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RESUMO

DETERMINACAO DE CORANTES SINTETICOS EM BEBIDAS ISOTONICAS
EMPREGANDO EXTRACAO EM FASE SOLIDA DISPERSIVA E HPLC-UV/Vis

Autora: Luana Floriano
Orientador: Renato Zanella

As bebidas isotbnicas sdo especialmente formuladas para pessoas que praticam
atividade fisica, sendo compostas principalmente por carboidratos, eletrélitos e
vitaminas. Os corantes sintéticos sdo aditivos alimentares comumente utilizados em
bebidas isotbnicas para aprimorar suas caracteristicas de consumo e aparéncia.
Além do menor custo de producdo em relacdo aos corantes de origem natural, 0s
corantes sintéticos apresentam diversas vantagens, tais como alta estabilidade a luz,
oxigénio e pH, uniformidade de cor e baixa contaminacdo microbiolégica. No
entanto, alguns destes compostos podem causar efeitos adversos a saude (alergia,
asma, hiperatividade, tumores de tireoide, etc.), especialmente quando consumidos
em excesso. Assim, seu uso é estritamente controlado em todo o mundo. O
presente estudo teve como objetivo desenvolver um método simples, rapido e
eficiente para a determinacéo dos corantes sintéticos tartrazina, amarelo crepusculo,
amaranto, ponceau 4R, azul de indigotina e azul brilhante em bebidas isotonicas
empregando extracdo em fase sdlida dispersiva (d-SPE) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccao por ultravioleta/visivel (HPLC-UV/Vis). Na etapa de
extracdo utilizou-se 25 mg do sorvente polimérico Oasis® HLB e a etapa de eluicdo
foi realizada com seringa, empregando uma solugédo de metanol:hidréxido de amonio
(95:5, v/v). Os resultados dos ensaios de recuperacédo, avaliados nos niveis 2,0, 4,0
e 6,0 mg L™, foram entre 76 e 108% com desvio padrdo relativo (RSD) <18%. Os
limites de deteccdo e de quantificacdo do método foram 0,6 e 2 mg L*,
respectivamente. O método foi aplicado em 8 amostras de bebidas isotdnicas
comerciais e o0s resultados indicaram que todas as amostras estudadas
apresentaram corantes dentro dos limites maximos permitidos pela legislacao
brasileira. O método d-SPE proposto para a determinacdo de 6 corantes sintéticos
em bebidas isotdnicas empregando HPLC-UV/Vis demonstrou ser rapido, barato e
eficaz, podendo ser aplicado em analises de rotina.

Palavras-chave: Corantes sintéticos; Bebidas isotbnicas; d-SPE; HPLC-UV/Vis.



ABSTRACT

DETERMINATION OF SYNTHETIC DYES IN SPORTS DRINKS BY DISPERSIVE
SOLID-PHASE EXTRACTION AND HPLC-UV/Vis

Author: Luana Floriano
Advisor: Renato Zanella

Sports drinks are specially formulated for people who are undertaking physical
activity, being mainly composed by carbohydrates, electrolytes and vitamins.
Synthetic dyes are food additives commonly used in sports drinks to improve their
consumer characteristics and appearance. Besides the lower cost of production in
relation to dyes of natural origin, synthetic colorants have several advantages such
as high stability to light, oxygen and pH, color uniformity and low microbiological
contamination. However some of these compounds cause adverse health effects
(allergy, asthma, hyperactivity, thyroid tumors, etc.), especially when consumed in
excess. Thus, their use is strictly controlled around the world. The present study
aimed to develop a simple, fast and efficient method for the determination of the
synthetic dyes tartrazine, sunset yellow, amaranth, ponceau 4R, indigo carmine and
brilliant blue in sports drinks employing dispersive solid-phase extraction (d-SPE) and
high eficiéncia liquid chromatography with ultraviolet/visible detection (HPLC-UV/Vis)
In the extraction step, it was used 25 mg of the polymeric sorbent Oasis® HLB and
the elution step was performed with metanol:ammonium hydroxide (95:5, v/v).
Recovery results, evaluated at 2.0; 4.0 and 6.0 mg L™, were between 76 and 108%
with relative standard deviation (RSD) <18%. Method limits of detection and
quantification were 0.6 and 2 mg L™, respectively. The method was applied on 8
commercial samples of sports drinks and the results indicated that all studied
samples presented dye levels in conformity with the Brazilian legislation. The
proposed d-SPE method for the determinatios of 6 synthetic dyes in sports drinks
using HPLC-UV/Vis shown to be rapid, effective and cheap, and can be applied in
routine analysis.

Keywords: Synthetic dyes; Sports drinks; d-SPE; HPLC-UV/Vis.
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1 INTRODUCAO

As bebidas esportivas sao formuladas especialmente para pessoas que
praticam atividades fisicas prolongadas e intensas, sendo compostas principalmente
por carboidratos, eletrélitos e vitaminas (NAVARRO-PASCUAL-AHUIR et al., 2016).
Tradicionalmente, os diferentes sabores de bebidas isotonicas tém sido preparados
utilizando-se corantes sintéticos. Esses aditivos proporcionam uma ampla gama de
cores, tornando os produtos mais atrativos aos consumidores (MARCHI et al., 2003).

Além do menor custo de producdo em relacdo aos corantes de origem
natural, corantes sintéticos apresentam varias vantagens, tais como alta estabilidade
a luz, oxigénio e pH, uniformidade de cor e baixa contaminacdo microbiolégica
(BENTO et al., 2015). Porém, alguns destes compostos causam efeitos adversos a
saude (alergia, asma, hiperatividade, tumores da tireoide, entre outros),
especialmente quando consumidos em excesso. Assim, seu uso € estritamente
controlado em todo o mundo (SUN et al., 2013).

A lista dos corantes sintéticos permitidos nos alimentos varia
substancialmente em cada pais ou regido, principalmente devido as opinides
divergentes a cerca da inocuidade destas substancias e também devido ao
maior/menor consumo de produtos coloridos artificialmente (PRADO & GODOY,
2003). No Brasil, os limites maximos de corantes admitidos em produtos
alimenticios, incluindo bebidas esportivas, sdo estabelecidos pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), baseado em regulamentacdes internacionais.

Com o aumento do consumo de bebidas isotonicas, bem como de diversos
produtos industrializados contendo corantes sintéticos, faz-se necessario o
desenvolvimento de métodos analiticos cada vez mais rapidos, confiaveis e
eficientes, a fim de garantir a qualidade e seguranca dos alimentos. A cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high-performance liquid chromatography
with diode array detection) com deteccdo espectrofotométrica no ultravioleta/visivel
(UV/Vis, do inglés ultraviolet/visible) ou por arranjo de diodos (DAD, do inglés diode
array detection) tem se destacado como técnica preferencial, visto que os corantes
absorvem fortemente nos comprimentos de onda do ultravioleta e do visivel (CHEN
et al., 2014; FENG et al., 2011).

Em relacdo ao preparo de amostra, a extracdo em fase solida (SPE, do inglés

solid-phase extraction) € o método mais comumente empregado na limpeza de
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extratos provenientes de amostras de alimentos antes da andlise instrumental
(MAZDEH et al., 2016). Alguns exemplos de sorventes utilizados na determinacao
de corantes sdo: resina de poliamida, Strata®X-AW, silica modificada com
aminopropil, Oasis® WAX e Oasis® HLB.

Apesar da grande variedade de sorventes comercialmente disponiveis, as
etapas envolvidas na SPE frequentemente sdo trabalhosas, morosas e requerem a
utilizacéo de dispositivos comerciais multivias (manifolds) e vacuo para executar a
extragdo (ANDRADE-EIROA et al., 2016; JARDIM, 2010). Outros métodos baseados
na SPE tradicional tais como a extracdo em fase soélida dispersiva (d-SPE, do inglés
dispersive solid-phase extraction) e a extracdo em fase solida magnética (MSPE, do
inglés magnetic solid-phase extraction), tém sido empregados com sucesso na
limpeza de extratos (CHEN et al., 2014). Particularmente, a d-SPE é utilizada na
etapa de limpeza do método QUEChERS, permitindo simplificar a execucao do
preparo de amostra. No entanto, o emprego da d-SPE na andlise de corantes
sintéticos ndo foi relatado na literatura até o momento.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar
um método de preparo de amostra simples, rapido e eficaz para a determinacdo de
6 corantes sintéticos em bebidas esportivas utilizando d-SPE e HPLC-UV/Vis.
Posteriormente, o método foi aplicado em amostras comerciais de bebidas

isotOnicas de diferentes sabores.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BEBIDAS ISOTONICAS

Atividades fisicas prolongadas e intensas, principalmente quando realizadas
sob temperaturas elevadas, podem causar fadiga muscular e desidratacéo, devido a
perda de agua e de eletrolitos durante a transpiracdo. A ingestao de liquidos, tais
como agua, agua de coco e bebidas isotbnicas, auxilia na reidratacdo e no
funcionamento normal do organismo (MAUGHAN & SHIRREFFS, 2004).

Bebidas isotbnicas ou bebidas esportivas (Figura 1) sdo suplementos
hidroeletroliticos, ou seja, produtos formulados especialmente com o objetivo de
repor a agua e 0s sais minerais eliminados durante a pratica de esportes, além de
atuarem como fonte de energia. Para atender a finalidade a que se propdem, 0s
isotbnicos devem apresentar concentracdes variadas de sodio, cloreto e
carboidratos. Opcionalmente, podem conter potassio, vitaminas e/ou minerais (ex:
magnésio, calcio e fosforo) em concentracdes semelhantes aquelas encontradas
nos fluidos organicos (CASTRO, 2006).

Figura 1 — Bebidas isotonicas de diferentes sabores

No Brasil, as bebidas isotbnicas estéo incluidas na resolugdo RDC n° 18/2010
e devem atender aos seguintes requisitos (ANVISA, 2010):
» A osmolalidade do produto pronto para consumo deve ser inferior a 330

mOsm kg™ agua;
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» A concentragdo de sédio no produto pronto para consumo deve estar entre
460 e 1150 mg L™, devendo ser utilizados sais inorganicos para fins
alimenticios como fonte de sodio;

» Os carboidratos podem constituir até 8% (m/v) do produto pronto para
consumo;

> O produto pode ser adicionado de potassio em até 700 mg L™

» O produto ndo pode ser adicionado de fibras alimentares, mas pode conter
vitaminas e minerais, conforme regulamento técnico especifico sobre adicao
de nutrientes essenciais;

> E permitida a utilizac&o de aditivos e coadjuvantes de tecnologia, desde que

nao venham alterar a finalidade a que o alimento se propde.

A Tabela 1 apresenta um comparativo da composi¢do nutricional de trés
diferentes marcas (A, B e C) de bebidas isotbnicas comercializadas no Brasil. Pode-
se verificar que os carboidratos (acucares) e 0s sais minerais sdo 0s principais

componentes presentes neste tipo de produto.

Tabela 1 — Composicéo nutricional de trés marcas distintas de bebidas isotdnicas

Valor (por litro)

Componentes A B c
Carboidratos 42 g 3749 60 g
Sadio 285 mg 500 mg 520 mg
Cloreto 245 mg 810 mg -
Potassio 230 mg 125 mg 140 mg
Vitamina B3 - 12 mg -
Vitamina B6 - 0,95 mg -
Vitamina B12 - 1,8 ug -

Fonte: www.cocacolabrasil.com.br; www.pepsico.com.br

Os isotbnicos sdo muitas vezes confundidos com 0s energéticos, porém o
termo “bebida energética” refere-se a bebidas que contém, além de carboidratos,
cafeina em combinagdo com alguma outra substancia de agcéo estimulante, como,
por exemplo, taurina, extratos de ervas e vitaminas (NAVARRO-PASCUAL-AHUIR,

2016). Esses produtos ndo podem ser indicados para atletas ou para a pratica de
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atividade fisica e ndo devem ser misturados com bebidas alcodlicas (ANVISA,
2016).

2.1.1 Producéo e consumo de bebidas isoténicas no Brasil

O consumo de bebidas isotbnicas, assim como o de bebidas energéticas,
atingiu dimensdes significativas ao longo das Ultimas duas décadas, estando
constantemente presentes na dieta de diferentes classes sociais e faixas etéarias
(NAVARRO-PASCUAL-AHUIR et al., 2016). A rapida expansdo deste setor esta
principalmente relacionada a mudangas no estilo de vida dos consumidores e
também a preferéncia pela ingestdo de produtos que proporcionem outros
beneficios, além de apenas saciar a sede (MARCHI et al., 2003).

