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RESUMO

MUNIZ, Rossana Macedo. Determinacdo Espectrofotométrica de Misturas de Corantes
em Preparados Solidos de Refrescos. 2012. 59p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) Instituto de Tecnologia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Seropédica, RJ, 2012.

A industria de alimentos vem utilizando com bastante amplitude aditivos em seus produtos,
entre esses pode-se destacar os corantes com a finalidade de conferir, restaurar ou intensificar
a cor dos alimentos. Por outro lado, o uso incorreto desses produtos pode ter efeito toxico,
trazendo prejuizos a salde do consumidor. Dessa forma, torna-se necessario alertar os
consumidores para 0 uso consciente desses produtos, além de constante fiscalizacdo para
verificar se o produto utilizado esta dentro das normas vigentes. Existem métodos eficientes e
rapidos para a deteccdo, identificacdo e quantificacdo desses aditivos. Um desses métodos é a
espectrofotometria que apresenta uma nova forma, mais barata e de alta qualidade em termos
de eficiéncia. O presente trabalho tem como objetivo quantificar uma mistura de corantes
através da metodologia derivativa e compara-la com a metodologia de analise de mistura de
cromdforos. Foram realizadas as seguintes analises: Determinacdo do espectro de absorgéo,
determinacdo da absortividade especifica, determinacdo da mistura de cromoforos pelo
método classico; determinacdo da curva de calibracdo através do método derivativo;
determinacdo de Amarelo Tartrazina (AT) e Amarelo Crepusculo (AC) em preparados solidos
pelo método classico e derivativo. Os resultados mostraram que os comprimentos de onda de
méaxima de absorcdo dos corantes AT e AC foram de 407nm e 463nm. A recuperacdo média
de corante AT foi de 98,6%, enquanto que o corante aC foi de 99,2%, sendo satisfatorio, a
técnica derivada pelo meétodo mostrou boa consisténcia nos resultados, as concentracfes de
corantes em preparacgdes solidas pelo método classico e derivados, sdo consistentes com 0s
recomendados pela legislacdo e rotulagem dos produtos também. Foram observados nos
rotulos dos produtos sé o corante AT e AC.

Palavras-chave: corantes artificiais, espectrofotometria, preparados solidos, refrescos.
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ABSTRACT

MUNIZ, RossanaMacedo. Spectrophotometric Determination of Mixtures of Dyes in
Solid preparations of refreshments. 2012. 59p. Dissertation (M.Sc. Food Science and
Technology) Institute of Technology, Federal Rural University of Rio de Janeiro.Seropédica,
RJ, 2012.

The food industry has been using with great breadth additives in their products, among these
we can highlight the dyes in order to provide, restore or enhance the color of food. On the
other hand, the misuse of these products can have toxic effects, causing losses to consumer
health. Thus, it is necessary to alert consumers to the conscious use of these products, and
constant monitoring to check if the product is within the standards. There are fast and efficient
methods for the detection, identification and quantification of these additives. One such
method is spectrophotometry which presents a new, cheaper and high quality in terms of
efficiency. The present work aims to quantify a mixture of dyes through the derivative method
and compare it with the methodology of mixture analysis of chromophores. The following
tests were carried out: Determination of the absorption spectrum, determining the specific
absorptivity, determined by the mixture of chromophores classic method, determination of the
curve using the method Yellow; concentrations of dyes in solid preparations, the calibration
methods consistency and classical derivative, meet with some values above those
recommended by the legislation.and Tartrazine Yellow Twilight solids prepared by classical
methods determinin derivative the concentration of a mixture of chromophores and
determining the method of derivative; g and derivative. The results show that the absorption
spectra of the tartrazine yellow dye and Twilight correspond to maximum intensity of
absorption; the calibration curves (R2), the dyes for the TA and CA wavelengths 407nm and
463nm. The average recovery of AT dye was 98.6%, whereas the dye BC was 99.2%, being
satisfactory, the technique derived by the method showed good consistency in the results, the
concentrations of dyes in solid preparations by the classical method and derivatives, are
consistent with those recommended by the legislation and labeling of products as well. Were
observed on product labels only the dye AT and AC.

Key-words: artificial colors, spectroscopy, solid preparations, soft drinks.
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1 INTRODUCAO

Os corantes sdo substancias que levam para os alimentos cores novas ou
melhoram as que ja existem, com o propésito de renovar o seu aspecto. Séo utilizados
normalmente em produtos industrializados Ihes conferindo uma nova aparéncia, similar
aos produtos naturais, tornando-0s mais agradaveis aos consumidores. Como sabemos, a
cor e a aparéncia sdo de extrema importancia na aceitacdo dos produtos sendo
fundamental na qualidade do produto.

Os corantes sdo assim classificados: corante orgéanico natural — aquele obtido
a partir de vegetal, ou eventualmente, de animal, cujo principio corante tenha sido
isolado com emprego de processo tecnoldgico adequado; corante artificial — é o
corante organico sintético ndo encontrado em produtos naturais; corante organico
sintético é o corante cuja estrutura quimica é semelhante a do principio ativo isolado de
corante organico natural;, corante inorganico — aquele obtido a partir de substéncias
minerais e submetido a processos de elaboragéo e purificacdo adequados a seu emprego
em alimento.

A manutencédo da cor natural do alimento é fundamental para a comercializacéo
do produto. Muitos trabalhos enfatizam os riscos que 0s corantes podem causar a saude,
entretanto ndo pode-se esquecer que os aditivos sdo inofensivos a salde desde que
obedecam os percentuais maximos estabelecidos pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) e/ou pelo Codex alimentares onde é estabelecida para cada aditivo
uma ingestédo diaria (IDA).

Todos os corantes ja possuem valor definido pela IDA, aqueles que séo
permitidos pela legislacdo brasileira, mesmo sabendo que continuamente podem ser
mudados, pois dependem dos resultados de estudos toxicolégicos. O comité conjunto
FAO/OMS da JECFAC (“Joint Expert Commitee ou FoodAdditives”) recomenda que
cada pais verifiqgue o consumo total de cada aditivo, com base em estudos de dietas,
para que a ingestdo diaria ndo ultrapasse a IDA.

Existe um controle do uso dos corantes sinteticos, que varia de acordo com a
origem dos mesmos e precisam ser analisados com métodos de alta eficiéncia e rapidez
em sua deteccdo, identificacdo e quantificacao.

Diversos meétodos analiticos podem ser empregados na analise de corantes,
entretanto buscam-se métodos que apresentem alta sensibilidade, baixo custo e
simplicidade operacional.

Com o uso do método espectrofotométrico em mistura de corantes torna-se
possivel determinar a concentracdo de cada corante, sem que seja preciso separa-los
anteriormente, tornando o processo mais rapido, pratico e com menos despesas. A
espectrofotometria um método mais barato quando comparada com outras metodologias
disponiveis como a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Dessa forma pode-se fazer
a determinacdo de misturas de corantes em alimentos e bebidas utilizando-se uma
técnica barata e simples.

O método da espectrofotometria derivativa tem sido bastante satisfatorio
quando se trata da andlise simultanea de mistura de componentes com dois ou mais
cromoforos,apresentando resultados satisfatorios na mistura de corantes em alimentos.

A espectrofotometria derivativa é atualmente uma ferramenta analitica
adicional que auxilia na resolucdo de diversos problemas analiticos mais sobrepostos e
elimina “background” causado pela presenca de outras espécies na amostra. Portanto,
torna-se desnecessaria uma etapa preliminar de separacdo das espécies, simplificando o
procedimento analitico e aumentando a velocidade analitica (VIDOTTI et al., 2006).



Atualmente é necessario o desenvolvimento de novas técnicas analiticas que
atendam ao controle de qualidade dos corantes e que possam responder ndo sé a grande
demanda de andlises, mas também com rapidez e confiabilidade. Sendo assim, este
trabalho surge justamente para demonstrar que o método espectrofotométrico por
derivadas € uma alternativa eficiente na anélise de corantes.



1.1 Objetivos

1.1.2 Geral

Quantificar uma mistura de corantes amarelo crepusculo e amarelo tartrazina
em solugdes, através da metodologia classica de extracdo por espectrofotometria de
analise de mistura de cromdforos derivativa e compara-la com a metodologia tradicional
de andlise de misturas de cromoforos.

1.1.3 Especificos

- Obter o espectro de absorcdo dos corantes amarelo crepusculo e amarelo
tartrazina e determinar seus maximos de absorcao;

- Determinar as absortividades especificas dos corantes amarelo crepusculo e
amarelo tartrazina,;

- Determinar a concentracdo dos corantes amarelo crepusculo e amarelo
tartrazina em uma mistura de cromoéforos, utilizando a metodologia derivativa e
comparando coma metodologia classica.

- Verificar a adequacdo da rotulagem nos preparados sélidos para refrescos a
legislagdo vigente.

- Fazer um levantamento dos tipos de corantes presentes nas amostras estudadas.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Corantes artificiais

Os corantes artificiais sdo uma classe de aditivos sem valor nutritivo
introduzido nos alimentos e bebidas, com o Unico objetivo de conferir cor, tornando-0s
mais atrativos (BRASIL,1997). Quando se trata do ponto de vista da saude, os corantes
artificiais ndo sdo recomendados, s6 sendo justificado do ponto de vista comercial e
tecnoldgico (RIEDEL, 1987). Com tudo isso, 0s corantes sdo usados grandemente nos
alimentos e bebidas pelo seu grau de importancia quando se fala da aceitacdo dos
produtos, pois sabemos que apreciamos alimentos coloridos e atraentes, aumentando o
prazer de quem consome (PRADO; GODOY, 2003).

De acordo com a Resolugdo da CNNPA (Comissdo Nacional de Normas e
Padrbes para Alimentos) N°. 44, de 1977, corante é a substancia ou mistura de
substancias que possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloracdo do
alimento (e bebida) (BRASIL, 1977).

A cor pode interferir no sabor e embora esses efeitos sejam associacdes
inerentes as caracteristicas psicologicas, estando diretamente ligada a escolha dos
produtos. Entretanto, a relacdo causa-efeito nos novos produtos formulados em
alimentos e bebidas ndo pode ser deixada para um plano inferior ou mesmo ignorados,
pois precisam atender as necessidades dos consumidores (CLYDESDALE, 1996).

Os corantes usados como aditivos alimenticios tém sido altamente explorados
em alimentos tais como sucos, refrigerantes, gelatinas e balas; com isso aumentam o0s
riscos toxicologicos e metabdlicos desses produtos no organismo. Por essa razdo, o
controle de qualidade desses compostos é de fundamental importancia (KAPOR et al.,
2001).

