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Segundo a Resolugdo n© 04 de 24 de novembro de 1988, do Conselho Nacional de
Salde do Ministério da Saide, os corantes s3o classificados em:

corantes naturais — C |

corantes artificiais — C 11

orantes sintéticos idénticos aos naturais — C |11
corantes caramelo — C 1V

corantes inorganicos - C V

Vérios sdo os métodos analiticos para a determinagdo de substdncias corantes. Vamos
ver alguns métodos dos corantes mais usuais. -

Dois sdo os casos a ser considerados na andlise de corantes artificiais:

® guando se trata de corante puro
* guando se trata de corante no alimento

A andlise do corante puro compreende vdrias determinacOes e devem obedecer 3s
Normas de Identificacio e Qualidade que os tornam aptos para ser usados em alimentos
{Tabela 1). ' :

IDENTIFICACAQ

- Os métodos cromatograficos e espectrofotométricos s3o mais usados, mais simples e de

maior aplicagdo na rotina.

A cromatografia em camada delgada, sobre silicagel, d4 bons resultados, mas a escolha
recai no processo mais simples de cromatografia em papel. Esta técnica dé bons resultados desde
que sejam usadas solugdes-padréo simultaneamente com as solugBes das amostras.

Cromatografia em papel
Material

Micropipetas, papel Whatman n© 1, cuba cromatogréfica.

Reagentes
Citratodesédio................. 29
Solvente A Amoniaco {(D=0,92)............ 20ml
Agua até completar. .. ............ 100ml
" n-butanol . ........ e aeaaa, . 50ml
Alcool ..., 25m)
Solvente B 1 Agua ... 25ml
Amoniaco (D=0,92)............. 10ml

Soluges-padrio, dos corantes, a 1%
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Procedimento

Prepare salugdes a 1% com as amostras a ser analisadas. Sobre uma folha de papel-

Whatman n© 1, a 2cm das extremidades, em pontos distantes 2cm uns dos outros, cologue 2ul de
cada uma das solucdes a 1% das amostras e 2u| de cada uma das solugdes a 1% dos respectivos
padrdes. Seque. Corra o cromatograma com o soivente A ou B.

Espectrofotometria

Um corante em solugdo pode ser identificado pelo seu espectro de absorgdo no visivel e
ultravioleta, desde que em condicGes idénticas de trabalho, sobretudo de pH.

Material

Pipetas de 1ml, baldes volumétricos de 100ml, peagdmetro, espectrofotdometro.

Reagente

Solug{é“o de acetato de amonio 0,02M,

Procedimento

Pese 0,100g da amostra e dilua a 100ml com uma solucdo de acetato de amonio 0,02M
{pH = 5,6). Pipete im! desta solugdo e dilua a 100m| com a solugdo de acetato de amdnio 0,02M.
Controle o pH da solugdo, que deverd ser de 5,6. Mega a absorgdo no visfvel e ultravioleta. Os
maximos e minimos de absorcio sdo bem definidos, podendo variar de 2 a 3nm. Compare com os
espectros obtidos nas mesmas condigdes para corantes-padréo.

Determinagdo do corante pui'o

Um método simples de determinagdo de corante puro baseia-se nos valores de absorcdo
especifica do corante. Dispondo de padrdes de pureza conhecida obtém-se os seus valores de
absorcdo especifica e com estes valores poder-se-d calcular as concentragdes do corante puro, nas
amostras cujos espectros forem obtidos nas mesmas condicoes. ' ' '

Método comparativo
Procedimento

Mega no comprimento de onda de absor¢do maxima no visivel, indicado na Tabela 2, a
absorbéncia de uma solucio da amostra a 0,001% em acetato de amonio 0,02M. Meca nas mesmas
condicbes a absorbancia de uma solugdo do padrdo a 0,001% em acetato de amdnio 0,02M.

Célculo

A X —g = corante puro por cento p/p

absorbancia observada para a amostra
absorbancia observada para o padréo )
percentagem de corante puro do padrdo

» O
o
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Método baseado no valor da absortividade
Procedimento’

Siga a técnica indicada acima para a obtengdo da absorbancia da solugdo da amostra e
faca o calculo, através da formula abaixo, verificando na Tabela 2 o valor da absortividade

(E } para cada corante.

Calculo

A x 100 . o s
— = Corante puro por cento p/p
1% pt .
E x C
Tem
A = absorbéncia da solugdo da amostra
C = concentra¢do da $olucdo da amostra

Mo caso da anadlise de coranteés em alimentos envolve todo um tratamento prévio de
extracdo e identificagdo.

Os corantes artificiais permitidos em alimentos sdo produtos de sintese, quase todos
azocompostos. S&o conhecidos como derivados “‘dcidos’ de hulha por se fixarem em 13, em meio -
&cido e ¢ nisto que se baseia a técnica de extragdo mais usada para sua pesquisa nos alimentos.