O Brasil consumiu 75,4 mil litros de bebidas isotbnicas em 2011: um
crescimento de 29% em relacdo a 2009 e de 9% em relagdo a 2010, segundo a
Associagdo Brasileira das Industrias de Refrigerantes e de Bebidas Nao Alcodlicas
(ABIR, 2015). A Figura 2 mostra que o consumo de isotbnicos no pais foi em média
0,56 litros/habitante no periodo de 2010 a 2014.

Figura 2 — Consumo per capita de bebidas isotdnicas no Brasil no periodo de 2010 a

2014
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Fonte: (Adaptado de ABIR, 2015).

Para atender a demanda crescente por novos produtos, o segmento de

suplementos hidroeletroliticos vem ampliando seu mercado e introduzindo novos
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sabores (MARCHI et al., 2003). A Figura 3 ilustra 0o aumento na producdo do
mercado brasileiro de bebidas isotbnicas nos anos de 2010 a 2014, sendo que

apenas em 2013 houve uma queda na quantidade produzida.

Figura 3 — Volume de producdo do mercado brasileiro de bebidas isotbnicas no
periodo de 2010 a 2014
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Fonte: (Adaptado de ABIR, 2015).

Tradicionalmente, os diferentes sabores de bebidas isotonicas tém sido
preparados utilizando-se corantes sintéticos. Esses aditivos proporcionam uma
ampla gama de cores, tornando os produtos mais atrativos aos consumidores,
conforme pode ser observado na Figura 1 (MARCHI et al., 2003). No entanto, alguns
corantes sintéticos apresentam potencial risco a saude humana, principalmente
quando consumidos em quantidades excessivas (MINIOTI et al., 2007).

Deste modo, o emprego de polpas e sucos de frutas na producdo de
isotdnicos aponta para uma tendéncia, pois além de agregar valor nutricional a
bebida, responde ao forte apelo dos consumidores por produtos naturais (MARCHI

et al., 2003).
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2.2 CORANTES EM ALIMENTOS E BEBIDAS

2.2.1 Histoérico

A aceitacdo de um alimento pelo consumidor esta intrinsecamente
relacionada a sua cor. Embora seja uma caracteristica sensorial subjetiva, a cor é
essencial na inducdo da sensacdo global resultante das outras caracteristicas, como
aroma, sabor e textura. Desta forma, os corantes tém sido adicionados aos
alimentos e bebidas durante séculos, a fim de conferir, intensificar ou restaurar a cor
destes (ADITIVOS & INGREDIENTES, 2009).

Acredita-se que o emprego de corantes em alimentos tenha ocorrido
inicialmente por volta de 1500 a.C. no Egito, onde fabricantes de doces
acrescentavam extratos naturais e vinho para conferir sabor e melhorar a aparéncia
dos produtos (DOWNHAM & COLLINS, 2000).

Até a metade do século XIX, os corantes utilizados em alimentos e bebidas
eram de origem natural: vegetal, animal e mineral. Na Inglaterra, substancias
altamente téxicas foram empregadas para colorir alimentos, como, por exemplo,
Pb3;0O4 em queijos, HgS em doces e CuSO,4 em conservas de picles (DOWNHAM &
COLLINS, 2000; PRADO & GODOQY, 2003).

A partir de 1856, com desenvolvimento do primeiro corante sintético
(mauveina) pelo quimico inglés Sir William Henry Perkin, centenas de corantes
foram produzidos nos EUA e na Europa. Assim, diversos produtos, incluindo geleias,
condimentos e vinhos, passaram a ser coloridos com aditivos sintéticos, muitos dos
quais nunca haviam sido testados a fim de verificar sua toxicidade ou outros efeitos
nocivos a populacdo (PRADO & GODOQY, 2003).

Um exemplo sédo os corantes Sudan, amplamente utilizados na industria de
plasticos, combustiveis e ceras para polimento de pisos e sapatos. Devido ao seu
baixo custo e grande disponibilidade, estes compostos também passaram a ser
aplicados em alimentos, especialmente em produtos a base de pimenta. No entanto,
foram classificados como carcinogénicos e, atualmente, seu uso em alimentos é
proibido na maioria dos paises, incluindo Unido Europeia, Brasil e China (REBANE
et al., 2010; KHALIKOVA et al., 2015).
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2.2.2 Defini¢éo e classificagdo

Os corantes sdo uma classe de aditivos alimentares, sem valor nutritivo,
definidos como “substancia ou a mistura de substancias que possuem a propriedade
de conferir ou intensificar a coloracdo de um alimento ou bebida”, e podem ser
classificados em (BRASIL, 1977a):

1. Corante organico natural: obtido a partir de vegetal, ou eventualmente, de

animal, cujo principio corante tenha sido isolado com o emprego tecnolégico
adequado.

2. Corante organico sintético: obtido por sintese organica mediante o emprego

de processo tecnoldgico adequado. Essa classe pode ser subdividida em:

2.1. Corante artificial: € o corante organico sintético ndo encontrado em

produtos naturais.

2.2. Corante organico sintético idéntico ao natural: € o corante organico

sintético cuja estrutura quimica é semelhante a do principio ativo
isolado de corante organico natural.

3. Corante inorganico: obtido a partir de substancias minerais e submetido a

processos de elaboracdo e purificacdo adequados a seu emprego em
alimento.

4. Caramelo: corante natural obtido pelo aquecimento de acUcares a
temperatura superior ao ponto de fusao.

5. Caramelo (processo amodnia): é o corante organico sintético idéntico ao

natural, obtido pelo processo amoénia, cujo teor de 4-metil-imidazol nao

exceda 200 mg kg™.

A adicdo de corantes organicos sintéticos € uma das praticas mais eficazes e
econbmicas para intensificar, manter ou restaurar a cor de um produto processado
(WU et al., 2013). Além do menor custo de producdo em relacdo aos corantes
naturais, os aditivos sintéticos apresentam: maior capacidade tintorial e uniformidade
da cor, alta estabilidade a luz, temperatura, agentes redox e ao pH; e baixa
contaminacgao microbiolégica (ALVES et al., 2008; LI et al., 2015).

No entanto, a maioria dessas substancias artificiais possui anéis aromaticos e

grupos azo (-N=N-) em sua estrutura quimica principal, o que pode representar
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potencial risco a saude humana, sobretudo quando consumidas em excesso.
Reacdes alérgicas, asma e transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH)
sao apenas alguns dos efeitos associados a ingestdo de corantes sintéticos (SHEN
et al., 2014; Ql et al., 2015).

Os corantes azoicos, caracterizados pela presenca de um ou mais grupos azo
entre dois anéis aromaticos, representam mais da metade da produ¢édo mundial de
corantes (LI et al.,, 2015). Alguns representantes dessa classe sao: tartrazina,
amarelo crepusculo, azorrubina, amaranto, ponceau 4R, negro brilhante BN, marrom
HT e vermelho 40.

Esses aditivos sdo resistentes a condi¢cbes aerObias, mas podem ser
facilmente reduzidos a aminas aromaticas pela flora intestinal, causando dores de
cabeca frequentes em adultos e hiperatividade em criancas. Além disso, podem
apresentar efeitos neurotdxicos e/ou genotoxicos, e alguns sdo considerados
carcinogénicos em determinados paises (TANG et al., 2014; YAMJALA et al., 2016).

Dentre os azocorantes, a tartrazina tem recebido uma maior atencdo dos
toxicologistas e alergistas. Estima-se que uma em cada 10 mil pessoas apresenta
reacOes a esse aditivo, desde urticaria até asma (ADITIVOS & INGREDIENTES,
2009). Embora a incidéncia de sensibilidade a tartrazina na populacdo em geral seja
baixa, esta € frequentemente observada em pessoas que também possuem
hipersensibilidade a aspirina (ANVISA, 2007a).

Outras classes de corantes sintéticos amplamente empregados pela inddstria
alimenticia sdo os derivados do trifenilmetano, os indigoides e os xantenos. Os
trifenilmetanos apresentam trés radicais arila ligados a um &tomo de carbono central
e, também, grupos sulfénicos que Ihes conferem elevada solubilidade em agua.
Verde rapido, azul brilhante e azul patente V sdo exemplos de derivados do
trifenilmetano (PRADO & GODOY, 2003).

Recentemente, Lucova et al. (2013) demonstraram que os aditivos azul
brilhante e azul patente V apresentam a capacidade de entrar na corrente sanguinea
através da saliva. Esta constatacdo € preocupante, particularmente com relacéo as
criangas, devido a diversidade de doces coloridos artificialmente com estas
substancias (por exemplo, pirulitos, balas e gomas).

Os principais representantes das classes xanteno e indigoide permitidos para
uso em alimentos e bebidas séo a eritrosina e o azul de indigotina, respectivamente.

Estudos relatam que a eritrosina influencia no comportamento infantil e interfere no
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funcionamento da glandula tireoide, devido ao alto teor de iodo em sua estrutura
quimica (CHEQUER et al.,, 2012). O corante azul de indigotina pode causar
nauseas, vomito, hipertenséo e, ocasionalmente, alergias com prurido e problemas
respiratorios (FIB, 2009).

2.2.3 Corantes sintéticos — legislacfes

Com o aumento no niamero de aditivos com poder corante e sua crescente
utilizacdo em alimentos e bebidas, tornou-se necessario estabelecer legislacbes
para controlar seu uso. A lista de corantes sintéticos permitidos é diferente em cada
pais ou regido, devido principalmente as opinides divergentes quanto a inocuidade
dessas substadncias e ao maior ou menor consumo de produtos coloridos
artificialmente (PRADO & GODOQY, 2003).

Nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA) aprova o
emprego de apenas sete corantes sintéticos, sendo eles: amarelo crepusculo, azul
brilhante, eritrosina, azul de indigotina, tartrazina, vermelho 40 e verde rapido (FDA,
2014). Diversos paises, como Canada, México, Australia, China e Japao, também
tém suas proprias regulamentacées (MCAVOY, 2014).

A Unido Europeia (UE) tem um dos padrbes de seguranca alimentar mais
elevados no mundo, devido principalmente ao sélido conjunto de legislacbes em
vigor (UE, 2016). Através da Diretiva 1994/36/EC, a Unidao Europeia autoriza os
mesmo corantes que os EUA, com excecdo do verde rapido, além dos aditivos
amarelo de quinoleina, amaranto, azul patente V, azorrubina, negro brilhante BN,
ponceau 4R e verde S (UE, 1994).

O Sistema de Alerta Rapido da UE para Alimentos e Rac6es (RASFF, do
inglés Rapid Alert System for Food and Feed), criado em 1979, permite o
acompanhamento transfronteirico de informagdes, reagindo rapidamente quando
riscos a saude publica sdo detectados na cadeia alimentar (UE, 2016). O RASFF
denuncia o uso ilegal de diversas substancias, incluindo elevados teores de corantes
sintéticos, sua presenca nao declarada ou o uso ilegal em certos tipos de alimentos
(BONAN et al., 2013).

O Codex Alimentarius, organismo internacional subsidiario da Organizacao
das Nacbes Unidas para a Agricultura e a Alimentacdao (FAO, do inglés Food and

Agriculture Organization of the United Nations) e da Organizacdo Mundial da Saude
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(WHO, do inglés World Health Organization), estabelece especificacbes para a
utilizacao de diversas substancias, incluindo corantes (FAO, 2016).

Um dos critérios instituidos pelo Codex Alimentarius € o sistema numérico
internacional de identificagcdo de aditivos alimentares (INS, do inglés International
Numbering System), que funciona como uma alternativa a declaracdo do nome
especifico da substancia. Na Unido Europeia, cada aditivo possui um cédigo “E”, o
qual corresponde ao INS listado no Codex (MACVOY, 2014). Assim, o corante
tartrazina, por exemplo, pode ser identificado como INS102 ou E102.

Com base em estudos toxicoldgicos, o Comité de Especialistas da FAO/WHO
em Aditivos Alimentares (JECFA, do inglés Joint FAO/WHO Expert Committee on
Food Additives) assessora o Codex Alimentarius em suas decisdes, e estabelece,
guando possivel, a ingestao diaria aceitavel (IDA) dos aditivos.