Os corantes artificiais pertencem a classes de aditivos alimentares e tém sido
objeto de muitas criticas, ja que seu uso em muitos alimentos justifica-se apenas por
questdes de habitos alimentares (PRADO; GODQY, 2003).

Seu uso pode causar desde uma simples urticaria, levando a uma asma ou
varias reacdes no sistema imunoldgico, podendo levar até ao cancer em animais de
laboratério (RING et al., 2001).

Analisando a parte quimica dos corantes azoicos, visualiza-se que a parte ativa
da molécula, possa ser causadora de tumores, podendo ser por causa da sua degradacéo.
Ha mais de um século que se constata que moléculas que tem origem dos corantes
azdicos, apresentam acdo cancerigena, ainda mais pela formacdo do amino-azo benzeno
(LEDERER, 1990), de acordo com a Figura 1:

N=N

Amino-azobenzeno

Figura 1. Provavel porcdo cancerigena dos corantes azoicos.



Observa-se que o grupo N=N quando reduzido, houve transformacbes de
corantes azoicos e formagdo de amino-compostos tdxicos, 0 amaranto segundo autores,
se torna cancerigenos (LEDERER, 1990). Muitos paises permitem serem usados esses
corantes de formas diferentes, dependendo das quantidades que 0s mesmos Sao
colocados na dieta da populacéo, onde os corantes sdo adicionados.

2.2 Classificacao dos corantes utilizados na industria alimenticia

Os corantes utilizados pela industria alimenticia (permitidos pela Legislagdo
Brasileira) podem ser divididos de acordo com a Figura 2:
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Figura 2. Classificacdo dos corantes para uso em alimentos (GHORPHADE et al.,
1995).

2.2.1 Corantes azo

Compreende a classe de compostos que apresentam a ligacdo N=N- (grupo
azo). Os azo-compostos tem grande importancia na industria de corantes artificiais,
devido a coloracdo intensa, a estabilidade e a possibilidade de sintese a partir de
substancias de baixo custo. Os derivados de azo-benzeno mais simples apresentam
normalmente uma coloracdo amarela ou amarelo-alaranjado em virtude da conjugacao
na ligacdo formada pelo grupo azo e anéis aromaticos. Possuem pelo menos um grupo
sulfonado (SO3) para aumentar a solubilidade em agua (TAKASHIMA et al; 1988).
Essa classe representa os corantes sintéticos mais utilizados em alimentos, contendo
aproximadamente 50% dos corantes utilizados mundialmente. Pertencem a esse grupo
0s corantes Amaranto, Ponceau 4R, Vermelho 40, Azorrubina, Tartrazina, Amarelo
Crepusculo (PAVANELLLI, 2010), apresentados na Figura 3:
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Figura 3. Estruturas quimicas dos corantes pertencentes a classe Azo.

2.2.2 Corante trifenilmetanos

Esta classe apresenta estrutura basica de trés radicais arila, ligados a um atomo
de carbono central. Apresentam, ainda, grupos sulfonicos que lhes conferem alta
solubilidade em agua. Pertencem a essa classe 0s corantes, Azul patente, Verde rapido,
Azul brilhante (PAVANELI, 2010), cujas estruturas quimicas estdo apresentadas na

Figura 4:



Azul brilhante

Figura 4. Estruturas quimicas dos corantes pertencentes a classe trifenilmetanos
2.2.3 Corantes indigoides.

Os corantes indigoides sdo os de maior uso na industria téxtil, com aplicacdes
também na inddstria de papel e celulose e industria alimenticia. Possuem uma estrutura
molecular complexa, 0 que 0 torna mais estavel quimicamente mais resistente aos
processos de biodegradacdo e de remocdo mais comumente utilizados para tratamento
de efluentes (CHAVES et al., 2008). O corante indigo carmim € o Unico desta classe
permitido no Brasil.

Azul de indigotina.

Figura 5. Estrutura quimica do corante indigo carmim, pertencente a classe do corante
indigdide.
2.2.4 Corantes xantenos

A eritrosina € o Unico corante dessa classe permitido no Brasil. Existem
estudos de uma possivel associagdo com tumores da tireoide pela provavel liberacdo do



iodo no organismo j& que 0 mesmo contem 577 mg de iodo por grama de produto
(PAVANELLI, 2010), cuja estrutura quimica mostrada na Figura 5:

T

Eritrosina

Figura 6. Estrutura quimica do corante eritrosina, pertencente & classe dos corantes
xantenos.

2.3 Legislacao
2.3.1 Seguranca alimentar

Segundo a ANVISA a seguranca alimentar € prioritaria no que se refere aos
alimentos e é o principal atributo da Legislagdo. Para os aditivos, inclusive corantes,
este 0rgao segue as recomendacdes do JECFA (Joint FAO/ WHO Expert Committee ou
Food Additives — Comité Conjunto FAO/OMS de peritos em aditivos alimentares), um
organismo acessor técnico do Codex Alimentarius (ONU). Este comité é formado por
cientistas independentes selecionados pela competéncia e experiéncia, ndo remunerados
de diversas regides do mundo, que atuam em carater individual e ndo como
representantes de seus paises, e se renem anualmente desde 1955 (PRADO, 2003).

O JECFA avalia dados técnicos disponiveis (por industrias, via de regra), com a
finalidade de avaliar riscos e perigos potencialmente associados a qualquer aditivos.

Com base nesta avaliacdo, sdo definidas categorias de alimentos onde os
aditivos podem ou ndo ser usados e estabelecidos os limites de uso (IDA — Ingestéo
Diéria Aceitavel) (MACKINSKI, 1998; REYES; PRADO, 2001).

A IDA é a estimativa do JECFA da quantidade do aditivo, € expressa em mg/kg
de peso que pode ser ingerida diariamente por toda vida sem risco apreciavel a saide. O
peso do homem padrdo € considerado 60 kg e a idade s6 é levada em conta
indiretamente (associada ao peso do individuo). O estabelecimento da IDA permite
determinar o potencial toxico da substancia a partir de ensaios toxicoldgicos, identificar
efeitos adversos e garantira seguranca de exposi¢cdo humana, com base em evidencias
cientificas na época da avaliacdo. Portanto, a IDA pode mudar, dados os avancos tanto
em toxicologia quanto em ciéncia correlatas (REYES;PRADO.2001).

Outra atribuicdo é a especificacdo de identidade e pureza: todos os aditivos
contemplado pela norma devem ter grau alimenticio e atender as especificacdes (fisico-
quimicas) da comissdo do Codex ou na auséncia destas as especificacdes de organismos
nacionais ou internacionais responsaveis. Como exemplo temos o FCC (Food Chemical
Codex) mantido pela FDA norte-americana (RODRIGUES, 2008).

Para avaliacdo toxicologica, ndo existe um modelo dnico, mas sim
recomendacdes gerais de procedimentos. Os fatores que afetam sdo: toxicidade esperada
(pela estrutura quimica, niveis esperados de exposicdo para escolha das doses
apropriadas de teste), ocorréncia natural e uso em grupos de risco (gravidas, idosos e



criancas), 0 que pode exigir avaliagdes periddicas em grupos diferenciados
(RODRIGUES;,2008).
Para determinagdo da IDA utiliza-se a seguinte equagéo:

Onde: IDA= NOAEL/ FATOR

NOAEL: nivel de dose sem qualquer efeito adverso (mg/peso dia). E a maior
concentracdo de uma agente encontrada pelo estudo que ndo provoca qualquer alteracao
detectavel de: morfologia, capacidade funcional, crescimento, desenvolvimento, vida
média, etc.

FATOR: Normalmente, o JECFA adota Fator = 100 vezes mais sensivel que o
animal atestado e que existe uma diferenca maxima de sensibilidade entre as populacdes
humanas de cerca de 100 vezes.

A partir da IDA a ANVISA pode estimar a tolerancia — este € o nUmero que
consta na Legislacdo propriamente dita. A tolerancia é calculada por:

Tolerancia = (IDA X Peso) / (Fator alimento X 1,5 Kg)

Peso: peso médio do consumidor (60 k para o JECFA, 70 kg para FDA).

Fator alimento: % da dieta média diaria representada pelos alimentos em
questdo (todos aqueles que poderiam levar o aditivo).

1,5 kg: quantidade média de alimentos consumidos em um dia. Os corantes
artificiais tem limites bem restritos, entre 0,005 e 0,30 mg/kg de produto final para o
consumo, dependendo do tipo e aplicagdo. Dentre os corantes artificiais o amarelo
tartrazina tem sido alvo de reavaliagcdes técnicas, sem, contudo ter sido banido: Amarelo
de tartrazina (INS 102): A ANVISA recomenda que o rotulo especifique a frase “este
produto contém o corante amarelo de tartrazina” a fim de chamar atencdo dos
consumidores para este produto que pode causar reacOes alérgicas como: asma
brénquica e urticaria em individuos sensiveis.

2.3.2 Rotulagem

Normalmente quem é sensivel a tartrazina também é sensivel ao acido acetil
salicilico (AAS) (RODRIGUES, 2008; BRASIL, 2002).

Segundo o Decreto n® 50.040, de 24 de janeiro de 1961, dispunha de normas
técnicas que regulamentam os aditivos quimicos em alimentos, que foi modificado pelo
Decreto n° 691 de 13 de marco de 1962. Novamente a Legislacdo sofreu alteracdo por
conta do Decreto n° 55.871, de marco de 1965. Anos depois, em 1977, a Resolucao
CNNPA, n° 44 determinou condicdes gerais de elaboracdo, classificacao, apresentacéo,
designacdo, composicao e fatores essenciais de qualidade em corantes empregados na
producdo de alimentos e bebidas (BRASIL, 1977).

Para ter uma boa harmonia entre os paises membros do MERCOSUL foi criado
a Portaria GMC 50/98, que trata dos critérios para determinar os aditivos, suas funcoes e
os limites maximos, para qualquer categoria de alimentos (PRADO; GODOY, 2003).
Deve constar também no rotulo a tolerancia de apenas trés corantes na adicdo dos
alimentos (BRASIL, 1969).



A resolugdo vigente n° 389 de 09 de agosto de 1999 da ANVISA, séo
permitidos no Brasil 0 uso para alimentos e bebidas apenas 11 (onze) corantes artificiais
(ASBIA, 2001; BRASIL, 1999).

