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DETERMINATION OF SYNTHETIC DYES BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) IN JELLY
POWDER. Synthetic dyes were determined by high performance liquid chromatography in 76 samples of regular jelly and diet
jelly powders, of several flavors produced by seven different manufacturers. Three sample of each product, from different batches,

were analyzed. The same qualitative composition was observed for products of the same flavor from different manufacturers, but

the quantitative composition varied markedly from one manufacturer to the other. There were no or few significant differences
between batches from a given manufacturer, demonstrating good quality control in the use of these additives by the food industry.
None of the samples exceeded the limit stipulated by Brazilian legislation.
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INTRODUCAO

O emprego de aditivos quimicos em alimentos € motivo de mui-
ta polémic, gerando controvérsias que envolvem consumidores, in-
dustria, pesquisadores e governo. Os corantes artificiais sdo aditivos
alimentares e tém sido objeto de muitas criticas, j4 que o emprego
destes em alguns alimentos se justifica apenas por questdes de habi-
tos alimentares'?.

A cor € associada a muitos aspectos de nossa vida, influencian-
do nossas decisdes, incluindo as que envolvem os alimentos. A apa-
réncia, seguranca, aceitabilidade e caracteristicas sensoriais dos ali-
mentos sdo todas afetadas pela cor. Embora esses efeitos sejam asso-
ciagcOes inerentes as caracteristicas psicoldgicas, eles interferem na
escolha dos produtos®.

Muitos alimentos industrializados ndo apresentam cor original-
mente €, em outros, a cor natural € alterada ou destruida durante o
processamento e/ou estocagem, com isso o uso de corantes para su-
plementar ou realcar a coloracdio perdida e, principalmente, para
aumentar a aceitabilidade do produto frente ao consumidor ¢ um
recurso muito utilizado. A idéia de consumo desses produtos da-se
primeiramente pela visdo; alimentos coloridos, vistosos, sdo muito
mais atraentes para o consumidor, e essa cor deve-se ao uso de
corantes, aditivos que ndo sio totalmente inofensivos.

Os corantes organicos sintéticos artificiais foram, progressiva-
mente, substituindo os corantes naturais, devido a sua maior estabi-
lidade, poder de coloragdo, maior faixa de coloracdo e menor preco,
além de garantir a uniformidade dos alimentos produzidos em larga
escala®.

Com a globalizag@o e o conseqiiente aumento das importacdes/
exportacoes, fazem-se cada vez mais necessdrias a utilizagdo de mé-
todos mais confidveis, eficientes e rapidos para a detecgao, identifi-
cagdo e quantificacdo dos corantes. Com as restricdes das legisla-
¢des em relacdo as quantidades permitidas e as tendéncias futuras de
se aumentar essas restricdes, o problema passou a ser além da iden-
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tificacdo, a quantificagdo desses corantes em alimentos. O Brasil per-
mite os seguintes corantes artificiais: Tartrazina, Amarelo Creptscu-
lo, Amaranto, Ponceau 4R, Vermelho 40, Eritrosina, Azul Indigotina
e Azul Brilhante, Verde Rapido, Azul Patente V e Azorrubina®’.

A determinacdo de corantes sintéticos em alimentos tem sido
feita por vérios métodos espectrofotométricos® e cromatograficos, e
mais recentemente utilizando a cromatografia liquida de alta eficién-
cia®". Prado e Godoy' desenvolveram e validaram uma metodologia,
por CLAE que, além das vantagens de eficiéncia na separacio, rapi-
dez e simplicidade, permite a separagdo e quantificagdo dos oito
corantes permitidos em uma tnica andlise, utilizando sistema de
elui¢do isocrdtica sem a adi¢do de par-idnico a fase mével.

Este trabalho teve como objetivo a determinagdo dos corantes
em pods para gelatina utilizando a CLAE. A escolha desse alimento
para as andlises deve-se ao fato de ser um produto ampla e habitual-
mente consumido, principalmente pela populacdo infantil, e por ser
um produto onde os corantes artificiais sdo tradicionalmente empre-
gados em sua composigao.

PARTE EXPERIMENTAL
Material

Foram analisados vdrios sabores de cinco marcas de gelatina
comum e quatro marcas de gelatinas “diet”. Para cada marca/sabor
de gelatina comum, foram analisados trés lotes diferentes, identifi-
cados pela data de fabricacdo apresentada na embalagem. As amos-
tras de gelatina comum e “diet” foram preparadas homogeneizando-
se todo o contetido de duas embalagens em moinho de facas, com
peneira de 60 mash. As andlises foram sempre realizadas em dupli-
cata. Todos os produtos foram comprados em supermercados da re-
gido de Campinas, Sdo Paulo e Limeira, totalizando 76 amostras.

