes Cromatogréaficas

A fase mdvel foi constituida de uma solugdo de agua / metanol 70:30 (v/v) e a
fase de acondicionamento foi constituida de solucdo de acetato de amonio
0,08 M em agua/metanol (70:30 v/v). Ambas foram filtradas em membrana hidrofilica
de 0,45 pum e degaseificadas antes do uso. As andlises foram efetuadas a uma
temperatura de 25°C com fluxo de 0,5 mL/minuto e o volume de injecdo de 20 pL. As
analises foram fixadas em 20 minutos de duragdo, empregando detec¢do no ultravioleta
a 475 e 600 nm.

4.2.6 Preparoda Amostra

A determinacdo dos corantes artificiais foi realizada pela extracdo do corante
presente no alimento com solucéo alcoolica de aménia 10% (v/v) a ebulicdo repetidas
vezes, seguida de centrifugacdo desta solucdo de corante obtida com posterior filtragem
em membrana hidrofilica e o isolamento através da elui¢do de solucdo aquosa de alcool
iso-propilico 60% (v/v) em cartuchos SEP-PACK® Cis. Apds evaporacio completa do
alcool iso-propilico do eluato e diluicdo em adgua a amostra € analisada por CLAE.

4.2.6.1 Extracdo dos corantes contidos na amostra

Pesar 30 g da amostra, 0 equivalente a uma porg¢éo do cereal, separado por cores,
triturar até obter um po6 fino. Pesar 5 g da amostra homogeneizada, adicionar 20 mL de
agua desionizada e homogeneizar com o auxilio de um bastdo de vidro. Adicionar 40
mL de solucdo alcodlica de hidréxido de aménio 10% e levar ao banho-maria, em
ebulicdo, por 10 minutos. Retirar do banho-maria e deixar em repouso, até separar o
precipitado, passar o liquido sobrenadante, vagarosamente, para outro béquer. Lavar o
precipitado repetidas vezes, em banho-maria, de forma a completar o volume para 90
mL do filtrado ou até ndo sair mais cor no liquido sobrenadante. Centrifugar o liquido
sobrenadante a 5000 rpm, por 20 minutos a fim de separar as fases e filtrar a parte
liqguida em membrana filtrante hidrofilica 0,45 pum. Avolumar o filtrado para 100 mL
com &gua desionizada, em um baldo volumétrico calibrado. Tomar 20 mL, em pipeta
volumétrica calibrada, e levar para o tubo de ensaio graduado e evaporar a secura,
avolumando a 5 mL com &gua desionizada. Levar ao ultrassom por 10 minutos a 27°C,
para garantir a completa solubiliza¢&o do corante na &gua.

4.2.6.2 Tratamento do cartucho SEP-PAK® Cyg
Tratar o cartucho SEP-PAK® Cyg com 2 mL de &lcool iso-propilico PA e em
seguida com 5 mL de solucdo aquosa de acido acético 1% (v/v).

4.2.6.3 Isolamento do corante

Passar 0s 5 mL da solucéo de extracdo do corante da amostra no cartucho SEP-
PACK® Cy tratado e, posteriormente extrair o corante que ficou retido com 10 mL de
solucdo aquosa de alcool iso-propilico 60%. Evaporar todo o &lcool, completar o
volume de 10 mL com agua desionizada e levar ao ultrassom por 10 minutos a 27°C,
para garantir a completa solubilizacdo do corante na agua. Por fim, filtrar em cartucho
contendo membrana filtrante hidrofilica de 0,45um (Millex®) e analisar no
cromatdgrafo.
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Por se tratar de uma matriz alimentar rica em fibra, e por esse nutriente ter a
caracteristica higroscopica, absorvendo assim a agua, a extracdo dos corantes presentes
nos cereais matinais foi realizada em meio alcoodlico, levando a uma precipitacdo das
moléculas de carboidrato e proteinas, quando submetida ao aquecimento em banho-
maria, entre 60°C e 100°C (GARCIA; LINFANTE; RIVERA, 1997; MCCLEARY,
2003).

4.2.7 Validacdo do Método para Cereais Matinais

Todo o processo de validacdo desta pesquisa foi realizado de acordo com o
procedimento operacional padronizado (POP) n.° 65.3120.126 (INCQS/FIOCRUZ,
2009), obedecendo as seguintes etapas:

1. Confeccdo a Curva Analitica;

2. Avaliagdo da Curva Analitica;

3. Seletividade (Efeito Matriz) — Desvio no resultado de uma medicao
analitica causada por interferéncia da matriz;

4. Repetitividade e Homogeneidade;

5. Precisdo Intermediaria — dispersdo dos resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées em
condicdes definidas;

6. Recuperacao.

4.2.8 Analise Estatistica

Os dados para validacdo da metodologia analitica proposta foram analisados
seguindo o preconizado no POP n.° 65.3120.126 e para determinacdo da linearidade e
dos limites de deteccdo e quantificacdo foi utilizada a planilha eletrénica desenvolvida
por Bazilio et al (2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Estudo Seccional

Para a avaliacdo do perfil de consumo de cereal matinal foram distribuidos 1677
questionarios, em cinco diferentes escolas de trés distintas Coordenadoria Regional de
Educacdo (CRE) da cidade do Rio de Janeiro, sendo avaliadas escolas localizadas na
CRE 1, CRE 2 e CRE 3, dos quais 895 foram utilizados na tabulacdo dos resultados
desta pesquisa por obedecerem a todos os critérios de aceite, inclusive o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido devidamente assinado pelo responsavel. Assim,
tivemos 53% de adesdo global dos questionarios distribuidos. Na Escola A obteve-se
62% de adesdo e comprometimento da escola na participacdo em distribuir e recolher os
questionarios, 45% na Escola B, 58% na Escola C, 60% na Escola D e 51% na escola E,
conforme observado na Tabela 09. A representacdo grafica da adesdo das escolas pode
ser observada no Gréfico 01.

Tabela 09 Adeséao das escolas em relagdo aos questionarios distribuidos e respondidos

Questionarios Distribuidos Questionarios Respondidos

Fecola N % do Total n % de Validos

A 258 15 160 62

B 465 28 209 45

C 150 09 87 58

D 332 20 198 60

E 472 28 241 51
Total 1677 100 895 53

Gréfico 01 Adesdo das escolas, em relacdo ao percentual de questionarios respondidos
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Em relagdo aos questionarios respondidos, a divisdo de idades do publico
pesquisado ficou da seguinte forma: 80 criangas (9%) com 2 anos; 131 criangas (15%)
com 3 anos; 125 criancas (14%) com 4 anos; 198 criangas (22%) com 5 anos; 169
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criancas (19%) com 6 anos; 131 criancas (15%) com 7 anos e 61 criancas (7%) com 8
anos. A representacdo grafica desta distribuicdo etaria pode ser observada no Gréfico
02.

Graéfico 02 Distribuicéo etaria dos questionarios respondidos, em percentual
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Das 895 criancas que responderam corretamente 0s questionarios, 422 eram do
sexo feminino e 473 do sexo masculino, o que representa, respectivamente, 47% e 53%.
Essa distribuicdo de acordo com o0 sexo apresenta uma pequena diferenca quando
estratificada em relacdo a idade, sendo que dentre as criancas de 2 anos a distribuicédo
entre os sexos ficou em 50% feminino e 50% masculino; entre as criangas de 3 anos
43% feminino e 57% masculino; entre as criancas de 4 anos 47% feminino e 53%
masculino; entre as criangas de 5 anos 46% feminino e 54% masculino; entre as
criancas de 6 anos 46% feminino e 54% masculino; entre as criancas de 7 anos 50%
feminino e 50% masculino; e entre as criancas de 8 anos 51% feminino e 49%
masculino, conforme Tabela 10. A representacdo grafica destes dados pode ser
observada nos Graficos 03 e 04.

Tabela 10 Distribuicdo de sexo e idade dos questionarios respondidos

Feminino Masculino

Idade
N % n %
2 anos 40 50 40 50
3 anos 56 43 75 57
4 anos 59 47 66 53
5 anos 92 46 106 54
6 anos 78 46 91 54
7 anos 66 50 65 50
8 anos 31 51 30 49
TOTAL 422 47 473 53
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Grafico 03 Distribuicdo percentual, por sexo, dos questionarios respondidos
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Grafico 04 Distribuicao percentual sexo \ idade
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O consumo do cereal entre as criancas entrevistadas foi analisado de acordo com
0s escores descritos na metodologia desta pesquisa, separando-as por idade, conforme

pode ser observada na Tabela 11.
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Tabela 11 Distribuicdo da frequéncia de escore / idade

Idade Frequéncia de Escore

(anos) Escore0 Escorel Escore?2 [Escore3 Escore4 Escore5 Escore 6

2 35 19 10 04 04 04 04
3 59 24 22 08 14 04 0

4 46 26 19 20 12 02 0

5 68 48 35 13 19 13 02
6 49 23 39 15 28 10 05
7 3 28 27 11 24 07 04
8 18 9 18 01 12 01 02

Assim, apds a tabulacdo dos escores por idade, foi aplicado o teste de Kruskal-
Wallis, ao nivel de significancia o = 0,05, onde se obteve um valor de qui-quadrado y°=
28,4613 e um valor de p = 7,691E-05, utilizando-se G. L. (grau de liberdade) 6,
utilizando como ferramenta o Programa Excel® para anélise dos resultados, conforme a
seguinte férmula:

k
B 12 (R)?
H_N(N+1)}Z_; y SN

Onde:

N = nimero total de observacdes

K = nimero de amostras

n; = nimero de observacdes na j-ésima amostra
R; = soma dos postos da j-ésima amostra

Sendo assim, o teste aponta que existe diferenca entre a frequéncia das diferentes

idades, uma vez que o valor de y° tabelado é de 12,592, rejeitando-se Ho. Essa
distribuicdo de consumo por idade pode ser observada no Grafico 05.
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Gréfico 05 Distribuicdo dos escores de acordo com a idade
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Apbs a aplicacao deste teste ndo-paramétrico pode-se observar a distribuicdo de
consumo em dois grandes grupos, sendo o primeiro grupo compreendido pelo consumo
das criancas de 2 a 5 anos e o segundo grupo pelas criancas de 6 a 8 anos, onde a
freqiiéncia de consumo do primeiro grupo é compreendido pelo escore 1 e a frequéncia
de consumo do grupo 2 é compreendido pelo escore 2. Assim, foi aplicado novamente o
teste de Kruskal-Wallis, ao nivel de significancia o = 0,05, entre as idades de 2 a 5 anos,
onde foi observado um valor ¥* = 3,8121 e um valor de p = 0,2825, utilizando-se G.L. 3,
estando esse abaixo do x* tabelado de 7,815, comprovando que ndo ha diferenca
significativa entre a freqiiéncia de consumo deste grupo de idade.