A IDA é guantidade estimada do aditivo alimentar, expressa em miligrama por
quilograma de peso corpéreo (mg kg™t p.c.), que pode ser ingerida diariamente,
durante toda a vida, sem provocar danos a saude, levando em consideracdo os
conhecimentos cientificos disponiveis na época da avaliacdo. A IDA pode ser
(ANVISA, 2016):

» IDA néo especificada ou ndo limitada - atribuida quando o estabelecimento de
um valor numérico para a IDA €& considerado desnecessario face as
informacd@es disponiveis sobre o mesmo e ao seu emprego de acordo com as
Boas Praticas de Fabricacdo, ou seja, quando a substancia ndo representa
risco a saude nas quantidades necessarias para obter o efeito tecnologico
desejado;

» IDA ndo alocada - atribuida a um aditivo quando os dados toxicoldgicos
disponiveis ndo sdo suficientes para se estabelecer a seguranca de uso do
mesmo;

> IDA temporaria - atribuida a um aditivo quando os dados sdo suficientes
apenas para concluir que seu emprego € seguro por um periodo limitado de
tempo, até que os estudos toxicolégicos sejam concluidos e avaliados. Caso
as informacfes adicionais solicitadas ndo sejam apresentadas no prazo
estipulado a IDA temporaria € retirada.

» IDA numérica - atribuida a um aditivo quando seu uso é aceitavel para certos
propasitos, seu emprego néo representa preocupacao toxicolégica ou quando

a ingestao é autolimitante por razdes tecnoldgicas ou organolépticas. Nesses
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casos, o aditivo em questdo deve ser somente autorizado de acordo com as

condi¢Oes especificadas.

O JECFA recomenda que os paises verifiguem sistematicamente o consumo
total de aditivos permitidos, através de estudos da dieta de sua populacdo, para
assegurar que a ingestao total ndo ultrapasse os valores determinados na IDA
(PRADO & GODOQY, 2007).

2.2.4 Corantes sintéticos — legislacéo brasileira

No Brasil, 0 6rgédo responsavel por controlar 0 uso e estabelecer os limites
maximos de corantes em alimentos e bebidas € a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Para utilizacdo destes aditivos, a legislacdo especifica do
produto deve ser consultada, visto que ndo h&d uma legislacdo atualizada que liste
todos os corantes permitidos para uso nos alimentos (MARTINS, 2015).

O limite maximo € definido como a concentracdo maxima de substancia
permitida no ou sobre o alimento, e em matérias-primas utilizadas em sua
composicédo, expressa em mg kg™ de alimento. E tolerada a adicdo nos alimentos
de, no maximo trés corantes, desde que a quantidade total ndo ultrapasse o limite
maximo autorizado para cada um, nem cada aditivo, isoladamente, ultrapasse o seu
préprio limite (BRASIL, 1977b).

Conforme a Resolucdo n° 04, emitida em 1988 pelo Conselho Nacional da
Saude (CNS) do Ministério da Saude (MS), apenas 8 corantes sintéticos eram
permitidos, sendo eles: amaranto, amarelo crepusculo, azul brilhante, eritrosina, azul
de indigotina, ponceau 4R, tartrazina e vermelho 40 (BRASIL, 1988).

Em 1999, com a harmonizacdo da legislacdo brasileira entre os paises do
Mercosul, foram aprovados os corantes azul patente V, azorrubina e verde rapido. A
partir de 2005, também passaram a ser admitidos o amarelo de quinoleina, o negro
brilhante BN e o marrom HT (MARTINS, 2015). A Tabela 2 lista os 14 corantes
sintéticos permitidos para uso em alimentos e bebidas no Brasil, a classe a qual
pertencem e a respectiva ingestdo diaria aceitavel (IDA). No Apéndice A estdo
representadas as formulas estruturais destes aditivos.

Quanto a rotulagem nos alimentos, a Resolucdo RDC n° 259/2002 da
ANVISA/MS (ANVISA, 2002a) determina que os aditivos alimentares, incluindo os
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corantes, devem ser declarados com seu nome completo, seu numero de INS, ou
ambos, com excec¢do do corante tartrazina, que deve obrigatoriamente ter o nome
declarado por extenso, segundo a Resolucédo n° 340/2002 da ANVISA/MS (ANVISA,
2002b) Além disso, nos roétulos dos alimentos contendo corantes sintéticos é
obrigatéria a declaracdo: “Colorido artificialmente” (Decreto-Lei n°® 986/1969)
(MARTINS, 2015).

Tabela 2 — Corantes sintéticos permitidos em alimentos e bebidas no Brasil

Cadigo IDA
Corante (INS/?E) Classe (mg kg™ p.c.)
Amaranto 123 Monoazo 0,5
Amarelo crepusculo 110 Monoazo 4
Amarelo de quinoleina 104 mistura de sulfonatos 5
Azorrubina 122 Monoazo 4
Azul brilhante 133 Trifenilmetano 12,5
Azul de indigotina 132 Indigoide 5
Azul patente V 131 Trifenilmetano n.a.
Eritrosina 127 Xanteno 0,1
Marrom HT 155 Diazo 1,5
Negro brilhante BN 151 Diazo 1
Ponceau 4R 124 Monoazo 4
Tartrazina 102 Monoazo 7,5
Verde rapido 143 Trifenilmetano 25
Vermelho 40 129 Monoazo 7

INS/E: sistema numeérico internacional do Codex Alimentarius e cddigo da Unido Europeia;
IDA (mg kg™ p.c.): Ingestéo diaria aceitavel, em mg kg™ de peso corpéreo; n.a.: ndo alocada.
Fonte: (Adaptado de PRADO & GODOY, 2003);

2.3 CORANTES SINTETICOS EM BEBIDAS ISOTONICAS

Na Unido Europeia, conforme o regulamento n° 380/2012, as bebidas
isotdnicas estado incluidas na categoria 14.1.4 referente as bebidas aromatizadas (do
inglés, flavoured drinks). Os corantes tartrazina, vermelho 40, azul patente V, azul de
indigotina, azul brilhante, verde S, negro brilhante BN possuem limite maximo de 100
mg L. Os demais corantes (azorrubina, marrom HT, amarelo de quinoleina,

amarelo crepusculo e ponceau 4R) apresentam limites mais restritivos (UE, 2012).
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De acordo com o Guia Geral para Aditivos Alimentares do Codex
Alimentarius, apenas seis corantes podem ser utilizados em bebidas isotbnicas,
sendo eles: amarelo crepusculo, ponceau 4R, vermelho 40, azul de indigotina, azul
brilhante e verde rapido. Conforme este guia, os isotbnicos também pertencem a
categoria 14.1.4 referente as bebidas aromatizadas a base de agua (CODEX
ALIMENTARIUS, 2015).

Para verificar quais os limites maximos dos 14 corantes sintéticos permitidos
para uso em bebidas isotbnicas no Brasil deve-se consultar a Resolucdo RDC n°
5/2007 da ANVISA/MS, referente as bebidas néo alcodlicas gaseificadas e nao
gaseificadas, seus preparados liquidos e pds (ANVISA, 2007b). A Tabela 3 lista os
limites maximos dos corantes sintéticos permitidos em bebidas isotbnicas segundo

as trés legislacdes citadas.

Tabela 3 — Limites maximos dos corantes sintéticos permitidos em bebidas de
acordo com Unido Europeia, Codex Alimentarius e ANVISA

Limite maximo (mg L™

Corante Uni&o ~Codex ANVISA
Europeia  Alimentarius
Amaranto n.p. n.p. 50
Amarelo crepusculo 20 100 100
Amarelo de quinoleina 10 n.p. 100
Azorrubina 50 n.p. 50
Azul brilhante 100 100 100
Azul de indigotina 100 100 100
Azul patente V 100 n.p. 50
Eritrosina n.p. n.p. 10
Marrom HT 50 n.p. 50
Negro brilhante BN 100 n.p. 100
Ponceau 4R 10 50 50
Tartrazina 100 n.p. 100
Verde rapido n.p. 100 50
Verde S 100 n.p. n.p.
Vermelho 40 100 300 100

n.p.: ndo permitido
Fonte: UE (2012), Codex Alimentarius (2015) e ANVISA (2007)

Diante dos inumeros efeitos nocivos a salde associados ao consumo de

produtos coloridos artificialmente, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos
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analiticos cada vez mais rapidos, confiaveis e eficientes, a fim de garantir a
qualidade e seguranca dos alimentos. Diversos métodos envolvendo cromatografia
tém sido reportados na literatura visando a determinacdo de corantes sintéticos em
alimentos e bebidas (QI et al., 2015).

2.4 A CROMATOGRAFIA LIQUIDA NA DETERMINACAO DE CORANTES
SINTETICOS EM ALIMENTOS E BEBIDAS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high-performance
liquid chromatography) com deteccdo espectrofotométrica no ultravioleta/visivel
(UV/Vis, do inglés ultraviolet/visible) ou por arranjo de diodos (DAD, do inglés diode
array detector) tem sido a técnica preferencial na determinagdo de corantes
sintéticos em alimentos e bebidas, uma vez que os corantes absorvem fortemente
na regido do UV/Vis (FENG et al., 2011). Além disso, esta técnica proporciona
excelente robustez, resolucdo, sensibilidade e seletividade (KARANIKOLOPOULOS
et al., 2015).

A deteccao espectrofotométrica € baseada na absorbancia da luz por parte da
amostra, ao passar através dela qualquer radiacdo eletromagnética. Este processo
geralmente ocorre desde a regido do ultravioleta até o infravermelho, em um dado
comprimento de onda (COLLINS et al.,, 2007). O grau de absorcdo depende da
molécula presente na amostra, da sua concentracdo, do comprimento do percurso
da luz na amostra (caminho Optico) e do comprimento de onda de medicdo
(DIONEX, 2013).

Existem trés tipos de detectores de absorbancia: o fotdmetro (comprimento de
onda fixo), o espectrofotbmetro de comprimento de onda variavel e o
espectrofotometro por arranjo de diodos (COLLINS et al., 2007).

Os fotometros oferecidos comercialmente operam geralmente em
comprimentos de onda de 254 nm (emissdo da lampada de mercurio de baixa
presséo). Os raios da radiacdo UV a 254 nm s&o colimados e focalizados por meio
de uma lente na cela da amostra e na cela da referéncia. A diferenca de quantidade
de luz transmitida pelas duas celas alimenta um amplificador, que gera um sinal de
saida, linear com a concentracdo do soluto, para registro (COLLINS et al., 2007).

O espectrofotdbmetro de comprimento de onda variavel cobre a faixa de 190 a

900 nm através de um monocromador, que seleciona o comprimento de onda
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desejado do feixe de luz emitido pelas lampadas de deutério (UV) ou tungsténio
(Vis). Este detector apresenta uma série de vantagens em relacdo ao detector
fotométrico (comprimento de onda fixo), dentre as quais podemos citar:

a) apresenta altas absorbancias para varios compostos devido a escolha de

comprimento de onda e, consequentemente, tem maior detectabilidade;

b) permite obter o espectro de absorbancia de cada composto em separado.
Neste caso, necessita-se interromper a vazdo da fase movel e deter a

substancia na cela do detector;

c) permite maior seletividade, desde que um determinado comprimento de
onda possa ser escolhido no qual o composto de interesse absorva

intensamente e os demais ndo absorvam;

d) promove eficiéncia em eluicdo por gradiente através da habilidade de
selecionar um comprimento no qual os componentes da fase mével ndo

apresentem uma variacao de absorbéncia para diferentes concentragoes.

A Figura 4 apresenta um esquema de um detector UV/Vis de comprimento de

onda variavel, destacando seus principais componentes.

Figura 4 — Esquema de um detector espectrofotométrico com comprimento de onda
variavel.

Fonte: (DIONEX, 2013).
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Primeiramente o espelho cbncavo (2) concentra a luz da lampada de
tungsténio (1) na abertura da lampada de deutério (3). Outro espelho (4) recebe a
luz combinada de ambas as fontes de luz que se concentra na entrada da fenda (6).
A luz passa através da fenda para o espelho (7) refletindo no monocromador (8),
onde o feixe de luz é difratado nos diferentes comprimentos de onda. A posi¢édo
angular da grade determina qual comprimento de onda é dirigido para o espelho
referéncia (10). O espelho de referéncia (10) direciona parte do feixe de luz para o
detector de referéncia (11). O restante da luz passa através da cela de fluxo (12)
contendo a amostra e chega ao detector (13), onde a absorbancia do soluto é
medida e processada (DIONEX, 2013).