De acordo com o Decreto Lei n. 986/69, no capitulo 111 da rotulagem, através do
Artigo 13 que diz respeito a alimentos com corantes artificiais, informa que deve
constar no rotulo a frase: “colorido artificialmente”.

Nos Artigos 14, 15, 16 que diz respeito a Alimentos com aromas, deve constar as
seguintes informacgdes: Aromas naturais / idénticos aos naturais / artificiais. Quanto a
finalidade de uso no alimento das substancias é obrigatorio: definir, reforcar e conferir
aroma néo especifico.

Nos Artigos 17 e 18, definem rotulagem de aditivos (uso doméstico ou industrial )
mesmas exigéncias da resolu¢cdo RDC n°. 259/02.

No Artigo 21 deve declarar: denominagdes, designacdes, nomes geograficos,
simbolos, figuras, desenhos ou indica¢des que possibilitem interpretacdes e falsa, erro
ou confusdo quanto a origem, procedéncia, natureza, composicdo ou qualidade do
alimento, ou que lhe atribuam qualidades ou caracteristicas nutritivas superiores aquelas
que realmente possuem.

E especificado no Artigo 22 que ndo serdo permitidas na rotulagem quaisquer
indicacOes relativas a qualquer indicacOes relativas a qualidade do alimento que nao
sejam as estabelecidas pela legislacdo em vigor.

Resolucdo RDC n°. 259/2002 a Legislacdo harmonizada no MERCOSUL declara
que todo alimento que destaca a presenca ou auséncia de componentes que sejam
proprios de alimentos de igual natureza. Nos rotulos devem conter: denominagdo do
produto, lista de ingredientes, conteudo liquido, identificacdo da origem, instrucfes de
preparo, quando necessario, prazo de validade, lote.

No painel principal deve consta: A denominacdo de venda, qualidade, pureza ou
mistura, quando regulamenta, contetdo, jA& 0 uso da marca & opcional. InformacGes
obrigatodrias: Lista de ingredientes, precedida da expressao “ingredientes”: ou “ingr”. Os
ingredientes devem constar em ordem decrescente de preparacao.

Quanto ao uso de Aditivos: deve ser declarada a funcdo principal e nome

completo ou nimero INS, ou ambos. Listar os aditivos apds os ingredientes, declarar a
funcdo tecnoldgica, agrupar por funcdo e ordem decrescente de proporcdo. Listar
primeiro os ingredientes e colocar por ordem decrescente de proporcéo.
Identificacdo da origem. Indicar o nome (razdo social) do fabricante ou produtor ou
fracionar ou titular da marca, endereco completo, pais de origem e municipio e n.
registro. Deve ser utilizada uma das expressdes. “Fabricado em...” ou “Produto...” ou
“Industria...” Instrucdes de preparo.

Quando for dia e més o prazo de validade é de até 3 meses;

Quando for més e ano o prazo de validade é superior a 3 meses. Quando o

vencimento for em Dezembro, basta indicar o ano, com a expressao “fim de...(ano)”.

Lei n. 10.674, de 16/05/2003 sobre Produtos alimenticios devem conter nos
rotulos e materiais de divulgagdo a adverténcia, conforme o caso: “contém gliten, “Nao
contém gluten”

Resolucdo RDC n°. 340/2002. Os alimentos que contenha o corante tartrazina
(INS 102) na sua composicdo deve declarar na lista de ingredientes o nome desse
corante por extenso: “Tartrazina”.
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2.3.2.1 Lote

Resolugdo RDC n°. 259/2002. Identificacdo do lote: Codigo chave precedido
da letra “L”ou data de fabricacdo, embalagem ou de prazo de validade, sempre que
indique, pelo menos o dia que indique, pelo menos, o dia e 0 més ou 0 més e a ano (
nesta ordem).

2.3.2.2 Rotulagem nutricional
Informagdes adicionais - podem ser exigidas em RT especificos

e Resolugdes RDC n°. 360 e 359/2003, Legislacdo harmonizada no Mercosul.

Toda descricdo destinada a informar ao consumidor sobre as propriedades
nutricionais de um alimento. Compreende: Declaracdo de valor energético/nutrientes
Nutrientes de declaracdo obrigatoria: Valor energético (Kcal e KJ), Proteinas (g);
Gorduras totais (g); Gorduras saturadas (g); Gorduras trans (g); Fibras (g); S6dio (mg).

Nutrientes de declaragdo optativa: Vitaminas e minerais (>5% da IDR por
por¢éo); outros nutrientes.

Apresentacdo da Rotulagem Nutricional: Deve seguir os modelos estabelecidos,
a informacdo nutricional deve ser expressa por por¢do (ml/mg/l/g), medida caseira e 0
percentual de calor diario (% VD). Adicionalmente, pode ser expressa por 100g/ml.

ATabela 1 especifica os corantes que sdo permitidos pela legislacao.

Tabela 1. Corantes artificiais.

NOME CEE COR PREPARADO IDA
*SOLIDO  ( mg/kg produto)
PARA
REFRESCO
Amaranto E123 Magenta 0,005 0,50
Vermelho de eritrosina E127 Pink 0,001 0,10
Vermelho 40 E129 Vermelho 0,01 7,00
alaranjado
Ponceau 4R E124 Cereja 0,005 4,00
Amarelo crepasculo E110 Laranja 0,001 2,50
Amarelo tartrazina E102 Amarelo 0,001 7,50
liméo
Azul indigotina E132 Azul Royal 0,001 5,00
Azul brilhante E133 Azul turquesa 0,001 10,0
Azorrubina E122 Vermelho 0,005 4,00
\erde rapido E143 \erde mar 0,005 10,0
Azul patente V E131 Azul 0,005 15,0

Fonte: (BRASIL, 1999).

* Resolu¢do CNS/MS n° 4, de 24 de novembro de 1988.
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Esses corantes tém uso permitido como resultado da harmonizagédo da legislagéo
realizada entre os paises membros do Mercosul. A resolugdo GMC 52/98 trata dos
critérios e seus limites para seu consumo em alimentos. (BRASIL, 1998).

2.4 Preparados sdlidos para refresco

Os preparados solidos artificiais para refrescos, chamados popularmente como
po para refresco, estdo integrados no meio da populacdo no seu dia-a-dia, por sua facil
forma de preparacdo, também ao rendimento que este proporciona e ainda ao seu preco
no mercado, muito inferior, se comparado as bebidas prontas para 0 consumo como 0s
refrigerantes, por exemplo, deixando 0s mesmos mais acessiveis economicamente,
ainda mais para a populacdo de renda mais baixa (PONTES, 2003).

Sabe-se que as criangas € o principal alvo deste produto, como podemos
verificar nos comerciais da televisdo, usando temas e personagens infantis para fazer o
produto ser conhecido.

De acordo com a Legislagdo Brasileira, portaria n° 544, de novembro de 1998,
preparado solido para refresco é o produto a base de suco ou extrato vegetal de sua
origem e acUcares, podendo ser adicionado de edulcorantes hipocaldricos e ndo
caloricos, destinado a elaboracdo de bebidas para o consumo imediato pela adi¢do de
agua potavel. Ao refresco, preparado solido ou liquido para refrescos artificiais é vedado
o uso da denominag¢do “bebida de fruta e extrato vegetal”, em substituicdo a
denominagdo “refresco”. A bebida que contiver corante e aromatizante artificial em
conjunto ou separadamente, serd considerada colorida ou aromatizada artificialmente
(BRASIL, 1998).

Na formulacdo de preparados sdlidos para refresco, encontram-se as matérias
primas: acucar cristal, vitamina C, acidulante, polpa de fruta desidratada 1%,
aromatizante, regulador de acidez, antiumectante, corante inorganico, corante artificial e
estabilizante (SOUZA, 2007).

A producao de preparados solidos é feita da seguinte forma: materias primas sdo
guardadas de forma separadas em grandes recipientes, que através de dutos sdo levadas
separadamente ao misturador. Os dutos atraves de um programa de informatica
adicionam a quantidade certa de cada matéria prima no misturador. O p6 sai pronto do
misturador e cai diretamente na maquina de envase de embalagens primarias. A
méaquina corta a folha de embalagem em pequenos “sticks”, ensaca e solda as
embalagens (FABRI et al., 2004).

Os preparados em po para refresco apareceram em 1960, as embalagens eram
pequenas (6 g) para comercializacdo e o produto ndo era adocado. No fim da década de
70, para facilitar o preparo os refrescos comecaram a ser pré-adocados, com isso 0
aumento dos pacotes (120 g). No inicio da década de 80 passaram a ter a formulacéo
mista de aclUcar e adocante, permitindo uma reducdo no volume do produto (45 @)
(CALEGUER, 2005).

No fim da década de 90, com o sabor artificial bem notdrio, os refrescos em po
passaram a perder mercado para os refrigerantes precisando de inovagdes. Em 1999,
foram ganhando o mercado, com adicdo de polpa e/ou suco de fruta estampadas nas
embalagens dos principais fabricantes, melhorando o conceito do consumidor para esse
produto. Nos ultimos anos ganharam melhor aparéncia e passaram a ser oferecidos em
ponto de vendas sofisticados em lugar dos sucos naturais (CALEGUER, 2005).
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2.4.1 Classificacéo

De acordo com a portaria n° 544, de 16 de novembro de 1998 o Ministério da
Agricultura e Abastecimento, os preparados solidos para refresco séo classificados
como:

1. Preparado sélido para refresco ou bebida de (nome da fruta ou do
vegetal), o que contiver por base suco ou polpa da fruta desidratados,
extrato vegetal ou suco desidratado da parte do vegetal de sua origem;

2. Preparado solido para refresco ou bebida de (nome da fruta ou do
vegetal), sabor (nome da fruta ou do vegetal), o que contiver por base
suco ou polpa de fruta ou extrato vegetal ou suco desidratado de parte
dos vegetais e aroma, tendo predominéncia o sabor do aroma;

3. Preparado sélido para refresco misto ou bebida mista de (nome da (s));
ou do (s) vegetal (es), sabor de (nome da fruta ou do vegetal de origem),
0 que contiver por base dois ou mais sucos ou polpa de frutas
desidratados, ou extratos vegetais ou as suas misturas e do aroma, tendo
predominancia do sabor do aromatizante.