O mesmo tratamento estatistico foi feito para o segundo grupo, o qual
compreende as criancas de idade entre 6 e 8 anos, onde foram encontrados os valores
de xz = 0,6227e um valor de p = 0,7325, utilizando-se G.L. 2, estando esse abaixo do xz
tabelado de 5,991, comprovando que também nédo ha diferenca significativa entre a
frequiéncia de consumo deste grupo de idade.

Para a determinacdo da porcédo ingerida, em gramas, do cereal matinal em cada
consumo da crianga, foi estabelecido, laboratorialmente em triplicata, o peso das
medidas caseiras utilizadas no questionario, assim como o desvio padrao e o coeficiente
de variacdo. As porcdes propostas para o consumo do cereal foram: 1 Xxicara de cha
cheia, Y2 xicara de cha, 1 tigela, 1 prato raso, 1 prato fundo. Essa pesagem foi realizada
no Laboratdrio de Técnica Dietética do Instituo de Nutricdo da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro. Nestas pesagens obteve-se a média de 34 gramas para a xicara de cha
cheia; 18 gramas para a medida de %2 xicara de cha; 53 gramas para 1 tigela; 46 gramas
para 1 prato raso; e 76 gramas para 1 prato fundo. Com essas medidas em grama foi
possivel calcular o consumo médio, em gramas, para, enfim correlacionar com o risco
de exposigdo da crianga ao corante artificial de acordo com a quantidade de corante
artificial determinado analiticamente neste estudo. Todas estas medidas obtiveram um
coeficiente de variacdo até 5%, conforme pode ser observado na Tabela 12.
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Tabela 12 Medidas caseiras, em gramas, obtidas laboratorialmente

1xicarade % xicarade ) 1 prato
Pesagem ) 1 tigela 1 prato raso

cha cheia cha fundo
Peso 1 () 35,04 17,00 51,89 47,17 74,53
Peso 2 (9) 32,35 18,62 54,10 45,48 77,63
Peso 3 (9) 35,44 16,96 53,24 44,96 76,79
Média 34,28 17,53 53,08 45,87 76,32
DP 1,68 0,95 1,11 1,16 1,60
CV% 5 5 2 3 2

DP = desvio padrao
CV% = coeficiente de variagdo das medidas

Em relacdo ao sabor do cereal consumido pelas criancgas entrevistadas, dentre as
opcdes que existem no mercado, que sdo sabor tradicional, sabor chocolate e sabor
frutas, obteve-se, respectivamente, 65%, 25% e 10%. Vale salientar que o cereal matinal
sabor tradicional ndo utiliza para sua formulacdo os corantes artificiais, sendo
compostos, de acordo com a declara¢do em rotulo, apenas do floco de milho extrudado
e adocado. Essa distribuicdo do sabor do cereal consumido pode ser observada no
Gréfico 06.

Grafico 06 Sabor do cereal consumido pelas criancas entrevistadas

M Tradicional
Chocolate

M Frutas

5.2  Validacao Intralaboratorial da Metodologia

A validacdo da metodologia ocorreu conforme o descrito no POP 65.3120.126
(INCQS/FIOCRUZ, 2009). Os resultados obtidos sdo descritos a seguir para 0s corantes
permitidos pela Resolugdo n.° 60/2007 da ANVISA (BRASIL, 2007), a qual
regulamenta que para cereais matinais é permitido o uso dos corantes amarelo

40



crepusculo, vermelho 40 e azul brilhante. Logo, foi realizada a validacdo para estes trés
tipos de corantes.

5.2.1 Faixa de trabalho

Uma das premissas da validacdo é que o método devera ser aplicavel ao analito
especifico, @ matriz especifica e aos niveis maximos e minimos especificos. Assim, a
faixa aplicavel minima do método depende do nivel especifico (LM) que sera avaliado,
podendo ser expressa em termos de desvio padrdo de reprodutibilidade (Sg) calculado
pela equacdo de Horwitz (1995) e Thompson et al. (2002) ou em termos de limite de
deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) (Codex Alimentarius, 2011). Para a
validacdo do método analitico em questdo foi calculada a faixa aplicavel minima, a
partir do limite de restricdo de cada corante, segundo recomendacdo da ANVISA
descrita na Resolucdo 60/07, de 0,039/100g do produto para o amarelo crepusculo e de
0,029/100g do produto para os corantes vermelho 40 e azul brilhante, levando em
consideracdo o procedimento analitico proposto e a aliquota de analise em questao.
Assim, a faixa aplicavel minima foi determinada através da seguinte formula:

LM + 0,06LM x (LM)~%1505

A escolha desta formula se deu pelo fato da concentracdo final do analito em
questéo se encontrar acima de 0,1 mg/kg.

A proxima etapa do desenho experimental foi determinar o LD e o LQ.
Entende-se por limite de detec¢do (LD) como a menor concentragdo do analito presente
em uma amostra que estd sendo analisada que pode ser detectado, mas ndo
necessariamente quantificada, nas condi¢des experimentais estabelecidas (INMETRO,
2011). Ja o limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdéo e exatiddo nas condigdes
experimentais estabelecidas. Para a determinacdo destes dois valores foram utilizadas
as seguintes equacoes:

1
< —
LD _1OxLM

1
LQ <z xLM

A partir da determinacdo destes parametros foi determinada a faixa de trabalho
para cada corante, sendo esta de 15 a 45 mg/L para o corante amarelo crepusculo e de
05 a 35 mg/L para os corantes vermelho 40 e azul brilhante.

5.2.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade do método analitico, dentro de uma determinada
faixa, de obter resultados que séo proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
seja diretamente ou atraves de calculos matematicos (USPC, 1999). Assim, a
linearidade do método analitico desenvolvido foi verificada a partir da elaboracéo de
trés curvas, com sete niveis de concentracdo, para cada corante, conforme metodologia
proposta por Souza e Junqueira (2005). A partir dos valores achados para a faixa
aplicavel minima foram estabelecidos os sete pontos de concentracdo da curva
analitica, de forma que os mesmos fossem equidistantes. A partir do preparo da solugdo
estoque, em triplicata para cada corante, tomou-se aliquotas para a confeccdo das
solucBes de trabalho nas concentracfes especificas de cada corante logo, cada solugdo
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estoque foi diluida, em agua desionizada, a fim de se obter concentra¢es aproximadas
de 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 mg/L para o corante amarelo crepusculo e concentragdes
aproximadas de 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 mg/L para os corantes vermelho 40 e azul
brilhante. Todas as soluces finais foram filtradas em membrana hidrofilica 0,45 pm.
Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente através da regressdo linear pelo
método dos minimos quadrados (Souza; Junqueira, 2005) obtendo-se assim, a curva
analitica de cada corante analisado. As curvas analiticas de cada corante podem ser
observadas nos Graficos 07, 08 e 09 para os corantes amarelo crepusculo, vermelho 40
e azul brilhante, respectivamente.

Graéfico 07 Curva analitica do corante amarelo crepusculo

Curva Analitica Final
10000000

Y =2,57E+06 + 1,16E+05X
R? = 0.9965

SODOO00

GO00000 -
g
wp 4000000 4
2000000 47
| ————— Irtarc oe Comncn
H T T T T T
0 10 20 30 440 RO &0

Concentragdo (mgiL)

Gréafico 08 Curva analitica do corante vermelho 40

Curva Analitica Final

7000000
5000000 4 | Y = 1,73E+06 + 9,62E+04X )
5000000 4 | _R°=0.9945

4000000 -

€ 3000000 1
2000000 .
1000000 - | ———

0 . : : :

0 10 20 30 40 S
Concentragio (mgil)

42



Grafico 09 Curva analitica do corante azul brilhante
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A representacdo grafica dos residuos pode ser observada nos graficos 10, 11 e 12
para os corantes amarelo crepusculo, vermelho 40 e azul brilhante, respectivamente.

Graéfico 10 Gréafico de residuos do corante amarelo creplsculo
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Grafico 11 Grafico de residuos do corante vermelho 40
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Grafico 12 Grafico de residuos do corante azul brilhante
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As curvas foram avaliadas quanto a linearidade conforme os testes estatisticos
descritos na metodologia. Todos os testes realizados para a confec¢do da curva analitica,
assim como os limites de deteccédo (LD) e de quantificacdo (LQ), podem ser observados
nas Figuras 17 e 18 para o corante amarelo crepusculo, nas Figuras 19 e 20 para o
corante vermelho 40 e nas Figuras 21 e 22 para o corante azul brilhante.

