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RESUMO

VELOSO, Anne Caroline Guimaraes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2018. Novos sistemas aquosos bifasicos aplicados no preparo de amostras
alimenticias para a determinacio de corantes sintéticos. Orientadora: Maria do
Carmo Hespanhol. Coorientador: Luis Henrique Mendes da Silva.

A ingestdo de corantes alimenticios artificiais, principalmente por criangas,
frequentemente provoca o aparecimento de reagdes alérgicas, problemas respiratorios
e hiperatividade. Por isso ¢ fundamental o desenvolvimento de métodos analiticos
eficientes e seguros para o monitoramento destes corantes em matrizes alimenticias.
Neste contexto, ¢ proposto neste trabalho a obtengdo de sistema aquoso bifasico
(SAB) com novos componentes que sejam mais seguros ambientalmente, mais
econdmicos, promovam uma mais rapida separagao de fases e sejam mais especificos
para os analitos em questdo. Para tal, novos dados de equilibrio liquido-liquido foram
propostos para sistemas formados por copolimero tribloco L35 + sal de amdnio
[(NH4NO3, NH4C2H302, (NH4)2C4H4Os ou (NHs)HPO4)] + 4gua em diferentes
temperaturas. Os parametros energéticos dos dados experimentais dos SAB foram
preditos com os modelos NRTL e com o NRTL modificado, obtendo-se correlagao
satisfatoria, com desvios de 2,36 ¢ 2,52 %, respectivamente. Os parametros que
afetam a regido bifésica, tais como, natureza do eletrdlito e temperatura, foram
avaliados. Para todos os SAB, o aumento da temperatura resultou em um discreto
aumento da 4rea bifasica. A regido bifasica foi maior no SAB formado por
hidrogenofosfato, e menor para o formado por acetato. Avaliou-se o comportamento
de particdo dos corantes azul brilhante (AB), amarelo crepusculo (AC), amarelo
tartrazina (AT) e vermelho 40 (V40) nos SAB formados por L35 + sal de amdnio
[(NH4NOs3, (NH4)2C4H4O6 ou (NH4)2HPO4)] + 4gua em diferentes valores de pH e
comprimentos de linha de amarracdo. Os corantes particionaram-se
preferencialmente para a fase superior do SAB, sendo o processo entalpicamente
dirigido. A parti¢do foi favorecida com o aumento do comprimento de linha de
amarragdo. J4 o pH apresentou discreto efeito na particdo de todos os analitos. Para
todos os corantes, a extragdao foi superior a 99,0 % no SAB formado por L35 +
tartarato de amonio + dgua. A partir dos dados de extra¢do dos corantes foi proposto
um novo método de extracdo e pré-concentracdo de corantes presentes em bebidas

nao alcoolicas, utilizando SAB e determinacdo por espectrometria de absor¢ao na

XV



regido do UV/visivel. A amostra, sem nenhum preparo prévio, foi adicionada
diretamente ao SAB L35 + tartarato de amonio obtendo-se excelente extracao 99,7,
99,7, 99,3 € 99,8 % para os corantes AB, AC, AT e V40, respectivamente. O limite
de quantificacdo igual a 0,135, 0,203, 0,364 e 1,20 mg kg™! foi obtido para o corante
AB, AC, AT e V40, respectivamente. Para todos os corantes, as curvas analiticas
apresentaram R% > 0,999. O método apresentou boa exatiddo, variando de 0,11 a 2,71
% e boa precisdo 0,3 a 1,6 %. Todas as amostras de bebidas analisadas apresentaram
um teor de corantes abaixo do limite maximo preconizado pela legislagdo brasileira.
O método proposto provou ser eficiente para a determinacdo de corantes em matriz
complexa de bebidas ndo alcoolicas. Além disso, ele apresenta vantagens como baixo
custo, rapidez, ndo utilizagdo de solvente organico e menor consumo de amostra,

quando comparado aos outros métodos ja descritos na literatura.
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ABSTRACT

VELOSO, Anne Caroline Guimaraes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2018. New aqueous two-phase systems applied in the food sample preparation
for the determination of synthetic dyes. Adviser: Maria do Carmo Hespanhol. Co-
Adviser: Luis Henrique Mendes da Silva.

Ingestion of artificial food dyes, especially by children, often causes the onset of
allergic reactions, respiratory problems, and hyperactivity. Therefore, the
development of efficient and safe analytical methods for the monitoring of these dyes
in food matrices is fundamental In this context, it is proposed in this work to obtain
aqueous two-phase system with new components that are more environmentally safe,
more economical, promote a faster phase separation and are more specific for the
analytes in question.For this, new liquid-liquid equilibrium data were proposed for
systems formed by triblock copolymer L35 + ammonium salt [(NH4NOs;,
NH4C2H302, (NH4)2C4H4O6 or (NH4)>HPO4)] + water at different temperatures. The
energetic parameters of the ATPS experimental data were predicted with the NRTL
models and with the modified NRTL, obtaining a satisfactory correlation with
deviations of 2.36 and 2.52%, respectively. The parameters that affect the biphasic
region, such as the nature of the electrolyte and temperature, were evaluated. For all
ATPS, the increase in temperature resulted in a slight increase of the biphasic area.
The biphasic region was higher in the SAB formed by hydrogen phosphate, and
smaller in the ATPS formed by acetate. The behavior of partitioning of brilliant blue
(BB), sunset yellow (SY), tartrazine yellow (TY) and allura red 40 (AR-40) dyes in
the ATPS formed by L35 + ammonium salt [(NH4NO3, (NH4)>CsH4sOs or
(NH4)2HPO4)] + water at different pH values and tie line lengths. The dyes were
partitioned preferentially to the upper ATPS phase, the process being enthalpy
driven. The partition was favored by increasing the tie line length. The pH showed a
slight effect on the partitioning of all the analytes. For all the dyes, the extraction was
higher than 99.0 % in ATPS formed by L35 + ammonium tartrate + water. From the
excellent extraction data of the dyes, a new method of extraction and
preconcentration of dyes present in non-alcoholic beverages was proposed, using
ATPS and determination by absorption spectrometry in the UV / Visible region. The
sample, without any previous preparation, was added directly to the SAB L35 +

ammonium tartrate obtaining excellent extraction 99.7, 99.7, 99.3 and 99.8 % for the
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dye BB, SY, TY and AR-40, respectively. The quantification limit of 0.135, 0.203,
0.364 and 1.20 mg kg™! was obtained for dye AB, AC, AT and V40, respectively. For
all dyes, the analytical curves showed R? > 0.999. The method showed good
accuracy, varying from 0.11 to 2.71 % and good precision from 0.3 to 1.6 %. All the
analyzed beverage samples had dye content below the maximum limit recommended
by the Brazilian legislation. The proposed method proved to be efficient for the
determination of dyes in complex matrix of non-alcoholic beverages. In addition, it
presents advantages such as low cost, fastness, non-use of organic solvents and lower
consumption of samples, when compared to other methods already described in the

literature.
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Capitulo 1

Revisao de Literatura

1. Introducio

Um dos grandes desafios analiticos da atualidade reside na anélise do teor de corantes na
complexa matriz de alimentos. Levando em consideragdo que o consumo de corantes
alimenticios estd associado a efeitos deletérios a saude humana [1] e que os métodos de
determinagdo em alimentos sdo em geral demorados [2], e contam com uma complexa etapa
de preparo de amostras [3], € crucial o desenvolvimento de métodos alternativos. Neste
trabalho, foi desenvolvido um novo método espectrofotométrico utilizando sistema aquoso
bifasico (SAB) para a extragdo, pré-concentracao e determinagdo dos corantes artificiais azul
brilhante (AB), amarelo creptsculo (AC), amarelo tartrazina (AT) e vermelho 40 (V40) em

amostras de bebidas.

1.1 Corantes Artificiais

Corantes artificiais sdo aditivos utilizados em alimentos com a finalidade de conferir cor,
sem necessariamente apresentar qualquer valor nutricional [4]. Segundo a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), corantes artificiais sdo aqueles obtidos por sintese
organica, mediante o emprego de processo tecnoldgico adequado e que ndo sdo encontrados
em produtos naturais [5].

Na industria de alimentos, os corantes artificiais sdo usados para restaurar a perda da cor
que ocorre naturalmente durante o processo de manufatura e estocagem. Assim como destacar
a cor natural do alimento, tornando-o mais apetitoso e atrativo, bem como para prover cor a

alimentos incolores [6].



O aumento no consumo de corantes artificiais deve-se ao fato de que estes apresentam um
menor custo, maior estabilidade durante o processamento do alimento, menor contaminagao
microbioldgica, maior estabilidade a luz, ao oxigénio e as variacdes de pH, maior

uniformidade na cor e maior poder tintorial quando comparados aos corantes naturais [7].

1.1.1. Efeitos deletérios associados ao consumo de corantes

Todavia, o consumo deste tipo de produto estd associado ao aparecimento de reagdes
alérgicas e intolerancias alimentares [8], diarreia, reagdes asmaticas, dano ao DNA e
hepatocelular, insuficiéncia renal, transtorno de déficit de atencdo [7], urticéria [9] e efeitos

toxicos [10].

1.1.2. Legislacao brasileira

A utilizacdo de corantes artificiais em alimentos na Suécia e na Noruega ¢ proibida devido
a nocividade a saude e ao ambiente [1]. No Brasil, a ANVISA ¢ responsavel por legislar
acerca dos corantes utilizados e seus teores maximos nos alimentos. Atualmente, um total de
onze corantes artificiais sdo permitidos pela legislagdo brasileira, a saber: amarelo tartrazina ,
amarelo crepusculo, azorrubina, amaranto, ponceau 4R, eritrosina, vermelho 40, azul patente
V, azul indigotina, azul brilhante e verde rapido [5].

Destacam-se os corantes AC, AT e V40, pertencentes a classe dos azo-compostos, cuja
estrutura molécular e valores de pKa sdo mostrados na Figura 1. Estes corantes desde 2007
fazem parte da lista do “Southampton six colors”, lista na qual figuram os corantes associados
a hiperatividade em criancas de 3, 8 ¢ 9 anos [11]. Na Europa, por exemplo, o consumo de
V40 nao é recomendado para criancas [12]. Outro corante que merece atengdo ¢ o AB. Esta
substancia, pertencente a classe dos trifenilmetanos, cuja estrutura molécular e valores de pKa

sdo mostrados na Figura 1, é de consumo proibido na India, uma vez que sua ingestdo esta
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associada ao aparecimento de cancer, problemas reprodutivos, desordens neuroldgicas e

reagOes anafilaticas [13].
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Figura 1. Estrutura molecular e pKa dos corantes (A) Azul Brilhante, (B) Amarelo
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Crepusculo, (C) Amarelo Tartrazina e (D) Vermelho 40 [14].

A ingestao de alimentos contendo corantes ¢ segura segundo a ANVISA, desde que estes
estejam dentro do limite maximo preconizado. Em bebidas ndo alcéolicas fermentadas e ndo
fermentadas, por exemplo, ¢ muito comum a utiliza¢ao dos corantes AB, AC, AT e V40 cujo
limite maximo é de 100 mg L' [15].

A legislagdo acerca dos corantes, bem como de qualquer outro aditivo alimentar, leva em
consideragdo o controle da ingestao diaria aceitavel (IDA) [4]. Parametro este definido pelos
comités da Organizacdo Mundial de Saiude / Organizagao das Nagdes Unidas para Agricultura
e Alimentacdo. O IDA ¢ a quantidade de um aditivo alimentar, que pode ser ingerido
diariamente, durante toda a vida, sem causar danos a satde. Este, é expresso em mg kg!'. O
valor de IDA para os corantes AB, AC, AT e V40 é 10, 2,5, 7,5 e 7,0 mg kg de peso
corporeo, respectivamente [14].

Diante dos possiveis efeitos deletérios, ¢ imprescindivel o monitoramento do nivel de
corantes nos alimentos, principalmente se considerarmos que o consumidor final em muitos
casos sdo as criangas, populacdo esta que geralmente ndo tem poder de escolha sobre sua

propria alimentagdo, e que € mais propensa a reagdes alérgicas e problemas alimentares [4].

