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Presenca dos acidos benzéico e sérbico em vinhos e sidras produzidos no Brasil
Presence of benzoic and sorbic acids in Brazilian wines and ciders

Rita Margarete Donato MACHADO!, Silvia Amelia Verdiani TFOUNI?**, Silvia Helena Pereira VITORINO!,
Eduardo VICENTE?, Maria Cecilia de Figueiredo TOLEDO!

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi a determinacdo dos niveis de acido benzobico e acido sérbico em uma variedade de vinhos e sidras
brasileiros, de modo a comparar os valores com os maximos permitidos pela legislacao. Um total de 49 amostras (sendo 35 vinhos tintos,
11 vinhos brancos e 3 sidras), disponiveis comercialmente, foram analisadas por CLAE com detector de arranjo de diodos. Apesar do
uso de acido benzéico em vinhos e sidras nao ser permitido, esse conservador foi detectado em 3 amostras: 1 vinho e 2 sidras em niveis
de 295,6, 424,7 e 608,4 mg. L™, respectivamente. O acido sérbico foi detectado em 49% das amostras analisadas com niveis variando de
91,0 2 309,5 mg.L!. Considerando apenas as amostras nas quais o acido sérbico foi detectado, o valor médio encontrado foi de 171,2 mg.L.
Em seis amostras de vinho tinto os niveis de acido sérbico estavam acima do permitido pela legislacao brasileira. Os resultados encontrados
no presente trabalho mostram que em algumas amostras, os niveis dos acidos benzéico e sérbico nos vinhos e sidras analisados, assim
como a rotulagem desses produtos nao estao de acordo com a legislacao vigente no Brasil.

Palavras-chave: acido benzéico; acido sérbico; vinho; CLAE.

Abstract

This study determined benzoic and sorbic acid contents in Brazilian wines and ciders in order to verify whether these preservatives are used
in accordance with Brazilian regulations. Forty-nine samples of commercially available wines (35 red wines, 11 white wines and 3 ciders)
were analyzed by HPLC coupled to a photodiode array detector. Although the use of benzoic acid in wines and ciders is not permitted, this
preservative was detected in three samples, one wine and two ciders, which contained benzoic acid levels of 295.6, 424.7 and 608.4 mg. L,
respectively. Sorbic acid was detected in 49% of the analyzed samples, with levels ranging from 91.0 to 309.5 mg.L-'. Considering only the
samples containing sorbic acid, the mean content detected was 171.2 mg.L~'. Six red wine samples presented sorbic acid content above the
maximum level allowed by Brazilian regulations. The results showed that, in some cases, the content of benzoic and sorbic acids in wines

and ciders, as well as their labels, do not meet current national regulations.

Keywords: benzoic acid; sorbic acid; wine; HPLC.

1 Introducao

A preservacao de alimentos sempre foi de grande impor-
tancia na vida do homem. Atualmente os conservadores quimi-
cos sao amplamente utilizados na conservacao de alimentos,
estando entre os mais utilizados os acidos benzdico e sérbico
e seus sais de sodio, calcio e potassio. Eles sdo normalmente
utilizados para inibir o crescimento de fungos e leveduras,
sendo também eficientes contra uma ampla gama de bactérias.
Esses compostos sao mais eficazes em alimentos de baixo
pH e praticamente nao apresentam acao em alimentos de pH
neutrog,lo,ll,ls.

No Brasil, a legislacao vigente permite o uso de acido
sorbico como conservador em vinhos e sidras em um limite
maximo de 200 mg.L! e 500 mg. L, respectivamente. A adicao
de acido benzoico nao é permitida nesses produtos!.

Em diferentes paises o uso de aditivos alimentares ¢é
limitado através de regulamentos especificos que sao estabe-
lecidos com base na sua seguranca de uso € na sua necessi-
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dade tecnoldgica. O Brasil, assim como outros paises, segue
as recomendacoes do JECFA (Comité Conjunto FAO/OMS
de Peritos em Aditivos Alimentares) para o uso seguro de
aditivos. De acordo com o JECFA, a seguranca de uso de um
aditivo pode ser estabelecida em termos de sua ingestao diaria
aceitavel (IDA) que € a quantidade de um aditivo que pode ser
consumida diariamente e por toda vida sem risco apreciavel a
saude, expressa em mg por kg de peso corporeo. IDAs de grupo
de 0-5 e 0-25 mg.kg ! de peso corpéreo foram estabelecidas
pelo JECFA para o acido benzéico e seus sais, benzil acetato,
benzil alcool e benzaldeido; e para acido sérbico e seus sais,
respectivamente®2°.