Foi realizado o teste de Jack-Knife para avaliacdo dos valores aberrantes, sendo
que no caso do corante amarelo creplsculo tiveram 2 dados rejeitados, porém néo
ultrapassou o limite estabelecido por Horwitz (1995) de 22,2% de dados rejeitados. Na
avaliacdo de valores aberrantes dos corantes vermelho 40 e azul brilhante, ndo houve
nenhum valor encontrado que fosse considerado aberrante.

Normalidade dos Residuos
(Teste de Ryan-Joiner)
Req 0,96
Rcrit (o = 0,05) 0,95

Autocorrelagdo dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson)

d (calculado) 1,97
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,18
dU (Limite Superior) o = 0,05 1,40

Homogeneidade da Variancia dos Residuos
(Teste de Brown-Forsythe)

Variancia Combinada 5,60E+09
t, calculado -5,63E-02
tiabelado (@ = 0,05) 2,11E+00

p 9,56E-01

Figura 17 Avaliacéo da linearidade da curva padrdo do corante amarelo crepusculo
FONTE: BAZILIO et al., 2012
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Estatisticas da Regressédo Linear (Modelo: Y = a + bX)

Coeficiente Angular (b): [1,1577E+05| Coeficiente Linear (a): |2,5682E+06
r 0,9982 R 0,9965
N 19 Graus de Liberdade 17

Limites de Detecc¢ao e Quantificacdo (LD e LQ)
[ Limite de Deteccdo | 1,59E+00 | Limite de Quantificacdo | 4,72E+00 |

ANOVA da Regressédo e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)

fonte G.L. SQ MQ F p
regressao 1 2,32E+13 | 2,32E+13 | 4,82E+03 2,62E-22
residuos 17 8,18E+10 | 4,81E+09
Ajuste 5 1,77E+10 | 3,53E+09 6,62E-01 6,59E-01
erro puro 12 6,41E+10 | 5,34E+09
total 18 2,33E+13

Figura 18 Analise estatistica, LD e LQ da curva padrdo do corante amarelo crepusculo
FONTE: BAZILIO et al., 2012

Normalidade dos Residuos

(Teste de Ryan-Joiner)
Req 0,98
Rcrit (c = 0,05) 0,95

Autocorrelagio dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson)

d (calculado) 2,03
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,22
dU (Limite Superior) o. = 0,05 1,42

Homogeneidade da Variancia dos Residuos
(Teste de Brown-Forsythe)

Varidncia Combinada 5,42EH09
t_ calculado 7,75E-01
tiabelado (OL = 0105) 2,09E+00

P 4 48E-01

Figura 19 Avaliacéo da linearidade da curva padrdo do corante vermelho 40
FONTE: BAZILIO et al., 2012
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Estatisticas da Regressao Linear {Modelo: Y =a + bX)

Coeficiente Angular (b): | 9,6213E+04| Coeficiente Linear (a): | 1,7295E+06
r 0,9973 R? 0,9945
N 21 Graus de Liberdade 19

Limites de Detecgio e Quantificagio (LD e LQ)
[ Limite de Deteccao | 1,81E+00 | Limite de Quantificacdo | 5,38E+00 |

ANOVA da Regressao e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)

fonte G.L. sSQ MQ F P
regressdo 1 1,93E+13 1,93E+13 | 3,46E+03 5,80E-23
residuos 19 1,06E+11 5,58EH09
Ajuste 5 3,88E+10 | 7 76E+09 | 1,62E+00 2,19E-01
efro puro 14 6,72E+10 | 4,80E+09
total 20 1,94E+13

Figura 20 Analise estatistica, LD e LQ da curva padrdo do corante vermelho 40
FONTE: BAZILIO etal., 2012

Normalidade dos Residuos

(Teste de Ryan-Joiner)
Req 0,99
Rcrit (c = 0,05) 0,95

Autocorrelagio dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson)

d (calculado) 1,91
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,22
dU (Limite Superior) o. = 0,05 1,42

Homogeneidade da Variancia dos Residuos
(Teste de Brown-Forsythe)

Varidncia Combinada 2 17E+11
t_ calculado -4 93E-01
tiabelado (OL = 0105) 2,09E+00

P 6,28E-01

Figura 21 Avaliacéo da linearidade da curva padrdo do corante azul brilhante
FONTE: BAZILIO et al., 2012



Estatisticas da Regressio Linear (Modelo: Y =a + bX)

Coeficiente Angular (b): | 1,3241E+05| Coeficiente Linear (a): -6,85E+04
r 0,9490 R 0,9005
N 21 Graus de Liberdade 19

Limites de Detecgio e Quantificagao (LD e LQ)
| Limite de Detecggo | 8,12E+00 | Limite de Quantificaggo | 2,37E+01 |

ANOVA da Regressao e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)

fonte G.L. sSQ MQ F P
regressdo 1 3,66E+13 3, 66E+13 1,72E+02 5, 70E-11
residuos 19 404E+12 | 2 13E+11
Ajuste 9 1,27E+12 | 2,565E+11 1,29E+00 3,24E-01
eImo puro 14 2 77E+12 1,98E+11
total 20 4 07E+13

Figura 22 Anélise estatistica, LD e LQ da curva padrdo do corante azul brilhante
FONTE: BAZILIO et al., 2012

De acordo com a anélise dos dados utilizados na confeccdo da curva analitica
dos corantes em questdo, observa-se que os dados seguem a distribuicdo normal,
havendo homocedasticidade, a regressdo € significativa e sem desvio da linearidade
além de ndo haver autocorrelacdo dos residuos. Sendo assim, o método de
quantificacdo, de todos os trés corantes, segue um modelo linear.

Podemos observar os cromatogramas de trés pontos utilizados para a confecgéao
da curva analitica, sendo escolhido para demonstracdo o ponto de menor concentracao,
0 ponto central e o de maior concentracdo. No caso da determina¢do da curva analitica
do amarelo crepusculo, essa concentracdo equivale as concentragdes de 15 mg/L, de 30
mg/L e de 45 mg/L, respectivamente, as quais séo representadas pelas Figuras 23, 24 e
25. Ja para os corantes vermelho 40 e azul brilhante estas concentracBes equivalem &s
concentracdes de 5 mg/L, de 20 mg/L e de 35 mg/L, respectivamente, e que estdo
representadas pelas Figuras 26, 27 e 28 para o vermelho 40 e pelas Figuras 29, 30 e 31
para o azul brilhante.
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Figura 23 Cromatograma do amarelo crepusculo na concentracao de 15 mg/L
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Figura 24 Cromatograma do amarelo crepusculo na concentracdo de 30 mg/L
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Figura 25 Cromatograma do amarelo crepusculo na concentragdo de 45 mg/L
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Figura 26 Cromatograma do corante vermelho 40 na concentragdo de 5 mg/L
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Figura 27 Cromatograma do corante vermelho 40 na concentracéo de 20 mg/L
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Figura 28 Cromatograma do corante vermelho 40 na concentragéo de 35 mg/L
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Figura 29 Cromatograma do corante azul brilhante na concentracdo de 5 mg/L
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Figura 30 Cromatograma do corante azul brilhante na concentracéo de 20 mg/L
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Figura 31 Cromatograma do corante azul brilhante na concentracdo de 35 mg/L

5.2.3 Efeito Matriz

A validacdo, de forma geral, é realizada em solugdes simples do analito. No
entanto, a amostra é passivel de interferéncia de possiveis substancias presentes na
matriz provenientes do material da amostra. Devido a este motivo, uma ferramenta
muito Util na validacdo para testar estas interferéncias é a determinacdo do efeito
matriz. Para a verificacdo da ocorréncia ou ndo do efeito matriz, é preciso preparar
curvas analiticas na matriz, nas mesmas concentracdes utilizadas na determinacdo da
curva analitica preparada no solvente, em uma aliquota de extracdo proveniente do
tratamento de uma amostra alimentar com a composicdo quimica igual ou muito
parecida com o0 objeto de estudo e que ndo possui corantes artificiais em sua
composicdo (GONZALEZ; HERRADOR, 2007). Apés este procedimento é elaborada
uma curva analitica em matriz e a mesma é comparada com a curva analitica obtida em
solucdo aquosa através do Teste t Student para a verificacdo da equivaléncia nas curvas
e por fim determinar se a matriz interfere na determinacdo do analito (BOMFIM E
ABRANTES, 2010).

A representacdo grafica destas curvas pode ser observada no Grafico 13 para o
efeito matriz do corante amarelo crepusculo, no Grafico 14 o efeito matriz do corante
vermelho 40 e no Gréfico 15 o efeito matriz do corante azul brilhante.
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Graéfico 13 Curva analitica do efeito matriz do amarelo creplsculo
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Gréfico 14 Curva analitica do efeito matriz do vermelho 40
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Grafico 15 Curva analitica do efeito matriz do azul brilhante
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Assim como na curva analitica do corante em solucéo, foi realizado o teste de
Jack-Knife para avaliacdo dos valores aberrantes, sendo que no caso do efeito matriz
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para o corante amarelo crepdsculo tiveram 3 dados rejeitados e no vermelho 40 4 dados
rejeitados, porém, assim como na confec¢do da curva analitica em solucdo para o
corante, ndo ultrapassou o limite estabelecido por Horwitz (1995) de 22,2% de dados
rejeitados. Os dados da curva do corante azul brilhante em matriz ndo geraram nenhum

valor aberrante.

A representacdo gréfica dos residuos pode ser observada nos gréficos 16, 17 e 18

para os corantes amarelo crepusculo, vermelho 40 e azul brilhante, respectivamente.

