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ANALISE DE CORANTES EM CHAS AROMATIZADOS

» Resumo

Hoje no mercado brasileiro, temos disponiveis os mais diversos sabores e marcas de chas.
Alguns tipos, ao serem colocados em infusdo, mesmo em 4gua fria, liberam um colorido
tdo intenso dando-nos a impresséo de que esse colorido atraente ndo é devido somente
a matéria-prima, embora nas embalagens nada conste em relacdo a utilizacdo de coran-
tes artificiais. Sendo assim, esse foi o material de interesse desse trabalho. A constatacdo
da presenca ou nédo desses aditivos foi feita, primeiramente, através de uma triagem em
papel e, para comprovacdo dos resultados obtidos pelo primeiro método, procedeu-se
a analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Foram analisadas dezoito
amostras de chas (ervas, flores e frutas) dentre sete marcas diferentes com o objetivo de
se comprovar a nao adi¢ao de corante artificial. Pela triagem nao foi encontrado nenhum
dos oito corantes artificiais permitidos no Brasil para alimentos. Utilizando a sensibilidade
e especificidade que a técnica por CLAE possui, esta foi utilizada para confirmar os resul-
tados obtidos na cromatografia em papel. O resultado obtido na CLAE proporciona a ndo
presenca, em nenhuma das amostras analisadas, de corantes artificiais.

Palavras-chave: chas aromatizados; corantes artificiais; CLAE

» Summary

Nowadays in the Brazilian market, there are an enormous variety of flavors and brands of
tea. Some of these brands where butted in infusion with water, even water at low tempera-
ture, release a vividly color, which marks us distrust about the use of synthetic dyes, althou-
gh these is no mention about its use at the tea’s package. At this context, the goal of this
work is the checking of the presence or absence of these dyes. To achieve this, firstly was
made a paper selection and then, to recheck the results, another analysis by high perfor-
mance liquid chromatography (HPLC). Eighteen samples of tea (herbs, flowers and fruits)
were analyzed among seven brands. It wasn’t found any synthetic dyes, among those per-
mitted by Legislation in both methods of analysis the paper chromatography and HPLC.
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Com a finalidade de ganhar cada vez mais o mercado
competitivo, as industrias de alimentos lancam méo de novos
produtos a cada dia. O crescente emprego de aditivos inten-
cionais no desenvolvimento de novos produtos e processos da
inddstria de alimentos, vem provocando o aperfeicoamento
do mercado de aditivos de maneira rapida, como conseqlién-
cia da disputa pelo consumidor, cada vez mais exigente.
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A inddstria de insumos adquiriu maior importancia
no desenvolvimento de inovagdes tecnoldgicas que a
indastria de bens de capital. Isso leva a uma alta especia-
lizacdo no segmento de insumos, pois a indlstria passa a
exigir maior qualidade no produto final (1,2).

Os corantes artificiais pertencem a uma dessas classes
de aditivos alimentares e tém sido objeto de muitas criticas,
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j& que seu uso em muitos alimentos justifica-se apenas por
questdes de habitos alimentares.

Adicionar corantes aos alimentos para torna-los mais atra-
tivos € uma prética de longa dada. Civiliza¢cdes antigas retira-
vam substancias da natureza para colorir seus alimentos (3,4).

A manutencdo da cor natural do alimento se constitui num
fator fundamental para o marketing do produto, em face da
primeira avaliacdo do consumidor. Antes do paladar, os ali-
mentos coloridos seduzem as pessoas pela visdo. A l6gica do
consumo desses produtos se inicia pelos olhos, alimentos colo-
ridos, vistosos, atraentes s6 podem ser deliciosos. Em geral, a
importéncia da aparéncia do produto para sua aceitabilidade é
a maior justificativa para o emprego de corantes (5).

Varios alimentos sofreram abusos, sendo coloridos até
com substéncias altamente téxicas. Na Inglaterra, no comeco
do século, foram relatados casos do uso de sulfato de cobre
para colorir de verde conservas de picles, chumbo negro em
folhas de cha para parecerem novas e, para realcar a colora-
¢do alaranjada de alguns queijos, o chumbo vermelho (4).

Diversos estudos relacionaram, diretamente ou indire-
tamente, a influéncia da cor na aceitabilidade e preferéncia
dos alimentos e bebidas, apontando que uma redugédo na cor
resulta na diminuicdo da aceitabilidade. Bebidas de laranja e
cereja, quanto mais intensa a cor (até um certo ponto) maior
é a aceitacdo e preferéncia pela bebida mais colorida (6,7).