Reagentes
Os padrdes de corantes artificiais foram adquiridos através da

Brastéquio Imp. Ltda. O metanol utilizado com grau cromatografico
(ominsolv), a solu¢do amoniacal e o acetato de amonio foram adqui-
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ridos da Merck Brasil e cartuchos de sep-pak C . A dgua utilizada
no preparo das fases méveis e das amostras foi purificada no sistema
Milli-Q (Millipore). As fases moéveis foram sempre filtradas em fil-
tros Floupore (Millipore Hawp 0013) de 0,5 um de didmetro de poro
e degaseificadas em banho ultra-sonico.

Equipamentos

Ap0s a extragdo as amostras foram centrifugadas em centrifuga
marca Hitachi modelo Himac CR21.

Para andlise em CLAE foi utilizado cromatégrafo a liquido HP
série 1050, com sistema de bombeamento isocratico e vdlvula injetora
tipo “Rheodyne” e uma al¢a de amostragem de 20 uL de capacidade.
Um detector de arranjo de diodos (DAD) HP série 1050, acoplado a
um “software HP Chemstation”, que apresenta o recurso de
visualizag@o, em até cinco diferentes comprimentos de onda em uma
mesma corrida cromatogréfica, possibilitou a andlise de todos os
corantes de forma simultinea. Para esse trabalho, utilizaram-se os
mesmos comprimentos de onda propostos por Prado e Godoy!,
595 nm para os corantes azuis, 525 nm para os vermelhos e 450 nm
para os amarelos. Foi utilizada como coluna analitica a “Spherisorb”
ODS-2 de 150 x 4,6 mm d.i., 5 um (Sigma-aldrich, USA), protegida
por uma coluna de guarda “Micropore” 30 x 4,6 mm d.i., C ;10 pm
(Varian, USA).

Métodos

Para a extrac@o dos corantes, pesou-se entre 4 a 5 g de amostra,
previamente homogeneizada. Devido a simplicidade da matriz as
amostras foram simplesmente dissolvidas em dgua quente (40 a 50 °C)
e 0 volume ajustado com dgua em baldo volumétrico de 50 mL. Apés
o ajuste de volume, cerca de 10 mL foram coletados e centrifugados
por 10 min a uma rotacdo de 15.000 rpm. O sobrenadante foi filtrado
em membrana fluoropore, HAWP 001300 (Millipore), com poros
de 0,5 um e depois injetado no cromatdgrafo.

Etapa cromatografica

Antes da injec@io da amostra , a coluna era condicionada, por um
periodo inicial de 12,5 min, a uma vazao de 0,5 mL/min, pela passa-
gem de uma solucdo de dgua/metanol (70:30) adicionada de 0,08 mol/L
de acetato de amonio. Imediatamente, a fase mével era trocada por
uma nova fase mével constituida apenas de dgua/metanol, nas mes-
mas propor¢des, mas sem a presenga do tampao. Com esta fase mo-
vel os corantes sdo separados através de um sistema de eluicéo
isocrdtica, com uma vazio de 0,5 mL/min. O tempo necessdrio para
a separacdo dos oito corantes foi de 20 min. A coluna foi condicio-
nada, novamente, pela passagem da fase mével tamponada por um
periodo de 12,5 min antes de ser acionada uma nova corrida.

Deteccao e identificacio

Os compostos foram detectados através do detector de arranjo
de diodos (DAD) na regido do visivel. O recurso oferecido pelo
“software” permitiu o registro grifico de cada cromatograma nos
trés diferentes comprimentos de onda estabelecidos: 595 nm para os
corantes azuis, para os vermelhos a 525 nm e os amarelos a 450 nm.

Os corantes foram identificados através da comparacio dos tem-
pos de reten¢do obtidos com solugdes padrdo analisadas nas mesmas
condigdes e pelos espectros de absor¢do obtidos pelo DAD. A adi-
¢do de padrdes as amostras também foi usado como parametro de
identificacdo (co-cromatografia). A quantificagdo foi realizada por
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padronizagdo externa, construindo curvas com 5 niveis de concen-
tragdo, sendo cada ponto representado pela média de trés determina-
¢oes™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A simplicidade das matrizes permitiu que as amostras fossem
apenas dissolvidas em dgua quente, centrifugadas, filtradas e injeta-
das no cromatdgrafo. A etapa de centrifugagdo ¢ suficiente para faci-
litar no processo de filtracdo subseqiiente.