Grafico 16 Gréfico de residuos do efeito matriz do amarelo crepdsculo
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Gréfico 17 Gréafico de residuos do efeito matriz do vermelho 40
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Graéfico 18 Gréafico de residuos do efeito matriz do azul brilhante
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As curvas do efeito matriz, assim como a curva em solvente, foram avaliadas
quanto a linearidade conforme os testes estatisticos descritos na metodologia. Todos 0s
testes realizados para a confecgdo da curva analitica, assim como os limites de detec¢édo
(LD) e de quantificacdo (LQ). O resultado de todos os testes estatisticos realizados pode
ser observado nas Figuras 32 e 33 para o corante amarelo crepusculo, nas Figuras 34 e
35 para o corante vermelho 40 e nas Figuras 36 e 37 para o corante azul brilhante.

Normalidade dos Residuos

(Teste de Ryan-Joiner)
Req 0,96
Rcrit (c = 0,05) 0,95

Autocorrelagio dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson)

d (calculado) 216
dL (Limite Inferior) oo = 0,05 1,16
dU (Limite Superior) o. = 0,05 1,39

Homogeneidade da Variancia dos Residuos
(Teste de Brown-Forsythe)

Varidncia Combinada 9 13EH09
t_ calculado -6,38E-02
tiabelado (0 = 0,09) 2 12E+00

P 9 50E-01

Figura 32 Avaliacdo da linearidade da curva do efeito matriz do amarelo crepusculo
FONTE: BAZILIO et al., 2012

Estatisticas da Regressio Linear (Modelo: Y =a + bX)
Coeficiente Angular (b): | 1,1584E+05| Coeficiente Linear (a): |2,6550E+06
r 0,9975 R® 0,9950
N 18 Graus de Liberdade 16

Limites de Detecgio e Quantificagao (LD e LQ)
| Limite de Detecggo | 2,07E+00 | Limite de Quantificaggo | 6,12E+00 |

ANOVA da Regressio e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)

fonte G.L. sSQ MQ F P
regressdo 1 2, 71E+13 271E+13 3,21E+03 7,28E-20
residuos 16 1,35E+11 8,45E+H09

Ajuste B 2 07E+10 | 4 13E+09 3,97E-01 8,41E-01
efro puro 11 1,14E+11 1,04E+10

total 17 2 72E+13

Figura 33 Analise estatistica, LD e LQ da curva do efeito matriz do amarelo crepusculo
FONTE: BAZILIO et al., 2012
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Normalidade dos Residuos

(Teste de Ryan-Joiner)
Req 0,97
Rcrit (o = 0,05) 0,94

Autocorrelagao dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson)

d (calculado) 2,86
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,11
dU (Limite Superior) o. = 0,05 1,37

Homogeneidade da Variancia dos Residuos
(Teste de Brown-Forsythe)

Variancia Combinada 3,06E+09
t_ calculado -4,67E-01
tiabelado (OL = 0105) 2,14E+00

P 6,48E-01

Figura 34 Avaliacdo da linearidade da curva do efeito matriz do vermelho 40
FONTE: BAZILIO et al., 2012

Estatisticas da Regressio Linear (Modelo: Y =a + bX)
Coeficiente Angular (b): | 1,0913E+05| Coeficiente Linear (a): 1,60E+06
r 0,9991 R® 0,9982
N 16 Graus de Liberdade 14

Limites de Detecgio e Quantificagao (LD e LQ)
| Limite de Detecggo | 1,12E+00 | Limite de Quantificaggo | 3,34E+00 |

ANOVA da Regressio e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)

fonte G.L. sSQ MQ F P
regressdo 1 1,84E+13 1,84E+13 7,72E+03 1,34E-20
residuos 14 3,34E+10 | 2 38E+09
Ajuste B 7,64E+09 1,53E+09 5,34E-01 7,46E-01
efro puro 9 257E+10 | 2 86E+09
total 15 1,84E+13

Figura 35 Analise estatistica, LD e LQ da curva do efeito matriz do vermelho 40
FONTE: BAZILIO et al., 2012



Normalidade dos Residuos

(Teste de Ryan-Joiner)
Req 0,98
Rcrit (o = 0,05) 0,95

Autocorrelagao dos Residuos
(Teste de Durbin-Watson)

d (calculado) 1,60
dL (Limite Inferior) o = 0,05 1,22
dU (Limite Superior) o. = 0,05 1,42

Homogeneidade da Variancia dos Residuos
(Teste de Brown-Forsythe)

Variancia Combinada 1,10E+11
t_ calculado 2,57TE-02
tiabelado (@0 = 0,05) 2 09E+00

p 9 80E-01

Figura 36 Avaliacdo da linearidade da curva do efeito matriz do azul brilhante
FONTE: BAZILIO et al., 2012

Estatisticas da Regressao Linear {Modelo: Y =a + bX)

Coeficiente Angular (b): | 1,3315E+05] Coeficiente Linear (a): 2,36E+04
r 0,9737 R? 0,9482
N 21 Graus de Liberdade 19

Limites de Detecgio e Quantificagio (LD e LQ)
[ Limite de Deteccao | 5,75E+00 | Limite de Quantificacdo | 1,69E+01 |

ANOVA da Regressao e Teste de Desvio de Linearidade (Falta de Ajuste)

fonte G.L. sSQ MQ F P
regressdo 1 3,75E+13 | 3,75E+13 | 3,48E+02 1,14E-13
residuos 19 2, 05E+12 1,08E+11
Ajuste 9 9 43E+11 1,89E+11 2 38E+00 9,18E-02
eImo puro 14 1,11E+12 | 7,91E+10
total 20 3,96E+13

Figura 37 Analise estatistica, LD e LQ da curva do efeito matriz do azul brilhante
FONTE: BAZILIO et al., 2012

De acordo com a analise dos dados utilizados na confec¢do da curva analitica do
efeito matriz dos corantes amarelo crepusculo, vermelho 40 e azul brilhante, observa-se
que os dados seguem a distribuicdo normal, havendo homocedasticidade, a regressao é
significativa e sem desvio da linearidade além de ndo haver autocorrelacdo dos residuos.
Sendo assim, este também é um método de quantificacdo segue um modelo linear.
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Assim como na curva analitica dos corantes em solucdo, podemos observar 0s
cromatogramas de trés pontos utilizados para a confecgdo da curva analitica do efeito
matriz do corante amarelo crepusculo nas Figuras 38 a 40, obedecendo ao critério do
ponto de menor concentracdo 15 mg/L, o ponto central de 30 mg/L e o de maior
concentracdo de 45 mg/L. Para os corantes vermelho 40 e azul brilhante estes pontos
sdo representados pelas concentracdes de 5 mg/L, 20 mg/L e 35 mg/L, que podem ser
visualizados nas Figuras 41 a 43 para o vermelho 40 e 44 a 46 para o azul brilhante.
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Figura 38 Cromatograma efeito matriz do amarelo crepusculo concentracdo de 15 mg/L

Auto-Scaled Chromatogram

0,207 T

4 5]

: Q
0,16
0,16 - -

] Area - 6174899 CONDICOES
0.143 CROMATOGRAFICAS
0,12] —

] - Determinagéo por CLAE

o 0,10 - Fase Mdvel: 4gua/metanol
= . (70:30 V/v)
T - Coluna de fase reversa

0,064 | Symetry Cyg (dimensoes:

] o 150mm x 3,9mm x 4pm DI)
0,04 2 - Comprimento de onda: 475 nm
0.02; Lol
0.00] ; ;_75. S -

‘200 abo 600 800 t0lo0  12'00 140 18100 18.00 B
Minutes

Figura 39 Cromatograma efeito matriz do amarelo crepusculo concentragdo de 30 mg/L
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Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 40 Cromatograma efeito matriz do amarelo crepusculo concentracdo de 45 mg/L
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Figura 41 Cromatograma efeito matriz do vermelho 40 concentragéo de 5 mg/L
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Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 42 Cromatograma efeito matriz do vermelho 40 concentracdo de 20 mg/L
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Figura 43 Cromatograma efeito matriz do vermelho 40 concentragéo de 35 mg/L

60




Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 44 Cromatograma efeito matriz do azul brilhante concentracdo de 5 mg/L
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Figura 45 Cromatograma efeito matriz do azul brilhante concentracéo de 20 mg/L
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Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 46 Cromatograma efeito matriz do azul brilhante concentracdo de 35 mg/L

Para a determinacdo do efeito matriz foram calculados a partir dos dados da
curva analitica em solvente e da curva analitica obtida com a matriz, calculou-se o
efeito matriz, a partir do Teste F de Snedecor e o Teste t Student com 0=0,05, onde foi
achado o valor de t critico de 2,02 e o valor t, e t,, respectivamente, de 0,62 e 0,50 para
o amarelo crepusculo; o valor ty, e t,, respectivamente, de 1,62 e 1,67, para o vermelho
40; e o valor t, e t,, respectivamente, de 0,06 e 0,33 para o azul brilhante, conforme
Tabela 13. De acordo com estes resultados estatisticos é permitido afirmar que o método
em questdo ndo possui efeito matriz, uma vez que estatisticamente as curvas analiticas
dos trés corantes em solvente e em matriz se equivalem, conforme observado na Tabela
13

Tabela 13 Avaliacdo estatistica (0=0,05) do efeito matriz dos corantes analisados

Teste Estatistico

Valor Calculado Valor Critico
Teste t de Student

; = 0,62

Corante Amarelo Crepusculo 2,02
t,=0,50
t, = 1,62

Corante Vermelho 40 2,02
t,=1,67
) t, = 0,06

Corante Azul Brilhante 2,02
t,=0,33
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5.2.4 Repetitividade

Outro parametro de validacdo do método analitico que foi avaliado foi a
repetitividade, o qual foi calculado a partir do preconizado por Horwitz e Albert (2006),
a qual avalia a razdo de Horwitz (HorRat), que pode ser observada na equagéo a seguir:

CV%,

HorRat, = ——

No caso do desenho experimental em questdo, 0 CV% porwitz € Obtido pelo
valor de 2C°**% (Horwitz, 1995). De acordo com os resultados encontrados, e que sdo
representados na Tabela 14, o método possui repetitividade dentro dos parametros
esperados.