Varios estudos de estimativa de ingestao tém sido condu-
zidos de modo a monitorar qualquer possivel excesso no uso
de sorbatos e benzoatos de forma a assegurar que as IDAs nao
sejam ultrapassadas®!7:18192122 No Brasil, a ingestao potencial
diaria de benzoatos e sorbatos foi estimada por TFOUNI e
TOLEDO' tomando como base algumas categorias de alimen-
tos. As ingestoes de benzoatos e sorbatos para o consumidor
meédio ficaram abaixo das IDAs, variando de 0,3a0,9,e¢ 0,2 a
0,3 mg kg™ de peso corporeo, respectivamente. Este trabalho,
entretanto, nao dispunha de dados relativos aos niveis desses
conservadores em vinhos. Apesar das ingestoes potenciais di-
arias estarem significativamente abaixo das IDAs, a verificaciao
desses niveis é importante uma vez que nao existem dados
disponiveis na literatura referentes a presenca dos acidos
benzoéico e sérbico em vinhos e sidras brasileiros.
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Nos ultimos anos, politicas publicas tém sido propostas
de modo a aumentar o consumo de vinho no pais, especial-
mente de marcas nacionais. Além disso, a producao nacional
de vinho apresenta boas perspectivas de crescimento devido
arecentes investimentos em novas areas de vinicultura como,
por exemplo, no Vale do Sao Francisco (PE e BA)%!213,

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi determi-
nar, por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
detector de arranjo de diodos, os niveis dos acidos benzoéico
e sérbico em uma variedade de vinhos e sidras brasileiros de
modo a comparar os niveis encontrados com aqueles estabe-
lecidos pela legislacao nacional em vigor.

2 Material e métodos

2.1 Padroes e reagentes

Na realizacdo das andlises foram utilizados acetonitrila
grau cromatografico da J. T Baker, outros reagentes da Merck
(grau P A.) e padroes analiticos de acido benzéico e acido
sorbico da Sigma Chemical Co. Os padrées foram diluidos
em agua. A agua utilizada foi obtida através de um sistema de
purificacao Milli-Q (Millipore).

2.2 Amostras

Diferentes marcas de vinhos e sidras produzidas no Brasil
foram adquiridas em supermercados da cidade de Campinas,
SP,. nos anos de 2004 e 2005. As 49 amostras coletadas e
analisadas em duplicata foram divididas da seguinte maneira:
35 amostras de vinho tinto, 11 amostras de vinho branco e
3 amostras de sidra.

2.3 Preparo das amostras

A preparacao e a andlise das amostras foram as mesmas
utilizadas por TFOUNI e TOLEDO!” na determinacido dos
4cidos benzoico e sérbico em refrigerantes. Uma aliquota de
2 mL da amostra foi diluida com agua e filtrada em um filtro
de 0,45 um (Millex HV, Millipore Co.). Todas as amostras foram
analisadas em duplicata.

2.4 CLAE

Na determinacgao analitica dos acidos benzéico e sérbico
por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizado um
sistema cromatografico Waters composto de bomba quater-
naria 600, degaseificador em linha, injetor automaético 717 e
detector de arranjo de diodos 996. Os dados foram adquiridos
e processados através do software Milenium 32. Para a sepa-
racao dos compostos foi utilizada uma coluna C18 (Nova-Pak,
30 cm x 3,9 mm di, particulas de 4 um) e fase mével a uma
vazao de 1 mL/min composta por 81% de agua, 17% de aceto-
nitrila e 2% de acetato de amo6nio 0,0056M com pH 4,2 ajustado
com acido acético glacial. O volume de injecao foi de 20 puL. A
deteccao dos 4cidos benzdico e sérbico foi feita nos comprimen-
tos de onda de maxima absorcao dos compostos, 228 e 260 nm,
respectivamente. Os picos dos compostos nas amostras foram

identificados através da comparacao dos tempos de retencao
com aqueles dos padroes. A identificacao e pureza dos picos
foram confirmadas através da comparacao de seus espectros
UV (200 a 400 nm) com aqueles dos padroes.