4. Preparado solido para refresco ou bebida de laranja ou laranjada, que
tiver suco ou polpa de laranja desidratada;

5. Preparado solido para refresco ou bebida de limdo ou limonada, o que
contiver por base suco ou polpa de liméo desidratado;

6. Preparado sdlido para refresco ou bebida de guarana, o que contiver por
base suco ou semente de guarana ou extrato de guarana;

7. Preparado solido para refresco ou bebida de cola, o que contiver por base
de nos de cola ou extrato de nds de cola;

8. Preparado solido para refresco artificial terd sua denominagdo seguida da
palavra “artificial”,e da expressdo “sabor de...” acrescida do nome da
matéria prima substituida.

De acordo com o Ministério da Agricultura e Pecuaria — MAPA o Brasil tem
cerca de sete estabelecimentos registrados, sendo que ha 94 tipos de produtos
registrados como Preparado solido para refresco (BRASIL, 1998).

Como os pregos sdo baixos e esse produtos mais baratos que as bebidas nédo
alcoodlicas sdo mais usadas. Também sdo mais faceis de serem transportados pela sua
praticidade, sendo as mulheres que mais compram os refrescos em pd, levando o
produto para o consumo da familia durante as principais refeicdes nos horarios dos
lanches (CALEGUER, 2005).

Apresenta também uma melhor padronizacdo do produto final, ficando
disponivel o ano inteiro, o que ndo pode acontecer com a fruta in natura. A adicdo de
polpa de fruta ao preparado sélido ndo é suficiente para conferir o sabor forte, apenas
dar um direcionamento ao sabor que vem com a adi¢do de aromas (SOUSA, 2007).

2.5 Caracteristicas dos corantes alimenticios: amarelo tartrazina e amarelo
crepusculo.

Os corantes sintéticos podem ser classificados de acordo com sua estrutura
quimica, podendo ser do tipo azo, triarilmetano, finilmetano, xantana, quinolina,
antraquinona ou fenol. Dentre eles, um dos grupos mais importantes, e extensivamente
usado na industria alimenticia sdo 0s corantes que apresentam O grupo azo, ou Seja,
ligagBes do tipo —~N=N- (ANTUNES; ARAUJO, 2000).
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Fisicamente, os corantes sdo compostos quimicos que absorvem na regido
UV/VIS. Esta caracteristica é decorrente das suas estruturas quimicas conterem grupos
croméforos que sdo tipicamente representados por estruturas aromaticas ou quinénicas
unidos a grupos carbonilicos por ligacGes duplas, grupos azo ou grupos nitro, grupos
hidroxilicos ou grupos amino que podem aumentar a intensidade de absorcéo especifica
para um determinado corante (GIOVINE; BOCCA, 2003).

2.5.1 Amarelo tartrazina

A estrutura quimica do corante amarelo tartrazina trata-se de um corante azo
constituido essencialmente por 5-hidroxi-1-(4-sulfonatofenil)-4-(4-sulfonatofenila 30)-
H-pirazolo-3-carboxilato-trissdico (MM=-534, 37 g mol™), no qual sdo autorizados
também os sais de calcio e potassio. Como principais componentes ndao corados é
possivel encontrar cloreto de sédio e/ou sulfato de sddio na sua composicao, no entanto
0 teor de materiais corantes totais ndo deve ser inferior a 85% (DIRETIVA 95/45/CE,
1995).

O corante AT apresenta alta solubilidade em meio aquoso, podendo ser
identificado e quantificado por espectrofotometria UV-VIS, cujo maximo de absorcao
localiza-se no comprimento de onda maximo a 426nm ( solu¢Ges aquosas em pH 7 )
(DIRETIVA 95/45/CE, 1995).

A sua estabilidade é excelente a luz, calor e &cido, descolore em presenca de
acido ascorbico e SO,. Dentre 0s corantes azo, a tartrazina tem despertado a maior
atencdo dos toxologistas e alergistas (DOWNHAM; COLLINS, 2000), sendo
responsavel por varias reacdes adversas, causando desde urticaria até asma.

Estima-se que a cada 10 mil pessoas, uma apresenta reacdes a esse corante
(BERDICK, 1982). Provavelmente, de 8 a 20% dos consumidores sensiveis a aspirina,
sdo também sensiveis a tartrazina. Porém, € um do corantes mais empregado em
alimentos e é permitido em muitos paises, como Canada, Estados Unidos e Unido
Europeia (BERDICK, 1982).

2.5.2 Amarelo crepusculo

O corante amarelo crepusculo € também é um corante do tipo azo constituido
basicamente por 2-hidroxi-1-(4-sulfonatofenilazo) naftaleno-6-sulfonato de sodico
(MM=452,37g mol™), no qual sdo autorizados os sais de calcio e potassio. Como
principais componentes ndo corados é possivel encontrar cloreto de sodio ou sulfato de
sodio na sua composicdo, no entanto, o teor de matérias corantes totais ndo deve ser
inferior a 85% (DIRETIVA 95/45/CE, 1995). O corante AC apresenta alta solubilidade
em meio aquoso podendo ser identificado e quantificado por espectrofotometria UV-
VIS, cujo o maximo de absorcdo localiza-se no comprimento de onda préximo a 485
nm (solucdes aquosas pH 7 ) (DIRETIVA 95/45/CE,1995).

Em um estudo realizado por Del Giovine e Bocca (2003), o corante amarelo
crepusculo foi determinado via eletroforese capilar em amostras de sorvete. Este corante
estd presente em amostras de refrigerantes e sucos concentrados de limdo e laranja
(DOMINGUES et al., 1990). Com relacdo a seus efeitos na saude humana, estudos
indicam que ele pode causar reacdes alérgicas, urticaria, vomitos e até broncoconstricdo
quando associado ao corante amaranto (QUEIJA et al., 2001).

Ele apresenta boa estabilidade na presenca de luz, calor e acido, mas descolore-
se quando em presenca de acido ascorbico e SO, Estados Unidos, Japdo, paises da
Unido Européia permitem seu emprego em alguns produtos especificos e numa
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concentracdo de 300 ppm (partes por milh&o). Na Inglaterra seu uso é restrito por tempo
determinado, nos paises da EU (Unido Européia) e no Japdo seu uso é permitido, mas
foi voluntariamente retirado pelas indUstrias japonesas. Isso acontece, porque Sao
poucos 0s estudos relevantes a sua toxidade (PRADO; GODOY, 2003).

2.6 Métodos de andlise para corantes artificiais

O controle de qualidade e/ou toxicolégico dos corantes tem sido usualmente
realizados pelos métodos cromatograficos ou espectrométrico (KAPOR et al., 2001),
mas existem outros métodos menos usuais que podem ser utilizados como: métodos
cromatograficos, eletroforese capilar e varias combinacdes de técnicas, métodos, elétron
analiticos (Voltametria e Polarografia) e métodos espectrofotométricos (VIDOTT et al.,
2006).

Em relacdo aos métodos cromatogréficos, caracteriza-se com alto custo e
envolvimento de varias etapas de extracdo dificultando a obtencdo de uma analise
rapida. J& o método espectrofotométrico é mais acessivel, pois sdo de baixo custo sendo
de técnica simples, mesmo apresentando limitada seletividade (SANTOS; NAGATA,
2004).

A deficiéncia de seletividade do método espectrofotomeétrico decorrente das
interferéncias espectrais que resultam em faixas de absorcdo amplamente sobrepostas
(PERALTA et al., 1998), pode ser contornada com a utilizagdo de métodos de calibragéo
multivariada através da obtencdo de um modelo matematico (BEEBE; KOWALSKI,
1987). Com esse modelo descreve-se a relagédo entre as respostas (absorbancias) e todas
as concentracfes dos componentes das amostras (corantes) minimizando custo e tempo
da andlise (SANTOS; NAGATA, 2004; SANTQOS, 2005).

N&o é possivel fazer a identificacdo direta dos corantes contidos nos géneros
alimenticios, por isso devem ser extraidos, purificados e concentrados antes da
identificacdo, existindo inimeros métodos para extracéo desses corantes (TAKAHASHI
et al., 1988).

2.6.1 Cromatografia em camada delgada

Ha outros métodos que se baseiam na extracdo dos corantes por solventes
organicos, como alcool iso-amilico, éter de petréleo, alcool benzilico, a metil ciclo
hexanona e a quinoleina (CHO et al.,, 1995), sequida de separacdo de mistura de
corantes utilizando a cromatografia de camada delgada (CCD) com fase estacionaria de
alumina. Entretanto, o uso desse solventes como extratores ndo apresentou resultados
muitos satisfatdrios, embora a alumina permitisse uma boa separacdo das estruturas de
interesse (BIZZOZERO, MICHELLLI, 1996). Métodos empregando a CCD (cromatografia
de camada delgada) para a quantificacdo de corantes artificiais em bebidas alcodlicas
ndo alcodlicas apresentaram bons resultados em termos quantitativos (CSERHATI,
1998).

A cromatografia em camada delgada é uma técnica de adsorcéo liquido-solido. A
separacdo se da pela diferenca de afinidade dos componentes de uma mistura pela fase
estacionaria. Sendo um método simples, rapido, visual e econémico a CCD ¢ a técnica
predominantemente escolhida para 0 acompanhamento de reacBes organicas utilizada
também para a purificacdo de substancias e para identificacdo de fracGes coletadas em
cromatografia liquida classica (COLLINS et al., 1999).
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2.6.2 Método por espectrofotometria
2.6.2.1 Espectrometria UV-VIS

Um feixe de luz branca, quando incide sobre uma superficie contendo uma
espécie molecular que absorve luz, a radiacdo resultante emergente sera detectavel pelos

olhos, como uma cor complementar da radiacdo absorvida (SKOOG, 2002). De acordo
com a ilustragdo na Figura 7.

ABSORVE
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Figura 7. Radiacao absorvente e a cor complementar (FREITAS, 2006).

As cores e seus complementos e respectivos intervalos de comprimento de onda,
encontram-se na Figura 8.

INTERVALO APROXIMADO DE A (nm) COR ABSORVIDA COR COMPLEMENTAR
400 - 465 Violeta Verde-amarelado
465 ~ 482 Azul Amarelo
482 -~ 487 Azul-esverdeado Alaranjado
487 - 493 Azul turquesa P Vermelho-alaranjado =
493 - 498 Verde-azulado i Vermelho
498 ~ 530 Verde P Vermelho-purpura
530 - 559 Verde-amarelado Purpura-avermelhado
559 - 571 amarelo-verde Purpura
671 -~ 676 Amarelo-esverdeado Violeta
6576 ~ 680 Amarelo Azul
580 - 587 Laranja-amarelado Azul
587 - 597 Alaranjado Azul-esverdeado
597 ~ 617 Laranja-avermelhado B Azul-turquesa
617 - 780 vermelho - Azul-turquesa

Figura 8. Os intervalos de comprimentos de onda (), radia¢Ges absorvidas e cores
complementares (FREITAS, 2006).