Tabela 14 Repetitividade dos corantes analisados

Valor Calculado Critério de Aceitacdo de
Corante
HorRat repetitividade HorRat
Amarelo Crepusculo 0,455 <2,0
Vermelho 40 0,375 <2,0
Azul Brilhante 0,542 <2,0

5.2.5 Precisao Intermediaria

Para a determinacdo da precisdo intermediaria, também denominado
reprodutibilidade parcial, foi modificado o analista que realizou a analise, e este critério
também foi baseado no estabelecido por Horwitz e Albert (2006). Para o célculo deste
parametro foi utilizada a férmula determinada pelo INMETRO (2011), através do
documento de carater informativo DOQ-CGCRE-008:

n
1
Si(/k)z xZ(yk_ y)?
’ (n—-1) £

Onde: Si(; i) = precisdo intermedidria;
t = total de amostras ensaiadas;
¥;j1 = primeiro resultado obtido para a amostra j;
¥;2 = segundo resultado obtido para a amostra j.

Apos a determinacdo do Sigky foi determinado CV%experimenta Multiplicando o
Sigk por 100 e dividindo pela concentragdo media. O CV% norwitz foi obtido pelo
valor de 2C%%%. O valor de HorRat, foi calculado e comparado com o valor de
aceitacdo. Os resultados encontrados pelo analista A e pelo analista B, que foram
utilizados para a determinacdo estatistica da aceitacdo deste parametro na validacdao do
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método, podem ser visualizados na Tabela 15, comprovando que o método possui
reprodutibilidade parcial.

Tabela 15 Reprodutibilidade parcial dos corantes

] Analista A Analista B Valor Calculado Critério de

Repeticao
(mg/L) (mg/L) HortRat reprodutibitidade Aceitacéo

AC1 0,000200 0,000208
AC 2 0,000213 0,000206 0,393 <2,0
AC 3 0,000208 0,000204
VM 1 0,001407 0,001401
VM 2 0,001362 0,001351 0,090 <2,0
VM 3 0,001368 0,001368
AB1 8,15E-05 8,11E-05
AB 2 8,49E-05 8,46E-05 0,040 <2,0
AB 3 9,32E-05 9,28E-05

AC — Amarelo crepusculo
VM - Vermelho 40
AZ — Azul brilhante

5.2.6 Recuperacao

A exatiddo foi estimada como percentagem de recuperacdo, através da analise
de amostras fortificadas com uma concentracdo conhecida de corante artificial. As
amostras foram fortificadas em trés niveis diferentes de concentracdo relacionados a
faixa linear estudada: o mais baixo, o central e o maior. Os valores achados na
recuperacdo foram comparados pelos estabelecidos pela FAO/WHO, de acordo com o
LM do analito em questéo, que neste desenho experimental deve ser de 80 a 110% de
recuperacdo (CODEX ALIMENTATIUS, 2011).

No método analitico em questdo, foi achada a faixa de recuperacao de 82 a 97%
para o corante amarelo crepusculo, de 82 a 87% para o vermelho 40 e de 81 a 86% e
para o corante azul brilhante, estando, todos os trés, dentro das especificagdes esperadas
para matrizes complexas (CELEGHINI et al., 2009; CODEX ALIMENTARIUS, 2011).

Frente aos resultados obtidos nos critério de aceitacdo para validacéo
intralaboratorial da metodologia proposta, em relagdo aos corantes amarelo crepusculo,
vermelho 40 e azul brilhante, 0 mesmo pode ser considerado véalido para a determinacéo
destes corantes em cereal matinal.

5.3  Analise dos Corantes Artificiais nos Cereais Matinais

A primeira avaliacdo feita em relacdo ao cereal matinal foi a leitura critica do
rotulo, onde verificou a adequacéo dos rotulos a Resolucdo RDC 259/02 da ANVISA.
De acordo com tal legislacdo, os alimentos que possuem corantes artificiais em sua
composigdo deverédo informar o mesmo ao consumidor, com o nome do corante e/ou 0
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numero INS na lista de ingredientes e com a seguinte frase na especificacdo do produto:
“colorido artificialmente”.

Das seis amostras recolhidas no mercado os Cereais designados A e B sdo sabor
frutas e os Cereais designados C, D, E e F sdo sabor chocolate. Destas, apenas uma néao
estava adequada a legislacdo de rotulagem, a Amostra A, onde declara na sua lista de
ingredientes (Figura 47) o corante amarelo canario, o qual ndo existe na listagem de
corantes permitidos o uso no Brasil. Além disso, a Amostra A também néo declara na
designacdo do produto a frase: “colorido artificialmente” (Figura 48).

Ingredientes

Semolina de milho, agtcar, farinha de aveia, oleina de palma,
do ascérbico {vitamina C), acido folico (vitamina 89'{,
niacinamida (niacing), mononitrato de tiamina {vitamina B1), 4
riboflavina  (vitamina B2), piridoxina ({vitamina BG6),
cobalamina {vitamina B12), pantotenato de cdlcio {dcido
antoténico), pirofosfato fémico (ferro), e sulfato de zinco
zinco), aromatizante, lecitina de soja (INS n°® 322), corante
artificlal amarelo canario, corante azul brilhante (INSn° 133) e
corante vermelho 40 (INS n° 129). CONTEM GLUTEN.

I M

Corante artificial
amarelo canério

v

Semolina de malz, azicar, harina de avena, oleina de palma,
sal, acido ascérbico {vitamina C), dcido fofico (vitamina B9),
niacinamida {niacina), mononitrato de tiamina {vitamina B1),
riboflavina  (vitamina B2), piridoxina (vitamina B6),
cobalamina (vitamina B12), pantotenato de calcio (acido
pantoténico), pirofosfato fernco (hierro) y sulfato de zinc
(zing), arornatizante, lecitina ce soja {INS n® 322), colorantes
artificiales de color amarillo canario, colorante azul tinte
brillante (INS n° 133) y colorante rojo 40 (INS n® 129).
CONTIENE GLUTEN.

Figura 47 Lista de Ingredientes do Cereal Matinal A

ANEISIDEIMILHOSTRIGO|E/AVEIA SABOR FRUTASICITRICAS)
ANILLGSIDE(MAIZTRICO Y/ AVENA'SABOR FRUTASC

Figura 48 Designacgéo do Cereal Matinal A

Todas as outras amostras declararam na lista de ingredientes a presenca dos
corantes artificiais, assim como a expressao “colorido artificialmente” na designacao do
produto, conforme pode-se observar nas Figuras 49 e 50 para o Cereal B, nas Figuras 51
e 52 para o Cereal C, nas Figuras 53 e 54 para o Cereal D, nas Figuras 55 e 56 para 0
Cereal E e nas Figuras 57 e 58 para o Cereal F.

com ferro e acido félico, .agucar, farinha de aveia
farinha de trig .'en:rique_cida_gcom ferro e 4cido folico,
Oleo vegetal de palmiste, sal, acido ascérbico
(vitamina C), niacinamida (niacina), ferro reduzido
ferro), 6xido de zinco (zinco), cloridrato de
plridoxina (vitamina B6), riboflavina (vitamina B2),
mononitrato de tiamina (vitamina B1), palmitato de
retinol (vitamina A), acido fdlico tvitamina do
complexo B), cianacobalamina {vitamina B12),
- g%am?s;ménco idéntico ao natural beta-caroteno,
- aromatizantes e corantes Jrtificais vermelho
ACe aibihanterer, o vemaiho i

INGREDIENTES: Farinha de milho enriquecida
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Figura 49 Lista de Ingredientes do Cereal Matinal B

iialmente

) =
<
=
.:‘_:

ALINENTO & BASE DE CEREAIS
COM SABOR ART: FRUTAS

ALIMENMTA A
ALIMENTU A
iaral! C

1
UiV JA

-

Colorido e aro

Figura 50 Designacao do Cereal Matinal B

INGREDJENTES; Farinha de mitho enriguecida com ferro e
acido folico, agticar, farinha de trigo ennguecida com fero
é acido folico, caca, massa de cacau, sal, dcido ascorbico
(vitamina C), palmitato de retinol (vitamina A),
niacinamida (niacina), ferro reduzide (ferro), dxido de
zinco (zinco), cobalamina (vitamina B12), cloridrato de
pitidoxina (vitamina B8), mononitrato de tiamina
(vitamina B1), ribofiavina (vitamina B2), cido folico
(vitamina do complexo B), corante caramelo IV
estabilizante mono e diglicerideos de &cidos graxos,
aroma Iidéntico ao natural de chocolate, corantes
artificals vermelho allura AC e azul brilhante FCF

Figura 51 Lista de Ingredientes do Cereal Matinal C

Alimento a base de cereais sabor chocolate

olorido artificialmente dromatizante

sintetico identico ao natural.