Preparo da amostra

a) Bebidas ndo alcodlicas - A grande maioria destas amostras pode ser tratada
diretamente com fio deld. Se necessario, acaquue as amostras com acido acético ou bissulfito de

potassm

oo- b) Bebidas alcotlicas — Aqueca as amostras antes de serem acidificadas (se necessario,
¢omo em a} até ebulicdo, por alguns minutos, a fim de eliminar o dlcool.

¢) Amostras solliveis em &gua — Dissolva as amostras em dgua e acidifique como em 4.

d} Produtos amildceos —~ Adicione 50ml de uma solucdo de hidroxido de amonio a 2%, em
lcool & 70%, a 10g da amostra finamente mofda. Apés repouso de 3 horas, centrlfugue Transfira
o sobrenadante para uma cépsula e evapore em banho-maria. Dissolva o residuc com 30ml de

dgua acidificada como em a.

e} Produtos contendo gordura — Desengordure a amostra, tratando-a com éter de petroleo
antes de obter a solugdo do corante com 3gua quente. Note que os corantes soluveis em Oleos
tendem a colorir os solventes orgdnicos. No§ casos em que sé apresentar maior dificuldade,
recomenda-se um tratamento a quente com acetona ou &lcool a 50-90%, contendo 2% de
hidroxido de amodnio. Os solventes organicos sdo entdo removidos em banho -maria € o residuo
dissolvido como em d.
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Extragdo dos corantes
Procedimento _ :

Coloque 20cm de um fio de 13 branca (previamente fervido em solugdo diluida de
hidréxido de sédio, depois em 4gual, em 35ml da solugdo ligeiramente acida obtida da amostra.
Ferva por alguns minutos. Retire o fio. Lave em agua fria. Transfira para um béquer de 100m! e
ferva com solugdo de hidroxido de aménio a 10%. {Se a coloracdo for extraida por esta solucdo,
significa que existem corantes 4cidos}). Remova o fio de I3, acidifique ligeiramente e ferva.
Adicione novo fio de 13 e ferva. Retire o fio e extraia a coloragdo novamente com 5mi de solucdo
de hidroxido de amonio a 10%. Filtre, se necessirio, através de pequena porgdo de algoddo.
Evapore cuidadosamente até um volume de cerca de 1ml. {Esta técnica de dupia extracdo com fio
de 1a tem por objetivo um produto mais puro, mas nem sempre é necessiria. Corantes naturais
poderdo tingir o fio no primeiro tratamento, mas a coloracio nio é removida pela solugdo de
hidréxido de amanio. Corantes basicos podem ser separados tratando a amostra com solugdo de
hidréxi?o de amdnio e fervendo-a com o fio de I, removendo a coloragdo com 4cide acético
diluido).

Separacdo e identificacdo dos corantes extraidos

Sempre ser& melhor correr um cromatograma para separagio e identificacdo dos
corantes, mas poder-se-d obter bons resultados, em certos casos, comparando-se as reacdes de
fragmentos de fios de 1d tingidos pela amostra e outros tingidos por solugBes de corantes
conhecidos, com dcidos e bases fortes.

Cromatografia em papel

Os corantes podem ser separados usando qualquer das técnicas usuais de cromatografia
em papel. Na técnica, sdo utilizados papel Whatman n® 1 e um solvente adequado, tanto em
cromatografia ascendente, como na circular, :

Procedimento

Corte uma folha de papel Whatman n© 1 de tal modo que possa ser enrolada em forma
de cilindro e caiba em um béquer de 1 litro sem tocar os lados. Trace uma paralela a 2cm da
extremidade do papel. Coloque em pontos distantes 2cm uns dos outros, sobre a lirha, diferentes
solugdes de corantes conhecidos semelhantes aos extraidos da amostra e, em um deles, a solucio
concentrada obtida da amostra. Seque as manchas ao ar. Enrole o papel em forma de cilindro,

- prendendo os cantos superiores com um clipe, semn deixar que as verticaisse toquem. Cologque o

solvente escolhide num béquer até atingir a altura de 1cm. Coloque neste béguer o cilindro de
papel e cubra-o com vidro de relégio. Deixe correr o cromatograma até o solvente percorrer
aproximadamente 15cm. Retire e seque o papel. Identifique o corante por comparacio com as
manchas obtidas pelos corantes conhecidos. Corra novo cromatograma, usando solventes
diferentes no caso de dividas. As manchas poderdo ser eluidas e as solucdes obtidas examinadas
espectrofotometricamente, usando solugdo de acetato de amodnio 0,02M {pH = 5,6} para eluicdo.

Alguns corantes naturais sdo adicionados aos alimentos para thes dar ou reforcar a cor.
Os mais empregados sdo urucum, cGreuma, beta-caroteno e caramelo.

Em cada caso é necessario investigar, por meio de reacdes conhecidas e especificas, a
sua presenca. ' : .