1.1.3. Preparos de amostra e determinacio de corantes artificiais em alimentos

No Brasil, a metodologia recomendada para a determinag¢do de corantes artificiais em
alimentos ¢ a descrita pelo Instituto Adolfo Lutz [16]. No caso de bebidas ndo alcéolicas e
ndo fermentadas, o preparo de amostra baseia-se na adsor¢do do corante em 12 natural. Neste
procedimento, sao misturados em um béquer 50 gramas de amostra, 100 mL de agua e 20 cm
de 13 natural (previamente desengordurada com éter de petroleo, aquecida com solucao de

hidréxido de amédnio 5 % (v/v) durante 1 hora a 80 °C, lavada com agua destilada a quente e



posteriormente seca) e 0,5 mL de acido cloridrico. A mistura ¢ entdo aquecida em banho-
maria fervente até que o corante fique impregnado na 1a. Em seguida, a 13 ¢ retirada do béquer
e lavada com agua corrente. Em outro béquer, sdo misturados e levados ao banho maria
fervente 0,5 mL de hidréoxido de amoénio, 10 mL de agua e a 1a lavada. O aquecimento
continua até que a solug¢do adquira a coloragdo da la. Neste ponto, a 13 ¢ retirada e o volume
da solugdo ¢ reduzido a metade por evaporacdao para andlises posteriores [16]. Além deste,
diversos métodos sao reportados na literatura para a determinagdo de corantes em alimentos
[3,7,9,12,17-23]

De Andrade et al. [2], desenvolveram um método utilizando cromatografia por camada
delgada (TLC) para a identificagdo e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de par
ionico para a determinagdo de AC, AB, AT e amaranto em amostras de refrigerante. Neste
trabalho, a etapa de preparo de amostras deu-se por extragdo em fase solida, com a utilizacao
de cartuchos Sep-Pack Cig previamente tratados com alcool isopropilico e acido acético.
Solugdes desgaseificadas de amostra foram eluidas no cartucho previamente tratado, € os
corantes adsorvidos no cartucho foram extraidos com uma solucdo de alcool isopropilico 18
% (v/v) e posteriormente levadas a evaporador rotatorio a vacuo. Apos completa evaporagao,
uma aliquota de agua foi acrescida, e a amostra foi reconstituida, transferida para um tubo e
filtrada com uma membrana de celulose para anélises posteriores. Os limites de quantificagao
alcangados foram de 0,012, 0,090 e 0,058 mg L' para os corantes AB, amaranto e AC,
respectivamente. Vale ressaltar que, segundo os autores, o teor de amaranto em duas amostras
foi superior ao recomendado pela legislacdo. E, em seis amostras ndo foi encontrado o corante
AT, estando este discriminado no rétulo do produto. Estes relatos ressaltam a importancia de
um controle mais rigido do teor de corantes em alimentos, tendo em vista as possibilidades de
adulteracdo dos produtos e de ndo cumprimento da legislagdo vigente. O método

desenvolvido pelos autores apresenta um limite de quantificacdo adequado a legislacdo
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brasileira, todavia, a etapa de preparo de amostra ¢ demorada, e a determinagdo ¢ feita em
HPLC, um equipamento caro, ¢ que requer um alto grau de treinamento por parte do
operador.

Yin et. al [17], propuseram um novo sensor baseado em polidopamina e nanotubos de
carbono para a determinacdo eletroquimica de AC. O sensor proposto obteve um limite de
deteccio de 0,107 mg L', sendo capaz de detectar o corante em amostras auténticas de
gelatinas, sorvetes, chocolates e balas. Neste trabalho, o preparo do sensor foi realizado em
diversas etapas, sendo a primeira o tratamento do nanotubo de carbono acrescido de uma
mistura de acido sulfurico e dcido nitrico em banho de ultrassom durante 6 horas. Nas etapas
seguintes, diversos reagentes foram utilizados, como o etanol, hidroxido de amonio,
polidopamina e acido acético.

No trabalho de Dorraji et al. [24], um eletrodo preparado a partir de um novo
nanocompdsito de 6xido de zinco e 4acido cisteico foi utilizado para a determinagdo
simultainea de AC e AT por voltametria de pulso diferencial. Neste trabalho, foram
conseguidas recuperagdes superiores a 95% para ambos os corantes em refrigerantes, e limites
de deteccdo de 7,7 x 10 e 1,8 10° mg L 'para os corantes AC e AT, respectivamente [24]. Na
fabricagdo do eletrodo, foram utilizados diversos reagentes, como alumina, acido cisteico,
etanol, 6xido de zinco, cloreto de potéssio e nitrato de zinco. E dentre as muitas etapas no
processo de fabricacdo, a de eletrodeposi¢do requeria 30 minutos.

No trabalho de Rovina e colaboradores [20], foi desenvolvido um método eletroquimico
para a determinacdo de AC utilizando um eletrodo de carbono vitreo modificado com grafeno,
nanotubos de carbono, nanoparticulas de ouro e um nanocompdsito de quitosana. Neste
método, foi conseguido um limite de deteccdo de 32,0 mg L' [20]. Para a fabricacdo do
eletrodo, foram utilizados diversos reagentes, como o acido sulfurico, acido nitrico,

permanganato de potassio, acido cloridrico, etanol, acido clorodurico, nanotubos de carbono,
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quitosana e acido acético. A duracdo da etapa de fabricacdo do eletrodo foi superior a 24
horas, contando com uma agitacdo durante 12 horas a 90 °C. Além disso, as amostras
utilizadas neste trabalho necessitaram de ajuste de pH para 2,0 com a utilizagdo de acido
fosforico. Apesar de todos os métodos eletroquimicos aqui discutidos apresentarem resultados
satisfatorios em termos de determinacdo dos analitos [17,20,24], a etapa de fabricagdo dos
eletrodos ¢ em geral demorada e complexa.

Ai e colaboradores [18], sintetizaram nanoparticulas de prata para a deteccdo e a
determinag@o dos corantes AB, AC, AT e vermelho acido utilizando espectroscopia Raman e
espectroscopia Raman de espalhamento estimulada. Para os corantes AB, AT, AC e vermelho
acido, foram conseguidos limites de deteccdo de respectivamente 0,0793, 0,0054, 0,0453,
0,0502 mg L'!. Apesar dos baixos limites de detec¢iio alcangados pelo método, a utilizagdo de
espectroscopia Raman torna o método oneroso, € pouco aplicavel para o controle de qualidade
em laboratorios com poucos recursos.

Heidarizadi e Tabakari [12] desenvolveram um método de extragdo por ponto nuvem com
posterior determinagdo espectrofotométrica para a determinacdo de AB, AC e V40. Foram
obtidos limites de detec¢ido de 0,007, 0,009 e 0,001 mg L' para os corantes AB, AC e V40,
respectivamente. No preparo de amostra realizado por ponto nuvem, foram misturados em um
frasco volumétrico aliquotas contendo o corante mais 6 mL de solu¢do de Triton X-100 a 0,5
mol L', 2,5 mL de brometo de cetriménio 0,01mol L', 6 mL de KC1 1,0 mol L' ¢ 5 mL de
tampao acetato pH 4. Apos agitagdo, o volume da solugdo foi ajustado com agua até 50 mL e
transferido para um segundo recipiente, onde foi acondicionado em banho termostatico a 80
°C durante 40 minutos. Apds este tempo, o recipiente foi imerso em banho de gelo. Em
seguida, as fases foram recolhidas em separado, diluidas de modo apropriado e analisadas em
espectrofotometro.  Ainda utilizando extragdo por ponto nuvem e deteccdo

espectrofotométrica, Heydari et al. [22] propuseram um novo método para a determinacgao dos
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corantes AB e AC, obtendo limites de deteccdo de, respectivamente, 0,03 ¢ 0,06 mg L. No
preparo de amostra, foram adicionados em um tubo de centrifuga 8,5 mL de solu¢do tampao
acetato pH 6,0 contendo o corante mais 1,5 mL de solucdo de Triton X-100 40 % (v/v)e 1,5 ¢g
de NaCl. Apos mistura, o tubo foi mantido em banho termostatico a 55 °C durante 15 minutos
e, posteriormente, centrifugado durante 5 minutos a 4000 rpm. A fase rica em surfactante foi
entdo recolhida, diluida em dgua de modo apropriado e analisada em espectrofotdmetro.
Apesar da determinagdo espectrofotométrica, uma técnica relativamente simples e barata,
representar um ponto positivo nos métodos desenvolvidos por Heidarizadi e Tabakari [12] e
Heydari et al. [22], em ambos, a etapa de extragdo por ponto nuvem ¢ realizada em
temperaturas elevadas. Tendo assim um destacado gasto energético para realizagdo dos
experimentos.

Martin ¢ colaboradores [23], analisaram amostras de sorvetes, chocolates e chicletes
determinando 18 corantes artificias. Primeiramente, foi feita uma extragdo em fase solida
seguida da determinagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial. No preparo de amostras, foi utilizado um cartucho da
marca Supelco Discovery, modelo SPE DPA-6S, com 1a de vidro em seu topo. Ambos foram
previamente lavados com metanol e condicionados com 10 mL de acido acético 0,5 %. Na
etapa de extracdo em fase sélida, 25 mL de solugdo aquosa da amostra previamente
centrifugada, foi misturada a 125 mL de solu¢do metanol — 4cido acético 1 % (1:1 v/v) e
quantitativamente transferida para o cartucho. A solugdo foi entdo eluida, sendo o cartucho
em seguida lavado com 10 mL de solugdo metanol — dacido acético 1 % (1:1 v/v).
Posteriormente, a 1a de vidro foi removida do cartucho e os corantes artificiais soliiveis em
agua foram eluidos com 5 mL de solucdo etanol-amoénio 1 % (1:1 v/v) e recolhidos em um
tubinho. Os extratos foram entdo secos sob fluxo de nitrogénio a 50 °C. Os residuos foram

entdo reconstituidos em 400 puL de fase mével (agua contendo 40 mM de acetato de amdnio
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com 2,5% de acetonitrila a pH 7,8). A solu¢do foi entdo acondicionada em um tubo e
imediatamente centrifugada a 17000 g por 10 minutos. Finalmente, o sobrenadante foi
recolhido em recipiente adequado para posterior analise por HPLC acoplado ao espectrometro
de massas. Um limite de quantificagio entre 0,01 e 0,05 mg L 'foi obtido para os 18 corantes,
incluindo o AB, AC, AT ¢ V40.

No trabalho de Shin e colaboradores [19], foi combinada a filtracdo por seringa com
determinagdo por cromatografia liquida ultra-rapida com arranjo de diodos na quantificagao
de 9 corantes sintéticos em 17 amostras de bebidas. Uma recuperagdo entre 92,7 e 105,9 % e
um limite de deteccdo entre 0,04 ¢ 0,15 mg L' foram obtidos para os corantes AT, amaranto,
indigo carmim, vermelho ponceau 4R, AC, V40, verde rapido, AB e eritrosina B [19]. Na
etapa de preparo de amostras, 50 mL de cada amostra foi previamente desgaseificada durante
10 minutos em banho de ultrassom e em seguida ajustou-se o valor de pH (3,5 4,5 5,0, 5,5,
6,0, 6,5, 7,0 ou 7,5) com solugdo aquosa de hidroxido de amdnio 10 % (v/v). As amostras
foram entdo filtradas (filtro PVDF) e acondicionadas em frasco adequado para posterior
analise por cromatografia ultra rdpida com arranjo de diodos. Tanto no trabalho de Martin e
colaboradores [23], quanto no de Shin e colaboradores [19], os limites de quantificagdo e de
deteccao sao adequados para atender a legislacdo brasileira, todavia, os métodos fazem uso de
solventes organicos, além de a determinacdo ser realizada com equipamentos mais
dispendiosos.

E fato que a literatura contempla diversos métodos para a determinagdo de corantes,
todavia, alguns fazem uso de solventes organicos como metanol, acetonitrila, outros requerem
um grande tempo de andlise, principalmente na etapa de preparo de amostra, e outros utilizam
equipamentos dispendiosos, nos quais ¢ imprescindivel um elevado grau de treinamento por

parte do operador. E estratégico entdo o desenvolvimento de métodos genuinamente verdes,



com equipamentos de detecgdo mais acessiveis, que sejam uma alternativa aos métodos
cromatograficos geralmente utilizados na determinacao de corantes [23].

Uma alternativa ambientalmente segura para esta demanda ¢ o desenvolvimento de
métodos espectrofotométricos envolvendo o sistema aquoso bifasico (SAB). A grande
vantagem destes métodos reside na facilidade e relativo baixo custo da determinagdo
espectrofotométrica, que pode ser utilizada para uma grande variedade de analitos. Bem como
da versatilidade, eficiéncia, rapidez e alta capacidade de separagdo, extragdo e pré-
concentragdo dos sistemas aquosos bifasicos. O SAB ¢ formado espontaneamente pela
mistura de trés componentes, sendo um deles necessariamente a agua, e os demais,
substancias em geral atoxicas e ndo inflamaveis [25]. Os SAB sdo compostos
majoritariamente por agua, ndo utiliza solventes organicos para sua formacgao, apresentam
uma rapida separagdo de fases, baixo custo, sdo passiveis de reutilizacdo [26], sdo aplicaveis
em micro [27-30] e em larga escala [31-33] sendo uma técnica de facil operagdo [34]. Os
SAB estdo de acordo com principios da Quimica Verde, uma vez que fazem uso de fontes
renovaveis de matéria-prima para sua formagao, tendo em vista que seu principal constituinte
¢ a agua. Além disso, sua formagdo pode se dar em temperatura e pressdo ambientes,
representando uma destacada eficiéncia energética. Os métodos utilizando SAB contribuem
para uma quimica intrinsecamente segura, uma vez que seus componentes sdo em geral
atoxicos e ndo inflamaveis, evitando assim o risco de acidentes quimicos, explosdes e

incéndios [35].

1.2. Sistema aquoso bifasico (SAB)
O SAB consiste de duas fases liquidas e imisciveis que se encontram em equilibrio
termodindmico. Estas fases sdo formadas espontaneamente a partir da mistura de solugdes

aquosas de dois polimeros incompativeis [36,37], um polimero e um eletrolito [37-44] ou
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ainda dois eletrolitos [45-49] em condigdes especificas de concentragdo, temperatura e
pressdo [38]. As duas fases resultantes sdo compostas majoritariamente por agua (65 a 90 %),
sendo a fase superior (FS) enriquecida em um componente, e a fase inferior (FI) enriquecida
no outro componente [25,50].