A espectrometria molecular na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis) € uma técnica
analitica que vem sendo empregada ha mais de 50 anos para a identificacdo e
determinacdo quantitativa de muitas espécies moleculares inorganicas, organicas e
bioguimicas em diferentes tipos de materiais (SKOOK, 2006).

Esta técnica é baseada no fenbmeno produzido pelas medidas de absorcao
moleculares em solucdo que sofrem transicBes eletrdnicas por ocasido de absorcdo de
energia quantizada na regido UV-Vis. Uma relacdo quantitativa entre o fenémeno de
absorcdo e o numero de espécies moleculares que sofre absorcdo € dada pela lei de
Lambert-Beer (HARRIS, 2005).
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2.6.2.2 Lei de Lambert-Beer

Quando um feixe de radiagdo monocromatica atravessa uma solucdo que contém
uma espécie absorvente, uma parte da energia radiante € absorvida e a outra é
transmitida (SKOOG, 2005). A razdo da poténcia radiante (energia do feixe/segundo) do
feixe transmitido, P, pela poténcia radiante do feixe incidente, Py, é conhecida como
Transmitancia (T), descrito na Figura 9.

5 SOLUGCAO
PARTE E ABSORVIDAN] ABsORVENTE

/) R
Q’ FRIXE INCIDENTE

FEIXE DE RADIACAO
MONOCROMATICA

PARTE E TRANSMITIDA

P

FEIXE TRANSMITIDO

b

Figura 9. Poténcia da radiacdo emergente (Po) e transmitida (P) apds passar por uma
cubeta contendo uma solugéo absorvente (FREITAS, 2006).

Assim a transmitancia é dada pela Equacdo 1;
T=P/P, (1)

O logaritmo decimal do inverso da transmitancia é denominado de absorbancia e
é determinada pela Equacéo 2;

A=log 1/T =-log T = Log Po/P (2

A lei que estabelece uma relacdo entre a absorbancia ou transmitancia com a
concentracdo de uma espécie absorvente quando um feixe de radiagdo monocromatica
atravessa um recipiente (ndo absorvente) contendo a espécie absorvente é conhecida
como Lei de Lambert-Beer ou simplesmente Lei de Beer (LYKQOS, 1992), cuja equacgéo
matematica dessa lei é dada pela Equacao 3;

A= - log T= Log Po/P = abc (3)

Onde a é uma constante denominada de absortividade (quando a concentracdo é
expressa em gramas por litro) e b é o comprimento do caminho 6ptico que a radiacédo
monocromatica atravessa a solugdo contendo a espécie absorvente (Figura 10).

Quando a concentracdo da espécie absorvente € expressa em moles por litro, a
absortividade é chamada de absortividade molar, €, e a Lei de Beer pode ser escrita pela
Equacéo 4;

A= ebc 4)

A absortividade é expressa em unidades litro mol * c¢cm ™, é uma constante

caracteristica de uma espécie absorvente em um meio, a um determinado y. A
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sensibilidade de um método espectrométrico é governada pela absortividade molar da
espécie absorvente (FREITAS, 2006).

Espectro de absorcdo, em geral, é denominado, a curva obtida quando a
absorbancia de uma espécie absorvente é tracada em funcdo do comprimento de onda da
espécie absorvente como mostra a Figura 10.

Absorbancia

.15 / -

0.10 ~ el y S~
R ,,";

0.06 - 7

0,00 -

v T v T v T v T v T v T v T v
250 300 aso 400 450 500 560 G000 a650

Comprimento de Onda (nm)

Figura 10. Espectro de absor¢do UV-VIS do corante orgéanico-sintético vermelho n° 40
(FREITAS, 2006).

Este método representa a razdo da variacdo da observancia com o cumprimento
m " n.
de onda. A diferenciacdo da Lei de Lambert-Beer (ddf .= eb (d—]) demonstra que

dma,

os derivados s@o sempre proporcionais as do analitico, sendo as aplicaveis analiticas
baseadas nesta relacdo (VIDOTTI et al., 2006).

Sabe-se que os metodos cromatogréaficos caracteriza-se pelo alto custo e envolve
varias etapas de extracdo dificultando a obtencdo de uma analise rapida, porém os
métodos espectrofotomeétricos, embora mas acessiveis apresentam uma seletividade
limitada (SANTOS; NAGATA, 2004).

Quando houver uma dependéncia das propriedades que descrevem cada matriz
usa-se a base de calibracdo multivariada, estabelendo uma relacdo entre duas matrizes
ou blocos de dados quimicos.

A espectrometria de absorcdo molecular nas regibes espectrais do
ultravioleta/visivel (UV-Vis) é utilizada para a determinacdo gquantitativa de substancias
organicas. Esta se baseia na medida de transmitancia ou absorbancia de solucbes
contidas em células transparentes e a concentracdo do analito estd relacionada
linearmente com a absorbancia, de acordo com a lei de Beer (HOLLER et al., 2009).

O espectro eletromagnético do UV/VIS é o intervalo que contém todas as
radiacdes eletromagnéticas com frequéncias e comprimentos de onda que variam desde
o infravermelho, passando pela radiacdo visivel até a regido ultravioleta. A radiacdo
infravermelha compreende comprimentos de onda superiores a 770 nm. O comprimento
de onda da radiacdo ultravioleta e visivel estd compreendida entre 200-900 nm
(HOLLER et al., 2009).

2.6.2.3 Espectrofotometria derivativa

Os métodos espectrofotométricos sdo comumente utilizados pela simplicidade
do procedimento, rapidez, economia das analises e maior disponibilidade da
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instrumentacdo quando comparadas a meétodos como cromatografia e eletroforese
(ROJAS; OJEDA, 2009).

O tratamento dos dados espectrofotométricos tem como objetivo extrair o
maximo de informagdes do espectro. A melhor técnic para esse fim é a derivacdo da
curva espectrofotométrica de absorbancias versus comprimento de onda. Esses gréficos
mostram detalhes espectrais que ndo sdo vistos em um espectro normal (ROJAS;
OJEDA, 2009). A espectrofotometria derivativa tem sido aplicada nas analises de varios
produtos (MARKOVIK et al., 2010).

Os métodos baseados no uso da espectrofotometria derivativa tem apresentado
resultados satisfatorios na determinacéo de misturas de corantes em alimentos (ROJAS;
OJEDA, 2009).

A espectrofotometria derivativa €, atualmente, uma ferramenta analitica
adicional que auxilia na reducdo de diversos problemas analiticos. A derivatizacdo dos
espectros pertmite separar sinais sobrepostos e eliminar “background” causado pela
presenca de outras especies na amostra (BENAMOR, AGUERSSIF, 2008). Portanto,
torna-se desnecessaria uma etapa preliminar de separacdo das especies a serem
determinadas, simplificando o procedimento analitico e aumentando a velocidade
analitica (ROCHA, 2007; VIDOTTI; ROLEMBERG, 2006).

Existe um problema analitico classico, é a determinagdo simultanea de dois ou
mais componentes na mesma amostra, ndo ocorrendo Separagdo prévia. A
espectrofotometria derivativa na regido UV-VIS, é uma tecnica que visa eliminar
interferentes de forma bastante eficiente para uma determinacdo simultanea,
melhorando a resolugdo dos espectros com sinais sobrepostos eliminando interferéncias
de outros componentes presentes na amostra (MARKOVIK et al., 2010; BENAMOR,
AGUERSSIF, 2008; RANGNO et al., 2006).

A espectrofotometria derivativa tem sido amplamente aplicada na analise de
varios produtos, inclusve os corantes artificiais (MARKOIK et al., 2010; DINC, 2007,
KAPOOR, KHANDAVILLI, PANCHAGNULA, 2006; GARCIA et al; 2005; LASTRA
et al., 2003).

Trabalhos mais recentes utilizam a espectrofotometria derivada para
determinacdo de corantes artificiais e de farmacos, eliminando interferéncia de outros
corantes e farmacos presentes, produtos de degradacdo e excipientes das formulacdes
(DINGC et al, 2007; RANGNO et al; 2006; KAPOOR, KHANDAVILLI,
PANCHAGNULA, 2006).

2.6.2.4 Analise de mistura de cromoforos

Cada cromoforo tem um espectro de absor¢do caracteristico. Se na solucdo da
amostra existe mais que um croméforo, e sabendo-se que os espectros de absor¢do
desses cromdforos vao sobrepor-se numa dada extensdo de comprimento, entdo, a
analise dessa amostra, em apenas um comprimento de onda, quando se escolhe um Amsx,
vai corresponder a um dos cromoforos e 0s outros provavelmente ndo estardo regido da
absorbancia maxima. Isso a vai levar a uma imprecisdo na medida, ja que absorbancia
nesse comprimento de nada corresponde ao cromoforo em questdo mais a absorbancia
dos outros em solucdo (SKOOG, 1995).

Por isso, normalmente, 0S Amsx dos cromoforos da mistura sdo os escolhidos para
se efetuar as medidas (CHRISTIAM, 1994).

Tomando-se como exemplo uma mistura de cromoforos, tem-se a Figura a seguir
que apresenta 0S Amsx (Simbolo) de dois croméforos denominados X e Y.
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Figura 11. Espectro de absorcdo (CHRISTIAN, 1994).

Temos, entdo, que a absorbancia total medida no Amx & do croméforo x é igual &
soma das absorbancias de x e y nesse comprimento de onda, assim como, a absorbancia
total medida no Amsx,do croméforo (SKOOG, 1995).

Denominando-se 0 Amax, de Aq €A 2, onde:

Alh) = AdM) + 0 AYM)
Alh) = Adr) + A

Aplicando-se a Lei de Beer (A=¢bc), nas equacdes anteriores tem-se que:
Ac=exb.cie A= bcy,

Ent&o, substituindo-se Ay e Ay.
At(}\,l) = Sx(}\,l).b.CX + Sy(}\,l).b.Cy

At(u) = Sx(xz).b.Cx + Sy(m).b.Cy

As duas equacgdes acima constituem um sistema de duas equacbes com duas
incégnitas que, uma vez sendo resolvidas, permitem que se saiba as concentracdes dos
componentes X e y na solucdo analisada.

