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RESUMO: Corante caramelo obiide industrialmente pode apresentar de 50 a
780 mg/kg de 4-metilimidazol (4-Mel), O estade e avaliagdo toxicolépgica realizados
pela Comissfio de Peritos de Aditivos da FAO/WHO levaram ac estabelecimento de
um limite méximo admissivel de 260 mg de 4-Mel por kilo de corantc caramelo, na
base de intensidade de cor igual a 20.000 unidades EBC (Convengdo Europédia de
Cervejeiros}. A fim de estabelecer uin métode para anilises de controle, foram
estudados dois métodos de exiracdo. A exfracio em ecoluna de (elite com mistura
claroférmio etanol mostrou ser melhor que 2 exiracio direta da ameosira em solugio
aquosa, & 109, de carbonaic de sddio. A eromatografia em ecamada delgada de
Silica-gel GF254, mistura de é&ier-cloroférmio-metancl (80:20:20), como solvente e
revelador composte de nitrito de s6dio e &cido sulfanilico permitem a identificagfio

de até 02mg de 4-mel,
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INTRODUCAO

O corante caramelo, para fing alimenticlos,
€ um aditivo intencional empregado em véarios
tipog de alimentos.

Na realidade, nfio € um composto tnico e o
termo se aplica a uma grande série de pro-
dutos complexos, ndo bem definidos, obtidos
por modificacdo térmica de earboidrates.
Industrialmente e¢le é obtide a partir- de
dextrose ou sacarose ou lactoze ou amido
hidrolisado, por aguecimento controlado, e em
presenga de pequenas quantidades de ambnia
ou de compostos de amdinio, com ou sem outros
agentes técnicos, no processo conhecido como
processo amonlo,

0O qgue ocorre nessa modificagio térmica
tem sido investigade e se acredita que de

maior importdncia seja a reacfo de aldoses

** Do Instituto Adolfo Lutz.

com compostos aminados (reagdo de Maillard)
levando & formacio de melanoidinas. H& evi
déncias de varias outras reagdes e muita
atencdio tem sido dada & possibilidade de
formacio de composios heterociclicos com
nitrogénio ®,

A ccorréneia de 4-metilimidazol (4-Mel})
em produtos de reagio de glicose e aminia
levou a investigacOes, inclusive nos caramelos
obtidos pelo processo amédnia®

H4 reacbes gue envolvem degradacio alca-
lina da glicose, formando gliceraldeido e dihi-
droxiacetona. Gliceraldeido dé origem a for-
maldeido e hidroxietanaldeido pela reagio re-
verss de aldol. Dihidroxiacetona rapidamente
passa a aldeido pirdvice e poderd resultar
mais formaldeido pela quebra alealina desse
sldeido, A condensagio de aldeido pirdvico,

* Realizado na Segio de Aditives do Instituto Adolfo Lutz, Sdo- Paulo, SP.
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formaldeido ¢ amdnia leva a4 formagdo de
4-metilimidazol %

Asg informagbes disponiveis revelam que o
teor de 4-Mel em caramelos do processo amdnia
varia de 50 a 700 mg/ke, de acordo com a
técnica de fabricagio.

De outre lado, observacgoes feitas em animais
qgue apresentaram fendmenos de convuisdes e
histeria, apdés a administraclic de ragbes
suplementadas com melagos, levaram a atribuir
esses efeitos & presenga de imidazbis ou deri-
vados pirazinicos nas ragbes .

A Comisséo de Peritos de Aditivos da FAQ/
OMS durante os tltimos anos tem se preo-
cupado eom o problema e, em publicagio
recente’, coloca enire as especificacdes de
identidade e pureza do corante caramelo (pro-
cesso amdnio} o Hmite de 200 mg de 4-Mel
por kg de corante caramelo. Como a inten-
sidade de cor é varidvel, o céleulo é feito
baseado num produfo de intensidade de cor
igual a 20.000 unidades EBC*, que corres-
ponde a uma absorgio de 0,076 a3 610 nm de
uma solugie a 0,19 em célula de 1 centi-
metro.

Os métodos adequados para a determinacio
de 4-Mel foram desenvolvidos inicialmente no
“Battelle’s  Columbus  Laboratories”, por
WiLks ef olit®. BEooc & GRIMET?' apresen-
taram um método de separag¢io e identifica-
¢ao de imidazdis por cromatografia gasosa.
0Os métodos baseiam-se na extracio do 4-Mel
e determinagio por cromatografia em camada
deigada ou cromatografia gasoga. Ha diferen-
¢as na extraciio e purificagio. Em um deles, a
extragdo & feita em funil de separscioe, sem =
purificagio em coluna, com uma misfura de
cloroférmio, O extrato obtido & tratado com
H.80, 0,056 N e posteriormente concentrado.
O outro método € o da extracdo em coluna
de Celite. A eluighoc €& feita com mistura
cloroférmio-etanel e depols tratamente com
H.S0. 0 05 N e postericr concentracio,

Com a finalidade de estabelecer métode de
andlize a ser empregado na Segio de Aditivos
do Instituto Adolfe Lutz, fizemos um estude
comparative dos resultados obtidos por aque-
les doizs métodos de extragdo,

MATERIAL E METODOS

Material

Amostras de coranie earameio obtidas pelo
processo aménio a partir do xarope de glicose,
recebidas para andlise prévia no LA.L.