Os primeiros trabalhos envolvendo SAB foram propostos por Beijerink [51] em 1896.
Este pesquisador observou que solucdes aquosas de gelatina e agar ou gelatina e amido
solivel quando misturadas em determinada temperatura e faixa de concentragdo formavam
uma solucdo turva. Esta, espontanemante, separava-se em duas fases liquidas limpidas quando
deixada em repouso. A 4gua era o componente majoritdrio em ambas as fases, sendo a
superior enriquecida em gelatina, e a inferior enriquecida em agar ou amido. A primeira
aplicagdo dos SAB ocorreu em meados da década de 50 [52] com os trabalhos de Per-Ake
Albertsson, no qual o pesquisador obteve a purificacdo de proteinas e células, destacando
assim a potencialidade de aplicagdes do SAB na extragdo de materiais bioldgicos. Esta
aplicagdo so6 foi possivel porque os componentes do SAB conferem ao sistema uma
caracteristica amena, viabilizando a purificacio de materiais bioldgicos sem incorrer no
comprometimento de suas estruturas e perda de suas atividades [50].

Desde entdo, muito se desenvolveu em termos de aplicagdo de sistemas aquosos bifésicos.
Além das biomoléculas [27,30,53-66], os SAB sdo aplicados na separagdo, pré-concentracao e
determinagdo de fenois [67-69], ions metalicos [34,70-77] e corantes [78-81].

No trabalho de Song e coloboradores [78], o corante alaranjado de metila foi extraido
utilizando um SAB formado por brometo de tetrabutilamoénio, sulfato de amdnio e agua e
determinado espectrofotometricamente. No trabalho de Mageste e colaboradores [79]
estudou-se a particdo do corante natural carmim em SAB formado por (copolimero L35 ou
poli(6xido de etileno), PEO) + (sulfato de litio, hidréxido de sédio ou sulfato de so6dio) + 4gua

com determinagdo espectrofotométrica. No trabalho de Alvarenga e colaboradores [80], o
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comportamento de particdo do corante téxtil amarelo remazol foi avaliado em SAB formado
por polietileno glicol (PEG) + sulfato de magnésio + dgua com determinagdo por
espectrofotometria. No trabalho de Borges e colaboradores [81], os corantes téxteis azul de
metileno, verde malaquita e vermelho reativo 195 foram particionados no SAB formado por
PEO + tartarato de sodio + dgua, com posterior determinacao espectrofotométrica. Apesar das
diversas aplicagdes do SAB na extracdo de corantes, a literatura ainda carece de estudos
acerca da determinagdo de corantes artificiais em alimentos utilizando sistema aquoso
bifasico. Determinagdo esta bastante desafiadora, tendo em vista a alta complexidade da
matriz [23].

A grande versatilidade de aplicagdo dos SAB reside na possibilidade de modular as
caracteristicas finais do sistema, através da mudanca dos seus compostos formadores. Um
grande avanco neste sentido foi a obtengdo de SAB com caracteristicas hidrofébicas, com a
utilizagdo de copolimeros, em substituicdo aos polimeros até entdo utilizados [26,82]. Um
exemplo s3o os SAB formados por copolimero tribloco L35, cuja estrutura é mostrada na
Figura 2. O L35 ¢ composto por unidades de PEO (poli(6xido de etileno)) e PPO (poli(6xido

de propileno), também representado por (PEO)11-(PPO)16-(PEO)11, com massa molar de 1900

CHj
0 0]
H 0 OH
X y z

Figura 2. Estrutura molecular do L35.

g mol™! [83].

Uma das grandes vantagens da utilizagdo dos copolimeros ¢ a sua capacidade de formar
micelas quando em solugdo aquosa, em determinadas condi¢des de concentragdo, temperatura
e pressdo. Micelas estas que apresentam um interior hidrofébico e uma coroa hidrofilica,
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permitindo a particdo de compostos hidrofébicos e hidrofilicos [84,85]. Outro ganho ¢ a
facilidade de recuperacdo do copolimero em comparagdo aos polimeros tradicionais, uma vez
que o primeiro apresenta um menor ponto nuvem [26].

Outros compostos formadores estratégicos de SAB s3o os sais de amoénio. Estes
apresentam uma maior facilidade de decomposicdo tornando o SAB menos danoso para a
saude e meio ambiente, assim como mais amigavel para serem usados no preparo de
amostras. Principalmente, no preparo de amostra seguida da determinagao por espectrometria
de absor¢ao atomica (FAAS) ou espectrometria de emissdo atomica com plasma induzido por

microondas (AES-MIP).

1.2.1. Sistema aquoso bifasico: termodinimica de formacao

As propriedades termodinamicas do SAB dependerdo das interagdes intermoleculares
presentes entre seus componentes formadores em solugdo aquosa, bem como das variagdes
entropicas oriundas do processo de mistura. O fendmeno de separacdo de fases pode ser
expresso em termos da variacao de energia livre de Gibbs de mistura (AmixG) como mostrado

na equacao 1:

DixG = Apix H =T Apyinc S (1)

onde, AmixH € a variagdo da entalpia de mistura, AmixS € a variacdo da entropia de mistura e T
¢ a temperatura em Kelvin. No caso de uma mistura de trés componentes, quando os valores
de AmixG < 0 o sistema permanece homogéneo. Caso contrario, com a finalidade de diminuir a
energia livre de Gibbs, o sistema buscarda uma nova configuragdo, separando-se em duas ou

mais fases [50].
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As duas fases em equilibrio podem ser expressas em um diagrama de fases retangular,

como o mostrado na Figura 3.

45 4 T T * T
40

Heterogéneo

0 FHomogéneo Linha binoda

0 40 50
Eletralito / % (m/m)

Figura 3. Diagrama de fases retangular de um SAB formado por polimero, eletrolito e dgua.

Na Figura 3, no eixo X encontra-se a concentracdo do polimero e no eixo Y a
concentragdo do eletrélito, ambos em % (m/m). O diagrama ¢ delimitado pela linha binodal
(LB). Esta demarca as composi¢des no qual o sistema encontra-se homogéneo e heterogéno.
A posicdo da linha binodal varia em fungdo dos componentes formadores do SAB e da
temperatura [26]. Na curva binodal, estd representado o ponto critico (Pc); neste, a
concentragdo e o volume das fases sdo teoricamente iguais, sendo impossivel distingui-las.

Na regido acima da LB, onde o sistema encontra-se heterogéneo, sdo mostradas as
composi¢des globais (CGL) que formarao as fases em equilibrio, a composicao da fase rica
em macromolécula (CFRM) e a composi¢ao da fase rica em eletrolito (CFRE).

As fases em equilibrio, CFRM e CFRE, sdo ligadas por retas, denominadas linhas de
amarracao (LA). Sobre uma mesma linha de amarragdo, por exemplos nos pontos A e B, as

propriedades termodindmicas intensivas das fases serdo as mesmas em ambos, por exemplo,
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densidade e concentracdo. Ja as propriedades termodinamicas extensivas das fases, como
volume e massa, variam [25].

Um parametro termodinamico importante a ser investigado nos estudos de particio em
SAB ¢ o comprimento de linha de amarracao (CLA). Este expressa a diferenca entre as
propriedades termodinamicas intensivas das fases em equilibrio e pode ser calculado em

funcdo da concentragdo das fases, como mostrado na equagao 2:
cLa=[ (e -cg) +(cg-cgy ] @
em que, Cijre Cf sdo as concentragdes da macromolécula na fase superior (FS) e na fase
inferior (FI), respectivamente. Enquanto, C£* e C£' sdo as concentragdes do eletrolito na FS e
na FI, respectivamente. Sendo estas concentragdes expressas em % (m/m). E importante
ressaltar que quanto maior ¢ o CLA maior sera a diferenca de composicdo entre as fases [25].
Este fendmeno pode contribuir para melhorar a eficiéncia de extra¢ao do soluto de interesse.
Para o desenvolvimento de um método de separagdo de qualquer analito ¢ imprescindivel
conhecer o seu comportamento de particdio no SAB. Comportamento este que pode ser
influenciado por fatores como temperatura, pH, CLA e componentes formadores do sistema

[25,50]. Este estudo pode ser realizado através da razdo de parti¢ao (K).

O K ¢ um pardmetro termodindmico que aplica-se a sistemas em equilibrio
termodindmico no qual o analito ¢ a Unica espécie quimica presente em cada uma das fases

[25], e pode ser expresso pela equagdo 3 [86]:

ca® 3)
oGS

K
onde C£* e CE! sdo a concentragdo do analito na FS e FI, respectivamente.

Segundo Johansson e colaboradores [87], o comportamento de distribuicdo de um

analito entre as duas fases em equilibrio do SAB ¢ determinado por forgas entalpicas e
15



entropicas. O primeiro esta associado a formacdo e ao rompimento de ligacdes feitas entre o
analito e os constituintes das fases. E o segundo estd associado ao aumento ou a diminui¢ao
das possiveis distribui¢des do analito nas fases do SAB.

Diversos parametros afetam a particdo de um analito no SAB. No que tange ao analito,
influenciardo a presenga de carga elétrica, conformacdo, composi¢ao e hidrofobicidade. Em
relacdo ao SAB o pH, a temperatura, o tipo ¢ a massa molar da macromolécula, o tipo de
eletrélito e a concentragdo dos componentes terdo influéncia no processo de parti¢ao [50].

Matematicamente, o processo de particao pode ser avaliado pelo modelo de Johansson
e colaboradores, desenvolvido a partir da teoria de Flory-Huggins, mostrado na equagdo 4
[87]. Neste modelo, considera-se que o processo de parti¢do se da apenas por contribuicao
entropica, sem que haja contribuicao entalpica.

“4)

K, - M, { n™ 3 n' J
P

LrFS I/H

onde K, ¢ a razdo de particdo do analito, M, , a massa molar do analito particionado, p ¢ o
ntmero de sitios por unidade de volume de todo o sistema bifasico, n™ e n*! 0 nimero total
de moléculas na fase superior e inferior, respectivamente, ¢ V= ¢ V¥ o volume da fase

superior e inferior, respectivamente [87].

Avaliando a tendéncia de parti¢do, a partir da equagdo 4, pode-se inferir que na
auséncia de efeitos entalpicos, a particdo do analito entre as duas fases ocorrera caso haja uma
diferenga em termos de densidade numérica entre as fases (n/V). A migracao do soluto se dara
para a fase com maior densidade numérica, tendo em vista que nesta fase o soluto podera se
distribuir espacialmente em um ntimero maior de configura¢des, aumentando assim a entropia

configuracional e diminuindo a energia livre de Gibbs. A agua ¢ o maior constituinte tanto da
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FS quanto da FI, logo, este componente influenciara diretamente a densidade numérica das
fases e, consequentemente, o comportamento de parti¢ao do analito.

A maior densidade numérica em sistemas do tipo polimero - eletrélito é geralmente
verificada na fase rica em eletrolito (FI) [50]. Logo, para estes sistemas, desconsiderando-se
qualquer contribui¢do entalpica, a particdo se daria, preferencialmente, para a fase rica em
eletrolito (FI).

Além da contribui¢do entropica, o processo de particdo também apresenta um
componente entalpico. Contribui¢do esta descrita pelo modelo de Johansson e colaboradores,

representada na equagdo 5 [50].

)

M m m=1 m

MK, =——2[ > (@F -0 )w,— > > (©O70F -0 )w,]

T i=1(i=A) i=1(i% A) j=i+1(j=A)

onde M_ ¢é a massa molar do analito particionado, R a constante dos gases, T a temperatura em

Y FI . " . .
Kelvin, Pi” e Pias fragcdes volumétricas do componente i, respectivamente, nas fases

superior e inferior € W;; a energia de formagdo do par entre os componentes i € j.

A equacdo 5 apresenta dois somatorios, o primeiro, leva em consideragdo a interacao
do soluto particionado com os componentes formadores do SAB. Quanto mais o soluto
interagir com um dos componentes do SAB, menos positiva serd a contribuicdo entalpica,
levando entdo a diminuigdo da energia livre de Gibbs. Assim, pode-se inferir que o soluto sera
preferencialmente particionado para a fase mais concentrada no componente que mais
interagir com o soluto. Quanto maior a diferenga de composicao entre as fases, mais intensa
serd a interagdo soluto — componente formador [50]. Este fato explica a relacdo, geralmente
observada, de aumento da razdo de particdo com o aumento do CLA [80,88].

No segundo somatdrio, sdo desconsideradas as interagdes soluto—componentes

formadores do SAB. E levado em consideracdo o conteudo energético de cada fase, assim
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como a energia associada a transferéncia do soluto entre as fases. Este termo independe da
natureza do soluto particionado. Quando o soluto ¢ transferido de uma fase para o outra, ele
libera o volume no qual estava alojado dentro da fase, permitindo a interagdo entre os
componentes da fase neste espaco, antes ocupado por ele. Uma vez alojado na fase para a qual
se deslocou, o soluto formard uma cavidade, na qual ficarda acomodado. E nesta cavidade
formada, ndo haverd interacdo entre os componentes das fases, uma vez que esta se encontra
agora ocupada pelo soluto [50]. O saldo energético deste processo influenciard o
comportamento de particdo do soluto. A influéncia da interacdo dos componentes do SAB no
comportamento de particdo explica a marcante diferenca de comportamento de particdo de um
mesmo analito em SAB constituidos por combinagdes de diferentes componentes [69,79].