2.5 Quantificacao

As areas dos picos nos cromatogramas das amostras
de vinho e sidra foram comparadas com as areas obtidas de
solucoes aquosas dos padroes puros dos acidos benzodico e
sorbico. Para tanto, foram utilizadas curvas de calibracao ex-
terna em sete niveis de concentracao para a quantificacao dos
compostos, sendo que cada padrao foi injetado duas vezes no
sistema cromatografico. A concentracao dos padroes variou
de 0,2 a 10,0 pg.mL".

O limite de deteccao, expresso em pug.mL™, foi determinado
utilizando dados da regressao da curva de calibracao monta-
da para quantificacdo dos compostos de interesse, conforme
descrito por MILLER e MILLER.

2.6 Recuperacao

Os testes de recuperacao foram feitos adicionando-se quan-
tidades conhecidas dos acidos benzoéico e sérbico em amostras
de vinho tinto, em trés diferentes concentracoes variando de
0,2 20,8 mg.mL" (4cido benzédico) € 0,05 a 0,2 mg.mL" (4cido
sérbico). As analises das amostras fortificadas, assim como dos
controles foram feitas em duplicata. As recuperacoes foram
calculadas pela diferenca entre a concentragao dos compostos
nas amostras fortificadas e nao-fortificadas.

A repetibilidade do método foi avaliada através do coefi-
ciente de variacido associado as medidas de cada conservador
durante os testes de recuperacao.

3 Resultados e discussao

Os limites de deteccao para os acidos benzoéico e sérbico
estdo apresentados na Tabela 1. Amostras fortificadas, em
3 diferentes concentracoes, apresentaram recuperacoes médias
para cada conservador maiores que 99%. Os resultados obtidos
através dos testes de recuperacao e seus respectivos coeficientes
de variacao estao listados na Tabela 1. Os resultados obtidos
estdo condizentes com a literatura, que sugere para estudos
de recuperacao CV inferior a 15% para analise de compostos
em niveis de mg.L'7.

Tabela 1. Limite de detecgao, recuperacao média (R) e coeficiente de
variagao (CV) dos acidos benzéico e sérbico em amostras fortificadas
de vinho tinto.

Conservador R (%)* CV (%) Limite de deteccao (ug.mL™)
Acido benzéico 101,2 2,6 0,06
Acido sérbico 99,3 5,0 0,05

“Média de 3 diferentes concentragoes.

Conforme pode ser observado nos cromatogramas obtidos
para amostras de vinho tinto e sidra (Figuras 1 e 2), respecti-
vamente, os picos dos 4acidos benzéico e sérbico apresentaram
adequada separacao e resolucao.
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Figura 1. Cromatograma por CLAE referente a uma amostra de vinho
tinto. Coluna C18; fase mével agua-acetonitrila-acetato de amoénio
0,005 M com pH 4,2 ajustado com &cido acético glacial (81:17:2, v/v/v);
vazao: 1 mL/min; volume injetado: 20 uL. Deteccao a 260 nm. AB: acido
benzéico, AS: acido sérbico.
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Figura 2. Cromatograma por CLAE referente a uma amostra de sidra.
Coluna C18; fase movel agua-acetonitrila-acetato de amoénio 0,005 M
com pH 4,2 ajustado com acido acético glacial (81:17:2, v/v/v); vazao:
1 mL/min; volume injetado: 20 pL. Deteccao a 260 nm. AB: acido
benzéico, AS: acido sérbico.

A Tabela 2 apresenta os niveis médios de 4cido sérbico
encontrados nas amostras analisadas. O acido sérbico foi de-
tectado em 49% das amostras analisadas com niveis variando
de 91,0 a 309,5 mg.L'. Através desses resultados pode-se ve-
rificar que ha grande variacao nos niveis de acido sérbico entre
amostras de uma mesma categoria (30% entre os vinhos tintos)
e também entre as amostras de diferentes categorias (até 340%).
Considerando apenas as 25 amostras onde o acido sérbico foi
detectado, o teor médio encontrado foi de 171,2 mgL™".