Figura 52 Designacao do Cereal Matinal C

INGREDIENTES: Farinha de milho enriquecida com
ferro e acido folico, acucar, cacau, sal, oleo vegetal
de palmiste, niacinamida (niacina), ferro reduzido
(ferro), oxido de zinco (zinco), riboflavina (vitamina

B2), acido folico (vitamina do co .plexo B), corante

caramelo IV, aromatizante, estabilizante mono e
diglicerideos de acidos ?raxos, corantes artificiais

vermelho allura AC e azul brilhante FCF.
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Figura 53 Lista de Ingredientes do Cereal Matinal D

Figura 54 Designagéo do Cereal Matinal D

SREDIENTES: milk cUicar, Cacau, extrato de male, sal, addo
Grbico (vitamina ), niadnamida (niacina), ferro reduzido (ferro),
do de zinco (zinco), cloridrato de piridoxina {vitamina 86),
oflavina {vitamina B2), mononitrato de tlamina (vitamina B1),
mitato de retinol (vitamina A), dcido f6ico (vitamina do complexo
cobalamina {vitamina corante natural caramelo, aroma
ficial de baunilha, corantes artificiais vermelho 40 (INS 129) aazul
hante (INS 133). CONTEM GLUTEN. O MILHO UTILIZADS NESTE
JDUTO CONTEM TRACOS DE SOJA

Figura 55 Lista de Ingredientes do Cereal Matinal E

Flocos de Milho Sabor Chocolate ,
Fortificado com Vitaminas e Minerais.
Colorido e Aromatizado Artificialmente.

Figura 56 Designacgdo do Cereal Matinal E
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Figura 57 Lista de Ingredientes do Cereal Matinal F

COLORIDO E AROMATIZADO ARTIFICIALMENTE®

CEREAL MATINAL DE MILHO'SABOR CHOCOLATE

Figura 58 Designacao do Cereal Matinal F

Em relagdo a determinacdo dos corantes em cereais matinais, a metodologia
utilizada para extracdo e quantificacdo foi a mesma validada nesta pesquisa. Durante a
quantificacdo do corante amarelo crepusculo no Cereal Matinal A verificou-se que, pelo
tempo de retencdo, o corante amarelo utilizado € o tartrazina, conforme pode ser visto
na comparagdo do cromatograma do padrdo do tartrazina com o cromatograma da
analise do Cereal A, nas Figuras 59 e 60, respectivamente. O uso deste corante é
proibido pela atual legislacdo em cereal matinal.

Auto-Scaled Chromatogram
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0,14

AU

0,08
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0,02]
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6,004

=
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- Determinacéo por CLAE

- Fase Movel: dgua/metanol
(70:30 viv)

- Coluna de fase reversa
Symetry Cyg (dimensoes:
150mm x 3,9mm x 4pum DI)

- Comprimento de onda: 475 nm

o

— T
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20,00

Figura 59 Cromatograma em solucdo do corante tartrazina na concentragéo de 25 mg/L
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Auto-Scaled Chromatogram
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Figura 60 Cromatograma da analise do Cereal Matinal A, cor amarelo

O Cereal Matinal A é um cereal sabor frutas e possui as seguintes cores:
amarelo, laranja, vermelho e verde. Como discutido anteriormente, o cromatograma do
corante amarelo se assemelha muito com o do corante tartrazina, e como este é um
corante ndo permitido para este tipo de produto, sua simples presenca ja condena o
produto, por esse motivo, sua concentracdo néo foi calculada. Para as outras cores neste
Cereal Matinal foram detectados para a cor vermelho o corante vermelho 40, para a cor
laranja a mistura do corante vermelho 40 e tartrazina e para a cor verde a mistura do
corante azul brilhante e tartrazina. A concentracdo dos corantes artificiais no Cereal
Matinal A pode ser visualizada na Tabela 16, assim como a corre¢do da concentracao
pelo percentual de recuperacdo de cada corante.

Tabela 16 Concentragdo dos Corantes Artificiais no Cereal Matinal A, sabor fruta

Concentracao
Cor do Cereal Concentracéo o .
] Recuperacéo do corante Limite Maximo
Matinal A/ do corante %) id (9/100g)*
() corrigida
Corante (9/1009) J I
(9/1009)
Vermelho /
0,0064 85 0,0075 0,02
Vermelho 40
Laranja /
0,0055 85 0,0065 0,02
Vermelho 40
Verde / Azul
) 0,0052 84 0,0062 0,02
brilhante
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* Fonte: RDC 60/07 (BRASIL 2007)

O Cereal Matinal B também é um cereal sabor frutas e apresenta as seguintes
cores: vermelho, laranja, amarelo, verde e roxo. Na analise deste produto ndo foi
detectada a presenca do corante amarelo crepusculo, sendo que a cor amarela é
conseguida com o uso do corante sintético idéntico ao natural beta caroteno descrito em
rotulo. Assim, foram detectados os seguintes corantes: vermelho 40 no cereal cor
vermelho; vermelho 40 no cereal cor laranja; azul brilhante no cereal cor verde; e
vermelho 40 e azul brilhante para o cereal roxo. A concentracao final j& corrigida pelo
percentual de recuperacdo dos corantes no Cereal Matinal B pode ser visualizada na
Tabela 17.

Oliveira (2006), em estudo de quantificacdo dos principais carotendides em
produtos derivados do milho, inclusive em cereais matinais, verificou que este produto
apresenta, em média, 3,26 ug/g de luteina, 10,7 pg/g de zeaxantina, 2,11 pg/g de B-
criptoxantina e 1,45 pg/g de B-caroteno, confirmando assim a presenga destes corantes
naturais em cereais matinais.

Tabela 17 Concentracdo dos Corantes Artificiais no Cereal Matinal B, sabor fruta

Concentracao
Cor do Cereal Concentragdo B o o
) Recuperacéo do corante Limite Maximo
Matinal B / do corante %) icid (9/100g)*
() corrigida
Corante (9/1009) J I
(9/1009)
Vermelho /
0,0068 85 0,0080 0,02
Vermelho 40
Laranja/
0,0054 85 0,0064 0,02
Vermelho 40
Verde / Azul
) 0,0050 84 0,0060 0,02
brilhante
Roxo /
0,0051 85 0,0060 0,02
Vermelho 40
Roxo / Azul
) 0,0052 84 0,0062 0,02
brilhante

* Fonte: RDC 60/07 (BRASIL, 2007)

Os Cereais Matinais, C, D, E e F séo cereais sabor chocolate e possuem
declarados em rétulo o uso em sua composi¢do dos corantes vermelho 40 e azul
brilhante, porem na analise destes cereais sO foi detectada a presenca do corante azul
brilhante. Podem-se visualizar na Tabela 18 as concentragOes finais corrigidas pelo
percentual de recuperacdo. O uso de corantes artificiais neste tipo de produto pode ser
facilmente substituido apenas pelo cacau, substancia natural que confere essa coloragao
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amarronzada ao alimento, conforme ja pode ser observado em algumas marcas que
oferecem este produto no mercado.

Tabela 18 Concentracdo dos Corantes Artificiais nos Cereais Matinais Sabor Chocolate

) . Concentragéao
Tipo do Cereal  Concentracéo o .
] Recuperacéo do corante Limite Maximo
Matinal / do corante %) id (9/100g)*
() corrigida g/100g
Corante (9/1009)
(9/1009)
Cereal C/ Azul
0,0051 84 0,0061 0,02
brilhante
Cereal D/ Azul
0,0050 84 0,0060 0,02
brilhante
Cereal E / Azul
) 0,0052 84 0,0062 0,02
brilhante
Cereal F/ Azul
) 0,0051 84 0,0061 0,02
brilhante

* Fonte: RDC 60/07 (BRASIL, 2007)

54  Exposicdo das Criancas aos Corantes Artificiais Presentes nos Cereais
Matinais

Tendo conhecimento da concentracdo dos corantes em cada cereal e da
quantidade de cereal consumido pelas criancas, de acordo com o questionério, foi
possivel estimar a quantidade de corante que as criancas ingerem somente a partir deste
produto alimenticio. Conforme visto anteriormente, a frequéncia de consumo de cereal
matinal foi dividido em dois grandes grupos, sendo o primeiro compreendido entre as
idades de 2 a 5 anos e o segundo entre as idades de 6 a 8 anos, com 0 escore médio de
consumo de 1 e 2, respectivamente. Isso corresponde ao consumo de menos de 1 vez
por més para as criancas do primeiro grupo e de 1 a 3 vezes por més para as criangas do
segundo grupo.

Na observacdo da media em gramas do consumido para cada escore, observou-
se que tanto as criangas classificadas no escore 1 quanto as criangas classificadas no
escore 2 consomem uma média de 24 gramas do produto / consumo. Considerando a
concentracéo que foi analisada de cada corante nos cereais, pode-se calcular a ingestéo
de cada corante pelas criancas, valores estes que podem ser observados na Tabela 19.
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Tabela 19 Exposicdo das criancas ao corante artificial presente nos cereais matinais

Cereal Corante (g) / Exposicéo da crianca ao
] Corante Corante / 24g
matinal / Cor L 100g do corante
Artificial do produto
do cereal produto Escore 1 Escore 2
Cereal matinal  Vermelho 0,0018 a
) 0,0075 0,0018 0,0018g/més
A/ Laranja 40 0,0054g/més
Cereal matinal  Vermelho 0,0016 a
0,0065 0,0016 0,0016g/més
A/ Vermelho 40 0,0048g/més
Cereal matinal Azul 0,0015a
) 0,0062 0,0015 0,0015g/més
A/ Verde Brilhante 0,0045g/més
Cereal matinal  Vermelho 0,0019 a
0,0080 0,0019 0,0019g/més A
B / Vermelho 40 0,0057g/més
Cereal matina Vermelho 0,0015a
) 0,0064 0,0015 0,0015g/més A
B/ Laranja 40 0,0045g/més
Cereal matinal Azul 0,0014 a
) 0,0060 0,0014 0,0014g/més .
B / Verde Brilhante 0,0042g/més
Cereal matinal  Vermelho A 0,0014 a
0,0060 0,0014 0,0014g/més .
B / Roxo 40 0,0042g/més
Cereal matinal Azul 0,0015a
) 0,0062 0,0015 0,0015g/més
B / Roxo Brilhante 0,0045g/més
Cereal matinal Azul 0,0015a
) 0,0061 0,0015 0,0015g/més
C / Chocolate Brilhante 0,0045g/més
Cereal matinal Azul 0,0014 a
0,0060 0,0014 0,0014g/més
D / Chocolate Brilhante 0,0042g/més
Cereal matinal Azul 0,0015a
) 0,0062 0,0015 0,0015g/més
E / Chocolate Brilhante 0,0045g/més
Cereal matinal Azul 0,0015a
) 0,0061 0,0015 0,0015g/més
F / Chocolate Brilhante 0,0045g/més

Com os resultados encontrados pode-se afirmar que, em relacdo ao consumo de
cereais matinais, as criancas ndo ultrapassam a IDA estipulada como maxima para 0s
corantes artificiais em questéo.