O comportamento de parti¢do de um analito ¢ a resultante de um balango entre forcas
entdlpicas e entrdpicas presentes no SAB. Logo, ¢ primordial o desenvolvimento de novos
sistemas a partir de componentes estratégicos para o particionamento de analitos de interesse.
Bem como, entender o comportameno de particio destes analitos, viabilizando o
desenvolvimento de métodos eficientes para a sua separacao/pré-concentragcdo/determinagao

em amostras complexas.

2. Objetivo geral

Objetiva-se com este trabalho, o desenvolvimento de novos SAB utilizando materiais
estratégicos para ampliar a aplicagdo desses sistemas no preparo de amostras, como por
exemplo, separagdo/pré-concentracdo/determinacdo de corantes sintéticos utilizados em

amostras de bebidas.

2.1.  Objetivos Especificos
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e Desenvolver novos SAB utilizando copolimero tribloco L35 + sais de amodnio
(acetato de amonio, fosfato de amonio dibasico, nitrato de amonio ou tartarato de
amonio) + agua em diferentes temperaturas. (Capitulo 2. Artigo ja publicado)

e Estudar a influéncia dos componentes formadores dos novos SAB, CLA e pH na
parti¢ao dos corantes AB, AC, AT e V40.

e Desenvolver um método espectrofotométrico para a determinagdo dos corantes
AB, AC, AT e V40 presentes em amostras auténticas de preparado soélido para

refrescos e repositores hidroeletroliticos.
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Capitulo 2

Phase equilibrium of aqueous two-phase systems composed by L35 triblock copolymer +

organic and inorganic ammonium electrolytes + water at 298.2 and 313.2 K

ABSTRACT

Liquid-liquid equilibrium data of aqueous two-phase systems (ATPS) composed by L35
triblock copolymer + ammonium electrolytes (nitrate, NOj3; tartrate, C4H4O4*>; phosphate,
HPO4>; acetate, C,H302) + water, at different temperatures (298.2 and 313.2 K) are
presented in this paper. The experimental ATPS data were correlated with the original and
modified non-random two-liquid (NRTL) for predicting energetic parameters of the studied
systems. The results were satisfactory with global root mean square deviations (33 tie-lines)
of the 2.36 % and 2.53 % for the original and modified models, respectively. The effect of the
temperature and electrolyte nature on the biphasic area position was investigated. The
increase of the temperature promoted a slight increase in the two-phase region indicating the
endothermic character of the phase splitting. The increase in the temperature also promoted a
rise in the module of the slope of the tie-lines. The anions ability to promote phase separation
followed the order: HPO4* > C4H406* > NOs3™ > CoH30;".

Keywords: aqueous two-phase systems; liquid-liquid equilibrium; ammonium salts; L35;

NRTL.
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1. Introduction

Aqueous two-phase systems (ATPS) have been investigated as environmentally safe
and promising alternative extraction systems. These systems can be formed by the mixture of
aqueous solutions of a polymer and an electrolyte [1], two electrolytes [2] or two structurally
different polymers [3], under specific thermodynamic conditions [4]. The resulting systems
have two immiscible liquid phases mainly formed by water [3].

The ATPS researches involving metal ions [5-7], dyes [8,9], phenolic compounds
[10,11] and enzymes [12,13] have focused on the use of systems composed by polymer and
electrolyte. The poly(ethylene oxide) polymer (PEO) is one of the main used macromolecules
since it contributes to some ATPS advantages as low cost [14], rapid phase separation [15],
low interfacial tension [3], possibility to scale-up, and low toxicity [12]. On the other hand,
for a long time, the hydrophilicity of the PEO-based systems limited the ATPS application for
water soluble compounds. Da Silva et al, in 2005, were one of the firsts scientists to fine-
tuned the polymer-rich phase characteristic with the wuse of triblock copolymer
macromolecules and expand the application of the ATPS to hydrophobic compounds [16].

The triblock copolymer used in ATPS formation (commercially available as pluronic)
1s composed by units of poly(ethylene oxide) (PEO) and poly(propylene oxide) (PPO),
denoted as (PEO)n-(PPO)m-(PEO)n or (EO)n(PO)m(EO)n [17]. The usual nomenclature for
the triblock copolymer starts with the letters L, P or F, that means liquid, paste and flakes,
respectively. The first one or the two first numbers are indicative of the molecular weight of
the PPO block, and the last number represents the weight fraction of the PEO block [17]. The
advantage of using triblock copolymers is that, in aqueous solution, at specific temperature
and concentration, these substances have the ability of self-association to form micelles with a

core dominated by hydrophobic units (PPO), surrounded by a crown of hydrophilic units
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(PEO) [18,19]. These micelles provide amphiphilic characteristics for the ATPS [19],
allowing the partitioning of hydrophilic and hydrophobic compounds [20]. Another advantage
is that triblock copolymers are thermosensitive, presenting a lower cloud point temperature
than PEO polymer [21]. Consequently, these macromolecules are easier recycled by the phase
separation induced by the temperature increase [21]. Despite the advantages presented by the
triblock copolymer in the literature still has few ATPS equilibrium data for systems composed
by triblock copolymers [16,20,22-26]. In addition, liquid-liquid equilibrium data with
ammonium electrolytes are also scarce, despite these salts are environmentally safe and
compatible with different analytical techniques. Finally, ATPS constituted by triblock
copolymer and ammonium salt will allow that the applications of the ATPS are more
extended.

In this paper, we report the phase equilibrium data for systems containing L35 triblock
copolymer ((EO)11(PO)16(EO)11), which has an average molar mass of 1900 g mol! and
different ammonium electrolytes: L35 + NH4NO3z + H>O, L35 + (NH4)>C4H4O6 + H20, L35 +
(NH4):HPO4 + H>0, and L35 + NH4C>H302 + H>0. Phase equilibria were obtained at 298.2
and 313.2 K because these temperatures are more using to separate different analytes thus
widening the applications of the aqueous biphasic systems. Equilibrium data were correlated

using the original and modified NRTL models to estimate new interaction parameters.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

L35 copolymer and all the electrolytes were analytical-grade and used as received
without further purification, as shown in Table 1. Deionized water (Millipore Corp.,

Molsheim / Bas-Rhin, France) was used for preparing all the solutions.
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Table 1

Specification of chemical samples.

Chemical name Source Initial mole fraction purity
L35% Aldrich 0.999
Ammonium nitrate Aldrich 0.980
Ammonium tartrate Vetec 0.990
Ammonium phosphate dibasic ~ Vetec 0.980
Ammonium acetate Aldrich 0.980

@ Triblock copolymer ((EO)11(PO)i6(EO)11) with average molar mass of 1900 g mol™.

2.2.  Preparation of the aqueous two-phase systems

Aqueous stock solutions of L35 and electrolyte were prepared using an analytical
balance (AY 220, Shimadzu, Rosario / Cavite, Phillippines) with uncertainty of = 0.0001 g.
The stock solutions of copolymer and electrolyte were weighed in glass vessels to obtain the
appropriated amount of each component to form biphasic systems. The glass vessels were
stirred in a vortex mixer (CertomatMV, B. Braun Biotech International, Melsungen / Hesse,
Germany) until the system became turbidity. They were left in a controlled bath (MQBTC 99-
20, Microquimica, Palhoga / Santa Catarina, Brazil) with uncertainty of = 0.1 K at 298.2 or
313.2 K for at least 48 h, to reach the thermodynamic equilibrium. The equilibrium state was
characterized by the presence of two clear phases. Aliquots of the both phases were collected

and appropriately diluted for quantification.
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2.3. Determination of equilibrium composition

The electrolyte concentration (NH4NO3, (NH4)>C4H40¢, (NH4)>HPO4 or NH4C>H30,)
was determined by conductivity (DM-32, Digimed, Sdo Paulo / Sao Paulo, Brazil, with
uncertainty of £ 0.001) after obtaining the analytical curves [22] The electrolytes dynamic
range was 1.00x107 to 300x107 % (m/m) with R? > 0.999. The conductivity measurement of
diluted triblock copolymer solutions was the same obtained for deionized water, indicating
that the concentration of the macromolecule does not contribute to the conductivity value. So,
the conductivity represents only the concentration of the electrolyte. The uncertainty of the
electrolyte composition by this method was = 0.44 %. In order to determine the concentration
of the copolymer, standard copolymer aqueous solutions (or electrolyte aqueous solutions)
were prepared and analyzed in a refractometer (Abbe 09-2011, Analytik Jena, Thuringia /
Jena, Germany, with uncertainty of £ 0.0001). Analytical curves with similar linear
adjustments for L35 and electrolytes were obtained, confirming the additivity of the refractive
index. So, the measurement of the refractive index of the samples provide the sum of the
concentration of copolymer and electrolyte. The concentration of the copolymer can be
obtained by the difference between the refractive index value (which corresponds to the sum
of the copolymer and electrolyte concentration) and conductivity value (which corresponds

only to the electrolyte concentration), according to Eq. (1):

[Cp] = [IR] - [E] (1

where Cp is the concentration of the copolymer in % (m/m), IR is the refractive index and E is
the electrolyte concentration in % (m/m). The uncertainty of the copolymer composition by
this method was + 0.61 %. The water content was determined by mass balance. The

uncertainty of the water composition by this method was + 0.48 %. The determination of the
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concentration of the copolymer, electrolyte and water was carried out in the same way in both

phases. All analytical measurements were performed in duplicate.

3. Results and Discussion
3.1. Equilibrium data of aqueous two-phase systems

Phase composition for ATPS is great important for studying the partition of strategic
solutes in these environmental safe systems. Tables 2 to 5 show the phase composition and
the tie-line lengths (TLL) of the new systems formed by L35 + NH4NOs; + H>O, L35 +
(NH4)2C4H4O6 + H20, L35 + (NH4)2HPO4 + H>0, and L35 + NH4C>H30; + H20 at 298.2 and
313.2 K. The standard uncertainties were calculated using the compositions of the
macromolecule-rich phase (MRP) and electrolyte-rich phase (ERP) at 298.2 and 313.2 K. The

phase compositions were presented in mass percent (w).
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Table 2
Experimental (liquid + liquid) equilibrium data for the system L35 (1) + NH4NO; (2) + H,O (3) at the

temperature 298.2 and 313.2 K and pressure p = 0.09 MPa.?

Overall Macromolecule-rich phase Electrolyte-rich phase TLL
4 W2 w3 w1 W2 W3 w1 W2 w3
T=2982K
16.32  33.58 50.10 28.26 26.40 45.34 1.29 41.64 57.07 30.98
17.95 34.08 4797 33.23 25.16 41.61 1.16 42.90 55.94 36.65
20.19 3459 4522 36.11 24.66 39.23 0.95 45.82 53.23 41.04
2240 35.09 4251 41.12 23.89 34.99 0.76 47.23 52.01 46.62
2454 3558 39.88 43.49 23.98 32.53 0.01 49.40 50.59 50.37
T=3132K
16.33  33.58  50.09 38.36 23.28 38.36 0.93 41.38 57.69 41.58
17.95 34.08 4797 41.48 22.82 35.70 0.70 43.52 55.78 45.73
20.21 3459 4520 43.71 22.42 33.87 0.21 45.87 53.92 49.42
2242 3507 4251 45.65 22.25 32.10 1.06 46.89 52.05 50.95
24.55 3558 39.87 47.46 22.31 30.23 0.01 49.89 50.10 54.88

 Standard uncertainties u are u(temperature) = 0.1 K, u(L35mrp) = 0.32, u(L35grp) = 1.11, u(electrolytemrp) =
0.22, u(electrolytegrp) = 0.89, u(water mrp)= 0.25, u(watergrp)= 0.23 and u(p) = 0.30 kPa.
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Table 3
Experimental (liquid + liquid) equilibrium data for the system L35 (1) + (NH4).C4H4O¢ (2) + H,O (3) at the

temperature 298.2 and 313.2 K and pressure p = 0.09 MPa.?

Overall Macromolecule-rich phase Electrolyte-rich phase TLL
4 W2 w3 w1 W2 W3 Wi W2 w3
T=2982K
12.65 16.03 7132 45.99 4.47 49.54 0.63 20.49 78.88 48.11
1450 17.01  68.49 50.37 3.71 45.92 0.27 22.62 77.11 53.55
16.34 18.01  65.65 53.32 3.45 43.23 0.64 24.68 74.68 56.80
18.24 19.01 62.75 57.68 2.85 39.47 1.30 26.05 72.65 60.97
20.21  20.00 59.79 60.47 241 37.12 0.48 28.79 70.73 65.53
T=3132K
12.55 16.10 71.35 59.46 2.27 38.27 0.01 21.61 78.38 62.52
16.34 18.01  65.65 64.80 1.76 33.44 0.41 24.23 75.36 68.20
18.25 19.01 62.74 67.42 1.49 31.09 0.42 26.26 73.32 71.43
20.22  20.00 59.78 71.64 1.21 27.15 0.15 28.96 70.89 76.69

2 Standard uncertainties u are u(temperature) = 0.1 K, u(L35mrp) = 0.68, u(L35grp) = 0.43, u(electrolytemrp) =
0.09, u(electrolytegrp) = 0.49, u(watermrp)= 0.61, u(watergrp)= 0.33 and u(p) = 0.30 kPa.
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Table 4

Experimental (liquid + liquid) equilibrium data for the system L35 (1) + (NH4),HPO4 (2) + H,O (3) at the

temperature 298.2 and 313.2 K and pressure p = 0.09 MPa.?