A utilizacdo de sistema isocrdtico com fase mével tamponada,
apresentou grande vantagem, principalmente pela ndo utilizacdo do
par-idnico e pelo pequeno tempo de condicionamento necessario para
o sistema cromatografico, apenas 12,5 min. O uso de uma fase mé-
vel tamponada no condicionamento da coluna foi significativo, pois
a presenca do tampd@o melhorou a resolug@o entre os corantes
tartrazina, amaranto, azul de indigotina, ponceau 4R e amarelo cre-
pusculo.

Tais dados coincidem com os encontrados em sistemas
isocrdticos, mudando-se o comprimento de onda ou a fase mével
dos sistemas para a obtencdo de misturas de padrdes de corantes
artificiais’. A fase mével tamponada pode afetar de duas maneiras a
afinidade do composto para com a fase estaciondria: o tampao pode
ser utilizado para suprir a ionizagdo; e/ou para reduzir a solubilidade
do corante pela fase mével'. Esses dados confirmaram a eficiéncia
de eluentes tamponados na separag¢do dos corantes artificiais'®'8.

Em testes preliminares, a utilizagdo de brometo de cetiltrime-
tilamdnio (cetrimida) necessitou de um periodo equivalente a dois
dias para condicionar todo o sistema'. Embora a técnica de par-idonico
seja a mais recomendada para a anélise de corantes artificiais®!®*!, o
uso desses compostos apresenta sempre o inconveniente de longos
periodos de condicionamento.

As composi¢des qualitativa e quantitativa dos corantes artificiais
presentes nas amostras sdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2. Dos oitos
corantes permitidos pela legislac@o brasileira, foram encontrados nas
amostra analisadas apenas a tartrazina, o amarelo creptsculo, o
amaranto, o azul de indigotina e o ponceau 4R. O amaranto foi o
corante artificial quantitativamente mais utilizado pelos fabricantes
de gelatina (Figura 1), e ainda esteve presente em um maior nimero
de amostras analisadas. O ponceau 4R foi encontrado em apenas
duas marcas de gelatina “diet” que, coincidentemente, s fabricam
alimentos “diet”. Nas outras marcas de gelatina “diet”, que também
fabricam pé para gelatina comum, a composi¢do nos dois tipos de
produtos foi a mesma para os diferente sabores.

As andlises estatisticas foram realizadas nas amostras de gelati-
na com a intencdo de se verificar diferengas significativas na com-
posi¢do quantitativa de corantes para um mesmo sabor entre as dife-
rentes marcas, Tabelas 3 e 4. Na maioria das amostras analisadas,
ocorreu diferenga significativa, nivel de 5% de significancia, nas
quantidades de corantes artificiais utilizadas nos mesmos sabores de
diferentes marcas, chegando em algumas situagdes a se utilizar uma
quantidade seis vezes maior de um determinado corante. J4 no caso
das gelatinas “diet”, praticamente, ndo houve diferenca significativa
dos corantes utilizados entre os diferentes fabricantes.

Trés lotes diferentes, de trés fabricantes diferentes, de pé para
gelatina comum foram analisados. Nas Tabelas 3 e 4, estdao apresen-
tadas as concentragdes para cada lote das diferentes marcas, dividi-
dos por sabores. Pelo resultado da andlise de varidncia verifica-se
que a maioria dos fabricantes manteve um bom controle na utiliza-
¢do desses aditivos.

A Figura 2 mostra os cromatogramas de duas amostras de gela-
tina, uma normal e outra “diet”, nos trés comprimentos de onda.
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Tabela 1. Teores de corantes artificiais (mg/100 mL) em p6 para gelatina comum*