Recentemente, Pinheiro (2012) avaliou a exposic¢do de criancas de 3 a 9 anos
aos corantes artificiais em relacdo ao consumo de balas e verificou que mais de 44% das
criancas que consomem balas ingerem uma quantidade de corantes artificiais
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exacerbada, quantidade esta que ja seria suficiente para desenvolver um comportamento
hiperativo nas criancas. Porém, por questdes éticas, ndo foi realizado estudo
toxicoldgico nas criancas.

Vale ressaltar que esse € apenas um tipo de alimento, amplamente consumido
pelas criancgas, e que possui em sua composicao a presenca de varios corantes artificiais.
A maioria dos produtos industrializados faz uso do corante artificial, com a finalidade
de deixar o produto mais aceito comercialmente, como por exemplo, sucos em pod, doces
diversos, biscoitos, gelatinas, confeitos, refrigerantes.

Em relacdo aos cereais matinais ndo verificou um consumo que sugerisse que a
IDA recomendada pela atual legislacdo fosse ultrapassada pela populacdo estudada.
Porém, vale a pena ressaltar que a IDA ¢ calculada para um adulto de peso médio de 70
kg, peso este que fica além do peso médio de criangas, sinalizando assim a necessidade
de uma legislacdo mais rigorosa frente ao uso de corantes artificiais em produtos
alimenticios voltados para o consumo infantil.
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6 CONCLUSAO

Através do estudo seccional realizado, observa-se que 65% das criancas
consomem cereal matinal e que o sabor de maior consumo é o tradicional (65%),
seguido do sabor chocolate (25%) e por fim o sabor de frutas (10%). Esse é um dado de
extrema relevancia, pois mostra que o cereal preferido das criancas é o isento de corante
artificial, dando embasamento que nem sempre € necessario, para atrair o publico
infantil, colorir demasiadamente o produto. Assim, as criancas, em relacdo a este
produto, ndo estariam expostas aos sintomas de TDAH causados pelos corantes
artificiais.

A pesquisa também aponta para uma necessidade de elaboracédo e validacdo de
metodologias que sejam especificas para extrair e quantificar corantes artificiais em
alimentos. No caso da base alimentar de cereais matinais e extragdo destes corantes
artificiais mostrou-se satisfatoria utilizando solucédo alcodlica de aménia 10% (v/v) a
ebulicdo, e o isolamento através da eluicdo de solucdo aquosa de alcool iso-propilico
60% (v/v) em cartuchos SEP-PACK® Cis. Apds evaporacdo completa do &lcool iso-
propilico do eluato e diluicdo em agua a amostra é analisada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE).

Todos os parametros de validacdo utilizados para a validacéo intralaboratorial
da metodologia proposta estiveram dentro dos valores de aceitacdo estabelecidos pelo
Codex Alimentarius, tornando, assim, o método valido para a determinacdo de corantes
artificiais em cereais matinais.

Apesar de nenhuma amostra exceder o limite de restricdo preconizado pela
legislacdo, vale a pena avaliarmos a real necessidade de uso dos corantes artificiais em
produtos alimentares, principalmente aos voltados para o publico infantil. Como por
exemplo, o uso de corantes artificiais nos cereais sabor chocolate, o qual se faz
desnecessario, uma vez que existe no mercado cereais sabor chocolate e que utilizam
apenas cacau em sua composicao, sendo o cacau suficiente para colorir o alimento de
forma que ele seja atrativo e sem expor ao publico consumidor aos efeitos deletérios do
corante artificial.

Além disso, o fato de uma amostra conter tartrazina, corante ndo permitido para
uso neste tipo de alimento, alerta sobre a necessidade de uma fiscalizacdo sanitaria
eficaz em relagdo aos produtos coloridos artificialmente. Assim, como consequéncia,
uma diminuicdo ao risco de exposicdo da populacdo, principalmente a infantil, em
relacdo aos aditivos alimentares.

Vale salientar a importancia da Vigilancia Sanitaria com agdes que intercedam
no campo da precaucdo e da prevencdo, principalmente na vertente da salde do
consumidor. A fiscalizagédo deve ocorrer de forma efetiva e eficaz em todas as etapas do
processo produtivo, desde ao registro do produto a ser fabricado até o produto final, o
qual possui todas as substancias que serdo ingeridas pelo consumidor. Logo, 0S
resultados mostram que, apesar do limite de restricdo legal ser obedecido nos produtos
analisados, foi encontrado em uma amostra a tartrazina, sinalizando a necessidade de
elaboracdo de estratégias e acdes de educacdo, conscientizacdo e fiscalizagdo, com o
intuito de proporcionar uma vida saudavel ao consumidor, com a responsabilidade de
preservar a saude e o bem estar.
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8 ANEXQOS

8.1 Anexo 1
SNAP-1V

Nem um
pouco

Caracteristicas

S6 um
pouco

Bastante

Demais

1. N&o consegue prestar muita atencdo a detalhes
ou comete erros por descuido nos trabalhos da
escola ou tarefas

2. Tem dificuldade de manter a atengédo em tarefas
ou atividades de lazer

3. Parece ndo estar ouvindo quando se fala
diretamente com ele

4. Nao segue instrucdes até o fim e ndo termina
deveres de escola, tarefas ou obrigagdes

5. Tem dificuldade para organizar tarefas e
atividades

6. Evita, ndo gosta ou se envolve contra a vontade
em tarefas que exigem esforgo mental prolongado
7. Perde coisas necessarias para atividades (p. ex.:
brinquedos, deveres de escola, lapis ou livros)

8. Distrai-se com estimulos externos

9. E esquecido em atividades do dia-a-dia

10. Mexe com as maos ou 0S pés ou se remexe na
cadeira

11. Sai do lugar na sala de aula ou em outras
situacOes em que se espera que fique sentado

12. Corre de um lado para outro ou sobe demais
nas coisas em situacfes em que isso € inapropriado
13. Tem dificuldade em brincar ou envolver-se em
atividades de lazer de forma calma

14. Nio para ou frequentemente esta a “mil por
hora”

15. Fala em excesso

16. Responde as perguntas de forma precipitada
antes delas terem sido terminadas

17. Tem dificuldade de esperar a sua vez

18. Interrompe ou outros ou se intromete (p. ex.:
mete-se nas conversas, jogos)

FONTE: MATTOS et al, 2005.
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8.2 Anexo 2
Questionario

Ministério da Saude X D>
Fundacéo Oswaldo Cruz INCQS
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde B

“AVALIACAO DO TEOR DE CORANTES ARTIFICIAIS EM CEREAIS
MATINAIS: CONTRIBUICAO PARA AVALIAR A EXPOSICAO DE
CRIANCAS DE 2 A 8 ANOS”

Nome da Crianca:
Escola: Série:
Idade: Data de Nascimento:

Sexo: () Masculino ( ) Feminino

Assinale com um X a frequéncia de consumo do CEREAL MATINAL (Ex:
Sucrilhos®) que a crianca consumiu habitualmente durante os Gltimos 6 meses:

() Nunca ( )2 a4 vezes por semana
() Menos de 1 vez por més ()1 vezpordia
( ) 1a3vezes por més () 2 ou mais vezes por dia

( ) 1vez por semana

Assinale com um X a quantidade de CEREAL MATINAL que a crianga consome a
cada frequéncia:

( ) %2 xicara de cha () 1tigela
( ) 1xicarade cha () 1 prato raso
( ) 2 xicaras de cha ( ) 1 prato fundo

Assinale com um X o sabor do CEREAL MATINAL que a crianga consome:
( ) Tradicional

() Chocolate

( ) Frutas (colorido)
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8.3 Anexo 3

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRONIZADO PARA
DETERMINACAO DE CORANTES ARTIFICIAIS EM CEREAIS MATINAIS

SUMARIO

1. Objetivo

2. Campo de Aplicacéo
3. Definicbes

4. Siglas

5. Condig0es Gerais

6. CondicGes Especificas
7. Avaliacao

8. Bibliografia

1. OBJETIVO

Este POP fixa condicdes, padroniza, define e estabelece regras e recomendagfes que
devem ser aplicadas no Setor de Contaminantes, para a determinagédo de trés corantes
artificiais em cereais matinais.

2. CAMPO DE APLICACAO

Este POP aplica-se na determinacdo de corantes artificiais presentes nos cereais
matinais.