Overall Macromolecule-rich phase Electrolyte-rich phase TLL
4 W2 w3 w1 W2 W3 w1 W2 w3
T=2982K
19.02  7.75 73.23 37.28 2.00 60.72 1.21 13.55 85.24 37.87
2126  8.26 70.48 42.84 1.52 55.64 223 14.17 83.60 42.53
2330 875 67.95 46.19 1.28 52.53 1.32 16.52 82.16 47.39
2532 925 65.43 49.38 1.08 49.54 1.22 17.97 80.81 51.04
2734 974 62.92 53.07 0.85 46.08 1.11 19.43 79.46 55.18
T=3132K
17.06  7.75 75.19 45.83 1.55 52.62 2.38 10.99 86.63 44.46
19.07 825 72.68 51.54 1.15 47.31 0.66 12.94 86.40 52.23
2090 8.75 70.35 53.79 0.98 45.23 0.83 14.14 85.03 54.57
22.69  9.25 68.06 56.69 0.80 42.51 0.01 15.51 84.48 58.56
2452 974 65.74 58.89 0.67 40.44 1.02 17.27 81.71 60.20

 Standard uncertainties u are u(temperature) = 0.1 K, u(L35mrp) = 0.69, u(L35grp) = 0.32, u(electrolytemrp) =

0.05, u(electrolytegrp) = 0.31, u(watermrp)= 0.66, u(watergrp)= 0.09 and u(p) = 0.30 kPa.

Table 5

Experimental (liquid + liquid) equilibrium data for the system L35 (1) + NH4C;H30: (2) + H,O (3) at the

temperature 298.2 K and pressure p = 0.09 MPa.?

Overall Macromolecule-rich phase Electrolyte-rich phase TLL
Wi ) W3 Wi ) W3 wi W) W3
T=2982K
2320 3550 41.30 44.07 24.41 31.52 1.83 50.48 47.69 49.64
2746 3650 36.04 69.28 11.52 19.20 1.10 54.60 44.30 80.65
29.63 37.00 33.37 78.34 6.59 15.07 2.63 56.77 40.60 90.83
3446 38.01 27.53 88.22 2.99 8.79 0.01 60.95 39.04 105.55

2 Standard uncertainties u are u(temperature) = 0.1 K, u(L35wmrp) = 0.61, u(L35grp) = 0.72, u(electrolytemrr) =
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0.47, u(electrolytegrp) = 1.02, u(watermrp)= 1.00, u(watergrp)= 0.67 and u(p) = 0.30 kPa.
The tie-lines are diagram connecting lines between the composition of the two phases

at constant pressure, temperature and concentration. The TLL is an important parameter that
is a numerical indicator of the difference in phase composition between ERP and MRP, and
when the systems are in thermodynamic equilibrium, it is related to the difference in intensive
thermodynamic properties of the coexisting phases [27]. The TLL can be calculated by the
difference between the macromolecule and electrolyte concentration in both phases in
equilibrium, as shown in the Eq. (2):

)

2 a1y
TLL=[( wy™ - wig™ )+ (g™ - wi™® )7 72

where wiF and wy; are the macromolecule concentration in the macromolecule- and

MRP

electrolyte-rich phases, respectively, and wg ™" and wgR?

are the corresponding electrolyte

concentration in the macromolecule- and electrolyte-rich phases, respectively. The tie-lines
were obtained by linear regression fitting of the appropriated values of global composition
and the composition of the ERP and MRP.

As usually observed in polymer-electrolyte ATPS [28-30], in the investigated systems,
water is present in large quantities. The top phase is a macromolecule-rich phase whereas the
bottom phase is an electrolyte-rich phase. With the increase in the global composition, the
copolymer concentration increases in the MRP, and the electrolyte concentration decreases in
this phase. In the ERP, the electrolyte concentration increases with the global composition,
and the copolymer concentration decreases, causing an increase in the TLL thermodynamic
parameter. This behavior agrees with other polymer-salt ATPS results reported in the

literature [4,28,29,31,32].
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3.2.  Effect of the anion nature on the phase separation process

Binodal curve indicates the condition at which two distinct phases may coexist in
equilibrium [33]. It can be influenced by the ATPS-forming electrolyte [26]. The closer the
binodal is to the origin of the Cartesian plane, lower the salt concentration required for the
formation of the ATPS, and consequently, greater is the ability of the component to form the
ATPS. In order to understand the effect of the electrolyte anion in forming the aqueous
biphasic systems, binodal curves of four salts with different anions and common ammonium

cation ((NH4)2HPO4, (NH4)2C4H406, NH4NO3; and NH4C>H302) were obtained (Fig. 1).

100 T T T T T T T T T T T T T T

S
0 10 20 30 40 50 60 70
Electrolyte / % (m/m)

Fig.1. Influence of the anion on the phase diagram of the L35 + ammonium electrolyte +
H20 ATPS at 298.2 K. (_o_) (NH4),HPO4; (--m--) (NH4)2C4H4Os; (_A_) NH4aNO3 and (--e--
) NH4C>H30:.

The anion capacity to induce ATPS formation follows the order: HPO4* > C4H4O¢> >
NO;™ > C;H30;". Lower quantity of bivalent anions was needed to form biphasic systems
compared to monovalent ions.

The ability of the investigated electrolytes of inducing the phase separation agrees
with da Silva and Loh model [34]. Based on calorimetric measurements, the authors proposed

the processes leading to ATPS formation in terms of electrolyte and polymer interaction.
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Their experimental results showed that ATPS formation is an endothermic process, so, the
phase separation must be driven by entropy increase. To forming the ATPS the electrolyte
(cation + anion) solution is added in a polymer solution, the cation interacts with the polymer
(macromolecule-cation) releasing water molecules, consequently increasing the entropy of the
system. As more electrolyte is added to the system, more cations interact with the polymer to
a point that macromolecule is energetically saturated. At this point, a decrease of the entropy
occurs causing the segregation of the system in two phases to minimize the Gibbs free energy
and turning ATPS formation more favorable. The higher the anion charge, more intense is its
interaction with macromolecule-cation surface. Consequently, lower quantity of cation is
required to energetically saturate the surface of the macromolecule and greater the ability of
the anion to promote phase separation. As the HPO4> and Cs4H4O¢> anions have higher
valence than NOs™ and C;H3O;, they are more efficient to induce the phase separation.
Several works were also able to justify the efficiency for anions and/or cations in inducing

aqueous two-phase system formation by Silva and Loh model [4,27,28,35,36].

3.3. Effect of the temperature on ATPS composition

Liquid-liquid equilibrium data at different temperatures are necessary for the
development and optimization of processes using ATPS since the phase separation can be
dependent of the temperature. Therefore, the phase diagrams of the systems formed by L35 +
NH4NO3 + H20, L35 + (NH4)2C4H4O6 + H20 and L35 + (NH4)HPO4+ H>O were obtained at
298.2 and 313.2 K (Fig. 2). The system L35 + NH4C>H30; + H20 at 313.2 K remained turbid
for a long time, making its quantification impracticable and using of the system to different
applications as extraction and / or determination of heavy metals, dyes and emerging

contaminants [6,37,38].
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Fig.2. Influence of the temperature on the phase diagram of the L35 + ammonium electrolyte

+H0 ATPS. (—0-) 298.2 K and (--m--) 313.2 K.

For all studied systems, the raise of the temperature from 298.2 to 313.2 K increased
the length of the tie-line, but it had discrete effect on the binodal position. The increase in the
equilibrium temperature promoted a small increase in the biphasic region, indicating the
endothermic character of the phase separation process, as proposed by da Silva and Loh [34].
The same behavior was observed in previously reported works using L35 copolymer [19,26].

The temperature effect on the phase equilibrium compositions can also be analyzed

through the slope of the tie-lines (STL) values. The STL values can be calculated by Eq. (3):
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MRF _, _ERP

Wirgs - Wias ) 3)
MRP
ELT —

STL =
(Werr - WeLt)

where wiie? and wyiie are the L35 concentration in the macromolecule- and

electrolyte-rich phases, respectively, and wii5"and wif are the electrolyte concentration in

the macromolecule- and electrolyte-rich phases, respectively. The obtained STL values are

reported in Table 6.

Table 6

STL values systems at 298.2 and 313.2 K.

L35 + NH,NO; + H,0 L35 + (NH4)2C4HsO6 + HO | L35 + (NHa),HPO4 + H,0
TLL  2982K 3132K | TLL 2982K 3132K | TLL 2982K 3132K
30.98 -1.82 - 4811  -2.84 - 3787  -3.12 -
36.65 -1.85 - 53.55  -2.66 - 4253 321 -
41.04 -1.70 - 56.80  -2.49 - 4739 294 -
46.62 -1.76 - 60.97  -2.43 - 51.04  -2.85 -
50.37 -1.71 - 6553  -2.28 - 5518 -2.80 -
41.58 - 212 | 6252 - 3.3 | 4446 - -4.62
45.73 - 201 | 6820 - 289 | 5223 - 435
49.42 - 186 | 71.43 - 273 | 54.57 - -4.05
50.95 - 185 | 76.69 - 2.60 | 58.56 - -3.86
54.88 - -1.72 60.20 - 3.51

In Eq. (3), the terms (wygs. wige ) and (wpry- Werr) represents the difference

between the compound concentrations in the two coexisting phases. Consequentially,
considering similar overall compositions, distinct STL values at 298.2 and 313.2 K indicates
that the composition of the equilibrium phases is affected by temperature.

The module of the STL values (Table 6) increased with the elevation of the

temperature, considering comparable overall compositions. As the elevation of the
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temperature reduces the solubility of the ATPS-forming macromolecule [21], the STL
alteration can be related to the spontaneous transfer of water molecules from the MRP raising
the macromolecule concentration in the MRP and reducing the electrolyte concentration in the
ERP [19,26]. This behavior was observed comparing the ATPS phase compositions formed
by L35+NH4NO3+H;0, in different TLL (50.37% and 50.95% (w/w)) and temperature (298.2
K and 313.2 K), respectively. The same behavior could be observed for ATPS composed by
L35+(NH4),C4H406+H>0, also comparing different phase compositions of the TLL (65.53%
and 68.20% (w/w)) and temperature (298.2 K and 313.2 K) respectively. Lastly, comparing
TLL (51.04% and 52.32% (w/w)) and temperature (298.2 K and 313.2 K) respectively, in the
ATPS composed by L35+(NH4)HPO4+H>0, similar behavior was obtained, following the

trend of previously mentioned system.

3.4. Thermodynamic modeling and estimation procedure

Activity coefficient thermodynamic models are applied to describe and predict phase
equilibria properties enabling the reduction of the experimental measurements and costs
[39,40].

The NRTL, an activity coefficient thermodynamic model, is suitable for correlating
equilibrium property of non-ideal non-electrolytic systems. In order to consider the effect of
electrolytes in the liquid-liquid equilibrium, the original model was modified [41,42]. Both
models use the concept of local composition, considering that the composition of the system
around of the molecule is different of the composition in the bulk of the solution due to
intermolecular interactions [41,43]. This concept reduces the number of adjustable parameters

to apply the model.

The NRTL activity coefficient (y;) for components in a binary system is expressed by
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Eq.(4) [43]:

'[]1 |.1:|'|'|.'| - Cs

E] L
In + 1.'. G k My, A
Yi— E 1" E] “L g | i - u]_‘]u]_‘ )

where w and M are the the mass fraction and the molar mass respectively. The parameters of

interaction energy of the molecules i-j (Gij ) can be calculated by Eq. (5):

_ A _ A 5
Gij =exp(—al-jrl-j) where Ty = —_;-'— and Tj = —TLL [:IE-}- + rﬁ} (5)

o is the non-randomness factor in the mixture (aij =« ji)' Ajj and A;; are interaction
parameters as given by Eq. (6) and Eq. (7):

Ay = Ay + AT (©)

1ij

= Ay + A4 ,;T Q)

1ji
The original and modified NRTL models have five adjustable parameters for each binary pair
(Aoij, Aoji, Atij, Atji and o).