O espectrofotbmetro por arranjo de diodos também permite a analise em
varios comprimentos de onda. Neste caso, toda a luz da fonte passa pela cela do
detector. A luz emergente é dispersa por uma grade holografica, sendo os
comprimentos de onda resultantes focalizados sobre uma fila de fotodiodos, de 256
até 1024. Uma das principais vantagens deste detector é a possibilidade de
armazenar todo o espectro, eliminando-se a necessidade de deter a vazéo da fase
movel para registrar o espectro de um determinado composto (COLLINS et al.,
2007).

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-
MS/MS, do inglés liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry)
também tem sido utilizada na separacdo e determinacdo de diversos corantes
sintéticos em alimentos (WANG et al., 2013). O principio basico da espectrometria
de massas é gerar ions de compostos organicos ou inorganicos, separar esses ions
de acordo com suas razbes massa/carga (m/z) e detectad-los qualitativa e
guantitativamente (GROSS, 2004). Devido aos padrbes de ionizacdo e
fragmentacao obtidos, esta técnica fornece uma grande quantidade de informacédo
estrutural acerca do analito, além de um significativo aumento na seletividade e
detectabilidade (YAMJALA et al., 2016). No entanto, a LC-MS/MS apresenta como
desvantagem um alto custo de aquisicdo e manutencdo quando comparada as
técnicas tradicionais (ZOU et al., 2013)
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2.5 PREPARO DE AMOSTRA NA DETERMINACAO DE CORANTES SINTETICOS
EM ALIMENTOS E BEBIDAS

De um modo geral, a etapa de preparo de amostra tem como objetivo a
conversdo dos analitos em uma forma purificada, concentrada e compativel com o
sistema analitico, sendo essencial para obtencdo de resultados exatos e confiaveis
(BAZREGAR et al., 2015).

A escolha do método de preparo de amostra adequado depende de fatores
relacionados a complexidade da amostra, tais como o seu carater 4cido, neutro ou
bésico; quantidade de componentes; estruturas quimicas semelhantes; presenca de
isbmeros; vasto intervalo de polaridade e ampla gama de concentracdo de analitos,
0s quais dificultam a eliminacéo de interferentes presentes na matriz (BORGES et
al., 2015). Assim, procedimentos empregados em matrizes liquidas ou solGveis em
agua, tais como bebidas e geleias, normalmente sédo diferentes daqueles aplicados
em matrizes solidas com elevados teores de proteina e/ou gordura, como, por
exemplo, produtos de origem animal (KARANIKOLOPOULOS et al., 2015).

A extracdo em fase sdlida (SPE, do inglés solid-phase extraction)
desempenha um papel importante no preparo/purificagcdo dos extratos antes da
analise por cromatografia liquida ou por técnicas relacionadas (BROUSMICHE et al.,
2008), sendo um dos métodos mais relatados na literatura para a determinacao de

corantes sintéticos em alimentos e bebidas (MAZDEH et al., 2016).

2.5.1 Extracdo em fase sélida

A extracdo em fase sdélida € um método de separacdo liquido-solido
amplamente empregado para extrair compostos semivolateis e ndo volateis de
amostras liquidas, que também pode ser aplicado para amostras solidas
previamente extraidas com solvente. Na maioria das aplicacdes, a fase soélida
(sorvente) esta contida em um cartucho na forma de seringa ou de barril (JARDIM,
2010).

Em geral, os procedimentos de SPE consistem em quatro etapas, conforme
Figura 5: (1) condicionamento do sorvente com um solvente adequado, a fim de
aumentar a area superficial efetiva; (2) percolacdo da amostra - quando ocorre a

retencdo dos analitos e as vezes de alguns interferentes; (3) lavagem para remocao
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dos interferentes e (4) eluicdo dos analitos com um solvente apropriado. Para
realizar o preparo de amostra séo utilizados dispositivos multivias acoplados a uma
bomba de vacuo, denominados manifolds (BORGES et al., 2015).

Figura 5 — Procedimento tipico de extracdo em fase sélida (SPE)
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Fonte: (Adaptado de ANDRADE-EIROA et al., 2016)

A escolha da fase sélida € um fator critico em SPE, pois ela pode controlar
parametros como: seletividade, afinidade e capacidade de amostra (VIDAL et al.,
2012). Para facilitar esta escolha deve-se levar em consideracdo a estrutura quimica
e as propriedades fisico-quimicas do analito e do sorvente, a natureza da matriz e 0s
interferentes a serem eliminados. O solvente empregado no condicionamento, na
lavagem e na eluicdo dos analitos é outro paradmetro que deve ser avaliado
(BORGES et al., 2015).

A maioria dos corantes sintéticos permitidos em alimentos sédo acidos fortes,
pois possuem um ou mais grupamentos sulfénicos ou acetato em sua estrutura. Esta
caracteristica permite sua retencdo em cartuchos contendo: poliamida, silica
modificada com aminopropil (NH,), Strata®-X-AW, Oasis® HLB e Oasis® WAX. Para
uma melhor compreenséo, as formulas estruturais de todos os corantes e sorventes

citados neste trabalho estéo representadas nos Apéndices A e B, respectivamente.
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Yoshioka et al. (2008) empregaram resina de poliamida para a extracéo de 40
corantes sintéticos em caldas, bebidas e doces por HPLC-DAD. Os corantes séo
retidos na poliamida em condi¢cdes acidas, através de interacdes de van der Waals.
Entdo, o pH da amostra foi ajustado para um valor de aproximadamente 2 antes da
etapa de percolacado e, posteriormente, os corantes foram eluidos com uma solucéo
etanol:amonia. O método mostrou-se adequado para o objetivo proposto, com
recuperagbes entre 76,6 e 115%. De modo similar, Bonan et al. (2013) e
Karanikolopoulos et al. (2015) propuseram métodos de SPE com cartuchos de
poliamida para determinar corantes em diversos tipos de matrizes, tanto liquidas
quanto solidas.

Mazdeh et al. (2016) empregaram NH; para a extragdo de 8 corantes em
goma, gelatina bebidas e confeitos por HPLC-UV/Vis. Conforme descrito pelos
autores, o pH da amostra deve ser menor que o pKa do sorvente (2 unidades abaixo
de 9,8) para que este funcione como trocador anibnico. Na etapa de eluicdo €
necessario neutralizar a superficie do grupo amino (pH 2 unidades acima de 9,8). O
método desenvolvido demonstrou ser eficaz para a extragcdo dos corantes,
alcancando recuperacoes entre 94,2 e 106,7%.

Qi et al. (2015) aplicaram o cartucho Strata™-X-AW para a determinacao de
11 corantes em produtos carneos e de panificacdo por HPLC-DAD. Primeiramente, o
conteudo de gordura das amostras foi removido através da extracdo com n-hexano.
Os corantes foram extraidos com solu¢cdo metanol:aménia:agua em ultrassom e,
apos procedimentos de evaporacdo e reconstituicdo, a limpeza dos extratos foi
realizada por SPE. Para fins de confirmacéo, os extratos também foram analisados
por LC-MS/MS. Os resultados de recuperacdo variaram de 75,2 a 113,8%,
demostrando a aplicabilidade do método para as analises requeridas.

O sorvente polimérico Oasis® HLB (do inglés, hydrophilic-lipophilic-balanced)
foi escolhido por Feng et al. (2011) para determinar 40 corantes sintéticos em
refrigerantes por LC-MS/MS. Este sorvente apresenta a superficie modificada com
divinilbenzeno (lipofilico) e N-vinilpirrolidona (hidrofilica), proporcionando uma
extracdo eficaz para corantes de média a alta polaridade. Os autores obtiveram
recuperacoes entre 91,1 e 105% para os compostos avaliados.

O Oasis® WAX (do inglés, weak anionic exchange) apresenta estrutura similar
ao HLB, porém com um grupo hidrofilico adicional, a piperazina. Yang et al. (2011)

determinaram 5 corantes sintéticos em goma de mascar empregando WAX e HPLC-
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DAD. Apés extracdes com EDTA/NaOH em ultrassom e extracdo liquido-liquido com
diclorometano, os extratos aquosos foram submetidos a SPE. O pH dos extratos foi
ajustado antes da etapa de percolacéo e, posteriormente, efetuou-se a eluicdo com
metanol contendo 5% de hidroxido de amodnio. Foram obtidas recuperacfes
satisfatorias entre 72,5 e 116,4%.

Apesar da grande variedade de sorventes comercialmente disponiveis, a
extracdo em fase sdélida apresenta como desvantagens o tempo elevado de analise
e as diversas etapas envolvidas, que frequentemente séo trabalhosas e requerem a
utilizacdo de dispositivos comerciais multivias (manifolds) e vacuo para executar a
extracdo (ANDRADE-EIROA et al.,, 2016; JARDIM, 2010). A versdo automatizada
deste método, SPE on-line, implica em manutenc¢des frequentes, além dos sistemas
comerciais disponiveis apresentarem um custo consideravel (PRESTES et al.,
2009).

2.5.2 Extracdo em fase solida dispersiva

Um método baseado na SPE denominado extracao em fase sdlida dispersiva
(d-SPE, do inglés dispersive solid-phase extraction) foi desenvolvido por
Anastassiades et al. (2003), juntamente com o método QUEChERS (Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe). A d-SPE € um procedimento simples, usualmente
empregado na limpeza de extratos destinados a analise cromatografica de residuos
e contaminantes em alimentos (CABRERA et al., 2012).

Conforme a proposta original, agita-se 1 mL do extrato proveniente de
amostra de alimento com 25 mg do sorvente amina primaria-secundaria (PSA, do
inglés primary secondary amine). A estrutura bidentada do PSA possibilita a forte
retencdo de &cidos graxos livres, aclcares e de outros coextrativos polares
presentes na matriz. A agitacdo tem por objetivo a interacdo uniforme do sorvente
com a matriz, facilitando assim o processo de limpeza do extrato. Ap6s uma etapa
de centrifugacdo, o extrato estd pronto para ser injetado no sistema cromatografico
(BORGES et al., 2015; PRESTES et al., 2009).

Aléem da facilidade, do menor nimero de etapas e do uso de uma menor
guantidade de sorvente quando comparado a SPE convencional, uma das principais
vantagens da d-SPE é a versatilidade no desenvolvimento de novos métodos, visto

que diferentes combinagcdes de sorventes sdo possiveis, dependendo do tipo de
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matriz e dos analitos de interesse (BORGES et al., 2015). Recentemente, Mundz et
al. (2016) empregaram o método QUEChERS para a extracdo de 42 residuos de
agrotoxicos em fisalis. A etapa de limpeza consistiu de d-SPE com o0s sorventes
PSA, C18 e carbono grafitizado (GCB, do inglés grafitized carbon black) visando a
remocao de agucares, acidos graxos, lipideos e pigmentos.

A d-SPE tem sido amplamente utilizada em analises multirresiduo, porém
ainda ndo existem estudos na literatura demonstrando a aplicacdo deste método na
determinacdo de corantes sintéticos em alimentos ou bebidas (CHEN et al., 2014).
Possivelmente porque, ao contrario dos agrotoxicos e demais contaminantes, 0s
corantes sao fortemente retidos na superficie dos sorventes comumente utilizados
em d-SPE.

2.5.3 Outros métodos de preparo de amostra

Embora a extracdo em fase soélida seja 0 método de preparo de amostra mais
empregado na andlise de corantes em alimentos e bebidas, métodos como a
extracdo em fase solida magnética (MSPE, do inglés magnetic solid-phase
extraction), a extracdo assistida por micro-ondas (MAE, do inglés microwave-
assisted extraction) e a extracdo assistida por ultrassom (UAE, do inglés
ultrassound-assisted extraction) também tém sido utilizados (YAMJALA et al., 2016).

Chen et al. (2014) desenvolveram e otimizaram um método para a
determinacdo de 7 corantes artificiais em vinho e refrigerante empregando MSPE.
Primeiramente, os autores sintetizaram nanoparticulas de um polimero magnético
funcionalizado com grupamentos amino. Em seguida, as amostras foram
evaporadas e o residuo foi reconstituido com agua. Sob condicbes adequadas de
pH somente os interferentes (acgucares, acidos organicos e pigmentos naturais) sao
retidos no sorvente, entdo aplica-se um campo magnético para isolar a particula
magnética (sorvente + interferentes) e os extratos podem ser analisados. Os
resultados de recuperacdo (84-116%) demostraram a elevada capacidade de
extracdo do método, porém foi necessario um moroso processo de sintese do
sorvente e a aplicacdo de um campo magnético para o isolamento dos coextrativos.