2.7 Meétodo por CLAE (Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia)

O uso desse método se faz necessario quando ndo é possivel ou ndo se obtem
separacBes por cromatografia em papel e por camada delgada (PUTTERMANS et al.,
1982; SINGH, 1982), ou para compara-lo com outros métodos e até mesmo obter
resultados mais criteriosos (BEAUDOUNG, 1995). O uso da CLAE tem apresentado
resultados bastantes satisfatorios, gracas a seu alto poder de separacdo e também por
detectar limites muito baixos (1 a 5 ppm) sendo recuperaveis na ordem de 95%
(GOLDBER, 1982). O tempo de analise é bem mais curto em relacdo aos observados
em outras técnicas tradicionais tem aumentado a aplicagdo para separar e identificar os
corantes artificiais (MARMION, 1991).
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Prado e Godoy (2007), determinaram simultaneamente corantes permitidos no
Brasil em vérios tipos de alimentos, através de uma metodologia utilizando a CLAE. Os
autores escolheram guloseimas e cerais matinais coloridos para as analises por serem
produtos consumidos especialmente pela populagdo infantil e por apresentarem corantes
artificiais em sua composicéo.

Topuz et al., (2005) realizaram a determinagdo simultdnea de quatro tipos de
pesticidas em sucos de frutas utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (do
inglés: Higth Performance Liquid Chromatography — HPLC) com deteccdo
espectofométrica por arranjos de fododiodos na regido ultravioleta de 220 a 260 nm. As
curvas de calibracdo obtidas apresentaram uma boa linearidade com coeficiente de
correlacdo de cerca de 0,9988. Os limites de deteccdo para o pesticidas ficaram na faixa
de 0,5 a 1,0 pg/kg. Os resultados mostraram que as amostras de sucos analisadas ndo
continham nenhum residuo de pesticida detectado.

Prado e Godoy (2004) determinaram corantes em pds para gelatina utilizando a
CLAE. A escolha desse alimento para as analises deve-se ao fato de ser um produto
amplo e habitualmente consumido, principalmente pela populagéo infantil e por ser um
produto onde os corantes artificiais s@o tradicionalmente empregados em sua
COmposicao.

Prado et al., (2003), realizaram uma triagem com cromatografia em papel e
depois utilizaram uma nova metodologia desenvolvida por Prado e Godoy (1998),
empregando a CLAE para determinacdo qualitativa e quantitativa de possiveis corantes
artificiais presentes em chas aromatizados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Matéria prima

Foram utilizados para o experimento preparados sélidos para refresco, com 1%
de polpa de fruta desidratada, nos sabores abacaxi, acerola, caja, caju, manga, laranja e
graviola, de 6 marcas comerciais distintas, sendo doze amostras de mesmo lote. As
amostras foram adquiridas em supermercados localizados em Sdo Luis-MA e
armazenados sob temperatura ambiente.

3.2 Padroes de corante artificiais

Os padrdes utilizados neste estudo foram o corante Amarelo Tartrazina e
Amarelo Crepusculo, ambos fornecidos pelo Laboratério de alimentos do Instituto
Federal de Educacdo do Maranhdo, Campus Monte Castelo.

3.3 Determinacéo do espectro de absorcédo
3.3.1 Amarelo tartrazina

Preparou-se uma solugdo com concentracédo de 8,08 pg/ml de amarelo tartrazina.
A partir desta solucdo determinou-se o espectro de absorcdo, utilizando-se um
espectrofotometro (2000 UV, Nova Instrumentos), com cubeta de vidro de 1 cm de
aresta. A faixa de leitura foi de 350 a 500 nm, com resolucdo de 2nm. Atraves do
espectro foi possivel determinar o comprimento de onda de méaxima absorcdo do
corante.

3.3.2 Amarelo crepusculo

Preparou-se uma solucdo com concentracdo de 7,94 pg/ml de amarelo
crepusculo. A partir desta solucdo determinou-se o espectro de absorc¢do, utilizando-se
um espectrofotémetro (2000 UV, Nova Instrumentos), com cubeta de vidro de 1 cm de
aresta. A faixa de leitura foi de 260 a 544 nm, com resolucdo de 2 nm. Através do
espectro foi possivel determinar o comprimento de onda de méaxima absorcdo do
corante.

3.4 Determinacao da absortividade especifica
3.4.1 Amarelo tartrazina

Pesou-se 0,2020 g do corante amarelo tartrazina (padréo) e avolumou-se em 500
ml de agua destilada. A partir desta solucdo foram feitas diluicdes sucessivas. As
concentragbes obtidas encontram-se na Tabela 2. Essas concentracdes foram
selecionadas, depois de varios testes feito em laboratério, de acordo com os trabalhos de
Mastroeni, Gern (2008), Zeraik, Yarinake (2008).

Realizou-se a leitura das absorbancias de cada uma das diluicdes preparadas nos
comprimentos de ondas maximo do corante amarelo tartrazina bem como do amarelo
crepasculo. A partir desses dados foram construidas as curvas de calibracdo para o
corante amarelo tartrazina, em ambos 0s comprimentos de ondas lidos, a fim de
determinar as absortividades especificas correspondentes.
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Tabela 2 - Dilui¢bes do corante Amarelo Tartrazina utilizado.

Diluigdes Concentracéo (pug/ml)
Cl 2,02
C2 4,04
C3 8,08
C4 10,1
C5 16,16
C6 20,2
Cr 40,4

3.4.2 Amarelo crepusculo

Pesou-se 0,0397g do corante amarelo crepusculo (padréo) e avolumou-se em 250
ml de agua destilada. A partir desta solucdo foram feitas diluicbes sucessivas. As
concentracdes obtidas encontram-se na Tabela 3.

Realizou-se a leitura das absorbéancias de cada uma das diluicdes preparadas nos
comprimentos de ondas maximo do corante amarelo crepusculo bem como do amarelo
tartrazina. A partir desses dados foram construidas as curvas de calibracdo para o
corante amarelo crepdsculo, em ambos os comprimentos de ondas lidos, a fim de
determinar as absortividades especificas correspondentes.

Tabela 3. Dilui¢des do corante Amarelo Crepusculo.

Diluicdes Concentracéo (ug/ml)
Cl 1,588
C2 2,382
C3 4,764
C4 6,352
C5 7,94
C6 9,528
C7 15,88

3.5 Determinacao da mistura de cromoforos pelo método classico

Pesou-se 0,05g do corante amarelo tartrazina, avolumou-se em 250ml de agua
destilada chegando a uma concentracdo de 202 pg/ml.

Pesou-se 0,04g do corante amarelo crepusculo, avolumou-se em 250ml de agua
destilada chegando a uma concentracéo de 202 pg/ml.

A partir destas solugbes foram preparadas diluicdes das misturas desses corantes
de acordo com a Tabela 4. Essas concentracGes foram encontradas tomando por base 0s

23



trabalhos de acordo com os trabalhos de Mastroeni;Gern (2008), Zeraik,;Arinake
(2008).

Tabela 4. Solug¢Ges de mistura dos corantes.

Concentracéao de Concentracéo de
Diluicdes amarelo crepusculo amarelo tartrazina
(ng/ml) (ng/ml)
Cl 1,6 2,02
C2 8 2,02
C3 16 2,02
C4 1,6 6,06
C5 8 6,06
C6 16 6,06
C7 1,6 20,2
C8 8 20,2
C9 16 20,2

Realizou-se a leitura das absorbancias de cada uma das solucdes preparadas nos
comprimentos de ondas maximo do corante amarelo crepusculo bem como do corante
amarelo tartrazina a fim de se verificar a precisdo da técnica de mistura de cromoforos.

3.6 Determinacéo da curva de calibracédo atraves do método derivativo

Com as solucdes preparadas no item 3.5 Tabela 4 foram obtidas os espectros de
absorcdo para cada uma das dilui¢bes, tanto para o corante amarelo crepusculo quanto
para o corante amarelo tartazina. A resolucao da leitura foi de 2nm.

Com os dados obtidos foi determinado o espectro derivativo de primeira ordem
das solugdes padroes dos corantes. Foi utilizado uma variagdo (AA) de 10 nm. Para a
obtencdo da funcdo derivativa foi determinada a variacdo da absorbancia entre dois
valores adjacentes de absorbancia e dividido pela variacdo do comprimento de onda de
leitura de cada valor de absorbancia.

3.7 Determinacdo da concentracdo de uma mistura de cromdéforos pelo método
derivativo.

Foram utilizadas as solucGes que foram preparadas no item 3.5, Tabela 4,
contendo mistura dos corantes amarelo creplsculo e amarelo tartrazina, com
concentracdes conhecidas. Determinou-se 0s espectros de absor¢do para cada uma das
diluicBes. A resolucdo da leitura foi de 2 nm. Com os dados obtidos foi determinado o
espectro derivativo de primeira ordem das solucbes padrdes dos corantes. Foi utilizado
uma varia¢ao (AA) de 10 nm. Para a obtencdo da funcdo derivativa foi determinada a
variacdo da absorbancia entre dois valores adjacentes de absorbancia e dividido pela
variacdo do comprimento de onda de leitura de cada valor de absorbancia.

3.8 Determinacdo da concentracdo de amarelo tartrazina e amarelo crepusculo em
preparados sélidos.
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3.8.1 Método classico

Pesou-se 1,50 g de amostras de preparado solido de sucos e diluiu-se para um
baldo de 250 ml. Foram analisadas amostras de 6 marcas diferentes de acordo com o
Quadrol.

Realizou-se a leitura das absorbancias de cada uma das solucgdes preparadas nos
comprimentos de ondas méximo do corante amarelo crepdsculo bem como do corante
amarelo tartrazina a fim de se determinar a concentragdo desses corantes nas amostras.

Quadro 1. Amostras de preparados solidos analisadas.

SABOR MARCA

Abacaxi
Caja
Caju A

Laranja
Caja

Laranja

Manga

Laranja

Abacaxi

Acerola
Caja

Graviola

Ml m (OO @

3.8.2 Método derivativo

Pesou-se 1,50g de amostras de preparado sélido de sucos e diluiu-se para um
baldo de 250ml. Foram analisadas amostras de 6 marcas diferentes de acordo com o
Quadrol.

Determinou-se 0s espectros de absorcdo para cada uma das solugbes com as
amostras preparadas. A resolucdo da leitura foi de 2nm. Com os dados obtidos foi
determinado o espectro derivativo de primeira ordem das solugdes padrdes dos corantes.
Foi utilizado uma variagdo (AL) de 10nm. Para a obtencdo da funcdo derivativa foi
determinada a variacdo da absorbancia entre dois valores adjacentes de absorbancia e
dividido pela variacdo do comprimento de onda de leitura de cada valor de absorbancia.