The results of the new interaction parameters of all L35 + electrolyte + H2O ATPS

obtained by the original and modified NRTL models are shown in Tables 7 and 8.
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Table 7

Estimated original NRTL parameters.

i j Aoij Agji Arij Aiji aij

L35 Ammonium acetate 237.04 -6326.4 -0.7413 -31.107 0.39765

L35 Ammonium tartrate -601.05 1999.1 1.9987 15216  0.21586

L35 Ammonium phosphate  -9867.5  4468.1 -109.01 40.068  0.39470
dibasic

L35 Ammonium nitrate -186.02 35.528 1.0987 -1.976  0.39142

L35 Water 124.19 -10014.6 -475.01 21.214  0.35967

Ammonium acetate ~ Water -24.304 20.901 -65.342 54.953  0.39005

Water Ammonium tartrate -821.21  4002.32 -301.32 40.398  0.39329

Water Ammonium phosphate ~ 304.14  241.241 21.423 -18.143  0.21042
dibasic

Water Ammonium nitrate 21.4130 -36.104 54.104 4.6487 0.21163

Table 8

Estimated modified NRTL parameters.

i j Aoij Avgji Aiij Aiji aij

L35 Ammonium acetate 241.21 -6454.4 -0.654 -32.241 0.38981

L35 Ammonium tartrate -602.54  2006.5 2.0101 15.164 0.21634

L35 Ammonium phosphate  -9867.5  4468.1 -109.01 40.068  0.39630
dibasic

L35 Ammonium nitrate -180.42  41.235 -2.5497 -8.0231 0.39404

L35 Water 134.13  -11871.1 -4601.2 191.21  0.35015

Ammonium acetate =~ Water -21.541 24.041 -53.605 64.021  0.39124

Water Ammonium tartrate -805.43 3905.2 -201.53 39.641 0.39011

Water Ammonium phosphate 304.14  241.241 21.423 -18.143  0.21194
dibasic

Water Ammonium nitrate 41.0161 -54.541 61.641 5.0123  0.22011

The root mean square deviation between experimental and calculated compositions

(Oow), are shown in Table 9.

Table 9

Root mean square deviations in ternary systems (original NRTL) and (modified NRTL).

Systems NRTL ow (%) NRTL ow (%)
(original NRTL) (modified NRTL)

L35 + Ammonium acetate + water at 298.2 K 2.42 2.62
L35 + Ammonium tartrate + water at 298.2 K 2.23 2.13
L35 + Ammonium tartrate + water at 313.2 K 3.13 3.51
L35 + Ammonium phosphate dibasic + water at 298.2 K 2.22 2.34
L35 + Ammonium phosphate dibasic + water at 313.2 K 3.03 3.86
L35 + Ammonium nitrate + water at 298.2 K 2.53 2.03
L35 + Ammonium nitrate + water at 313.2 K 3.25 3.81

global (33 tie-lines) 2.36 2.53
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The values indicated in Tables 7-9 for the NRTL models confirmed the reliability of
the results. The small global root mean square deviations of the original (2.36 %) and
modified (2.53 %) NRTL models for the investigated ATPS showed that it was possible to
obtain a group of parameters that describes, with accuracy, the liquid-liquid equilibrium of the

ternary systems.

4. Conclusion

The experimental LLE data for aqueous two-phase system composed by L35 +
NHsNO; + H»O, L35 + (NH4)2C4HsOs + H20, L35 + (NH4):HPO4 + H20, and L35 +
NH4C2H30; + H2O at different temperatures (298.2 and 313.2 K) and tie-line length were
obtained. The influence of the ATPS forming-electrolyte, were also investigated, showing a
great effect on the position of the binodal curve. The ATPS experimental data for all studied
systems were correlated by original and modified NRTL models to determine the activity
coefficients. The theoretical results presented good correlation with experimental data with
root mean square deviation close of 2.5 %. The L35 copolymer provide new systems with
potential application for the extraction / partitioning of slightly water soluble compounds,

contributing to increase the literature database of copolymer + electrolyte + water ATPS.
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Capitulo 3
Novo método ambientalmente seguro para determinacio de corantes em

alimentos utilizando SAB

RESUMO

Corantes artificiais sdo largamente utilizados na industria de alimentos com o objetivo de
tornar o alimento mais apetitoso. Todavia, o consumo de corantes artificiais estd associado a
diversos efeitos deletérios a sailde humana, tornando necessario o seu estrito monitoramento
em alimentos. Os métodos de determinagdo de corantes em geral contam com etapas de
preparo de amostras demoradas, fazem uso de solventes organicos e utilizam equipamentos
onerosos na etapa de deteccdo. Uma alternativa sdo os métodos envolvendo sistema aquoso
bifasico (SAB) com determinagdo espectrofotométrica. Neste trabalho, estudou-se o
comportamento de particdo dos corantes azul brilhante (AB), amarelo crepusculo (AC),
amarelo tartrazina (AT) e vermelho 40 (V40) nos SAB formados por L35 + eletrolitos de
amonio [(NH4NO3, (NH4)2C4H406 ou (NH4)>HPO4)] + 4gua, em diferentes comprimentos de
linha de amarracdo (CLA) e valores de pH. Nas condi¢des otimizadas: SAB L35 + tartarato
de amonio + agua, pH 6,0, CLA 48,11 % (m/m) a 25 °C, a porcentagem de extragdo foi de
99,7, 99,7, 99,3 e 99,8%, para os corantes AB, AC, AT e V40, respectivamente. O método
desenvolvido foi aplicado para a determinacao dos corantes AB, AC e AT em amostras
auténticas de repositores hidroeletroliticos das marcas Poweread mix de frutas, Gatorade
tangerina ¢ Poweread limdo, repectivamente, bem como suco MID groselha contendo o
corante V40. Foram obtidos limites de quantifica¢do 0,135, 0,203, 0,364 ¢ 1,20 mg kg™! para
os corantes AB, AC, AT e V40, respectivamente. Para todos os corantes, as curvas analiticas
apresentaram R? > 0,999. O método apresentou boa exatiddo, variando de 0,11 a 2,71 % e boa
precisdo 0,3 a 1,6 %. Todas as amostras avaliadas apresentaram teores de corantes adequados
com a legislagdo brasileira. O método foi eficiente em eliminar efeito de matriz. Foi possivel
o desenvolvimento de um método rapido, eficiente, facil e de baixo custo para a determinagao
de corantes em amostras alimenticias, podendo ser utilizado em laboratorios de controle de
qualidade da industria de bebidas.
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ABSTRACT

VELOSO, Anne Caroline Guimaraes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, june de 2018.
New environmentally safe method for determination of dyes in foods using ATPS.
Adviser: Maria do Carmo Hespanhol. Co-Adviser: Luis Henrique Mendes da Silva.

Artificial dyes are widely used in the food industry with the aim of making the food more
appetizing. However, artificial dye consumption is associated with several deleterious effects
on human health, necessitating strict monitoring of food. The dye determination methods
generally have time-consuming sample preparation steps, which use organic solvents and
expensive equipment in the detection stage. An alternative is the methods involving aqueous
two-phase system (ATPS) with spectrophotometric determination. In this work, the
partitioning behavior of the brilliant blue (BB), sunset yellow (SY), yellow tartrazine (AT)
and allura red 40 (AR-40) dyes were studied in ATPS formed by L35 + ammonium
electrolytes [(NH4NO3, (NH4)2C4H4O¢ or (NH4):HPO4)] + water at different tie line lengths
(TLL) and pH values. Under optimized conditions: ATPS L35 + ammonium tartrate + water,
pH 6.0, TLL 48.11 % (w/w) at 25 ° C, the extraction percentage was 99.7, 99.7, 99.3 and 99.8
%, for the dyes AB, AC, AT and V40, respectively. The developed method was applied for
the determination of the dyes BB, SY and TY in the authentic samples of hydroelectrolytic
replenishers Poweread fruit mix, Gatorade tangerine and Poweread lemon, respectively. As
well as in juice MID redcurrant, containing the AR-40 dye. It was obtained quantification
limits of 0.135, 0.203, 0.364 and 1.20 mg kg™, respectively for dyes BB, SY, TY and AR-40.
For all dyes, the analytical curves showed R? > 0.999. The method showed good accuracy,
varying from 0.11 to 2.71 % and good precision from 0.3 to 1.6 %. It was obtained
quantification limits of 0.135, 0.203, 0.364 and 1.20 mg kg™!, respectively for dyes BB, SY,
TY and AR-40. For all dyes, the analytical curves showed R*> 0.999. The method showed
good accuracy, varying from 0.11 to 2.71 % and good precision from 0.3 to 1.6 %. All
samples showed dyes levels suitable to Brazilian law. The method was efficient in eliminating
matrix effect. It was possible to develop a fast, efficient, easy and low-cost method for the
determination of dyes in food samples that can be used in laboratories of quality control of the
beverage industry.
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1. Introducio

A escolha de um alimento por parte do consumidor final leva inconscientemente em
consideragdo a cor do produto. Esta tem o poder de conferir ao alimento um aspecto
convidativo, neutro ou repugnante. Este apelo visual ¢ amplamente explorado pela industria
de alimentos através do uso de corantes naturais e artificiais.

No Brasil, o teor de corantes em alimentos ¢ legislado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA), que define corante como a substidncia ou mistura de
substancias que possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloragao de alimento
(so6lido, pastoso ou liquido) [1]. Ainda segundo a legislacdo brasileira, os corantes sdo
divididos em: orginico natural, organico sintético, organico sintético idéntico ao natural,
inorganico e caramelo [1]. Destaque para os corantes orginicos sintéticos (artificiais) que
possuem ampla utilizagdo por apresentarem menor custo, maior poder tintorial, maior
estabilidade as variacdes de pH, maior uniformidade na cor e menor contaminacao
microbioldgica que os demais [2].

No Brasil, ¢ permitido o uso de onze corantes sintéticos: amarelo tartrazina (AT),
amarelo crepusculo (AC), azorrubina, amaranto, ponceau 4R, eritrosina, vermelho 40 (V40),
azul patente V, azul indigotina, azul brilhante (AB) e verde répido [1]. Dentre estes, destaca-
se os corantes AB, AC, AT e V40 cuja ingestdo esta associada a diversos efeitos deletérios a
saude humana [3-5], tornando necessario o monitoramento do seu teor em alimentos.

O azul brilhante (E133) ¢ um corante anidnico da classe dos trifenilmetanos [6], cuja
estrutura molecular é mostrada na Figura la. Apresenta massa molar de 792,86 g mol™,
méximo de absor¢do em aproximadamente 630 nm e solubilidade em agua de 3,0 x 10* mg L~

''[7]. O amarelo crepusculo (E 110), amarelo tartrazina (E 102) e vermelho 40 (E129) sdo
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corantes anionicos pertencentes a classe de azo compostos [6]. Classe esta, que tem como
caracteristica um grupamento azo (-N=N-) em sua estrutura molecular, geralmente ligado a
duas estruturas aromaticas. Os corantes AC, AT e V40 apresentam maximos de absor¢do de
481, 426 e 505 nm e solubilidade em agua de 1,9 x 10°, 2,0 x 10° e 2,25 x 10° mg L' [7],
respectivamente. Esta variagdo de cores para a classe dos azo-compostos pode ser creditada
ao grande nimero de grupamentos que podem se ligar as estruturas azo [8].

Os azo-corantes representam 70% dos corantes utilizados na industria de alimentos
[8]. Os corantes AC, AT, V40 apresentam massas molares de, respectivamente, 452,37,
534,35 e 496,42 g mol™! e suas estruturas sio mostradas, respectivamente, na Figura 1b, 1c e
1d [9]. Os corantes artificiais ndo sdo encontrados na natureza, sua manufatura da-se por
sintese organica, tendo originalmente como matéria-prima alcatrdo de hulha, e atualmente
produtos purificados de petréleo [6]. Na Figura 1 estdo destacados os grupos ionizaveis das
moléculas dos corantes, bem como o valor correspondente de pKa. Dos corantes analisados, o
V40 ¢ o mais hidrofobico além de apresentar o maior valor de pKa = 11,45. Ja o AT ¢é o mais
hidrofilico, apresentando os menores valores de pKa =2, 5 ¢ 10,86.

Os corantes AB, AC, AT e V40 sao frequentemente utilizados na fabricacdo de
sucos, refrigerantes e repositores hidroeletroliticos. Segundo a legislagdo brasileira, o teor
destes corantes neste tipo de matriz ¢ de 100 mg kg™ [1]. No Brasil, o método de anilise
recomendado para a determinagdo de corantes em alimentos faz uso de solventes nocivos, tais
quais éter de petroleo, hidroxido de amonio e 4cido cloridrico; além de apresentar um preparo
de amostra demorado [7]. O preparo de amostra do método oficial baseia-se na adsor¢do dos
corantes presentes na amostra em 13 natural. A 13 ¢ lavada com éter de petrdleo com o intuito
de desengorduré-la, em uma etapa realizada sob aquecimento a 80 °C durante 1 hora. Além
disso, as etapas de adsorcdo e dessor¢do do corante sdo realizadas com o acréscimo de acido

cloridrico e hidroxido de amonio, respectivamente [7]. A literatura reporta métodos que
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envolvem técnicas cromatograficas [9-12], eletroquimicas [13-16], espectrofotométricas
[5,17] e por espectroscopia Raman [18]. Todavia, estes métodos, em geral, apresentam um
preparo de amostra demorado, fazem uso de solventes danosos e requerem equipamentos
sofisticados e de alto custo que necessitam de um elevado grau de treinamento por parte do

operador, inviabilizando sua aplicagdo em laboratorios com poucos recursos [12-15,18,19].
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Figura 1. Estrutura molecular dos corantes (A) Azul Brilhante, (B) Amarelo Crepusculo, (C)
Amarelo Tartrazina e (D) Vermelho 40 [8].
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Uma alternativa a esses métodos onerosos e nocivos sdo os métodos envolvendo
sistemas aquosos bifasicos (SAB) com determinagdo espectrofotométrica. Pautados nos
principios da Quimica Verde [20], os SAB sd3o compostos majoritariamente por agua e por
outros componentes atdxicos e de baixo custo [21]. Os SAB podem ser formados através da
mistura de solugdes aquosas de dois polimeros [22,23], um polimero e um eletrdlito [24-27],
ou ainda dois eletrédlitos [28,29] em condigdes especificas de temperatura, pressdo e
concentragdo, resultando em duas fases liquidas limpidas e distintas [30]. A
espectrofotometria figura como uma técnica relativamente simples e barata para a
determinagdo de diversos compostos [5,17,31]. Esta técnica acoplada a rapidez e eficiéncia do
SAB em extrair, separar e pré-concentrar analitos estratégicos em matrizes complexas, pode
ser uma alternativa para o desenvolvimento de métodos de determinacdo de corantes em
amostras de alimentos [30].