* FKEuaropean Brewer Conventien.
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Equipamenio

Colunas eromafogrificas de 25 x 250 mm,
com torneira de teflon

Placas para cromatografia em ecamada

deligada
Evaporador rotatério a pressio reduzida

Reagentes

Celite 545

Silica Gel GF 254

L& de vidro

NaOH 2N

Nitrito de sdédio a 0,6%

Acido sulfanilico a 0,59% em 4cido clori-
drico a 2%

Eter-cloroférmio-metanol (80:20:20) v/v

Cloroférmio-efanol {80:26) v/v

Clorete de metileno

Acido sulfdrice 0,05 N

Bicarbonato de sédio a 8%

Carbonato de sédioc a 204

Solugdes-padrées de 4-metilimidazol

Preparar uma solugfo estojue de 1000
ppm de 4-Mel em H.SO. 4,1 N. Manter essa
solugho em refrigerador, A partir dessa solu-
¢éo estoque, preparar aliguotas contendo: 100,
200, 3060, 400, 500, 600, 700 e 800 ppm de
4-Mel.

Tratar essas solugies em Na.CO. sélido
até que as mesmas figuem alcalina (pH=9)
somente na hora de usar.

Preparagdo de placas

Preparar placas de vidro com uma mistara
de uma parte de silica gel GF 254 e duas
partes de solugie aguosa de bicarbonailo de
sddio a 8%. Secar-as plaecas ao ar livre ¢
coloca-las em estufa a 126°C, durante 2 horas.

Revelador

Misturar, imediatamente antes de usar,
uma parte de soluglo de nitrite de sédio a
0,69 e umsa parte de #cido sulfanilicc a
0,5% em écido cloridrico a 2%,

Procedimento

e} Eatragic em coluna de Celite

Colocar um tampdéio de 14 de vidro no fundo
da coluna cromatogrifiea. Sobre a mesma
colocar uma mistura de 3 g de Celite e 2ml
de NaOH 2N, Esia deve ficar firme e
uniformemente compactada. Pesar 10g de
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caramele num béguer e adicionar 6,0g da
solugiio aquosa de Na,CO:, a 209, misturande
bem. Adicionar 10,0 g de Celite, homogenei-
zande bem. Colocar todo o conteddo sobre o
empacotamento da eoluna. Limpar o béquer
com um grama de Celile e transferir para a
coluna. Celoear um fampéo de 14 de vidro no
topo da coluna. (A ecoluna deve estar firme-
mente compactada, sem rachaduras).

Eluir a coluna com a mistura eloroférmio-
-etanol, com uma vazdo de aproximadamente
5 ml/min, até obter 125ml do eluido. Se
necessario, usar vdcuo nessa operagio. Trans-
forir o eluido para um funil de separacio de
125 mi e extrair com 25 ml de H.S80, 0,65 N
e depois com mais 10 mi,

Transferir os extratos obtides para o frasco
do evaporador rofatério e concentrar até bml
aproximadamente. Controlar a temperatura
do banho para gue nio exceda de 55°C. A
parte final da concentragao deve ser cuidado-
samente controlada a fim de gue nic haja
carbonizagido. Transferir o concentrado para
um baldo wvolumétrico de 10ml, Iavando o
frasco com varias porgbes de Iml de dgua
destilada e completar o volume.

by  Ewxtragdo em funil de separagio

Pesar 10 g da amostra em um béguer, diluir
com 10 g de solugfo aquosa, a 107, de carbo-
nato de sodio e transferir para um funil de
separacio de 250 ml.  Adiclonar 200 mi de
cloroformio-etanol (80:20) v/v. Agitar enér-
o funil durante 1
Deizar decantzr durante 15 minutos

gica e cuidadosamente
minuto.
para separar as camadas, Transferir a cama-
da inferior para um frasco Erlenmeyer de
500 ml, com tampa, e adicionar 20 g de K.COs,
fechande hermeticamente,

Fazer uma segunda extracio da ecamada
aguosa do funil de separagio com uma porgio
de 166 ml {80:20) e
reunir ao extrato anterior. Agitar vigorosa-

de clorofdrmio-etanol

mente, durante 10 minutos.