Quim. Nova

Sabor Corante Marca
A B C D E
Morango tartrazina 0,8+0,1
amaranto 4,2+0,2a 3,7+0,3b 1,62+0,02¢ 1,40+0,06¢ 4,14+0,07a
amarelo crep. 3,4+0,2a 2,7+0,0b 3,5+0,5a 2,25+0,04b 1,6+0,2¢
Abacaxi tartrazina 1,57+0,01a 2,3+0,3b 3,3+0,1c 2,9+0,2¢ 0,8+0,2d
amarelo crep. 0,53+0,02a 0,46x0,04a 3,3+0,5b 0,20+0,04¢ 0,12+0,06¢
Cereja amaranto 10,6+0,3a 6,6+0,5b 4,79+0,01c 3,0+0,2d
Limao tartrazina 1,61+0,04a 1,56+0,05a 2,05+0,00b 1,97+0,02b
indigotina 0,35+0,00a 0,60+0,02b 0,67+0,03b 0,20+0,01¢
Uva amaranto 3,2+0,4a 3,10+0,01a 3,46+0,07a 2,49+0,07b
indigotina 0,64+0,08a 0,49+0,05b 0,46+0,09b 0,22+0,03¢
Framboesa tartrazina 0,9+0,2
amaranto 3,0+0,2a 2,48+0,03b 4,1+0,2b
amarelo crep. 1,03+0,01a 1,5+0,1b
Tangerina tartrazina 0,50+0,02a 0,17+0,00b
amarelo crep. 1,1+0,2a 0,5+0,3b
Péssego tartrazina 0,43+0,07a 1,05+0,09b
amarelo crep. 0,55+0,02a 0,8+0,4a
Tutti- amaranto 1,31+0,07a 4,2+0,3b
Frutti tartrazina 1,08+0,02a 2,93+0,01b
amarelo crep. 2,13+0,05a 0,85+0,07b

* médias e estimativa do desvio padrdo (n=4); letras iguais na mesma linha indicam que ndo hd diferenca significativa ao nivel de 5% de

significancia

Tabela 2. Teores de corantes artificiais (mg/100 mL) em p6 para gelatina “diet”*

Sabor Corante Marca
A D F G
Morango amaranto 5,6620,08a 2,0+0,9b 3,72+0,0c
amarelo crep. 4,16+0,09a 0,77+0,05b
Abacaxi tartrazina 2,13+0,04a 1,92+0,08a 2,0+0,2a
Cereja amaranto 10,7+0,4a 4,13+1,3b 2,36+0,01¢c 4,6+0,7b
ponceau 4R 6,8+1,1a 5,6+0,7a
Limao tartrazina 1,82+0,02a 3,8+0,1b
indigotina 0,54+0,06a 1,1+0,3b
Framboesa amaranto 4,2+0,4a 3,2+1,2a 4,34+0,02a
amarelo crep. 5,8+0,1a 6,5+1,9a

*médias e estimativa de desvio padrdo (n=4); letras iguais na mesma linha indicam que ndo hd diferenga significativa ao nivel de 5% de

significancia
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Tabela 3. Comparagdo dos teores de corantes artificiais (mg/100 mL) entre lotes de pé para gelatina*

Sabor Corante Marca Lote 1 Lote 2 Lote 3

Morango tartrazina E 0,8+0,1a 0,75+0,02a 0,89+0,00a
amarelo crepusculo A 3,4+0,2a 3,39+0,07a 3,71+0,01a

B 2,7+0,0a 3,1+0,2b 3,0+0,2b

C 3,5+0,5a 3,25+0,08a 3,2+0,2a
D 2,25+0,04a 3,3+0,3b 3,25+0,00b
E 1,6+0,2a 2,18+0,03b 1,80+0,04a
amaranto A 4,2+0,2a 4,2+0,3a 3,83+0,04a
B 3,7+0,3a 4,3+0,1b 4,14+0,04b

C 1,62+0,02a 1,4+0,2b 1,4+0,1b

D 1,40+0,06a 1,69+0,02b 1,70+0,1b

E 4,14+0,07a 4,3+0,4a 4,3+0,2a

Abacaxi tartrazina A 1,57+0,02a 1,5+0,1a 1,4+0,1a
B 2,34+0,3a 2,2+0,4a 2,23+0,09a

C 3,3+0,5a 3,5+0,5a 3,2+0,1a

D 2,9+0,3a 2,6+0,1a 2,7+0,3a

E 0,8+0,2a 0,89+0,01a 0,7+0,2a
amarelo crepusculo A 0,53+0,03a 0,59+0,02a 0,45+0,01a
B 0,46x0,05a 0,40+0,05a 0,41+0,07a
C 0,3+0,1a 0,10+0,05b 0,21+0,03¢
D 0,20+0,05a 0,19+0,05a 0,23+0,00a
E 0,12+0,08a 0,11+0,07a 0,07+0,00a
Limdo tartrazina A 1,61+0,04a 1,63+0,01a 1,58+0,07a
B 1,56+0,05a 1,61+0,02a 1,65+0,00a
C 2,05+0,00a 1,6+0,1b 2,13+0,07a
D 1,97+0,02a 1,7+0,1a 1,53+0,03b
Cereja azul de indigotina A 0,35+0,00a 0,41+0,02a 0,72+0,03b
B 0,60+0,02a 0,55+0,03a 1,05+0,02b
C 0,67+0,03a 0,5+0,2a 0,21+0,03b
D 0,20+0,01a 0,23+0,02a 0,60+0,00b