O presente estudo objetivou conhecer o comportamento de parti¢do dos corantes AB,
AC, AT e V40 nos sistemas de L35 + nitrato de amonio ou tartarato de amonio ou fosfato de
amonio dibasico + dgua. Bem como, desenvolver um método espectrofotométrico para a

determinagao destes corantes em amostras alimenticias utilizando SAB.

2. Materiais e métodos
2.1.  Materiais

O copolimero tribloco L35 com massa molar 1900 g mol™! foi adquirido da Sigma-
Aldrich do Brasil. Os eletrolitos tartarato de amonio e fosfato de amoénio dibésico foram
adquiridos da Vetec do Brasil e o nitrato de amonio da Sigma-Aldrich do Brasil. Os corantes
AT e V40 foram adquiridos da Sigma-Aldrich do Brasil e 0 AB e AC foram adquiridos da

Nova Aroma Corantes. O hidréxido de sédio e o 4cido nitrico foram adquiridos da Vetec do
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Brasil. Todos os reagentes utilizados apresentaram grau analitico, e foram utilizados como
recebidos, sem qualquer etapa adicional de purificacdo. Todas as solugdes foram preparadas
com agua deionizada (modelo: MilliQ, marca: Millipore Corp., pais: Estados Unidos). As
amostras auténticas de alimentos foram adquiridas no mercado local da cidade de Vigosa/MG,
estando dentro do seu prazo de validade, conforma embalagem. O preparado em pd para
refresco sabor groselha foi adquirido da marca MID, contendo o corante V40. Os repositores
hidroeletroliticos nos sabores: mix de frutas e limao foram adquiridos da marca Poweread
Pro, enquanto o de sabor tangerina da marca Gatorade, contendo os corantes AB, AT ¢ AC

respectivamente.

2.2. Equipamentos

Todas as solugdes foram preparadas com o auxilio de uma balanca analitica (modelo:
AY 220, marca: Shimadzu, incerteza de + 0,0001 g, pais: Filipinas). A centrifugacdo foi
realizada com o auxilio de duas centrifugas (modelo: Heraues Megafure 11R, marca: Thermo
Scientific, pais: Alemanha e a modelo Excelsa Flex 400, marca: FANEM, pais: Brasil). Para o
controle de temperatura foi utilizado banho termostatico (modelo: MQBTC 99-20, marca:
Microquimica Equipamentos, incerteza de £0,1 °C, pais: Brasil). Solu¢des aquosas de HNOs3 e
NaOH, pH 2,0 e 10,0, respectivamente, tiveram seus valores de pH medidos com o auxilio de
um pHmetro (modelo: HI1221, marca: Hanna Instruments, pais: Brasil). A absorbancia foi
medida em espectrofotdmetro de absor¢do molecular na regido do ultravioleta/visivel (EAM)

(modelo:UV-2550, marca: Shimadzu, pais: Japao).

2.3. Preparo do sistema aquoso bifasico e montagem dos tubos de particio
Para a montagem do SAB foram medidas quantidades adequadas de copolimero

tribloco L35, eletrolito de amonio e agua deionizada pH 6,0, que ¢ o pH da agua deionizada
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sem qualquer ajuste (ou solugdo de HNOs3, pH 2,0, ou solugdo de NaOH, pH 10,0), tendo
como base os dados de equilibrio liquido-liquido a 25 °C, mostrados na Tabela 1 [27]. Em
todas as montagens, o tubo foi fechado, agitado manualmente por 3 min e deixado em repouso
em banho termostatico a 25,0 °C por 72 h. Apds este periodo, as fases superior (FS) e inferior

(FI) foram recolhidas e reservadas.

Tabela 1

Dados de equilibrio liquido-liquido dos SAB utilizados.

FS FI

CLA
Eletrolito Agua/ g L35/ Eletrolito Agua L35/ Eletrolito /%
/g /g g /g (m/m)
28,26 26,40 4534 129 41,64 57,07 30,08
33,23 25,16 41,61 1,16 42,90 5594 36,65
Nitrato de amonio 36,11 24,66 39,23 0,95 4582 5323 41,04
41,12 23,89 34,99 0,76 47,23 52,01 46,62
43,49 23,98 32,53 0,01 49,40 50,59 50,37
45,99 447 49,54 0,63 20,49 78,88 48,11
50,37 3,71 45,92 027 22,62 77,11 53,55
Tartarato de amonio 53,32 3,45 43,23 0,64 24,68 74,68 56,80
57,68 2,85 3947 1,30 26,05 72,65 60,97
60,47 241 37,12 0,48 28,79 70,73 65,53
37,28 2,00 60,72 121 13,55 8524 37,87
42,84 1,52 55,64 2,23 14,17 83,60 42,53
gi";éf:itfodeaménio 46,19 128 52,53 132 16,52 82,16 47,39
49,38 1,08 49,54 122 17,97 80,81 51,04
53,07 0,85 46,08 LI1 19,43 79,46 55,18
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Para os experimentos de particdo, em um tubo foram adicionados 0,500 g de FS,
3,500 g de FI e 0,100 g de solug¢ao aquosa concentrada de corante (para as amostras) ou 0,100
g de 4gua pH 6,0 (para os brancos). Utilizou-se a concentracio de 4100 mg kg para os
corantes AB, AC e AT. Para o V40, foi utilizada uma concentra¢do de 1,628 x 10* mg kg™’
Apds as pesagens, o tubo foi entdo fechado, agitado manualmente por 3 min, levado a
centrifuga por 5 min 9520 g, e posteriormente acondicionado em banho termostatico a 25,0
°C por 72 horas. As fases superior e inferior foram recolhidas em separado e diluidas de modo
apropriado para posterior determinacdo no EAM. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata. Experimentos realizados em condi¢do de equilibrio termodiamico.

2.3.1. Influéncia da concentrac¢io do corante na razio de particao (K)

Em um tubo foram adicionados 0,500 g de FS e 3,500 g de FI do SAB L35 +
tartarato de amonio + agua, CLA 48,11% (m/m), 25 °C, pH 6,0 (preparado como descrito no
item 2.3) ¢ 0,100 g de solucdao aquosa concentrada de corante (para as amostras) ou 0,100 g de
agua pH 6,0 (para os brancos). Para a obten¢ao de distintas concentragdes finais do corante no
SAB, de modo a se avaliar uma faixa de concentracdo do corante e seu efeito na razao de
particdo, foram utilizadas seis diferentes solu¢des aquosas concentradas de cada corante. Para
o AB as solugdes concentradas variaram de 1617 a 2,629 x 10* mg kg'!, para o AC variaram
de 1143 a 1,484 x 10* mg kg'!, para o AT 1340 a 1,787 x 10* mg kg'! e para o V40 de 1219 a
1,628 x 10* mg kg!. A amplitude da faixa de concentracdo do estudo foi escolhida de tal
forma a abranger o limite maximo preconizado para corantes em bebidas, que ¢ de 100 mg kg
![32], bem como concentra¢des superiores e inferiores. Exceto pelas concentragdes finais dos
corantes utilizadas, o procedimento para a montagem dos tubos de particdo foi realizado

conforma descrito no item 2.3. Experimentos realizados em condi¢do de equilibrio
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termodiamico.

2.3.2. Efeito da composicio do SAB na particio dos corantes

Inicialmente foram montados os SAB formados por L35 + tartarato de amoénio +
agua, pH 6,0, nos CLA 48,11, 53,55, 56,80, 60,97 ¢ 65,53% (m/m); L35 + nitrato de amonio
+ 4gua, pH 6,0, nos CLA 30,98, 36,65, 41,04 ¢ 50,37% (m/m) e os SAB L35 + fosfato de
amonio dibasico + agua, pH 6,0, nos CLA 37,87, 42,53, 47,39, 51,04 ¢ 55,18% (m/m)
conforme descrito no item 2.3, tendo como base as composic¢des ja descritas na literatura [27]
e mostradas na Tabela 1. Apos equilibrio, as FS e FI foram recolhidas em separado e
reservadas. A montagem dos tubos de particdo foi realizada como descrito no item 2.3.

Experimentos realizados em condi¢@o de equilibrio termodidmico.

2.3.3. Efeito do pH sobre a razao de particao

Inicialmente foram preparados os SAB L35 + tartarato de amonio + agua, CLA
48,11% (m/m); SAB L35 + nitrato de amoénio + dgua, CLA 46,62% (m/m) e o SAB L35 +
fosfato de amoénio dibasico + agua, CLA 47,39% (m/m). Foram escolhidas condigdes nos
quais os valores de CLA fossem proximos a 47 % (m/m), permitindo a comparagdo entre os
resultados. A montagem foi realizada como descrito no item 2.3, tendo como base as
concentragdes ja descritas na literatura [27] e mostradas na Tabela 1. Os SAB foram
montados de trés formas: com agua deionizada pH 6,0 ou com solugdo de HNO3 pH 2,0, ou
com solucdo de NaOH pH 10,0. Este recurso experimental, sugerido por Rogers e
colaboradores [33], minimiza o gradiente de pH entre as fases. Apds o equilibrio, as FS e FI
foram recolhidas em separado e reservadas. A montagem dos tubos de parti¢do foi realizada

como descrito no item 2.3. Experimentos realizados em condi¢@o de equilibrio termodidmico.
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2.3.4. Efeito do 4nion formador do SAB sobre a razao de particao

Inicialmente, foram montados os SAB L35 + tartarato de amonio + agua, nos CLA
48,11; 53,55; 56,80; 60,97 e 65,53% (m/m); SAB L35 + nitrato de amonio + dgua, nos CLA
30,98; 36,65; 41,04; 46,62 ¢ 50,37% (m/m) e o SAB L35 + fosfato de amonio dibasico +
agua, nos CLA 37,87; 42,53; 47,39, 51,04 ¢ 55,18% (m/m), todos em pH 6,0. A montagem foi
realizada como descrito no item 2.3, tendo como base as concentracdes ja descritas na
literatura [27]. Apds equilibrio, as FS e FI foram recolhidas em separado e reservadas. A
montagem dos tubos de particdo foi realizada como descrito no item 2.3. Experimentos

realizados em condic¢do de equilibrio termodidmico

2.4. Determinacio da razio de particiao (K)

Para a determinacdo da K cada fase do SAB contendo corante (ou ndo, branco) foi
diluida apropriadamente e levada ao EAM para medida da absorbancia no comprimento de
onda de méaxima absor¢do (A) de cada corante. Os As definido para o AB, AC, AT e¢ V40
foram 629, 481, 426 e 504 nm, respectivamente. A K foi calculada pela equagdo 1 [34]:

k=S, (1)
ce'

onde C£* e Cf' sdo a concentragdo do corante na FS e FI, respectivamente.

Experimentos realizados em condi¢@o de equilibrio termodidmico

2.5. Determinacio da porcentagem de extracio dos corantes
Para o desenvolvimento de um método de extracdo, ¢ imprescindivel conhecer a
quantidade de analito particionada para a fase de interesse. A eficiéncia da particdo de um
analito pode ser calculada através da porcentagem de extracdo (%E), expressa pela equagao
2 [34]:
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%E = ( )x 100 (2)

1+K

onde %E ¢ a porcentagem de extragdo e K ¢ a razdo de particao.

2.6. Determinacio de corante nas amostras auténticas

A concentragdo real dos corantes nas amostras de bebidas foi obtida pelo método de
adicao padrao. Avaliou-se também a concentracdo dos corantes sem qualquer etapa de
preparo de amostra (método direto) com a finalidade de verificar o efeito de matriz, assim
como pelo método do SAB. Foram utilizadas as amostras dos repositores hidroeletroliticos
Powerade sabor mix de frutas, contendo o corante AB, Powerade sabor limdo, contendo o
corante AT, Gatorade sabor tangerina contendo o corante AC e o preparado solido para
refresco MID sabor groselha, contendo o corante V40. Os experimentos envolvendo amostras

auténticas foram realizados fora do equilibrio termodinamico.