Filtrar em filtro rapido e lavar o residuo 4
ou 5 vezes com pequenas poredes de cloreto de
metileno reunindo as solugbes de lavagens com
o filtrado de modo a obter um veolume final de
2560 ml. Transferir para um funil de separagilc e

extrair com 25 ml de H:S0, 0,05 N e depois
eom mais 1 ml

Reunir os extratos obtidos no frasco do
evaporador rotatério e concentrar para apro-
ximadamente 5ml, com os mesmos euidados
que os descritos em a.

ey Cromatografia em ecamuada delgada

Na hora de aplicar scbre a placa, tratar a
solucfio obtida em « ou b com peguenas por-
goes de Na.CO. solido até que hic 48 mals
efervescéneia ¢ 2 solucdic esteja alealina
(pH=9). Aplicar sobre a placa 2 microlitros
da smolucie da amostra e 2 mierclitros das
solugdes padrdes de 4-Mel, contendo 100, 209,
300, 400, 560, 600G, 700 e 800 ppm. Desenvol-
ver o cromatograma com a mistura éter-
cloroféormio-metanol até gue o solvente tenha
percorride aproximadamente I5em.

Retirar a placa, secar a temperatura am-
biente e vaporizar com o revelador. Comparar
a intensidade da cor da mancha amarelo-
alaranjada obtida com as manchas dos padrbes
de concentragfo conhecida. As manchas per-
manecem estdvels por 30 min, clareande em
seguida.

RESULTADOS

Foram feitaz as determinacies de 4-Mel
pelos dois processos em nove amosiras, cujas
determinacdes usuaiz estdo reunidas na ta-
bela 1.

Os resultados para a determinagio de 4-Mel
estdo reunidos na tabela 2. Fsses resultados
estdo dentro do limite méximo admissivel pela
legislagdo em vigor no Brasil?®

DISCUSSAO E CONCLUSAQ

Na cromatografia em eamada delgada
observou-se que os extratos obtides no proce-
dimento b apresentam numerpsas manchas
interferentes, o que explica os resultados
maliores das amostras 1,5,6,7 e &

Pelo fato de o método ser de menor precisio,
recomendamos a adogio do método com ecoluna
de eelite,
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TABELA 1

Determinagdes uwsunis em awostras de covante carswelo

Substéneias Cinzas Alcalinidade
Amostra UE(;;é * eletrfnitrﬁca Densidade chlg;:]g ig:’:ﬁ;? soiazrfl;\?zaagﬂ ‘/’EZI?/:? p.:;:n i)?:n pclii
% p/p Y v/p e p/p

1 18,756 2,95 1,350 37,28 0,23 0,010 4,0019 6,9 0.0 ‘1,85
2 1R.750 2,90 1,350 38,30 0,12 6,667 43,6008 6,0 0,0 13
3 18.750 2,30 1,348 3741 103 0,632 ¢,8003 0,0 0,0 2,6
4 18,7156 3,10 1,356 36,53 0,33 6,014 04,0087 0,0 0.0 3,5
b 32.500 4,90 1,352 34,08 4,02 0,066 04,6000 0,0 0,0 08
6 18.750 2,80 1,351 27,04 1,52 0,615 0,0607 6,0 0,0 2,0
7 32.500 4,85 1,362 33,72 0,06 0,044 00600 0.0 0,0 8,0
8 32.580 4,99 1,363 32,94 0,00 0,005 0,0801 0.0 0,0 2,0
9 21.250 3,50 1,310 34,13 8,02 0,013 0,0000 0,0 0,0 2,0

*

Unidades EBC de cor.
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TABELA 2

Determinagdo de f-Mel em cornnte caramels

Processo de exiracdo Processo de extragio em
Amostras em ecoluna funil de separacio

ppm PP
1 53 128
2 168 98
3 166 106
4 106 106
5 123 153
§ 180 106
7 184 246
8 184 246
9 141 141
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LARA, W. H. & TAXAHASHI, M. Y. —— Comparative study of methods for extrac-
tion of methylimidazele in caramel dye samples. Rev. Inst. Adelfo Lutz,
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SUMMARY: Methods for the control of 4-methyvlimidazole {4-Mel) in - in-
dustrial samples of caramel eclour were studied. FAQ/WHQ estabilished 2 maximum.
content of 200 mg of 4-Mel per kg of caramel dye, under a color intensity of
20.000 EBC units. Extraction in Celite eolumn with chloroferm-sthanol mixture
was found to be betfer than direct exiraction from the sample with 109 sodium
ecarbonate sclution. Thin-layer chromatography with siliea gel G¥-254, ether-chlo-
roform-metanel (80:20:20} as  solvent, and sodium nitrite and sulphanylic
acid solutions as spray, allowed detection until 0.2 mg of d4-methylimidazole.

DESCRIPTORS: 4-methylimidazole in caramel dye, determination; carame? dye,
determination of 4-dethyvlimidazele; food additives, carvamel dye.
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