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The analysis of artificial food dyes requires more or less complex extraction and purification stages,
depending on the technique utilized, which usually is thin layer chromatography or high performance
liquid chromatography. Cationic detergents such as cetyltrimethylammonium bromide have been used
for this purpose because they permit the formation of ion-pairs that may be extracted with an appro-
priate organic solvent. This study was performed to determine the effects of acidity, organic solvent
and detergent concentration during the extraction of artificial food dyes. An increase in extraction
rate was observed with increasing concentrations of acetic acid or detergent. The best results were
obtained when chloroform and n-butanol were used as solvents.

Keywords: artificial food dyes, ion-pair extraction, cetyltrimethylammonium bromide.

1. INTRODUCAO

Substincias apresentando carga positiva ou negativa podem
ser convenientemente extraidas com solventes orginicos atra-
vés da formagdo de pares idnicos com contra-fons!. Esta téc-
nica tem sido usada com frequéncia para a extragio de coran-
tes artificiais de alimentos industrializados?-3,

Os corantes artificiais empregados na indistria alimenticia
apresentam um ou mais grupos sulfénicos ou carboxilicos que
lhes conferem carga negativa (Figura 1). A utilizagdo de con-
tra-fons tais como tri-n-octilamina2®, fosfato de tetrabutila-
ménio?, brometo de cetiltrimetilaménio’ e cloreto de cetilpiri-
dina® possibilita a formagdo de pares idnicos, que podem ser
extraidos com solventes orginicos de baixa polaridade. Apés
extragdo, os corantes podem ser identificados e/ou quantifica-
dos empregando a cromatografia em camada delgada3’ ou a
cromatografia liquida de alta eficiéncia®%. Nenhum dos estu-
dos relacionados avalia a eficiéncia destes detergentes na ex-
tracdo dos oito corantes artificiais de uso permitido pela le-
gislagdo brasileira na indfstria alimenticiad.

Neste trabalho foi verificada a influéncia da acidez, sol-
vente organico e da concentragido do detergente brometo de
cetiltrimetilamdnio na extragdo dos oito corantes artificiais
empregados no Brasil.

2. PARTE EXPERIMENTAL

Todos os reagentes (grau P.A.) foram empregados sem
qualquer purificagdo prévia. Os oito corantes produzidos por
SAN EI e HILTON DAVIS (vermelho 40) foram gentilmente
cedidos pela importadora Brastokio Ltda. (Sdo Paulo).

As determinagdes espectrofotométricas foram realizadas em
espectrofotometro Micronal, mod.B 342 1I e espectrofotdmetro
Beckman, mod.DU 70. Os espectros de absor¢dio no infraver-
melho foram obtidos em espectrofotdmetro Perkin Elmer,
mod.1420.

2.1. Fatores que Afetam a Extracdo dos Corantes na
Forma de Pares I0nicos

Para verificar a influéncia da acidez na extragio dos
corantes, seis fragdes de 1 mL de cada corante, na concentra-
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¢io de 0,5 mg/mL foram extraidas com 2 mL de cloroférmio,
apés a adig¢@io de 50 uL de brometo de cetiltrimetilaménio 0,1
mol/L e 1 mL de dcido acético nas concentragées de 0,1 mol/
L a 5,0 mol/L. Apés agitagdo vigorosa durante 1 min e
centrifugagido a 2000 g durante 5 min, 0,5 mL das fases orgé-
nicas foram transferidos para tubos de ensaio. A seguir, o
solvente organico foi evaporado sob fluxo de ar, 3 temperatu-
ra ambiente e os residuos foram reconstituidos em 5 mL de
metanol para determinagio espectrofotométrica no comprimen-
to de onda de absor¢do maxima de cada corante (Tabela 1). A
porcentagem de extragdo foi calculada com base em uma so-
lugdo preparada com 1 mL da solugéo do corante 0,5 mg/mL,
50 uL de brometo de cetiltrimetilamdnio 0,1 mol/L e diluido
para 5 mL com metanol.

A influéncia da concentragio do contra-ion foi verificada
de maneira similar adicionando 50 uL de brometo de cetiltri-
metilamdnio nas concentragdes de 0,001 mol/L a 0,1 mol/L.
Neste caso, 1 mL da solug@o de cada corante na concentragio
de 0,5 mg/mL foi acidificada com 1 mL de 4cido acético 2,0
mol/L e extraida com 2 mL de cloroférmio.