Sun et al. (2013) determinaram 21 corantes sintéticos em salsichas utilizando
MAE e cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia com detector por arranjo de

diodos (UHPLC-DAD, do inglés ultra-high-eficiéncia liquid chromatography-diode
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array detection). No entanto, uma etapa adicional de SPE foi necessaria para a
limpeza dos extratos e remogéao dos interferentes.

Shen et al. (2014) empregaram UAE e LC-DAD para a determinacao
simultanea de corantes sintéticos e carotenoides em diferentes tipos de alimentos,
tais como bebidas, pastas e enlatados. Ainda que recuperacgfes satisfatorias tenham
sido obtidas, 80,5-97,2% para os corantes e 80,1-98,4% para os carotenoides,
apenas 0s azocorantes amaranto, amarelo crepusculo, tartrazina e vermelho 40

foram avaliados.

2.6 ANALISE QUALITATIVA DE ACUCARES

Os corantes sintéticos sao adicionados geralmente em produtos como
geleias, sorvetes, biscoitos, doces e bebidas (refrigerantes, energéticos, isotdnicos,
entre outros), 0s quais contém uma grande quantidade de carboidratos, dentre
outros coextrativos. A presenca desses interferentes nos extratos finais pode
danificar as colunas cromatograficas, além de afetar a quantificacdo dos corantes.
Assim, o preparo de amostra deve remover a maior quantidade possivel destes
compostos antes da andlise.

Os carboridratos, popularmente conhecidos como aguUcares, Ssao
poliidroxialdeidos (aldoses), poliidroxicetonas (cetoses) ou substancias que liberam
tais compostos por hidrélise (JUNIOR, 2008). Na Figura 6 estdo representadas as
estruturas quimicas de carboidratos normalmente presentes nos alimentos e

bebidas: glicose, frutose e sacarose.

Figura 6 — Carboidratos normalmente encontrados nos alimentos
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A glicose e a frutose sdo monossacarideos, isto €, sdo constituidas por
apenas uma unidade de poliidroxialdeido e poliidroxicetona, respectivamente. A
sacarose € um dissacarideo composto por uma molécula de glicose e outra de
frutose, unidas covalentemente entre si por uma ligacéo glicosidica (JUNIOR, 2008).

Uma caracteristica importante de monossacarideos e de alguns dissacarideos
é a capacidade de serem oxidados por ions férricos (Fe®") e ctpricos (Cu?"), sendo
que o carbono da carbonila é oxidado a carboxila e o ion metalico é reduzido. Os
acucares que apresentam essa propriedade sdo denominados acucares redutores
(NELSON & COX 2014). A sacarose € um acucar nao redutor, pois sua extremidade
redutora encontra-se comprometida com a ligacdo glicosidica. No entanto, essa
ligacdo pode ser facilmente hidrolisada por acido diluido a quente, liberando os
monossacarideos redutores glicose e frutose (NELSON & COX, 2014).

Diferentes testes qualitativos podem ser realizados para verificar a presenca
de acucares em alimentos e bebidas. O teste de Benedict é utilizado para detectar
acucares redutores, tais como glicose e frutose, enquanto o teste de Seliwanoff

fornece resultados positivos para cetoses.

2.6.1 Teste de Benedict

O reagente de Benedict foi utilizado por muitos anos para identificar
portadores de diabetes através da presenca de acucares redutores, especialmente
glicose, em sua urina (OLIVEIRA et al., 2006). Este reagente consiste basicamente
de uma solucdo azul de sulfato cuprico (CuSO,). Em presenca de um agente
redutor, em meio alcalino e apds aquecimento, tem-se o aparecimento de coloracao
castanha/vermelha devido a formagcéo de 6xido cuproso (Cu,0). O Cu?* do reagente
de Benedict é reduzido a Cu® e o grupo funcional carbonila da glicose/ frutose é

oxidado a acido carboxilico, conforme a seguinte reacdo (FIGUEIRA et al., 2012):

. i A
Cu? @q) t 4 OH (aq) + RCHO(aq) —_— > RCOOH(aq) + CUQO(S) +2 HQO(aq)

Para o preparo do reagente de Benedict deve-se dissolver 173 g de citrato de
sédio e 100 g de carbonato de sédio anidro em aproximadamente 800 mL de 4gua a

guente. Filtra-se, caso necessario, e dilui-se com agua até 850 mL de volume total.
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Adiciona-se gradativamente uma solugéao de sulfato de cobre (17,3 g dissolvidas em
100 mL de &gua) agitando continuamente, e completa-se o volume para 1 litro
(MORITA & ASSUMPCAO, 1981).

O teste de Benedict pode ser realizado em um tubo de ensaio contendo 2 mL
do reagente de Benedict e aproximadamente 1 mL da amostra. O tubo de ensaio
deve ser aquecido em banho-maria fervente por cinco minutos. O aparecimento de
um precipitado vermelho-tijolo indica a reducédo do cobre e, consequentemente, a

presenca de acucares redutores na amostra (JUNIOR, 2008).

2.6.2 Teste de Seliwanoff

O teste empregando o reagente de Seliwanoff permite detectar a presenca de
cetoses. Este reagente € preparado dissolvendo-se 0,05 g de resorcinol em 100 mL
de HCI diluido 1:2 (MORITA & ASSUMPCAO, 1981). Sob a acdo desidratante do
acido, as cetoses séo transformadas em derivados de furfural que se condesam com
o resorcinol, resultando rapidamente em um produto vermelho, conforme a seguinte
reacao (JUNIOR, 2008):

QT eHyoH 7HOH cHo
HO [H*] [H*]
3H0 \ / N
OH o
CH

OH

O ensaio é realizado com aproximadamente 0,8 mL do reagente de
Seliwanoff (incolor) e 0,2 mL de amostra. O tubo de ensaio deve ser aguecido em
banho-maria fervente por trés minutos. A presenca de cetoses, tais como a frutose,
leva ao aparecimento de coloracdo vermelha. Este teste também da resultado
positivo para a sacarose, pois ela sofre hidrélise em meio acido diluido, liberando

seus monossacarideos frutose e glicose (JUNIOR, 2008).
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2.7 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Atualmente, os resultados obtidos a partir de métodos analiticos tém um
impacto significativo na sociedade, sendo indispensaveis para a tomada de decistes
em diversas areas, como, por exemplo, no controle de qualidade de bens de
consumo e no monitoramento de alimentos (RAMBLA-ALEGRE et al., 2012).

Para assegurar que um método analitico forne¢a dados confidveis e
interpretaveis sobre determinada amostra, ele deve sofrer um processo de avaliacao
denominado validagdo (RIBANI et al., 2004). A validacao estabelece, através de
estudos sistematicos de laboratério, que o método € adequado a finalidade, isto €,
suas caracteristicas de desempenho sao capazes de produzir resultados
correspondentes as necessidades do problema analitico (ANVISA, 2003).

No Brasil, a ANVISA (2003) e o Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2011) estabelecem guias para a
validacdo de métodos analiticos. Diversos 6rgaos internacionais, tais como a Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés International Union of
Pure and Applied Chemisty) e a SANTE (2015), também disponibilizam suas
recomendacdes.

Os parametros analiticos usualmente determinados em um processo de
validacdo sdo: seletividade/especificidade, linearidade, faixa linear de trabalho,
exatidao, precisao, limite de deteccao, limite de quantificacdo e robustez (ZANELLA

et al., 2015) . A Tabela 4 apresenta a definicdo e a aplicacao destes parametros.
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Tabela 4 — Parametros de métodos analiticos normalmente avaliados na validacéo

Parametro

Definicdo

Aplicacao

Referéncia

Seletividade

Especificidade

Linearidade

Faixa Linear de
trabalho

LOD e LOQ

Precisao

Exatidéo

Robustez

Distincao de resposta entre
substancias distintas.

Distincdo da resposta do analito
na presenca de interferentes.

Correlacéao entre resposta
analitica e concentracdo

Intervalo de concentragbes em
gue y e x correlacionam-se
linearmente

Concentragéo limite de distin¢céo
entre analito e ruido

Proximidade de resultados
obtidos por diferentes
amostragens

Proximidade de resultado em
relagéo a uma referéncia

Capacidade do método em
resistir a pequenas variacoes

Extracdo de matriz branco
versus matriz fortificada

Extrag&o de matriz branco
versus matriz fortificada

Curva analitica
(y=ax+b)

Curva analitica
(y=ax+bh)

S/R = 3 e S/R=10,
respectivamente

Repetibilidade e
Reprodutibilidade

Ensaios de fortificacdo

Variagfes nas condi¢des
analiticas

INMETRO,
2011

SANTE,
2015

ANVISA,
2003

INMETRO

INMETRO,;
ANVISA

INMETRO,;
ANVISA

INMETRO,;
ANVISA

INMETRO

matriz branco: matriz isenta dos analitos em estudo;
S/R: razao sinal ruido;
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho proposto consistiu no desenvolvimento e validagdo de um método

de preparo de amostra e determinacéo de corantes sintéticos em bebidas isotbnicas

por HPLC-UV/Vis. Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analises de

Residuos de Pesticidas (LARP) do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM).

3.1 INSTRUMENTACAO

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estao

descritos a sequir:

>

YV V. V V V VY

Agitador vortex - Biomixer QL-901 (Microtécnica, Brasil);
Balanca analitica de precisdo APX-200 (Denver Instruments, Brasil);
Balanca analitica de precisdo AUW 220D (Shimadzu, Japéo);
Balanca analitica de precisdo UX-420H (Shimadzu, Japao);
Micropipetadores automéaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
Sistema de purificagéo de agua Milli-Q Direct 3UV® (Millipore, Franca);
Sistema HPLC, modelo ICS-400 DA (Dionex, EUA) equipado com:
» Detector UV/Vis de comprimento de onda variavel, modelo UltiMate
VWD-3400RS (Thermo Scientific, EUA);
» Bomba ternaria, modelo 9010 (Varian, EUA);
» Coluna analitica Microsorb 100-5 C18, com 250 x 4,6 mm e 5 um
de diametro de particula;

» Software para aquisi¢cdo de dados Chromeleon 6.8;

» Ultrassom USC-1400 (Unique, Brasil).

3.2 REAGENTES, SOLVENTES E DEMAIS MATERIAIS UTILIZADOS

vV V V V V

Acetato de aménio p.a. (Merck, Alemanha);
Acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich, China);
Acido citrico p.a. (Synth, Brasil);

Acido cloridrico concentrado p.a. (Synth, Brasil);

Acido férmico p.a. 98% (Sigma-Aldrich, Alemanha);
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Acido fosférico p.a. 85% (Merck, Alemanha);

Carbonato de sddio anidro p.a. (Synth, Brasil);

Hidréxido de amonio p.a. 28-30% (Sigma-Aldrich, Alemanha);
Metanol grau HPLC (Merck, Alemanha);

Resorcinol p.a. (Merck, Alemanha);

Sulfato de cobre p.a. (Synth, Brasil);

YV V V V V V V

Agua purificada em sistema Milli-Q Direct 3UV® com resistividade de 18,2 MQ
cm (Millipore, Franca);
Cartuchos para SPE Oasis® HLB 200 mg/6 mL (Waters, Irlanda);

Y VY

Filtros de seringa de celulose regenerada de 0,45 pm e 25 mm d.i. (Agilent,
China);

Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL (Agilent, EUA);

Microtubos de centrifuga de 2 mL (Labcon, EUA);

Seringas de 3 mL HSW Norm-Ject® (Henk Sass Wolf, Alemanha);

Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);

vV V VYV V V

Vidraria comum de laboratorio.

3.3 ESCOLHA DOS COMPOSTOS

Os corantes sintéticos avaliados no método desenvolvido foram selecionados
com base na Resolu¢cdo RDC n° 5/2007 da ANVISA/MS, referente a bebidas nao
alcodlicas gaseificadas e ndo gaseificadas, seus preparados liquidos e pos
(ANVISA, 2007b), categoria onde estdo incluidas as bebidas isotbnicas. Foram
escolhidos alguns dos corantes mais utilizados em isoténicos, verificando-se
previamente a disponibilidade destes compostos no laboratério.