3. DEFINICOES

Para efeito deste POP é adotada a seguinte definig&o:

3.1. Corante

Substéncia que confere, intensifica ou restaura a cor de um alimento

3.2. Repeticédo
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Aliquotas de uma mesma amostra preparadas e analisadas independentemente
3.3. Replicata

InjecBes, leituras de uma mesma aliquota ou amostra

4. SIGLAS

Sdo utilizadas no texto deste Pop as seguintes siglas:
CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Cis - Gel de Silica Funcionalizada com Octadecilsilano
P.A. - Para Anélise

UVis - Ultravioleta / Visivel

SVS - Secretaria de Vigilancia Sanitaria

MS - Ministério da Salde

DI - Diametro Interno

5. CONDICOES GERAIS

A determinacdo dos corantes artificiais é realizada pela extracdo do corante presente no
alimento com solugdo alcodlica de aménia 10% (v/v) a ebulicdo, e o isolamento através
da eluicdo de solucdo aquosa de alcool iso-propilico 60% (v/v) em cartuchos SEP-
PACK® C15. Ap6s evaporagdo completa do &lcool iso-propilico do eluato e diluicio em
agua a amostra é analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

6. CONDICOES ESPECIFICAS

6.1. Vidrarias

a) balGes volumétricos de 10 e 100 mL,;

b) pipetas volumétricas de 1, 2, 3 e 20 mL;
¢) microsseringas de 100 e 1000 pL;

d) seringas hipodérmicas de 5 e 10 mL;
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e) tubo de vidro graduado de 15 mL;
f) reservatdrio para fase movel;
g)provetas de 50, 100, 250 e 1000 mL;
h) béquer de 100 mL;

i) tubos de polipropileno de 50 mL;

j) vials de vidro de 1 mL.

6.2. Equipamentos

a) balanca analitica com resolucédo de 0,01 mg;

b) cromatdgrafo a liquido com modo de operacao gradiente;

c) detector UV/vis WATERS 2487 (variavel e com duplo comprimento de onda);
d) coluna de fase reversa SYMETRY Cig (dimens@es: 150 mm x 3,9 mm - 4 um DI);
e) coluna de guarda Cyg;

f) cartucho SEP-PACK® Cyg;

g) cartucho contendo uma membrana filtrante hidrofilica de 0,45 pm (Millex®);
h) membrana filtrante hidrofilica 0,45 um;

i) banho ultrassénico;

j) bomba de pressao a vacuo;

k) bloco de evaporacao;

) injetor automéatico WATERS 717 PLUS AUTOSAMPLER,;

m) centrifuga;

n) banho-maria até 100°C.

6.3. Padr0es e Reagentes

a) Amarelo Crepusculo (90,00% de pureza);
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b) Vermelho 40 (80,00% de pureza);
c¢) Azul Brilhante (65,00% de pureza);
d) Acido acético P.A.;

e) Metanol grau cromatogréfico;

f) Acetato de amonio;

g) Alcool iso-propilico P.A.;

h) Etanol 96% P.A.;

i) Hidroxido de ambnio P.A;

j)agua desionizada tipo Milli-Q®.

6.4. Preparo da Solugdo Estoque

Pesar 0,1 g de cada corante, separadamente, transferir quantitativamente para balGes de
100 mL e avolumar com agua desionizada. Preparar 3 solucdes estoque para cada
corante.

6.5. Preparo de Solugdes Padrdo a Serem Utilizadas para a Curva Analitica

As solucBes padrdo para a curva analitica devem ser preparadas de acordo com o limite
de restricdo de cada corante, sendo calculada a faixa aplicavel minima e ap6s a
determinacéo da faixa de trabalho linear, onde o ponto central da curva seja o limite de
restricdo do corante, considerando a aliquota de andlise. Para o corante amarelo
crepusculo, toma-se os volumes da solucdo estoque descritos na tabela 1, e completa-
se 0 volume para 10 mL com agua desionizada. A curva analitica foi validada conforme
orientagdes descritas no POP n.° 65.3120.126 (INCQS/FIOCRUZ).

Como a analise das amostras ocorreu concomitantemente a validacdo da curva
analitica, foi utilizado para o calculo da concentracdo do corante na amostra em questao
a planilha de Bazilio e colaboradores (2012).

Segundo 0 POP n.?65.3120.126 (INCQS/FIOCRUZ) é preconizado para determinacfes
de rotina, a elaboragdo de uma nova curva analitica, com apenas 3 pontos, em triplicata
de analise, considerando para tal os pontos de menor e maior concentracdo e o central
da curva analitica.
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Tabela 1 - Pontos da Curva Utilizados para a Validagéo e Determinacéo da

Concentracao
Concentracao
Correspondente 15 20 25 30 35 40 45
(mg/L)
Volume da
Solucdo Estoque 150 200 250 300 350 400 450
(ML)

Para os corantes vermelho 40 e azul brilhante, toma-se os volumes da solucédo estoque

descritos na tabela 2 e completa-se 0 volume para 10 mL com agua desionizada.

Tabela 2 - Pontos da Curva Utilizados para a Validacao e Determinacao da

Concentracao
Concentracéo
Correspondente 05 10 15 20 25 30 35
(mg/L)
Volume da
Solucéo Estoque 50 100 150 200 250 300 350
(L)
6.6. Condicbes Cromatograficas
a) Fase Movel: agua/metanol (70:30 v/v);
b) Fase de Acondicionamento: solucdo de  acetato de  amodnio

0,08 M em &gua/metanol (70:30 v/v);

¢) Fluxo: 0,5 mL/min;
d) Comprimentos de Onda: 475 e 600 nm;
e) "Loop™: 500 uL;

f) Volume de Injecdo: 20 pL.
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Notas:

a) Deve-se degaseificar, filtrar e ajustar o pH das fases movel e de acondicionamento
na faixaentre 6 e 7;

b) Entre cada injecdo, lava-se o sistema com a fase de acondicionamento durante 10
minutos.

6.7. Confecgdo da Curva Analitica

Nas condicdes de operacdo indicadas no item 6.1.6, injetar 3 repeti¢cOes cada ponto da
curva de cada padrdo e construir um grafico a partir das areas obtidas contra a
concentracéo do padréo.

6.8. Preparo da Amostra
6.8.1. Extracdo dos corantes contidos na amostra

Pesar 30 g da amostra, 0 equivalente a 1 porcdo do cereal, separado por cores, triturar
até obter um po fino. Pesar 5 g da amostra homogeneizada em um béquer de 100 mL,
adicionar 20 mL de &gua desionizada e homogeneizar com o auxilio de um bastdo de
vidro.

Adicionar 40 mL de solucdo alcodlica de hidroxido de amoénio 10% (preparado com 900
mL de etanol 96% e 100 mL de hidroxido de aménio) e levar ao banho-maria, em
ebulicdo, por 10 minutos. Retirar do banho-maria e deixar em repouso, até separar o
precipitado, passar o liquido sobrenadante, vagarosamente, para outro béquer de 100
mL. Adicionar ao precipitado 10 mL da solucdo alcodlica de hidréxido de aménio e
levando ao banho-maria, repetir de forma a completar o volume para 90 mL do filtrado
ou até ndo sair mais cor no liquido sobrenadante.

Centrifugar o liquido sobrenadante a 5000 rpm, por 20 minutos a fim de separar as fase
e filtrar a parte liquida em membrana filtrante hidrofilica 0,45 pum. Avolumar o filtrado
para 100 mL, em um baldo volumétrico calibrado. Tomar 20 mL, em pipeta volumétrica
calibrada, e levar para o tubo de ensaio graduado e evaporar a secura. Quando tiver
apenas o corante no tubo de ensaio graduado, avolumar a 5 mL com agua desionizada.

Levar ao ultrassom por 10 minutos a 27°C, para garantir a completa solubilizacdo do
corante na agua.
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6.8.2. Tratamento do cartucho SEP-PAK® Cyg

Tratar o cartucho SEP-PAK® Cyg com 2 mL de élcool iso-propilico PA e em seguida
com 5 mL de solugdo aquosa de cido acético 1% (v/v).

6.8.3. Tratamento da amostra

Passar 0s 5 mL da solugdo de extragdo do corante da amostra no cartucho SEP-PACK®
Cyg tratado e posteriormente extrair o corante que ficou retido com 10 mL de solugéo
aquosa de alcool iso-propilico 60%.

Evaporar todo o alcool, completar o volume de 10 mL com &gua desionizada e levar ao
ultrassom por 10 minutos a 27°C, para garantir a completa solubilizagdo do corante na
agua.

Por fim, filtrar em cartucho contendo membrana filtrante hidrofilica de 0,45um
(Millex®)e injetar no CLAE.

6.9. Determinacdo dos Teores de Corantes Artificiais

A quantificacdo é feita por interpolacdo da area dos picos cromatograficos obtidos na
curva analitica.

6.9.1. Calculos dos parametros de regressao

Y=bX(mg/L)+ a
Onde: X = concentracdo dos corantes em mg/L
Y = area do pico cromatogréafico
b = coeficiente angular da equacéo da reta obtida pela curva analitica

a = coeficiente linear da equacdo da reta obtida pela curva analitica

Logo, a concentracdo dos corantes na aliquota analisada é:

X (mg/L) = ——
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6.9.2. Correcdo da concentracdo do volume final tomado (10 mL):

10

X (mg) = X (mg/L)x 7505

6.9.3. Correcao da concentragdo na amostra em relacdo & massa tomada da amostra (19)
e ao limite de restricdo na resolucdo em g/100g

X (mg/L)x 1073
1

X (9/100g) =

6.9.4. Concentracdo final real em relacdo a recuperacao

Recuperacao
100

Concentracioreal = X (g/100g) x

6.10. Resultados

A concentracdo final dos corantes é dada pela média das trés repetices da amostra.
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7. AVALIACAO

A Resolucdo n.° 60 de 05 de setembro de 2007 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria do MS estabelece os limites de restrigdo para os corantes artificiais em cereais
e produtos de ou a base de cereais.

Limite de Restricdo do corante artificial amarelo crepdsculo: 300 mg/kg (0,03 g/100g).

Limite de Restricdo dos corantes artificiais vermelho 40 e azul brilhante: 200 mg/kg
(0,02 g/100g).
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