Outros solventes como éter etilico, n-hexano, n-butanol e
acetato de etila também foram avaliados em relag@o a eficién-
cia na extragdo. Nestes experimentos, 1 mL da solugio de
cada corante foi acidificado com 1 mL de 4cido acético 2,0
mol/L, adicionado de 50 uL. do contra-fon 0,1 mol/L e extra-
ido com 2 mL de cada solvente, de acordo com o procedimen-
to descrito anteriormente.

2.2. Recuperacio ap6s Extracio Exaustiva

Nestes experimentos a recuperagio foi verificada na faixa
de concentragdo de 0,01 a 1,00 mg/mL. A 1 mL de cada uma
das solugdes dos corantes foi adicionado 1 mL de dcido acético
2,0 mol/L, 20 uL de brometo de cetiltrimetilaménic 0,1 mol/
L e 2 mL de cloroférmio. Apds agitagiio vigorosa durante 1
minuto e centrifugaco, a fase orgénica foi transferida para
tubo de ensaio e, a fase aquosa foi submetida a nova etapa de
extragio, com a adigdo de mais contra-fon e cloroférmio, até
apresentar-se incolor. Para a extragio de indigotina e eritrosi-
na, os solventes usados foram n-butanol:cloroférmio (1:3, v/
v) e n-butanol:cloroférmio (1:1, v/v), respectivamente. As fa-
ses orginicas obtidas em todas as etapas de extragdo foram
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Figura 1. Estrutura dos oito corantes artificiais de uso permitido no Brasil:
1- eritrosina (CI 45430), 2- tartrazina (Cl 19140), 3- indigotina (CI 73015), 4- vermelho 40 (CI 16035), 5- ponceau 4R (CI 16255),
6- amaranto (CI 16185), 7- amarelo crepiisculo FCF (CI 15985), 8- azul brilhante FCF (CI 42090).

reunidas, evaporadas A secura sob fluxo de ar, & temperatura am-
biente e reconstituidas em 5 mL de metanol para leitura no com-

primento de onda de absorgéo méxima de cada corante.

As concentragdes desses extratos foram calculadas com base em
curvas de calibracfio obtidas pela adi¢io de igual volume do contra-ion
usado na extragdo a 1 mL das solugSes dos corantes nas concentragdes
de 0,01 a 1,00 mg/mL, e quantidade suficiente de metanol para 5 mL.
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3. RESULTADOS EXPERIMENTAIS E DISCUSSAO

A formacdo de pares iOnicos entre corantes carregados ne-
gativamente e brometo de cetiltrimetilamdnio foi evidenciada
através da espectroscopia no infravermelho em pastilha de
KBr. A Figura 2 mostra o espectro de absorgdo da tartrazina
(a), do brometo de cetiltrimetilaménio (b) e do par idnico (c),
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Figura 2. Espectro de absorgdo no infravermelho (pastilha de KBr)
do corante tartrazina (a), brometo de cetiltrimetilaménio (b) e par
ibnico obtido apés extragdo (c).

obtido apés extragdo com cloroférmio. A andlise se fixou na
regido de 2900 cm-! relativa a absorgdo proveniente da defor-
magfo axial do C-H da cadeia saturada do contra fon brometo
de cetiltrimetilaménio!0. No espectro observa-se bandas de alta
intensidade em 2850 e 2920 cm-! e de média intensidade em
3020 cm!l. O corante, conforme pode ser visto na Figura la,
ndo apresenta bandas nesta regido.

3.1. Fatores que Afetam a Extragdo dos Corantes na
Forma de Pares I6nicos

A Figura 3 mostra a influéncia da concentragdo do dcido
acético na extragfio dos oito corantes. Os valores especifica-
dos no eixo das abcissas desta figura representam a concen-
tragio de 4cido acético apés diluigdo com 1 mL das solugdes
dos corantes. A recuperagdo é baixa em concentragdes reduzi-
das de dcido acético, aumentando ‘gradativamente até 100%
com 4cido acético 1,0 mol/L para amaranto, vermelho 40 e
amarelo crepisculo FCF. As recuperagdes de tartrazina,
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Figura 3. Influéncia da concentragdo de dcido acético na extragdo
dos corantes.

ponceau 4R e eritrosina continuam aumentando até aproxima-
damente 90% com o incremento da concentragio de 4cido
acético. A extragdo do azul brilhante aparentemente nio é
afetada pela concentragido do 4cido, enquanto que concentra-
¢des de 4cido acético superiores a 1,0 mol/L provocam uma
pequena redugiio na recuperagio da indigotina.