Tabela 2. Média e faixa de concentracao de acido sérbico em amostras
de vinhos e sidras.

Amostras n! n? Acido sérbico
Faixa (mg,.L™")* Meédia (mgL')* CV (%)
Vinho tinto 35 15 122,1-309,5 188,1 30,0
Vinho branco 11 7 91,0-192,7 141,7 27,0
Sidras 3 2 159,9-173.8 166,9 5,9

n'! nimero de amostras analisadas; n* numero de amostras onde o acido sérbico foi detectado;
e *Valores de média e faixa se referem a amostras onde o acido sérbico foi detectado.

Entre as 35 amostras de vinho tinto analisadas, seis delas
(ou seja, 17%) apresentaram concentracoes de acido sérbico
acima do limite maximo permitido de 200 mg.L!, com niveis
variando de 207,8 a 309,5 mg L™ (Figura 3).
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Figura 3. Grafico de dispersao dos niveis de acido sérbico. A linha
tracejada corresponde ao nivel méximo permitido pela legislagao
(200 mg.L! para vinhos).

Em geral, as concentracoes de acido sérbico encontradas
nas amostras de vinho tinto apresentaram valores maiores do
que aquelas encontradas nas amostras de vinho branco e sidra.
A ampla faixa de concentracao de acido sérbico encontrada
nas diferentes amostras de vinho e sidra analisadas pode in-
dicar uma adicao desse conservador de forma nao controlada.
Além disso, ao comparar os dados analiticos obtidos com as
informacoes declaradas nos rétulos dos produtos, verificou-se
que o acido sérbico foi detectado em 2 produtos cujos rétulos
nao mencionavam a sua presenca. Esses resultados estao em
desacordo com a legislacao brasileira, que estabelece que a pre-
senca de aditivos alimentares em alimentos e bebidas onde seu
uso € permitido deve ser declarada nos respectivos rétulos!’?.

Apesar de no Brasil, assim como em outros paises, o uso
de acido benzéico em vinhos e sidras nao ser permitido'+, esse
conservador foi detectado em 3 amostras analisadas: 1 de vinho
tinto, e 2 de sidra (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracao de acido benzéico nas amostras de vinhos e
sidras onde o composto foi detectado.

Amostra Acido benzéico (mg,L!) (DP*)
Vinho tinto 8 295,6 (2,2)
Sidra 40 424,7 (0,8)
Sidra 46 608,4 (0,1)

*Desvio padrao.

Os resultados obtidos no presente estudo vém contra o
crescente interesse em manter os produtos brasileiros dentro
de parametros de comercializacdo tanto em ambito nacional
como internacional. De acordo com as diretivas 95/2/EC® e
98/72/CE*, a Unido Européia estabelece o limite maximo de
200 mg. L' de acido sérbico em vinhos e sidras e nio autoriza
o uso de acido benzéico nesses produtos.
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4 Conclusoes

Os resultados encontrados no presente trabalho indicam
que, em algumas amostras, os niveis dos acidos benzéico e
sorbico nos vinhos e sidras analisados, assim como a rotu-
lagem desses produtos, nao estao de acordo com a legislagao
vigente no Brasil.

Uma certa preocupacao relacionada ao uso indiscrimina-
do de benzoatos e sorbatos em vinhos e sidras foi levantada.
Apesar de ser estabelecido que ingestoes acima da IDA nao
apresentam, necessariamente, um risco a saide humana’é e
que as ingestoes potenciais didrias desses conservadores estao
significativamente abaixo das IDAs'®, o consumo dessas bebi-
das, no caso de grandes consumidores, pode representar uma
importante fonte na ingestao desses conservadores.

Dessa forma, os produtores devem reavaliar o uso de ben-
zoatos e sorbatos em vinhos e sidras de forma a evitar excessos
€ garantir a seguranca dos consumidores € o cumprimento da
legislacao nacional em vigor.
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