A partir das curvas de calibracdo determinadas no item 3.6, determinou-se a
concentracdo dos corantes amarelo tartrazina e amarelo crepusculo nas amostras.

3.8.3 Calculo da recuperacao
Os resultados da recuperacdo, de acordo com a tabela 8, dos corantes frente as
solucdes padrdo preparada na divisdo C; apresentou a maior diferenca entre a solucdo

determinada e da solucdo preparada, isso se deve ao fato da solucdo C; ser a mais
diluida entre todas as outras.
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3.9 Verificacao da rotulagem

Foi feita a verificagdo das informac@es contidas nos rétulos das embalagens dos
produtos analisados, que estdo descritos no Quadro 1, a fim de comparar com as
legislacOes vigentes, sendo estas: Decreto Lei n°® 986/69, cap.lll, Art. 13 a 18, 21 e 22;
RDC n° 259/2002; Lei n° 10.674, 16/05/2003; RDC 340/2002 e RCD 360/2003 e RDC
359/2003 , se 0s mesmos encontram-se dentro dos parametros de normalidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo do espectro de absorgao

A Figura 12 apresenta o espectro de absorcdo do corante amarelo tartrazina.
Pode-se observar que o comprimento de onda de 407nm corresponde a intensidade
maxima de absorcdo dessa substancia. Santos et al., (2010) encontraram um valor de
absorcdo maxima de 402 nm, proximo ao observado nesse trabalho.

0,40 -
0,35 407nm

0,30

Absorbancia
o o
N N
o (3]

o
=
3

0,10 -

0,05 1

0,00 —) T T T T T T T T T T T T T T T T T T —— )
280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510

Comprimento de onda (nm)

Figura 12. Espectro de absorcéo do corante amarelo tartrazina.

Na Figura 13 observa-se 0 espectro de absorcdo do corante amarelo crepudsculo.
O comprimento de onda encontrado que corresponde a intensidade maxima de absor¢éo
dessa substancia foi 463 nm. Santos et al., (2010) encontraram um valor de absor¢édo
méaxima de 460 nm, proximo ao observado nesse trabalho.

Os comprimentos de ondas de intensidade maxima encontrada (Amsx) Seréo
utilizados nas andlises quantitativas posteriores. A utilizacdo desses valores garantira a
melhor sensibilidade dos resultados, de forma a se distinguir entre duas concentracfes
proximas, dando melhor resposta as amostras muito diluidas.
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Figura 13. Espectro de absorcéo do corante amarelo crepusculo.

4.2 Determinacgéo da absortividade especifica

As absortividades especificas encontradas (g) serdo utilizadas nas andlises
quantitativas posteriores.

4.2.1 Amarelo tartrazina

Através das leituras das absorbancias das solucdes apresentadas na Tabela 2
determinou a curva de calibracdo do corante tartrazina para 0os comprimentos de onda
407 nm e 463 nm, Figuras 14 e 15, respectivamente.

0.9
0.8
0.7 e
o . yv=004107x
o R==0.99933
0.4 .
0.3
0.2
0.1 [

0

0 5 10 15 20 a3

Absorbancia

Concentracao (pg/ml)

Figura 14. Curva de calibracdo do corante amarelo tartrazina a 407 nm.
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Figura 15. Curva de calibracdo do corante Amarelo Tartrazina a 463 nm.

Os coeficientes angulares das curvas de calibracdo representam as absortividades
especificas do corante amarelo tartrazina, uma vez que o caminho Gtico representado
pelo didmetro da cubeta é de 1 cm. Na Tabela 5 tém-se os valores obtidos para os
coeficientes de absortividade nos comprimentos de onda de 407 nm e 463 nm.

Tabela 5. Absortividades especificas do corante amarelo tartrazina.

€ 2

A (nm) (ml/pg.cm) R
407 0,04107 0,9993
463 0,01304 0,9963

As correlacdes das curvas de calibracdo (R?) demonstram que os valores
experimentais obtidos apresentaram linearidade.

4.2.2 Amarelo crepusculo

Através das leituras das absorbancias das solugcbes apresentadas na Tabela 4
determinou a curva de calibracdo do corante amarelo crepusculo para 0s comprimentos
de onde de 463 nm e 407 nm, Figuras 16 e 17, respectivamente.

Determinaram-se as absortividades especificas do corante através dos
coeficientes angulares obtidos nas curvas de calibracdo. Na Tabela 6, apresenta o0s
valores obtidos para os coeficientes de absortividade nos comprimentos de onda de 407
nm e 463 nm.
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Figura 16. Curva de calibracdo do corante amarelo crepusculo a 463 nm.
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Figura 17. Curva de calibracdo do corante amarelo creplsculo a 407 nm.

Tabela 6. Absortividades especificas do corante amarelo crepusculo.

€ 2

A (nm) (ml/pg.cm) R
407 0,0263 0,9995
463 0,04518 0,9950

As correlacdes das curvas de calibracdo (R? demonstram que os valores
experimentais obtidos apresentaram linearidade.
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4.3 Determinagdo da mistura de cromoéforos pelo método classico

Para a determinagéo das concentracGes das misturas de corantes apresentados na
Tabela 4 foram lidas as absorbancias nos Amsx dos corantes amarelo crepusculo (463nm)
e amarelo tartrazina (407nm). As concentracdes foram obtidas de acordo com a Equacao
5.

Absy = £,Cr + £2C4(407 nm)
Abs, = g5Cr + £,C,(463 nm) (5)
Onde:

Abs;: absorbancia da mistura lida a 407 &: absortividade especifica do corante

nm amarelo tartrazina a 463nm
Abs;: absorbancia da mistura lida a 463 ,: absortividade especifica do corante

nm amarelo crepusculo a 407 nm
& absortividade especifica do corante C;: concentracdo do corante amarelo
amarelo tartrazina a 407 nm tartrazina (pg/ml)

&: absortividade especifica do corante Ca: concentracdo do corante amarelo

amarelo crepusculo a 407 nm crepusculo (pg/ml)

A Tabela 7, apresenta os resultados da recuperacdo dos corantes amarelo
tartrazina e amarelo crepdsculo frente solucbes padrdo preparada. Observa-se que a
diluicio C1 apresentou a maior diferenca entre a concentracdo experimental
determinada e a concentracdo da solucdo preparada. Este fato pode estar relacionado
com fato de que a solugdo C1 é a mais diluida entre todas as solucGes preparadas. O
melhor resultado apresentou-se com a diluicdo C5 que apresenta um valor intermediario
de diluicdo, com concentracdo proxima entre as concentrac@es dos dois corantes.

A média de recuperacdo do corante amarelo tartrazina foi de 98,6% enquanto
que do corante amarelo crepdsculo foi ligeiramente melhor com valor de 99,2%, sendo
ambas as medias satisfatorias. Entretanto, em relacdo ao desvio padrdo calculado para
ambos 0s corantes pode-se dizer que os valores obtidos variaram bastante em relacdo a
média (10%) o que significa que de forma geral os valores calculados possuem uma
grande incerteza em relacdo a concentracdo original.
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Tabela 7. Percentual de recuperacdo da mistura de corantes.

Amarelo Tartrazina

Amarelo Crepusculo

Diluigdes

Conc.

Conc.

Conc. Conc.

Encontrada real recu;;fragéo Encontrada real % recuperacgédo
(pg/ml)  (ug/ml) (ng/ml)  (pg/ml)

Cl 2,30 2,02 114,2 1,9 1,6 121,6

C2 1,89 2,02 93,6 7,7 8 97,5

C3 1,99 2,02 98,9 15,6 16 97,8

C4 4,97 6,06 82,0 1,6 1,6 104,0

C5 5,99 6,06 99,0 8,0 8 100,9

C6 5,19 6,06 85,7 15,9 16 99,6

C7 21,1 20,2 104,5 1,3 1,6 82,7

C8 21,3 20,2 105,9 7,3 8 92,1

C9 20,8 20,2 103,4 15,4 16 96,4

Media = 98,6 Meédia = 99,2
Desv. Padréo = Desv. Padréo =

10,1 10,4

4.4 Determinacdo da curva de calibracéo atraves do método derivativo

Os espectros de absorcdo para os corantes amarelo crepusculo e amarelo
tartrazina das solucbes padrdes (Tabelas 2 e 3) estdo apresentados nas Figuras 18 e 19,
respectivamente.

Absorbancia

0.9 -
0.8 -
0.7 1
0.6
0.5 -
04 -
0.3 -
0.2 -
0.1 -

390 440 490
Comprimento de onda (nm)

---2ugml —--4ugml --- 6ug/ml

— - =10ug/ml

12ug/ml === 20 ug/ml

Figura 18. Espectros de absorcdo do corante amarelo tartrazina em diferentes
concentragoes.
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Figura 19 Espectros de absorg¢éo do corante amarelo crepusculo em diferentes
concentragdes.

Como pode ser observado nas Figuras 19 e 20, o aumento da concentracdo das
solugdes padrbes dos corantes acarreta na elevacdo do valor lido de absorbancia, como
ja era esperado de acordo com a lei de Lamber-Beer, demonstrado uma dependéncia da
concentracdo com a absorbancia. Observa-se também, que a caracteristica dos espectros
de absorcdo ndo se altera com a elevacdo da concentracdo, 0 que demonstra que o
comportamento das substancias ndo se modifica com 0 aumento da concentracéo.

Na Figura 20 pode-se comparar 0s espectros de absor¢do dos corantes analisados
em que apresentam comportamento caracteristico para cada substancia, onde seus
méaximo de absorc¢ao ocorrem comprimento de onda distintos.

0,6

290 340 390 440 490

Comprimento de onda (nm)

Amarelo Tartrazina = = = Amarelo Crepusculo

Figura 20. Espectros de absorcdo do corante amarelo crepusculo em diferentes
concentragoes.

A Figura 21 ilustra o espectro da derivada de primeira ordem do corante amarelo
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tartrazina em diferentes concentragdes. As curvas mostram que no comprimento de onda
de 410 nm ¢é onde ocorre o sinal zero, isto €, ndo ha leitura da derivada neste
comprimento de onda, sendo entdo ideal para anélise de misturas de cromoforos, pois
eliminaria a interferéncia deste corante.