A protonagdo dos grupos SO3 ou carboxilicos presentes nos
corantes, que pode ser avaliada pelo deslocamento do Amas
das bandas de transferéncia de carga!l, poderia afetar a for-
magdo do par idnico e desta forma influenciar a sua extragio
com o solvente orgdnico. Para avaliar tal suposi¢io foram
obtidos espectros de absorgdo na regido do visivel (320-700
nm) dos oito corantes em HyO e em acido acético na faixa de
concentragdo de 0,05 a 2,5 mol/L.. Com excegdo da eritrosina,
onde a adi¢gdo do &dcido acético resultou em diminui¢do na
intensidade da cor e deslocamento do Apax para maiores com-
primentos de onda, nenhuma outra alteragdo significativa foi
observada, evidenciando portanto, que a protonagdo dos co-
rantes ndo explica o comportamento observado.

Estudos com a tartrazina mostraram que outros &cidos,
como por exemplo, dcido cloridrico, dcido nitrico ou 4cido
sulfiirico, nas concentragdes de 0,05 mol/L a 1,0 mol/L resul-
taram em baixa extragdo, que ndo pode ser explicada como
sendo devido a protonagiio visto que o espectro de absor¢io
no visivel deste corante em HCl1 1,0 mol/L nao difere daquele
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obtido em 4gua. Provavelmente, os &nions desses 4cidos de-
vem estar competindo com o corante pelo sitio carregado do
contra-fon. Quando o 4cido acético foi substituido por acetato
de sédio nas concentragbes de 0,05 mol/L a 2,5 mol/L. a
porcentagem de recuperagio também foi extremamente baixa;
o acetato de sédio sofre hidrélise deixando o meio bésico,
consequentemente a hidroxila compete com o corante pelo
sitio de ligagdo do contra-ion. Além disso, o préprio acetato
pode estar competindo com o corante pelo sitio carregado do
detergente. Por outro lado, quando a concentragéio de acetato
foi mantida constante em 1,0 mol/L e o pH foi modificado na
faixa de 3,0 a 6,0, observou-se maiores recuperagdes para
menores valores de pH.

Observando a Figura 1 verifica-se que a maioria dos coran-
tes possui um grupo fendlico. Com o aumento da acidez este
grupo encontra-se na forma ndo dissociada que favorece a
solubilidade do par i6nico no solvente orginico. A extragio
do corante azul brilhante FCF e indigotina, que nfo possuem
este grupo ndo é afetada pela acidez. A menor extragio da
indigotina em concentragbes de 4cido acético acima de 1,0
mol/LL pode estar relacionada com a decomposigéo deste
corante em meio 4cido!2.

Para a maioria dos corantes a recuperagio aumentou com o
incremento de brometo de cetiltrimetilaménio até 12,5 a 25,0
x 10 mol/L (Figura 4). Estas concentragdes, obtidas pela

120.0 ~
i Vermelho 40
100.0 Amarelo crep. FCF
Eritrosina
E 80.0
o
o
13}
5 60.0
-
]
&
40.0 Ponceau 4R

20.0

0.0 , . . . — —
00 50 100 180 200 4zs’.o 30.0
Conc.Brom.Cetiltrimetilamonio x 10 (mol/L)

Amaranto

Azul brilh. FCF

Recuperacao(%)
@
13
o
i

40.0 Indigotina

Tartrazina

0.0 T T T T T T
00 ' 50 100 150 200 425'.0 30.0
Conc.Brom.Cetiltrimetilamonio x 10 (mol/L)

Figura 4. Influéncia da concentragdo de brometo de cetiltrime-
tilaménio na extragdo dos corantes.
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diluigdio de 50 uL das solugdes do contra-fon em 2 mL da solu-
¢do do corante acidificada, estdo acima da concentragdo micelar
critica deste detergente em 4gua, que é de 9,2 x 10 mol/LL.
Portanto, os corantes podem estar sendo extraidos na forma
de pares idnicos ou em micelas. Vale lembrar que concentra-
¢oes altas do contra-ion favorecem a formagdo de emulsdes
que prejudicam o processo de extragdio. As menores recupera-
¢des foram obtidas com ponceau 4R, tartrazina e indigotina.
A baixa recuperagdo para os dois primeiros corantes pode ser
fungdo da concentragdo de dcido acético, uma vez que recupe-
ragdes préximas a 100% somente foram obtidas com 4cido
acético 2,5 mol/L. No caso da indigotina a baixa solubilidade
do par idnico formado em cloroférmio também explica a bai-
xa recuperagio obtida.

Entre os solventes orgénicos estudados, o cloroférmio e n-
butanol apresentaram resultados satisfatérios (Tabela 1), prova-
velmente devido & maior solubilidade do par i6nico formado.