Os corantes estudados estdo na listados na Tabela 5, juntamente com as
seguintes informacdes: codigo INS/E, férmula molecular, massa molar, solubilidade
em agua, pKa e suas respectivas purezas. As férmulas estruturais destes compostos

estdo representadas no Apéndice A.
3.4 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

Foram preparadas solu¢des analiticas estoque individuais na concentracdo

1000 mg L™ levando em consideracdo a pureza dos padrées sélidos (Tabela 5). A
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massa de cada padrdo solido pesado foi dissolvida em &gua ultrapura e as solugfes
estoque foram armazenadas em frascos ambar a temperatura de 5 °C. A partir
destas solucdes, preparou-se uma mistura contendo todos os corantes em estudo,
na concentracdo 10 mg L™, em agua. Para injecdo no sistema HPLC-UV/Vis foram

preparadas solucées nas concentragées 0,5; 0,8; 1,0; 1,2; 1,5e 2,0 mg L™.

Tabela 5 — Compostos avaliados neste trabalho com seus respectivos cddigos
INS/E, formula molecular, massa molar, solubilidade em agua, pKa e pureza.

Composto Férmula Massa molar  Solubilidade Pureza
(Codigo INS/E) molecular (g mol™) em agua* pKa (%)
,argg)ranto CaoH11N,Naz010Ss 604,47 8 10,36 93,3
,(A\lnfg)relo crepusculo C1sH10N,Na,0,S, 452,37 19 10,36 90,0
,(6\123u3l))brilhante CaoH11N,Naz010Ss 792,85 20 n.e. 93,4
,(0\lz3u2|)de indigotina CarHaaNoNa,04S 3 466,35 1,6 n.e. 92,0
Flozrlc)eau 4R C,16HsN,Na,0sS, 604,47 25 11,24 92,8
(Tl%tzr)azma C16HoNaNazOsS; 534,36 20 9,40 90,0

INS/E: sistema numeérico internacional do Codex Alimentarius e cddigo da Unido Europeia;
*(g/100 mL) a 25 °C; n.e.: ndo encontrado;

3.5 AMOSTRAS DE BEBIDAS ISOTONICAS

Conforme descrito no roétulo, as bebidas isotbnicas sabor limao/limonada néao
contém corantes sintéticos em sua composicdo. Apds esta informacgdo ter sido
confirmada através de inje¢des no HPLC-UV/Vis, uma amostra sabor lim&o foi
utiizada como amostra “branco” para otimizagdo e validagdo do método. Para a
etapa de aplicabilidade do método foram adquiridas 8 amostras comerciais de
isotonicos de diferentes marcas e sabores, a fim de contemplar a maioria dos

corantes sintéticos em estudo.
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3.6 OTIMIZACAO DO SISTEMA CROMATOGRAFICO HPLC-UV/Vis PARA A
DETERMINACAO DE CORANTES SINTETICOS EM BEBIDAS ISOTONICAS

A separacao e a quantificacdo de corantes sintéticos em alimentos e bebidas
sao usualmente realizadas por HPLC, sendo que os detectores mais empregados na
determinacdo destes compostos sao: UV/Vis (MAZDEH et al., 2016), DAD
(YOSHIOKA et al., 2008) e MS (FENG et al., 2011).

Neste trabalho, empregou-se um sistema HPLC-UV/Vis com deteccdo em
qguatro em cada analise cromatogréafica. Foram utilizados os mesmos comprimentos

de onda propostos por Minioti et al. (2007).
3.6.1 Escolha da fase movel

Segundo estudos anteriores, a adicdo de acetato de aménio na fase mével
aguosa (A), bem como a combinacdo de metanol e acetonitrila na fase movel
organica (B), fornecem melhores resultados na determinacdo de corantes sintéticos
empregando HPLC-UV/Vis (MINIOTI et al., 2007; BENTO et al., 2015; MAZDEH et
al., 2016). Sendo assim, a fase movel empregada neste trabalho consistiu em: (A)
solugéo aquosa de acetato de amonio 0,13 mol L™ e (B) metanol:acetonitrila (80:20,
v/v), conforme o gradiente descrito na Tabela 6. A vazao foi mantida constante em

1,2 mL min™, com volume de injecéo de 20 pL e tempo total de corrida de 19 min.

Tabela 6 — Gradiente da fase moével utilizado no sistema HPLC-UV/Vis

Tempo (min) %A %B

0 80 20
1 80 20
10 50 50
15 20 80
16 80 20
19 80 20

A — acetato de aménio 0,13 mol L™
B — metanol:acetonitrila (80:20, v/v)
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3.7 OTIMIZACAO DO PREPARO DE AMOSTRA PARA A DETERMINACAO DE
CORANTES SINTETICOS EM BEBIDAS ISOTONICAS

A extracdo em fase sdlida dispersiva (d-SPE) foi empregada como método de
preparo de amostra na determinacdo de corantes sintéticos em bebidas isotonicas,
pois até o momento ndo existem estudos na literatura demonstrando sua aplicacao
neste ambito.

Para os testes de extracdo foram pesados 50 mg dos sorventes poliméricos
Oasis® HLB (teste 1) e Oasis® WAX (teste 2) em microtubos de centrifuga. Apés,
adicionou-se 1 mL da amostra branco fortificada no nivel 4 mg L™ (n=3), acidificada
com &cido fosférico 0,1 mol L™ até pH em torno de 1, e agitou-se em vortex por 20 s.
Todo o conteudo do microtubo de centrifuga foi transferido para uma seringa de 3
mL acoplada a um filtro de seringa de 0,45 um. A amostra foi percolada através do
filtro, sendo que o filtrado foi descartado.

O filtro, contendo o sorvente e todos os corantes em estudo, foi acoplado
novamente a seringa e realizou-se a eluicdo com metanol:hidroxido de aménio (95:5,
v/v) (2 x 1 mL). As aliquotas de 0,5 mL do extrato foram diluidas a 1 mL com agua
ultrapura, sendo que a uma delas ajustou-se o pH para 7 com uma solucdo aquosa
de &cido férmico 50% (v/v). Em seguida foi realizada a analise por HPLC-UV/Vis. A
Figura 7 representa o método de preparo de amostra proposto para a determinacéo

de corantes sintéticos em bebidas isotbnicas.

Figura 7 — Método de preparo de amostra proposto para determinagcédo de corantes

sintéticos em bebidas isotbnicas
&-SPENI) Transferénc@)  Eluicso W)
= s ’/\\ I T

B w } Eluigdo
;‘4:’ ::l;‘ - - 1 Cl:[;

IUJII.J.I.JIILIHIILLI\t.l.t:l.t.‘l\\\f

Percolacdo

_|.I1Jl I.LI%LI.IUIILII.t.l.t;l.t.jlmf

~ = '_tj_‘u [ I L 1 [ D 1L o ]
B =
Sorvente Adigdo da Agitacdo Transferéncia
amostra para a seringa [:]

Descarte Anilise



45

A partir da selegdo do sorvente foram realizados testes a fim de otimizar a
guantidade de sorvente (25 e 50 mg), bem como a forma de eluicdo dos analitos,
eluindo-se com uma aliquota Unica de 2 mL ou com duas aliquotas de 1 mL. Além
disso, com o objetivo de verificar a eficiéncia do método de preparo de amostra
proposto na remogao de carboidratos, foram realizados os testes qualitativos de
Benedict (para acgucares redutores) e de Seliwanoff (para cetoses), descritos nos

itens 2.6.1 e 2.6.2, respectivamente.

3.8 VALIDACAO DO METODO PROPOSTO PARA A DETERMINACAO DE
CORANTES SINTETICOS EM BEBIDAS ISOTONICAS

O método de preparo de amostra desenvolvido neste trabalho visando a
determinacao de corantes sintéticos em bebidas isotbnicas foi validado avaliando-se
0S seguintes parametros: seletividade; curva analitica e faixa linear; limites de
deteccdo e quantificacdo; exatiddo e precisdo (repetibilidade e precisdo

intermediaria).

3.8.1 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através da comparacdo dos
cromatogramas obtidos por injeces no sistema HPLC-UV/Vis de extratos da
amostra branco, isenta dos compostos em estudo, e da amostra branco fortificada
com o0s compostos selecionados.

Os solventes e reagentes também foram avaliados para assegurar a
inexisténcia de contaminantes que pudessem interferir na analise. Para isto realizou-

se o procedimento de extracdo na auséncia da amostra (branco reagente).

3.8.2 Curva analitica e faixa linear

Avaliou-se a linearidade das curvas analiticas prepradas partir das solugdes
analiticas descritas no item 3.4, nas concentrac¢des de 0,5; 0,8; 1,0; 1,2; 1,5 e 2,0 mg
L. As curvas analiticas foram injetadas em triplicata para posteriormente realizar os
célculos das médias das areas e obtencéo do coeficiente de determinacao (r?). Os
dados de regresséo linear foram obtidos com auxilio do software Chromeleon 6.8. do

equipamento.
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3.8.3 Limite de deteccéao e limite de quantificacéo

A partir da faixa linear das curvas analiticas, determinou-se o limite de
deteccdo e o limite de quantificacdo do instrumento (LOD; e LOQ;) para cada
composto, levando em consideragcdo a relacdo sinal ruido calculada pelo software
Chromeleon 6.8. Considerou-se o LOQ; o menor nivel da curva de calibracdo que
apresentou relagéo sinal/ruido > 10, e o LOD; foi calculado dividindo-se o valor de
LOQ; por 3,33.

O LODy, e LOQy, referem-se aos limites do método, isto €, a concentracao
real na amostra, e sdo obtidos multiplicando-se o valor de LOD; e LOQ;,
respectivamente, pelo fator de diluicdo obtido no método de extragédo.

3.8.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de recuperacao, sendo
realizadas fortificacbes das amostras branco em 3 niveis de concentracédo (2,0; 4,0 e
6,0 mg L™?), com 6 réplicas de extracdo para cada nivel de fortificacdo, as quais
foram injetadas apenas uma vez cada.

A exatiddo, expressa em percentagem de recuperacao, foi calculada com o
auxilio do software (Chromeleon 6.8) do equipamento. O calculo de recuperacéo

pode ser realizado de acordo com a Equacéao 2:

Recuperacio (%) = (%) %X 100 (2)
2

Onde:
C1= Concentracdo determinada na amostra fortificada,

C, = Concentracao usada para fortificagéo.

3.8.5 Precisao (repetibilidade) e preciséo intermediaria

A precisédo pode ser calculada através da formula do desvio padréo relativo
(RSD), conforme a Equacéo 3:

RSD (%) = (;) x 100 3)
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Onde:

s = estimativa de desvio padréo absoluto = {¥ (x; - Xm)?/n-1}*?;
x; = valores individuais;

X = média das medidas em replicatas;

n = numero de medidas.

A precisdo do método, em termos de repetibilidade, foi avaliada procedendo-
se a extracdo e a andlise das amostras fortificadas. Foram realizadas seis extracdes
cada nivel de concentracao, sendo que o extrato foi injetado uma Unica vez (n=6).

A precisao intermediaria do método foi avaliada efetuando-se o procedimento
analitico em dias e com analistas diferentes, através da injecdo da curva analitica e
das amostras branco fortificadas no menor nivel, 2,0 mg L™*, correspondente ao
LOQnm.

3.9 APLICACAO DO METODO

O método desenvolvido e validado foi aplicado para a determinacdo de
corantes sintéticos em amostras de bebidas isotdnicas adquiridas em
supermercados de Santa Maria (RS), no periodo de maio a junho de 2016. Foram
avaliadas trés marcas diferentes, nos sabores: tangerina, laranja, maracuja, uva, uva

verde e mix de frutas, a fim de contemplar a maioria dos corantes estudados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZACAO DO SISTEMA CROMATOGRAFICO HPLC-UV/Vis PARA A
DETERMINACAO DE CORANTES SINTETICOS EM BEBIDAS ISOTONICAS

As condicbes cromatograficas empregadas na separacao e quantificacdo dos

corantes sintéticos avaliados neste estudo estdo descritas na Tabela 7.

Tabela 7 — Condi¢des cromatograficas empregadas no sistema HPLC-UV/Vis para a
validagdo do método proposto

Parametros Condi¢bes cromatogréaficas otimizadas
Coluna analitica  Microsorb 100-5 C18 (250 x 4,6 mm, 5 um)

A) solucdo aquosa de acetato de aménio 0,13 mol L™, pH=7
B) metanol:acetonitrila (80:20, v/v)

Fase movel
20% (B) de 0 a 1 min, aumentando até atingir 50% (B) em 10

Gradiente min; atinge-se 80% (B) em 15 min (permanecendo por 1 min);
retorno para 20% (B) em 16 min (permanecendo por 3 min)

Vazio 1,2 mL min?