A mesma analise foi realizada para o corante amarelo crepusculo (Figura 22).
Para este corante foram encontrados 2 sinais zeros distintos, em 330 nm e 468 nm o que
possibilita utilizar dois comprimentos de ondas na analise da misturas de croméforos.

0,020 4
0,015 A
0,010 -
0,005 -

0,000

dA/dA

-0,005 4

-0,010 4

-0,015 4

-0,020 -

Comprimento de onda (nm)

Figura 21. Espectro da derivada de primeira ordem do corante amarelo tartrazina em
diferentes concentracdes

Onde:

a=2 ug/ml
b =4 ug/ml
c = 6pg/ml

d =10 pg/ml
e =12 ug/ml
f=20ug/ml
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dA/dA

-0,005 -

-0,010 A

-0,015 -

0,015 4

0,010 -

0,005 -

0,000

Comprimento deonda (nm)

Figura 22. Espectro da derivada de primeira ordem do corante amarelo crepusculo em
diferentes concentracdes.

Onde:
a=16ug/ml
b =3,2ug/ml
c =4,8ug/ml
d = 8ug/ml
e =9,6pg/ml
f =16pg/ml

Com a determinacdo dos zeros dos espectros derivados pode-se obter as curvas
de calibracdo para o método derivativo. Para obtencdo da curva de calibragcdo do corante
amarelo creplsculo foi lido os valores das derivadas (dA/dL) em cada uma das
concentracdes disponiveis no comprimento de onda de 410nm (Figura 23). A curva de
calibracdo do corante amarelo tartrazina foi obtida através da leitura dos valores das
derivadas (dA/d)\) em cada uma das concentracdes disponiveis nos comprimentos de
onda de 330 nm e 468 (Figura 24).
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Figura 23. Curva de calibracdo do corante amarelo crepusculo.
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Figura 24. Curva de calibracdo do corante amarelo tartrazina.

4.5 Determinacdo da concentracdo de uma mistura de cromdforos pelo método
derivativo

Realizou-se a varredura das solucbes com a mistura de corantes com
concentracdes conhecidas, para obtencdo dos espectros de absor¢do e apds determinou-
se 0 espectro da derivada de primeira ordem. Obteve-se entdo os valores de dA/dA das
curvas referentes aos comprimentos de onda de 330 nm, 410 nme 468 nm, onde
ocorrem 0s sinais zero das derivadas dos padrdes de croméforos. Desses valores
determinou-se a concentracdo dos corantes estudados (Tabela ).
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Tabela 8. Percentual de recuperacdo da mistura de corantes.

Amarelo Tartrazina (ug/ml)

Amarelo Crepusculo (ug/ml)

Conc.

Conc.

Conc.

%

Diluictes Encontrad Encontrad %Oer;' Recu;fragéo Encontrada C|§2§| Recuperaca
a 330nm a 468nm 410nm ' 0
C1 1,99 2,03 2,02 98,5 100,5 1,69 1,6 105,6
C2 2,01 2,04 2,02 99,5 101,0 7,89 8 98,6
C3 2,00 2,03 2,02 99,0 100,5 15,77 16 98,6
C4 6,01 6,11 6,06 99,2 100,8 1,65 1,6 103,1
C5 5,97 6,12 6,06 98,5 101,0 8,05 8 100,6
C6 6,03 6,09 6,06 99,5 100,5 16,21 16 101,3
C7 20,12 20,78 20,2 99,6 102,9 1,57 1,6 98,1
C8 19,99 20,66 20,2 99,0 102,3 8,13 8 101,6
C9 19,94 20,81 20,2 98,7 103,0 16,57 16 103,6
101,
Meédia = 99,1 4 101,2
Desv.Pad= 04 10 2,6

A Tabela 8 apresenta os resultados da recuperacdo dos corantes amarelo

tartrazina e amarelo crepusculo frente solucbes padrdo preparada. A meédia de
recuperacdo do corante amarelo tartrazina foi de 99,1% para a leitura a 330 nm e
101,4% na leitura a 468 nm, enquanto que a recuperacao do corante amarelo crepusculo
foi de 101,2%. Observando-se os desvios padrdes calculados, pode-se dizer que nédo
houve muito desvio entre os valores calculados, mostrando que essa técnica apresentou

boa consisténcia nos resultados.

4.6 Determinacdo da concentracdo de amarelo tartrazina e amarelo crepusculo em
preparados sélidos

A Tabela 9

amarelo crepusculo obtidas nos preparados solidos analisados.

apresenta as concentragcoes dos corantes amarelo tartrazina e
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Tabela 9. Concentracéo de corantes nas amostras de preparado sélido.

CONCENTRACAO (mg/100g)
SABOR MARCA

Método Cléassico Método Derivativo
Tartrazina  Amarelo Crep.  Tartrazina Amarelo Crep.

Abacaxi 0,24 0,05 0,20 0,04
Caja A 0,94 0,67 0,91 0,63
Caju 0,20 0,045 0,17 0,04
Laranja 1,28 1,10 1,30 1,12
Caja 1,81 1,28 1,85 1,34
Laranja B 1,33 1,21 1,39 1,27
Manga 2,51 2,28 2,56 2,36
Laranja C 1,02 0,93 1,04 0,92
Abacaxi D 0,44 0,10 0,41 0.09
Acerola E 0,72 0,65 0,70 0,61
Caja 0,50 0,36 0,49 0,33
Graviola ~ F 0,84 0,59 0,81 0.56

A Resolucdo GMC n° 52/98 trata dos critérios para determinacdo das funcées
dos aditivos e seus limites maximos para todas as categorias de alimentos.

De acordo a legislacdo, o valor recomendado tanto para Amarelo Tartrazina e
Amarelo crepusculo é de 0,01mg/100 g. Observando a Tabela 10, verifica-se que todos
os valores, tanto do metodo classico quanto do método derivativo, estdo dentro dos
especificados pela Legislagdo. Comparando os valores do método derivativo
representados na tabela 10, com os valores com método classico, observa-se que estdo
aproximados, trazendo seguranca em relacdo ao método proposto.

De acordo com o trabalho de Martins et al,. (2010), realizado pelo método
classico, em 21 amostras de preparado solidos para refrescos (“'sucos em po™) nos
sabores laranja, manga, maracuja e tangerina, todas as amostras estavam dentro do
limite permitido pela legislacdo (até 100 mg/L).

No trabalho de Prado e Godoy (2007), foram analisados guloseimas, com balas
de mascar e confeites de chocolate coloridos artificialmente e marcas de cereais
matinais, sendo que nos produtos de goma de mascar, 9 das 27 amostras analisadas,
foram encontrados valores maiores que os autorizados pela legislacdo.No sabor liméo
do fabricante A, foi encontrado cinco vezes mais corante que o permitido para AC e AT.

De acordo com o trabalho de Vidotti e Rollemberg (2006), 0 método derivativo
proposto foi aplicado a amostras de pds para gelatina e pos para suco, aplicado com
sucesso e 0s valores encontrados dentro do limite autorizado pela legislacao.
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4.7 Verificacdo da rotulagem dos preparados solidos para refresco a Legislacédo
Vigente

Foi observado que os produtos das marcas A, B, C, D, E e F, de sobores:
abacaxi, caja, caju e laranja; caja, laranja e manga; laranja; abacaxi; acerola e caja;
graviola, respectivamente, encontram-se dentro dos parametros de normalidade,
segundo as legislacdes: Decreto Lei n® 986/69, cap.lll, Art. 13 a 18, 21 e 22; RDC n°
259/2002; Lei n° 10.674, 16/05/2003; RDC 340/2002 e RCD 360/2003 e RDC
359/2003. Estando estes apropriados para 0 consumo humano.

4.8 Levantamento dos tipos dos corantes presentes nas amostras estudadas

\erificou-se nos rétulos de todas as amostras estudadas apenas a presenca de
dois corantes: amarelo tartrazina e amarelo crepusculo.

Este resultado confirma que os produtos analisados atendem as especificacdes
descritas no Decreto-Lei n°® 986/69, onde descreve que sO é permitido a adicdo de
apenas trés corantes em preparados solidos.
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5 CONCLUSOES

A metodologia proposta neste trabalho configura-se, assim, em alternativa
vantajosa e vidvel para a solucdo de problemas espectrais de sobreposicdo de mais de
um componente.

A grande vantagem da utilizacdo da espectrofotometria de derivadas esta
relacionada com a possibilidade de se minimizar os problemas com interferentes, sem
complicados procedimentos de separacdo ou extracdo, além da grande possibilidade de
validacdo do método no doseamento simultaneo, aliado ao baixo prego.

As curvas de calibracdo do corante Amarelo Tartrazina e Amarelo Crepusculo
para 0s comprimentos de onda 407nm e 463nm, demonstram que os valores
experimentais obtidos apresentam linearidade.

Observa-se que os resultados da recuperacdo dos corantes frente as solucbes
padrdo preparada na diluicdo C1, apresentou a maior diferenca entre a solucdo
determinada e da solugéo preparada, sendo que o acontecido se deve ao fato da solucgéo
C1 ser a mais diluida entre todas as outras. O melhor resultado apresentou-se com a
diluicdo C5, por apresentar um valor intermediario de diluicdo, com concentragdes
proximas entre as concentragdes dos dois corantes, devido a interferentes na amostra.

A média de recuperacdo do corante Amarelo Tartrazina foi de 98,6%, enquanto
que do corante Amarelo Crepusculo foi ligeiramente melhor que o valor de 99,2%,
sendo ambas satisfatorias.

Em relagcdo ao desvio padrdo calculado ambos os corantes tiveram valores
obtidos muito variados em relacdo a media (10%), significando que de forma geral os
valores calculados possuem uma grande incerteza em relacdo a concentracédo original.

De acordo com a determinacdo da curva de calibracdo através do método
derivativo, observou-se que a mesma encontra-se de acordo com a Lei de Lambert-Beer,
demonstrando dependéncia da concentragdo com a absorbancia e que o0s
comportamentos das substancias ndo se modificam com o aumento da concentracéo.

As teécnicas de determinacdo da concentracdo de uma mistura de cromdéforo
pelos métodos classico e derivativo apresentam boa consisténcia nos resultados.

As concentracfes de corantes nas amostras de preparados solidos pelo método
classico e derivativo encontram-se com valores recomendados pela legislacéo.

A rotulagem dos produtos estdo dentro das normas da Legislacdo e foram
verificadas a presenca unicamente dos corantes AT e AC nas amostra escolhidas.
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