Fica claro que, além da identificacdo, é necessaria a
quantificacdo desses aditivos nos alimentos. Neste trabalho,
realizou-se primeiro uma triagem com cromatografia em pa-
pel e depois se utilizou uma nova metodologia desenvolvida
por Prado e Godoy (1998) (1), empregando a CLAE para a
determinacdo quali e quantitativa de possiveis corantes artifi-
ciais presentes em chds aromatizados.

A motivacdo na escolha deste tipo de produto, chas aroma-
tizados com frutas, recai na impressao causada pela intensa co-
loracdo que eles apresentam ao serem preparados e no grande
consumo mundial que os chas possuem no mundo (8).

Corantes naturais apresentam baixa estabilidade a altas
temperaturas, 0 mesmo ndo ocorre aos corantes artificiais que
apresentam uma boa estabilidade a tratamentos térmicos.

Uma vez que chas sdo preparados com agua quente, sus-
peita-se que talvez esses produtos estivessem utilizando coran-
tes artificiais em sua composicdo para impedir a perda da cor
pelo aquecimento, o que seria uma pratica ilegal, pois a legisla-
¢do brasileira proibe o uso de corantes artificiais em chas (9).

I Riscos a Saude

Com a descoberta nos séculos XVIIl e XIX dos corantes
sintéticos e a constatacdo da influéncia da cor na aparéncia e,
consequientemente, uma melhor aceitacdo dos produtos pe-
los consumidores, o interesse pelo uso dos corantes artificiais

aumentou muito, inclusive utilizando substancias ndo permi-
tidas na tentativa de mascarar alimentos de ma qualidade.
Varios alimentos sofreram esses abusos, sendo coloridos até
com substancias altamente téxicas.

Na Inglaterra, no inicio do século XX foram relatados
casos do uso de sulfato de cobre para colorir de verde
conserva de picles, chumbo negro em folhas de chéa para
parecerem novas e, para realcar a coloracdo alaranjada de
alguns queijos, o chumbo vermelho (4). na india, 61,6 %
dos alimentos analisados em alguns estudos apresentavam
em suas composi¢des corantes ndo permitidos por aquele
pais. Sendo, somente em calcutd, 13,1% dos alimentos. No
egito ocorreram casos de adulteracdo de olivas negras com
o uso de corantes artificiais, o0 que é uma pratica ilegal se-
gundo sua legislacdo (10-12).

Os estudos sobre os efeitos a salide causados pelos co-
rantes artificiais sdo insuficientes e bastante contraditérios.

Kapadia e colaboradores (1998) (13) estudaram a
acdo antitumoral in vitro de 29 corantes artificiais per-
mitidos pelo Food and Drugs Administration (FDA) nos
estados unidos para alimentos, farmacos e cosméticos,
sobre o virus Epstein-Barr (EBV) que produz o indutor
de tumores 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA).
Destes, 10 tiveram efetiva acdo antitumoral, sendo a tar-
trazina e indigo com significativa inibicdo do indutor do
EBV, durante ensaios in vitro. Efeitos da eritrosina também
foram avaliados. Esses trés corantes apresentaram ativi-
dade quimiopreventiva com uma reducédo de até 50% na
formacdo de papiloma em ratos.

Os aditivos sdo inofensivos a salde desde que obede-
cendo aos percentuais maximos estabelecidos pelo DINAL
(Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitéaria de Alimentos) e/ou
Codex Alimentarius. Estes estabelecem para cada aditivo
uma ingestdo diaria aceitavel (IDA). Todos os corantes arti-
ficiais permitidos pela Legislacdo Brasileira ja possuem valor
definido de IDA, embora esses valores estejam sujeitos a al-
teracdes continuas, dependendo dos resultados de estudos
toxicolégicos. O comité conjunto FAO/OMS de peritos em
aditivos alimentares da JECFA (Joint Expert Committee on
Food Additives), a nivel internacional, recomenda que cada
pais verifique periodicamente o consumo total de cada adi-
tivo com base em estudos de dieta, para se assegurar que a
ingestdo total do aditivo ndo ultrapasse a IDA (14).

I Corantes artificiais permitidos no Brasil _

Sdo permitidos no Brasil o uso de 11 corantes ar-
tificiais, sendo eles: amaranto, vermelho de eritrosina,
vermelho 40, ponceau 4R, amarelo crepulsculo, amarelo
tartrazina, azul de indigotina e azul brilhante, azorrubina,
verde rapido e azul patente V (9).
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Neste trabalho, foram utilizados oito dos onze corantes
artificiais permitidos, sendo eles amaranto, vermelho de
eritrosina, vermelho 40, ponceau 4R, amarelo crepusculo,
amarelo tartrazina, azul de indigotina e azul brilhante.