Volume de injecdo 20 pL
Detector UV/Vis com 4 comprimentos de onda (430, 480, 510 e 610 nm)

Cada corante possui um comprimento de onda de maxima absorcao (Amax)
especifico. O detector UV/Vis utilizado neste trabalho permite utilizar até quatro
comprimentos de onda diferentes em uma mesma corrida cromatogréfica,
possibilitando a analise de todos os corantes em estudo.

Baseado no estudo de Minioti et al. (2007) foram selecionados os seguintes
comprimentos de onda: 430 nm e 480 nm para os corantes amarelos, 510 nm para
os corantes vermelhos e 610 nm para os corantes azuis (Tabela 8). Os corantes
foram identificados pelos tempos de retencdo em comparagdo com 0s tempos de
retencdo obtidos para os padroes analisados nas mesmas condicdes e pela

resposta obtida nos quatro comprimentos de onda.
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Tabela 8 — Comprimentos de onda (Amax) Selecionados para a determinacdo de
corantes sintéticos em bebidas isotbnicas e tempos de retencdo (tg) de cada
composto analisado.

Composto Amax (NM)  tg (Min)
Amaranto 510 8,1
Amarelo crepusculo 480 11,2
Azul brilhante 610 16,4
Azul de indigotina 610 8,6
Ponceau 4R 510 10,3
Tartrazina 430 6,9

Segundo Vidotti et al. (2006) os corantes normalmente eluem de colunas de
fase reversa de acordo com a sua hidrofobicidade. Os corantes da classe azo séo
mais hidrofébicos do que os ndo-azo e, em geral eluem primeiro. Além disso, a
hidrofobicidade dos corantes contendo anéis naftalénicos é mais forte em
comparacao aqueles constituidos apenas por anéis benzénicos. No entanto, como a
andalise cromatogréafica destes compostos geralmente é realizada em valores de pH
proximos a 7, a presenca de grupos acidos e alcalinos na estrutura dos corantes
também interfere na ordem de eluicdo (MINIOTI et al., 2007)

Neste trabalho, os azocorantes tartrazina, amaranto, ponceau 4R e amarelo
crepusculo foram os primeiros a eluir, com exce¢do do azul de indigotina (classe
indigoide) que foi o terceiro corante a eluir. Este comportamento foi evidenciado por
diversos autores e pode ser explicado pela presenca de grupos cetona e amina na
estrutura do composto, o que lhe confere maior polaridade (YOSHIOKA et al., 2008).
Conforme a Figura 8, o ultimo composto a eluir foi o azul brilhante devido a sua
caracteristica menos polar (classe trifenilmetano).

Pode-se observar que o sistema HPLC-UV/Vis proporcionou alta seletividade
e eficiéncia de separacéo, sendo possivel identificar e quantificar todos os corantes

em estudo.
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Figura 8 — Cromatograma de uma solucdo preparada em &agua ultrapura na
concentracdo 0,5 mg L™ obtido por HPLC-UV/Vis em 4 comprimentos de onda,
onde: (1) tartrazina, (2) amaranto (3) azul de indigotina, (4) ponceau 4R, (5) amarelo
crepusculo e (6) azul brilhante.
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Na andlise de corantes sintéticos, a resolucéo é fortemente afetada pelo pH
da fase movel. Segundo Yoshioka et al. (2008), valores de pH em torno de 7
favorecem a seletividade e, consequentemente, a separacdo cromatografica dos
corantes em fase reversa. Diante disso, ndo foram avaliados outros valores de pH
para a fase movel.

A fase mével (A) empregada neste trabalho consistiu de uma solucdo aquosa
de acetato de amdnio 0,13 mol L™ com pH 7. Este aditivo tem sido amplamente
reportado na literatura para a determinacdo de corantes sintéticos por cromatografia
liguida visando separacfes adequadas e tempos de corrida menores. No entanto, é
importante ressaltar que em altas concentracdes pode ocorrer o efeito salting-out, o
qual leva a um aumento da interacao dos corantes com a coluna C18, resultando em
tempos de retencdo maiores (KUCHARSKA et al., 2010).

O metanol foi utilizado como fase moével organica (B) resultando em baixa
forca de eluicdo e resolucdo. A adicdo de acetonitrila melhora significativamente a

assimetria dos picos, fornecendo boa resolucdo quando utilizada em combinacéo
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com metanol (Minioti et al., 2007; Mazdeh et al., 2016). Sendo assim, a fase movel
(B) empregada neste trabalho foi metanol:acetonitrila (80:20, v/v).

Para a obtencdo de uma boa resolucdo também foi necessario o ajuste do pH
do extrato. Primeiramente, foram avaliados os extratos diluidos somente em agua,
isto €, em condic¢des alcalinas (pH 11) devido ao NH4OH presente na solucdo de
eluicdo. A intensidade dos picos nesta condicdo alcalina era baixa e os picos eram
largos. Portanto, o ajuste para pH 7 com solucdo aquosa de acido formico (50%, v/v)

foi essencial para aumentar a relacdo sinal/ruido da resposta.

4.2 OTIMIZACAO DO METODO DE PREPARO DE AMOSTRA PARA A
DETERMINACAO DE CORANTES SINTETICOS EM BEBIDAS ISOTONICAS

Foram realizados ensaios preliminares com 50 mg dos sorventes poliméricos
Oasis® HLB (teste 1) e Oasis® WAX (teste 2), de modo a avaliar as melhores
condigbes para o procedimento de extracdo dos corantes sintéticos em bebidas
isotonicas. Estes sorventes foram selecionados devido a sua dupla funcionalidade: a
parte hidrofilica (N-vinilpirrolidona) permite uma extracdo eficaz para corantes
altamente polares, enquanto a parte lipofilica (divinilbenzeno) fornece as
propriedades de fase reversa para retencdo de corantes menos polares. O sorvente
WAX possui ainda outro grupamento hidrofilico, a piperazina (FENG et al., 2011,
YANG et al., 2011).

De acordo com a literatura, os sorventes Oasis® HLB e Oasis® WAX
encontram-se em suas formas protonadas em condi¢des acidas, isto é, em valores
de pH pelo menos duas unidades abaixo de seus respectivos pKa (Figura 9). Isto
permite a retencdo dos analitos através de interacdes ibnicas entre os corantes
carregados negativamente e 0s nitrogénios carregados positivamente dos sorventes.
A retencdo dos corantes também pode ocorrer através de ligacbes de hidrogénio
entre as hidroxilas dos grupos sulfénicos dos corantes e o oxigénio da carbonila do
grupo N-vinilpirrolidona dos sorventes, além de interacdes hidrofobicas entre o grupo

divinilbenzeno dos sorventes e 0s grupamentos aromaticos dos corantes.
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Figura 9 — Modificacbes quimicas nas estruturas dos sorventes Oasis® HLB e Oasis®
WAX em condi¢Bes acidas (abaixo de seus respectivos pKa)

Oasis HLB (pKa 7,4) Oasis WAX (pKa 6,0)

Fonte: (Adaptado de MANZO et al., 2014).

Ao ajustar o pH da amostra branco fortificada para aproximadamente 1,
verificou-se que todos os corantes foram retidos em ambos os sorventes, visto que o
extrato, anteriormente de coloragdo cinza devido a mistura de cores, tornou-se
limpido e transparente. O mesmo ndo ocorreu quando o pH da amostra foi mantido
em torno de 3, pH natural da bebida isotbnica (Figura 10). Assim, ajustou-se o pH da
amostra para 1 com solugdo aquosa de &cido fosférico 0,1 mol L™, seguido de

agitacdo em vortex por 20 s.

Figura 10 — Testes de extracdo com Oasis® HLB e Oasis® WAX: (a) amostra branco
fortificada em 4 mg L™ (b) extracdo com Oasis® HLB em pH 1; (c) extracdo com
Oasis® WAX em pH 1 e (d) extracdo com Oasis® HLB em pH 3
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Todo o contetdo do microtubo de centrifuga foi transferido para a seringa de
3 mL acoplada ao filtro de 0,45 um. Apds a percolacdo, 0s corantes sintéticos
avaliados permaneceram retidos nos sorventes e o filtrado foi descartado. A eluicédo
dos analitos foi realizada com metanol:hidroxido de aménio (95:5, v/v), empregando
duas aliquotas de 1 mL. De acordo Yang et al. (2011), metanol € um solvente
adequado para a eluicdo e a injecdo em sistemas de HPLC. O pH alcalino (~11)
proporcionado pelo hidroxido de aménio € fundamental para promover a dessorcao
dos corantes, por meio da diminuicdo das interacdes de hidrogénio e interacao
ibnicas que ocorrem entre 0s sorventes e os corantes. O extrato foi diluido duas
vezes com agua ultrapura e analisado por HPLC-UV/Vis.

Verificou-se que nesta condi¢édo alcalina a intensidade dos picos era baixa e
0s picos eram largos. Portanto, o pH do extrato foi ajustado para 7 com solucéo
aquosa de acido férmico 50% (v/v) e diluido com agua ultrapura, de modo a manter
a mesmas condi¢cbes da fase movel. Ap6s a neutralizacdo do extrato, ambos 0s
sorventes forneceram recuperacgfes adequadas para todos os corantes sintéticos
em estudo (Figura 11), porém devido ao menor custo de aquisicdo e maior
disponibilidade no laboratério selecionou-se o sorvente Oasis® HLB para dar
continuidade aos testes.

Figura 11 — Resultados dos ensaios de recuperacdo dos testes com Oasis® WAX e
Oasis® HLB, no nivel de fortificacdo 4 mg L™
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A partir da selecéo do Oasis® HLB foram realizados testes a fim de otimizar a
quantidade de sorvente (25 e 50 mg). Os resultados mostraram que com apenas 25
mg de sorvente foram obtidas recuperacdes equivalentes aquelas obtidas com o
método empregando 50 mg, assim foi selecionada a menor quantidade de sorvente.
Com relacédo a forma de eluicdo, duas aliquotas de 1 mL demonstraram ser mais

eficientes do que a eluicdo com uma aliquota Unica de 2 mL, conforme representado
na Figura 12.

Figura 12 — Resultados dos ensaios de recuperacao para escolha da melhor forma
de eluicao
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O procedimento otimizado para determinacdo dos corantes amaranto,
amarelo crepusculo, azul brilhante, azul de indigotina, ponceau 4R e tartrazina em
bebidas isotdnicas esta representado na Figura 13.
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Figura 13 — Representacdo do método d-SPE desenvolvido para a extracdo de
corantes sintéticos em bebidas isotdnicas
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4.3 ANALISE QUALITATIVA DE ACUCARES

Os testes qualitativos de Benedict e Seliwanoff foram empregados para
verificar a eficiéncia do método de d-SPE desenvolvido neste trabalho em relacdo a
remocao dos carboidratos (glicose, frutose e sacarose) presentes na matriz bebida
isotbnica. Estes testes foram realizados seguindo os procedimentos descritos nos

itens 2.6.1 e 2.6.2, respectivamente.

4.3.1 Teste de Benedict

O reagente de Benedict foi utilizado para identificar a presenca dos aclcares
redutores glicose e frutose na amostra branco, antes e depois do procedimento de
preparo de amostra. Conforme a Figura 14 verificou-se o aparecimento de um
precipitado vermelho-tijolo somente na amostra branco e no filtrado obtido apds a
etapa percolacédo da amostra no filtro. O extrato obtido ap0s a etapa de eluicdo do
meétodo permaneceu azul, mesma coloracédo do reagente de Benedict, demostrando
a remocéo destes interferentes na etapa de preparo de amostra.

O precipitado vermelho de o6xido cuproso (Cu,O) indica a presenca de
acucares redutores tanto na amostra quanto no filtrado, mostrando que os agucares

sdo removidos na etapa de percolacdo da amostra, isto &, ndo sdo retidos no Oasis®
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HLB. O extrato obtido apés a etapa de eluicio ndo apresentou mudanca de

coloracgdo, estando apto para ser injetado no sistema cromatografico.

Figura 14 — Teste de Benedict aplicado ao método desenvolvido: (a) amostra
branco; (b) filtrado obtido apds percolacdo da amostra; (c) extrato obtido apos
eluicéo

4.3.2 Teste de Seliwanoff

O teste de Seliwanoff € empregado para detectar a presenca de cetoses, tais
como a frutose. De acordo com Junior (2008), a sacarose também pode ser
identificada através deste ensaio, pois em meio acido ela se hidrolisa liberando seus
monossacarideos glicose e frutose.