amaranto A 10,6+0,3a 10,4+0,7a 9,9+0,3a
B 6,6+0,5a 6,8+0,2a 6,84+0,07a

D 4,79+0,01a 5,1+0,2a 6,2+0,4b

E 3,0+0,2a 1,7+0,3b 2,8+0,2a

*médias e estimativa de desvio padrio (n=4); letras iguais na mesma linha indicam que néo ha diferenca significativa, nivel de 5% de significancia

Tabela 4. Comparagdo dos teores de corantes artificiais (mg/100 mL) entre lotes de pé para gelatina*

Sabor Corante Marca Lote 1 Lote 2 Lote 3
Péssego tartrazina A 0,43+0,09a 0,39+0,04a 0,38+0,06a
E 1,05+0,09a 1,1+0,2a 2,28+0,01b
amarelo crepusculo A 0,55+0,02a 0,39+0,04b 0,38+0,06b
E 0,8+0,4a 0,07+0,00a 0,12+0,00a
Uva amaranto A 3,2+0,4a 2,4+0,4b 2,14+0,05b
B 3,10+0,02a 2,19+0,07b 3,79+0,01¢
C 3,46x+0,07a 3,5+0,7a 3,0+0,1b
D 2,49+0,07a 3,4+0,2b 2,4+0,2a
azul de indigotina A 0,64+0,08a 0,46+0,04b 0,71+0,07a
B 0,49+0,05a 0,54+0,07a 0,72+0,02b
C 0,46+0,09a 0,17+0,03b 0,22+0,00b
D 0,22+0,04a 0,27+0,02a 0,21+0,02a
Tutti-Frutti tartrazina A 1,08+0,02a 1,07+0,06a 0,8+0,3b
E 2,93+0,01a 3,17+0,09a 3,2+0,3a
amarelo crepusculo A 2,13+0,05a 2,20*0,04a 1,9+0,7a
E 0,85+0,07a 0,9+0,1a 0,79+0,02a
amaranto A 1,31+0,07a 1,4+0,2a 0,9+0,2b
E 4.2+0,3a 4,9+0,3a 4,7+0,7a
Framboesa tartrazina E 0,9+0,2a 0,84+0,04a 0,41+0,02b
amarelo crepusculo A 1,03+0,01a 1,4+0,4b 1,46+0,02b
D 1,5+0,2a 1,6+0,2a 1,4+0,3a
amaranto A 3,0+0,2a 3,15+0,08a 2,85+0,01a
D 2,48+0,04a 3,40+0,03b 2,73+0,03¢
E 3,19+0,03a 3,19+0,03a 3,3+0,2a
Tangerina tartrazina A 0,50+0,02a 0,47+0,06a 0,42+0,07a
D 0,14+0,00a 0,17+0,04a 0,18+0,03a
amarelo crepusculo A 1,1+0,2a 1,27+0,07b 1,314++0,01b
D 0,5+0,3a 0,43+0,01a 0,4+0,1a

*médias e estimativa de desvio padrio (n=4); letras iguais na mesma linha indicam que néo ha diferenca significativa, nivel de 5% de significancia
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Figura 2. Perfis cromatogrdficos nos trés comprimentos de onda de leitura
para: (a) gelatina comum sabor framboesa; (b) gelatina “diet” sabor
abacaxi. Condi¢oes cromatogrdficas descritas no texto

CONCLUSOES

Na maioria das amostras de gelatina analisadas o limite estabele-
cido pela legislacdo brasileira ndo foi ultrapassado. Somente em duas
amostras de gelatina sabor cereja, fabricante A, foram encontrados
niveis um pouco superiores. Também nao foram encontrados mistu-
ras de mais de tr€s corantes e corantes nao permitidos.

O amaranto foi o corante quantitativamente mais encontrado,
estando presente em maior nimero de amostras. O ponceau 4R foi
encontrado apenas nas amostras “diet”.

Quim. Nova

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

A composicdo qualitativa e quantitativa encontrada nos diferen-
tes lotes para cada fabricante mostrou o bom controle na utilizacio
dos corantes sintéticos.

Em vista dos resultados obtidos, a metodologia aqui aplicada
mostrou-se bastante satisfatoria, demonstrando um bom potencial
para a sua aplicacéio em outros tipos de produtos alimenticios.
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