I Métodos para analise de corantes artificiais _

Métodos Classicos

Os métodos analiticos de identificacdo e quantificacdo
de corantes artificiais, bem como micro constituintes da
matriz complexa dos alimentos, compreende vérias etapas.
A analise se inicia com a extracdo do corante da matriz, se-
guida de uma etapa de limpeza para a retirada de possiveis
interferentes (acUcar, acidos, corantes naturais, etc.) e por
fim, a separacdo por técnicas cromatogréficas, seguidas de
identificacdo e quantificagdo.

A primeira técnica de separacdo de corantes sintéticos se
baseia num trabalho de Arata, empregando 1a pura (15,16).
Este método, ainda hoje é bastante utilizado, os corantes sao
fixados na 1a, em seguida sdo extraidos e identificados por
cromatografia em papel. Corantes naturais ndo se ligam a la
ou entdo nao sdo desorvidos, tornado essa técnica de extra-
¢do também uma etapa de limpeza.

O uso de cromatografia de coluna com fase estacionaria
de silica-gel e alumina, ajustada para diferentes pHs, permite
a separacao dos corantes por adsor¢do ou troca idnica, de-
pendendo das condi¢cdes escolhidas. O emprego de croma-
tografia por coluna é um método que possibilita a obtencao
dos corantes de maneira quimicamente pura e isolados, po-
dendo a seguir, serem facilmente identificados (17,18).

Métodos, principalmente envolvendo cromatografia em
papel (19,20) e cromatografia em camada delgada (21,22)
tém sido descritos. Métodos por cromatografia gasosa nao
sdo aplicaveis, devido a baixa volatilidade dos corantes sinté-
ticos e a instabilidade as altas temperaturas empregadas.

Métodos por CLAE

Em separagdes muito dificeis, tanto para cromatografia
em papel como para camada delgada (23, 24), ou em estudos
mais detalhados dos corantes, o uso da CLAE tem demonstrado
resultados bastante satisfatorios, gracas ao seu poder de sepa-
racdo e sua capacidade de detectar limites muito baixos (1 a
S5ppm), com valores de recuperacdo na ordem de 95% (25).

Com um tempo de andlise muito curto, em comparacdo
ao requerido pelas técnicas tradicionais (23), a sua aplicacado
na separacao e identificacdo dos corantes artificiais tem au-
mentado nos Gltimos anos (23, 26).

A CLAE ¢, atualmente, uma das principais técnicas para
analise de corantes em alimentos, os limites de deteccao obti-
dos com a técnica sdo satisfatérios para aqueles estabelecidos
pela legislacdo. Entretanto, poucos sistemas foram desenvol-
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vidos para a separacdo de todos os corantes permitidos pela
legislacdo brasileira numa Gnica corrida. Prado e Godoy (1998)
(1) apresentam uma técnica para separacao simultanea de co-
rantes artificiais em alimentos utilizando a CLAE (27).

I Materiais e Métodos

Material

Foram analisados 18 tipos de cha aromatizados com sa-
bores de frutas. Para todas as amostras foram analisados dois
lotes diferentes, identificados pela data de fabricacdo. As ana-
lises foram sempre realizadas em duplicata. Antes da tomada
da amostra analitica, os alimentos foram homogeneizando.
Todos os produtos foram comprados em supermercados da
regiao de Campinas (SP).

Reagentes

Os padrées de corantes artificiais foram adquiridos da
Importadora Brastéquio Ltda. O metanol utilizado com
grau cromatografico (ominsolv), NH40OH 2%, acido citrico,
etanol, NaCl e o acetato de amdnio foram adquiridos da
Merck Brasil. A d4gua utilizada no preparo das fases méveis
e das amostras foi purificada no sistema Milli-Q (Millipore).
As fases méveis foram sempre filtradas em filtros Floupore
(Millipore Hawp 0013) de 0,5um de diametro de poro, e de-
gaseificados em banho ultra-sonico.

Equipamento

Para analise em papel, foi seguido o método desenvolvi-
do por Arata, empregando Ia pura.

Para analise em CLAE, foi utilizado cromatégrafo a liqui-
do HP série 1050, com sistema de bombeamento isocratico;
vélvula injetora tipo “Rheodyne”, com alca de amostragem
de 20uL; e detector de arranjo de diodos (DAD) HP série
1050, acoplado a um software HP Chemstation, que apre-
senta o recurso de visualizacdo de até cinco comprimentos
de ondas diferentes numa mesma corrida. Foram utilizados
os comprimentos de onda de 595nm para os azuis, 525nm
para os vermelhos e 450nm para os amarelos.