A Figura 15 mostra que, assim como no teste de Benedict, somente a
amostra branco e o filtrado forneceram resultado positivo. A coloragdo vermelha
indica que as cetoses presentes foram incialmente transformadas em derivados de
furfural e depois condensaram com o resorcinol formando o produto descrito no item
2.6.2. O extrato obtido apos a eluicdo com metanol:hidréxido de amdnio (95:5, v/v)
ficou levemente rosado quando comparado a agua ultrapura (controle). E possivel
gue uma gquantidade minima da sacarose tenha permanecido no filtro contendo o

sorvente ou que talvez outra cetose estivesse presente na amostra.
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Figura 15 — Teste de Seliwanoff aplicado ao método desenvolvido: (a) agua
ultrapura; (b) amostra branco; (c) filtrado obtido apds percolacdo da amostra e (d)
extrato obtido apds eluicao

(@)

4.4 VALIDACAO DO METODO OTIMIZADO

A validacdo do método de d-SPE para determinacdo dos corantes amaranto,
amarelo crepusculo, azul brilhante, azul de indigotina, ponceau 4R e tartrazina em
bebidas isotdnicas foi realizada seguindo o procedimento representado na Figura 13.

Foram avaliados os parametros de seletividade, linearidade e faixa de
trabalho, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), exatiddo e
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), sendo que todas as solucdes

analiticas empregadas neste estudo foram preparadas em agua ultrapura.

4.4.1 Seletividade

O método foi considerado seletivo, uma vez que nao foram detectados picos
de interferéncia na faixa cromatografica de interesse, ou seja, n0s mesmos tempos
de retencdo e nos mesmos comprimentos de onda dos corantes estudados (Figura
16). Diante disso, a amostra branco (bebida isotdnica sabor liméo) foi utilizada para
os ensaios de fortificagdo. Os solventes e reagentes foram avaliados através do
procedimento de extragdo na auséncia da amostra (branco reagente), sendo que

nessa avaliagdo também foi observada a auséncia de interferentes.
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Figura 16 — Demonstracéo da auséncia de picos cromatogréaficos de interferentes na
(a) amostra branco e (b) branco reagente; e (c) amostra branco fortificada no nivel 2

mg L.
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Figura 16 (continuag&o)
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4.4.2 Curva analitica e faixa linear

A linearidade do método proposto foi assegurada pela aplicacdo da regresséo
linear aos pontos da curva analitica nos niveis de concentracédo 0,5; 0,8; 1,0; 1,2; 1,5
e 2,0 mg L?, preparada em agua ultrapura. Todos 0s compostos apresentaram
coeficiente de determinacéo (r?) maior que 0,99.

A Figura 17 representa a curva analitica para os 6 corantes sintéticos
analisados, indicando que o corante azul brilhante é o mais sensivel de todos; a
tartrazina e 0 amarelo crepusculo apresentam uma resposta similar, com inclinacéo
maior que 0 amaranto; e 0s corantes ponceau 4R e azul de indigotina apresentam
menor sensibilidade. Estes resultados estdo de acordo com Minioti et al. (2007), que

descreveram comportamento semelhante ao observado nesse trabalho.
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Figura 17 — Curva analitica (solvente) obtida por HPLC-UV/Vis para 0s corantes
avaliados
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4.4.3 Limite de deteccao e limite de quantificacéo

Todos os corantes apresentaram resposta linear na faixa de 0,5 a 2,0 mg L™,
A Tabela 9 apresenta as equaclGes das curvas analiticas e 0s respectivos
coeficientes de determinacéo (r%). O LOQ do instrumento foi estabelecido em relacdo
ao menor ponto da curva analitica com sinal ruido > 10, sendo que para todos o0s
compostos o LOQ; foi 0,5 mg L™. O LOD; foi obtido através da diviséo do LOQ; por
3,33, resultando num valor de 0,15 mg L™ (Tabela 9). Estes limites s&o similares
agueles frequentemente reportados na literatura (MA et al., 2006; BONAN et al.,
2013; MAZDEH et al., 2016;).

O LOQ do método foi obtido mutiplicando-se os valores pelo fator de diluicao,
sendo que a etapa de eluicdo foi realizada com 2 mL de metanol:hidroxido de
amonio (95:5, v/v) e o extrato final, apds ajuste do pH, foi diluido 2 vezes em agua
ultrapura, resultando em um fator de 4 vezes. Portanto, o LOD,, foi 0,6 mg L e o

LOQmfoi 2 mg L™ para todos os compostos (Tabela 9).
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Tabela 9 — Equacgdes das curvas analiticas, r?

quantificacdo do instrumento e do método

, € limites de deteccdo e de

Composto Equacéo r? LOD; LOQ; LOD, LOQpn
Amaranto y=0,9552x - 0,0598 0,9917

Amarelo crepusculo y=1,1651x - 0,0995 0,9919

Azul brilhante y=2,1494x - 0,2461 0,9918

Azul de indigotina  y=0,8893x - 0,2461 0,9932 0.15 0.5 0.6 2.0
Ponceau 4R y=0,9412x - 0,0801 0,9964

Tartrazina y=1,1781x - 0,0944 0,9960

4.4.4 Exatidao e precisédo

Para avaliar a exatiddo do método, foram realizados ensaios de fortificacdo
conforme descrito no item 3.8.4, utilizando os niveis de 2,0, 4,0 e 6,0 mg L. A
precisdo em termos repetibilidade foi avaliada através da analise das réplicas das
fortificacbes da matriz branco, com n=6 para cada nivel de concentracdo. O nivel 2,0
mg L™ foi utilizado também para a determinacdo da precis&o intermediéria, a qual foi
realizada em dias e com analistas diferentes.

Todos os compostos apresentaram resultados satisfatérios com recuperacdes

entre 76 e 108% e RSD < 18%, conforme pode ser observado na Tabela 10.

Tabela 10 — Resultados de exatiddo (R) e precisdo (RSD) para os ensaios de
repetibilidade e precisao intermediaria

20mgL? 40mgL* 6,0 mg L™

Composto Repetib. Preciséo inter. Repetib. Repetib.
R% RSD% R% RSD% R% RSD% R% RSD%

Amaranto 84 10 79 14 77 10 90 15
Amarelo crepusculo 89 15 86 11 87 8 97 11
Azul brilhante 95 14 96 11 90 8 108 18
Azul de indigotina 82 16 81 16 78 8 86 18
Ponceau 4R 87 14 87 13 84 8 92 18
Tartrazina 85 15 91 14 76 10 90 11

Yoshioka et al. (2008) obtiveram resultados semelhantes para a determinacao

de corantes sintéticos em doces e bebidas por HPLC-DAD, empregando SPE com
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cartuchos de poliamida. Os valores de recuperagao reportados foram entre 86,3 e
92,2% com RSD =15%. Bonan et al. (2013) também utilizaram SPE com sorvente
poliamida para a determinacdo de corantes sintéticos em matrizes solidas e liquidas.
Entretanto, foram obtidas menores recuperacdes para amaranto em bebidas (60,4%)
e para azul brilhante em amostras sélidas (66,3%). Segundo os autores, substancias
hidrofilicas presentes na matriz podem mascarar os sitios de interacdo de SPE,
reduzindo o seu poder de retencdo para 0S corantes e, conseguentemente,
reduzindo a capacidade dos cartuchos. Além disso, compostos como o0 amaranto,
séo fortemente adsorvidos em cartuchos de SPE e a solugdo de amodnia pode ser

insuficiente para sua eluicao.

4.5 APLICACAO DO METODO PROPOSTO

O método desenvolvido foi aplicado na analise de 8 amostras comerciais de
bebidas isotonicas, adquiridas em supermercados na cidade de Santa Maria, RS,
Brasil. Foram avaliadas trés marcas diferentes de bebidas isotbnicas nos sabores
tangerina, laranja, maracuja, uva, uva verde e mix de frutas, e os resultados séo
apresentados na Tabela 11.

Todos os corantes descritos no rotulo de cada isotdnico avaliado foram
encontrados abaixo do limite maximo (50-100 mg L™) estabelecido pela ANVISA
(2007), com excecédo da tartrazina na amostra A6 que nédo foi detectada. Nao sao
fornecidas informacdes sobre a concentracdo dos corantes nos rétulos dos produtos,
portanto € possivel que a concentracdo de tartrazina na amostra A6 estivesse

abaixo do limite de deteccdo do método desenvolvido.
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Tabela 11 — Resultados da analise das amostras comerciais de bebidas isotbnicas
empregando o método proposto

Amostra Sabor Rétulo Concentracao 1
encontrada (mg L™)
) tartrazina 10,61
Al tangerina .
amarelo crepusculo 11,49
A2 uva azul brilhante 2,00
A3 mix de frutas azul brilhante <LOQ
_ tartrazina 11,12
A4 laranja
amarelo crepusculo 9,06
tartrazina <LOQ
A5 uva verde _
azul brilhante <LOQ
) tartrazina n.d.
A6 tangerina .
amarelo crepusculo 11,84
y tartrazina 2,07
A7 maracuja .
amarelo crepusculo 3,79
amaranto 34,81
A8 uva tartrazina 4,38
azul brilhante <LOQ

n.d.: ndo detectado

5 CONCLUSOES

Este estudo descreve a aplicacdo da extracdo em fase sélida dispersiva (d-
SPE) como um método alternativo ao preparo de amostra para a determinacao de
corantes sintéticos em bebidas isotonicas. O procedimento desenvolvido apresenta
como vantagens a reducdo de etapas e a facilidade de execucdo quando comparado
a SPE, geralmente empregada, sendo que o0 uso da seringa tornou a etapa de
eluicdo dos analitos mais simples, sem a necessidade de usar manifold ou vacuo.
Cabe ressaltar que o pH dos extratos deve ser ajustado antes de realizar a analise,
de forma semelhante a adotada em SPE.

Nas condicdes otimizadas, o sorvente polimérico comercial Oasis® HLB
mostrou-se eficaz para a extracdo de todos os corantes sintéticos avaliados. Além

disso, os resultados obtidos nos testes qualitativos de Benedict e Seliwanoff
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demonstraram que o sorvente promoveu a remoc¢ao dos carboidratos glicose, frutose
e sacarose presentes em altas concentra¢des na matriz.

O sistema HPLC-UV/Vis com quatro comprimentos de onda simultaneos
proporcionou adequada detectabilidade, seletividade e precisdo. Foram obtidos
resultados satisfatérios de recuperacéo (76 e 108%) e precisdo (RSD <18%) para
todos os analitos. O método foi aplicado com sucesso em amostras de bebidas
isotbnicas de diferentes marcas e sabores e o0s resultados das analises
cromatograficas demonstraram que todas as amostras apresentaram corantes
abaixo dos limites maximos estabelecidos pela legislacéo brasileira.

Diante disso, conclui-se que o método de d-SPE proposto para a
determinacdo dos corantes tartrazina, amarelo crepusculo, amaranto, ponceau 4R,
azul de indigotina e azul brilhante em bebidas isotdnicas, empregando HPLC-UV/Vis

é rapido, eficaz e de baixo custo, podendo ser aplicado em andlises de rotina.
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6 ENCAMINHAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos gerados durante a realizacdo de atividades laboratoriais devem
ser adequadamente tratados ou descartados, visto que podem apresentar riscos a
salde publica e ao meio ambiente.

Os residuos sélidos e liquidos produzidos no decorrer do desenvolvimento
deste trabalho foram armazenados em recipientes apropriados e encaminhados ao
almoxarifado do Departamento de Quimica (DQ) da Universidade Federal de Santa
Maria. A destinacao final destes residuos é realizada por uma empresa terceirizada,

especializada nessa area.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Ampliar o escopo de corantes sintéticos a serem analisados em bebidas
isotdnicas por HPLC-UV/Vis;

» Desenvolver um método cromatografico empregando a técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-
MS/MS), para fins de confirmag&o dos corantes sintéticos avaliados;

» Avaliar a aplicabilidade do método desenvolvido em outros tipos de alimentos,

tais como: sucos, refrigerantes e gelatinas;
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APENDICE A — FORMULAS ESTRUTURAIS DOS 14 CORANTES SINTETICOS
PERMITIDOS PARA USO EM ALIMENTOS NO BRASIL
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APENDICE B — ESTRUTURAS DOS SORVENTES CITADOS NO TRABALHO
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