Tabela 1. Eficiéncia de virios solventes organicos na extra-
¢do de par idnico corante-brometo de cetiltrimetilamonio.

Corante A max Recuperagio (%)
(nm) cloroférmio acetato n-butanol
de ctila

Amaranto 520 109,5 56,6 81,4
Amarelo crepiisculo FCF 480 102,9 79,6 82,8
Azul brilhante FCF 626 92,2 54,2 83,4
Eritrosina 530 37,6 43,8 56,4
Indigotina 598 41,4 1,2 108,2
Ponceau 4R 510 38,1 25,2 73,2
Tartrazina 426 13,1 36,1 60,9
Vermelho 40 506 106,4 93,2 86,6

A max: comprimento de onda de absor¢io méxima dos corantes em
metanol.

Apesar do n-butanol ter sido o solvente de extragio mais
eficiente para todos os corantes, verificou-se que o mesmo
extrai uma grande quantidade de dgua, que além de tornar o
processo de evaporagdo mais prolongado, possibilita a disso-
lugdo de grande quantidade de agilicar e outros compostos
soldveis quando o método é empregado na preparagdo de
amostras de produtos alimenticios. Outros solventes como
éter etilico e hexano também foram avaliados devido a sua
volatilidade, que minimiza o tempo de secagem apls extra-
¢io. No entanto, os resultados ndo foram satisfatérios, pois
estes solventes nio sdo capazes de solubilizar o par idnico
formado com brometo de cetiltrimetilamdnio, com excegéo
daquele formado com a eritrosina, facilmente extraido com
éter etflico.

Dos oito corantes estudados, o vermelho 40, amaranto,
amarelo crepisculo FCF e ponceau 4R possuem estruturas
similares (Figura 1), sendo que os trés primeiros apresentam
comportamento muito préximo em todos os experimentos re-
alizados. Por outro lado, o ponceau 4R apresenta um compor-
tamento diverso, principalmente no que se refere a eficiéncia
de extragio dos vérios solventes estudados. Observando a Fi-
gura 1 nota-se que um dos grupos SO3 estd em uma posigio
tal, que o acesso do detergente é dificultado pelo impedimen-
to estérico. A polaridade da molécula resultante explica o fato
da sua maior solubilidade em n-butanol.

A indigotina e a tartrazina sfio bastante polares devido i
maior possibilidade de formagdo de pontes de hidrogénio com
a dgua, o que explica a maior solubilidade do par idnico em
n-butanol. '

O azul brilhante forma um par idnico bastante solivel
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em solventes orgénicos. Vale ressaltar que este corante,
mesmo na forma livre apresenta solubilidade parcial em clo-
roférmio.

A recuperacdo da eritrosina € similar para todos os solven-
tes estudados e deve estar relacionada principalmente com a
acidez do meio devido 2 facilidade de protonagdo do grupo
carboxilico presente na molécula.

3.2. Recuperacdo Apés Extracio Exaustiva

Como os resultados anteriores mostraram que os corantes
apresentaram comportamentos diversos frente as condigbes em
que a extragfio foi efetuada, optou-se pelo desenvolvimento de
um método baseado na extragio exaustiva, visando 2 aplica-
¢do do método na extragio quantitativa dos corantes de pro-
dutos alimenticios.

A Tabela 2 mostra que o método resultou na extragio de
todos os corantes com recuperagdes préximas a 100%, inde-
pendente da concentragdo do corante na faixa estudada (0,01
a 1,00 mg/mL), que inclui as concentragcdes normalmente en-
contradas nos alimentos.

Tabela 2. Recuperagio apds extragio exaustiva.

Corante Recuperagio (%) CV (%)

n=3
Amaranto 95,0 3,1
Amarelo crepisculo FCF 93,7 3,8
Azul brilhante FCF 92,4 6,8
Eritrosina 91,6 8,4
Indigotina 95,2 6,0
Ponceau 4R 95,6 29
Tartrazina 97,6 1,8
Vermelho 40 95,8 9,4

CV = coeficiente de variagdo

=]
[}

nimero de determinagdes
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4. CONCLUSAO

A extragdo de corantes artificiais através da formagdo de
pares idnicos com brometo de cetiltrimetilaménio aumenta 2
medida que as concentragdes de dcido acético e detergente
sdo aumentadas. Os melhores resultados foram obtidos quan-
do as extragdes foram efetuadas com cloroférmio ou n-butanol.
O método baseado na extragéo exaustiva apresentou-se bas-
tante adequado para ser empregado na extrag@o desses coran-
tes de produtos alimenticios.
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