Para a separacdo cromatografica, utilizou-se uma coluna
Spherisorb ODS-2 de 150mm x 4,6mm d. i., C18 de 5pm,
protegida por uma coluna de guarda Micropore 30mm x 4,6
mm d.i. C18, de 10um.

Cromatogrdfia

Na analise em papel, utilizou-se o método do tingimento
da 1a pura seguida de extracdo com NH40OH 2%. Pesou-se
cerca de 4g de cada sabor e fez-se a extracdo com agua
quente seguida de filtracdo. Cada solucdo foi acidificada até
pH 4 pela adicdo de acido citrico a fim de que o corante, in-
dependentemente de ser natural ou artificial, ligue-se a la.
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Apés o tingimento da 13, fez-se a extragcdo com a solugéo
amoniacal seqguida de aquecimento para que as solucdes se
concentrassem. A cromatografia em papel foi preparada com
a aplicacdo de padrdes dos oito corantes artificiais permitidos
no Brasil e dos extratos dos chas. A constituicdo da fase mével
foi de 2% de NaCl em etanol 50% sélido. Apds a corrida,
nenhuma mancha caracteristica de corante artificial foi verifi-
cada em comparagdo com os padrdes na mesma corrida.

Para andlise em CLAE, foi usada a técnica desenvolvida por
Prado e Godoy 1998 (1), na qual os corantes sdo extraidos com
agua quente e depois filtrados em filtros de amostra com diame-
tro de poro de 5um e em seguida injetadas no equipamento.

Os corantes séo separados através de um sistema de elui-
cdo isocratico. A coluna é condicionada pela passagem de uma
solucdo de 4gua/metanol 70:30 + 0.08 M de acetato de amo-
nio por 12.5 minutos e, apds esse periodo, foi acionada a cor-
rida com mudanca de fase mével para agua/metanol 70:30.
Em ambos os casos, a vazdo era de 0,5mL/min. O tempo de
corrida para a separacdo dos corantes foi de 20 minutos (1).

Essa metodologia permite a andlise simultdnea de oito
corantes artificiais permitidos no Brasil.

Tabela 1. Fluxograma da metodologia para CLAE utilizada
na determinagdo de corantes artificiais

pesagem da amostra
extragdo com dgua quente

ajuste de volume com H,0O

filtragem em membrana
tipo HAWP de 0.5um

condigbes cromatograficas

injecdo no equ (o]
(loop 20

coluna: Spherisorb 250 x 4.6 mmi.d.
C,,, ODS 2 (5um)

fase moével: H,0/MeOH (7:3) + 0.08 M
acetato de amoénio

coluna de guarda: Micropore

30 x 4.6 mmi. d. C,; (5um):

vazdo: 0.5 mL/min.

leitura em detector

de arranjo de diodos
595 nm para os azuis
450 nm para os e amarelos
525 nm para os vermelhos

I Resultados e Discussao

Em nenhuma das amostras analisadas se confirmou
a presenca de corantes artificiais. Ndo se detectando na
comparacao das manchas com padrdes na cromatografia
em papel, e nem mesmo na confirmacdo da contra-prova
com a utilizacdo da CLAE, na qual as mesmas amostras
que foram aplicadas no papel, também foram injetadas
no equipamento. Além disso, foram injetadas as mesmas
amostras fazendo-se, simplesmente, uma extracdo com
agua quente seguida de filtragem em filtros de 0,5um
de diametro. Esta segunda extracao foi realizada para
se evitar qualquer degradacdo ou perda que pudesse
ter ocorrido com o corante durante a extracdo com a la.
Os resultados obtidos com essa segunda extracao foram
iguais aos encontrados com a injecdo dos extratos obti-
dos com a técnica da |a.

Portanto, todas as amostras analisadas estdao em confor-
midade com a legislacdo que proibe o uso de corantes artifi-
ciais neste tipo de produto alimenticio.

A Figura 1 mostra o perfil de padrdes de corantes artifi-
ciais utilizados na cromatografia em CLAE.

A Figura 2 mostra o perfil de uma amostra utilizados na
cromatografia em CLAE.

Figura 1. Perfil de padrdes de corantes artificiais em CLAE,
condicdes descritas no texto

C-450 nm
B-525 nm
A-595 nm

AT

Figura 2. Amostra de cha em CLAE, condi¢bes descritas
no texto
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