N
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Utilizando a solugdo obtida na extracdo, pode-se identificar o corante com o auxflio de
espectros de absorgdo no ultravioleta e visivel, ou mesmo no infravermelho, em comparagdo com
0s padrdes conhecidos.

Urucum
Cromatografia em coluna

Material

Coluna de icm de didmetro e 8 a 10cm de altura, béqueres de 250ml, provetas de
10mi, pipeta de 5ml.

Reagentes

Benzeno
Cloroférmio desidratado com carbonato de potassio, anidro
Alumina para coluna cromatogréfica

Reativo de Solugio a 20% de tricloreto de antimonio em cloroférmio
Carr-Price filtrado sobre sulfato de sddio anidro

Procedimento

Dissclva uma quantidade da amostra em benzeno de modo a se obter uma coloracdo -
semelhante 3@ de uma solugdo de bicromato de potdssio a 0,1%. Prepare uma coluna de 1cm de
diametro e 8 a 10cm de altura com emulsdo de alumina em benzeno. Escoe lentamente o
solvente. Passe pela coluna a solugdo benzénica obtida da amostra. Lave 3 vezes com 10mli de
benzeno sem deixar secar a coluna. A bixina {corante do urucum) é fortemente adsorvida pela
alumina e forma uma zona vermelho-alaranjada viva na parte superior da coluna {(diferencacom a
crocetina do agafrdo, que ¢ amarela-brithante}. Uma zona de amarelo muito pélido migra através
da coluna ao lavar com benzeno. Escoe todo o benzeno da coluna e lave 3 vezes com clorof6rmio.
A zona do urucum adsorvido ndo é eluida em benzeno, éter de petréleo, cloroférmio, acetona,
alcoo! e metanol (com os 2 Gltimos solventes a cor passa a laranja). Adicione bml do reativo de
Carr-Price. Forma-se uma coloragdo verde-azulada {presen¢a de bixina), diferenca da crocetina
que vira para violeta brithante.

Clrcuma
Material

Béquer de 100m, filtro, papel de filtro, proveta de 50ml, banho-maria.

Reagentes

Acido acético glacial
Acido borico
Acido oxdlico
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Procedimento

Pese aproximadamente 1,0g da amostra em um béquer de 100mi e dissolva em 50ml de
dcido acético glacial. Filtre, se necessario. Coloque o béquer em banho-maria, a 1009C, durante
10 minutos. Em seguida, adicione 2g de acido bérico e 29 de dcido oxdlico. Deixe em
b{:mho-maria fervente por mais 10 minutos. Uma coloracio vermelha indica a presenca de
clrcuma.

Identificagdo de caramelo em bebidas

Reagentes

Oxido de magnésio

Acetato neutro de chumbo

Mistura dlcool butfllico — éter de petrdleo (1 + 5)
Resorcina a 5% em dcido cloridrico (D = 1,18)

Procedimento

Adicione 1g de acetato neutro de chumbo e 0,5g de éxido de magnésio a 50ml da
amostra, apds ter evaporado o élcool. Agite bem. Filtre, recolhendo de 30 a 35ml do filtrado em
um cilindro munido de rolha esmerilhada. Adicione 10ml da mistura dlcool-éter. Agite com
cuidado (abrindo vez por outra o frasco) durante 5 minutos. Deixe em repouso. Retire com uma
pipeta bmli da camada etérea para um tubo de ensaio. Adicione a este 2ml da solucdo de
resorcina, de tal modo que escorra pelas paredes do tubo até ao fundo. Na presenca de caramelo,
na zona de contato das duas camadas forma-se um anel vermelho.

Determinagio de heta-caroteno em massas alimenticias
Material

Almofariz, frasco Erienmeyer de 100ml, funis, agitador mecanico, bastdo de vidro,
baldo volumétrico de 50ml, proveta de 50ml, espectrofotdmetro.

Reagente

Eter de petrdleo (ponto de ebulicdo 40-65°C)

Procedimento

Pese exatamente uma quantidade da amostra devidamente triturada (cerca de 10g).
Transfira quantitativamente para um frasco Erlenmeyer de 100ml, junte cerca de 30ml de éter de
petrélec e extraia o g-caroteno por agitagdo, durante 1 hora. Passe o sobrenadante através de um
filtro para um baldo volumétrico de BOml. Junte ac residuo no Erlenmeyer mais 20m| de éter de
petroleo e deixe no agitador por mais 30 minutes, transferindo o sobrenadante para 0 mesmo
balao. Complete ¢ volume com éter de petroleo. Determine a absor¢do em espectrofotdmetro a
450nm, usando éter de petroleo como branco.

Nota — A presenga de outras substancias capazes de ser extraidas e determinadas como
p-caroteno podera ser pesquisada, por cromatografia em papel, em uma allquota do extrato
etéreo, usando como solvente a solugdo de acetona a 2%, em éter de petrdleo; o §-caroteno migra
com o solvente, apresentando maior R, que as demais substancias.
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