2.6.1. Método de adicio padrio

Na curva de adi¢do padrio, foram medidas quantidade adequadas de amostra
(Poweread sabor mix de frutas, Gatorade sabor tangerina, Poweread sabor limao e suco MID
sabor groselha), solucdo concentrada de corante e dgua deionizada pH 6,0, de tal forma a se
obter pontos de mesma massa final, cada vez mais concentrados em corante, ¢ de mesma
diluicao final da amostra. Foram utilizadas solu¢des concentradas dos corantes AB, AC, AT e
V40 nas concentragdes de 146,7; 256,7; 230,3; 291,7 mg kg'l, respectivamente. A faixa de
concentracdo das curvas variou de 0 a 4,25;0a 13,8;0a 11,6 e 0 a 11,2 mg kg™ para o AB,
AC, AT e V40, respectivamente. As curvas foram analisadas por EAM, nos comprimentos de
onda de 629, 481, 426 e 504 nm para os corantes AB, AC, AT e V40, respectivamente. A

concentragcdo real do corante na amostra foi obtida por extrapolacdo da curva de adig¢do
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padrdo. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.6.2. Método direto

No método direto as amostras de bebidas contendo AC e V40 foram diluidas em agua
de, respectivamente, 2 e 120 vezes, e, posteriormente, levadas a andlise por EAM nos
comprimentos de onda de respectivamente 481 ¢ 504 nm. J& as amostras contendo AB ¢ AT
foram analisadas diretamente, nos comprimentos de onda de respectivamente 629 e 426 nm,
sem a etapa de dilui¢do. Para a quantificacdo do teor de corantes, foi construida uma curva
dos corantes em agua, com faixa linear variando de 0,135 a 4,62; 0,203 a 14,8; 0,364 a 14,3 ¢
1,20 a 13,3 mg kg para o AB, AC, AT e V40, respectivamente. Todos os experimentos

foram realizados em triplicata.

2.6.3. Método SAB

Inicialmente, testou-se a formacgdo de novos sistemas compostos por 0,0485 g de L35,
0,0864 g de sal e 0,361 g de amostra, objetivando a formagdo de SAB com fases distintas e
sem a formacao de precipitado. Apos adequacao de concentragdes, foram obtidos novos SAB,
cuja composicdo ¢ mostrada na Tabela 2. Foram utilizadas as amostras dos repositores
hidroeletroliticos Powerade sabor mix de frutas, contendo o corante AB, Powerade sabor
limdo, contendo o corante AT, Gatorade sabor tangerina contendo o corante AC e o preparado
solido para refresco MID sabor groselha, contendo o corante V40. O suco MID foi diluido 40

vezes em dgua deionizada para o preparo do SAB; as demais amostras foram utilizadas puras.
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Tabela 2

Composic¢ao global do SAB formado por L35 + tartarato de amodnio + amostra.

L35/ tartarato de amonio / amostra / corante
amostra
% (m/m) % (m/m) % (m/m)
Powerade sabor mix de AB
17,27 12,94 69,79
frutas
Powerade sabor limio 14,96 13,04 72,00 AT
Gatorade sabor tangerina 5,94 14,53 79,53 AC
MID sabor groselha? 13,20 13,19 73,61 V40

* Diluido 40 vezes em agua.

Na formagdo do SAB, em um tubo foram medidas quantidades adequadas de L35,
tartarato de amoénio e amostra a fim de obter uma massa total de 0,5 gramas com a
composicdo global indicada na Tabela 2. Em seguida, o tubo foi fechado, agitado
manualmente durante 3 min e levado a centrifuga¢do durante 10 min a 4116 g, de tal forma
que as duas fases estivessem limpidas e separadas. Condicao de tempo e rotagdo previamente
otimizada. Ap0s este tempo, a FS formada foi imediatamente recolhida com o auxilio de uma
seringa e diluida de 3, 10, 2 e 10 vezes para os SAB contendo AB, AC, AT e V40,
respectivamente, com posterior determinagdo no EAM. Para garantir a reprodutibilidade dos
experimentos, ja que o experimento foi realizado fora do equilibrio termodinamico, as etapas
foram realizadas sempre da mesma forma, e a FS sempre recolhida e diluida imediatamente
apos a etapa de centrifugacdo. Para a determina¢do da concentragdo do corante, foi realizada
uma curva em agua, conforme descrito no item 2.5.2. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.
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2.7. Analise estatistica
Todos os resultados foram avaliados estatisticamente pela anélise de variancia e pelo
teste Tuckey de comparagdo de médias. O tratamento estatistico foi feito no programa Excel,
com o auxilio do programa Action. No tratamento de dados, foi considerado um intervalo de

confianga de 95% e um nivel de significancia de 0,05.

3. Resultados e discussio
3.1. Efeito da concentracio do corante sobre a raziao de particao

A K expressa a distribuicdo de uma Unica espécie entre as fases. Em uma condigdo
de dilui¢do infinita, em que apenas uma espécie esta presente, o valor da K independe da
concentragdo da espécie [30]. Com o intuito de verificar esta assertiva, realizou-se um estudo
de particio dos corantes AB, AC, AT e V40 em uma faixa de concentracdo de
respectivamente, 39,00 a 641,0; 28,00 a 361,0; 32,00 a 436,0 e 29,00 a 397,0 mg kg'no SAB
L35 + tartarato de amonio + agua a 25,0 °C, pH 6,0 (valor de pH aproximado da agua
deionizada) e no comprimento de linha de amarragao (CLA) 48,11 % (m/m). O CLA 48,11 %
(m/m) € comum a todos os SAB.

A Figura 2 mostra os valores médios da K obtidos em funcdo da concentragdo do
corante. Para todos os corantes o valor da K independe de suas concentracoes, ou seja, a K
mantem-se praticamente constante por toda a faixa de concentracdo de corante estudada. Este
perfil sugere que para todos os corantes apenas uma espécie estd sendo particionada, ou seja,

ndo ha formacao de aglomerados.
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Figura 2. Razdo de particdo (K) em funcdo da concentragdao dos corantes AB (O0), AC (e),
AT (D) e V40 (V) no SAB L35 + tartarato de amonio + agua a 25,0 °C e CLA 48,11%
(m/m), pH 6,0.

Na analise individual dos corantes AC, AT ¢ V40 ndo houve diferenca significativa
entre as médias dos valores de K para a faixa de concentracdo estudada, tendo como base os
testes estatisticos de Tukey e ANOVA. Para o AB, houve diferenca significativa. Para que o
valor de K varie em funcdo da concentracdo do corante, deve haver alguma mudanca na
estrutura do analito (formagao de aglomerados, por exemplo), o que necessariamente alteraria
o perfil tipico do seu espectro. Na Figura 3 sdo mostrados os espectros do AB na FS e na FI

em toda a faixa de concentracdo estudada (39,00 a 641,0 mg kg'') em comprimento de onda

variando de 190 a 900 nm. Bem como o espectro do AB em 4gua.
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Figura 3. Espectros do corante AB na fase superior (....) na fase inferior ( ) e em agua (_ )
em faixa de comprimento de onda de 190 a 900 nm e concentragdes finais do corante

variando de 39 a 641 mg kg'l.

Como mostrado na Figura 3, em toda a faixa de concentracdo estudada, o perfil do
espectro do corante AB ¢ o mesmo na FS, na FI e em agua, apresentando em todos maximo
de absor¢do em 629 nm, caracteristico do AB. Este resultado, indica que em toda a faixa de
concentragio estudada (39 a 641 mg kg'') o mesmo analito estd sendo particionado. A mesma
comparagao foi realizada para os demais corantes, ¢ em todos, foi observado o mesmo perfil
em FS, Fl e em dgua.

Escolheu-se para os proximos experimentos de particao a concentracao final no SAB
igual a 100 mg kg! para os corantes AB, AC, AT (para a obten¢io desta concentragdo final
no SAB, utilizou-se uma solugdio estoque de corante de 4100 mg kg!). Esta concentragdo
corresponde ao maximo de corante permitido pela legislagdo brasileira em bebidas nao

alcoolicas [32]. Entretanto, nos experimentos de particdo utilizando o corante V40, foi
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utilizada uma concentragio final igual a 397,0 mg kg™ (para a obtengdo desta concentragio
final no SAB, utilizou-se uma solugio estoque de corante de 1,628 x 10* mg kg™'). Isto porque
a particdo deste corante ¢ muito alta para a FS. Assim ndo era possivel medir a absorbancia do

V40 na FI do SAB usando a concentracdo de 100 mg kg™!.

3.2. Efeito da composicao do SAB sobre a particao dos corantes
O CLA ¢ um importante pardmetro termodindmico que expressa a diferenga entre as
propriedades termodinamicas intensivas das fases em equilibrio. Este pode ser calculado em

funcdo da composicao das fases, conforme mostrado na equagao 3:
cLa=[(c-ci) +(cE-cf) ]1:: 3)
M M E E

em que, Cj; e Cjf sdo as concentragdes, expressas em % (m/m), da macromolécula
na FS e na FI, respectivamente. Enquanto, C£~ e C£' sdo as concentragdes, expressas em %
(m/m), do eletrélito na FS e na FI, respectivamente.

Vale destacar que quanto maior o valor de CLA, maior ¢ a diferenca na concentragdo
dos componentes das fases, por isso, sdo mais distintas as propriedades termodinamicas
intensivas das fases. Isto, em geral, aumenta a particdo do analito para uma das fases do SAB
[30]. Para verificar se isto se dava com os corantes em estudo, inicialmente, particionou-se os

corantes AB, AC, AT e V40 no SAB L35 + tartarato de aménio + agua a 25,0 °C e nos CLA

48,11 a 65,53 % (m/m), pH 6,0. Os resultados sao mostrados na Figura 4.
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Figura 4. Variagdo da K dos corantes AB (0), AC (e), AT (D) e V40 (V¥) em fungdo do
CLA no SAB L35 + tartarato de amdnio + agua, 25,0 °C, pH 6,0.

Como mostrado na Figura 4, todos os corantes particionaram-se preferencialmente
para a fase rica em macromolécula (FS), tendo em vista que o valor da K foi maior que a
unidade. Para o CLA de 48,11 % (m/m) o valor médio de K para os corantes AB, AC, AT e
V40 foi de respectivamente 323,4 £ 5,6; 314,4 + 6,0; 146,4 £ 8,4 ¢ 599,2 + 51,5. Além disso,
os valores da K aumentaram com o aumento do valor do CLA, tendo em vista que no CLA
65,53 % (m/m) os valores de K para o AB, AC, AT e V40 foram, respectivamente, 2134 +
139; 2158 + 110; 891,2 + 35,0 € 2,305 x 10*+ 0,213 x 10*. O aumento do valor médio de K
com o aumento do CLA pode ser creditado ao fato de que com o aumento do comprimento de
linha de amarracdo, as composicdes das fases ficardo cada vez mais distintas, bem como
havera um aumento na concentracdo do componente com o qual o corante interage mais
fortemente, logo, como o aumento de CLA ocorre um aumento de K. Este mesmo
comportamento foi observado no trabalho de Mageste e colaboradores [35], onde o corante
natural carmim particionou-se, preferencialmente, para a FS, em SAB formados por (L35 ou

poli(6xido de etileno, PEO) + (sulfato de litio, hidréxido de sédio ou sulfato de s6dio) + agua.
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No trabalho de Alvarenga e colaboradores [36], 0 mesmo comportamento de particdo foi
observado para o corante téxtil amarelo remazol, nos sistemas formados por PEO + sulfato de
magnésio + agua. No trabalho de Borges e colaboradores [37], a particio também ocorreu,
preferencialmente, para a FS, quando os corantes téxteis azul de metileno, verde malaquita e
vermelho reativo 195 foram particionados no SAB formado por PEO + tartarato de sodio +
adgua. No trabalho de Mageste e colaboradores [31], o corante natural norbixina foi,
preferencialmente, particionado para a FS de SAB formados por (PEO, poli(6xido de
propileno), PPO, ou L35) + (tartarato ou succinato de sédio) + dgua.

O processo de particdo de um soluto pode ser explicado através do modelo
desenvolvido por Johansson e colaboradores [38], o qual foi baseado na teoria de Flory-
Huggins [39,40]. Segundo este modelo, descrito pela equagdo 4, desconsiderando as forcas
entalpicas, a parti¢do ocorre apenas devido as contribui¢cdes entropicas. Assim, a particdo do
soluto entre as fases ocorre devido a diferenga de densidade numérica entre as fases (n/V).
Neste caso, o soluto serd, preferencialmente, particionado para a fase de maior densidade
numérica, uma vez que nesta fase o soluto poderia se distribuir espacialmente em um maior
numero de configuragdes, aumentando a entropia configuracional, por consequéncia,
aumentando a entropia, ¢ diminuindo a energia livre de Gibbs. No SAB o componente
majoritario em ambas as fases € a agua, logo, a quantidade de 4gua impactara na densidade

numérica das fases e, consequentemente, no comportamento de particao do soluto.

M, (n™  n?
hE, =—2 -
4 p [ pes o pH (4)

Em que K4 ¢ a razdo de particdo do analito, My € a massa molar do analito

particionado, n"* e nf! é a quantidade total de moléculas na fase superior e inferior

respectivamente, p ¢ o nimero de sitios por unidade de volume de todo o sistema biféasico e
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¥ e ! 530 o volume da fase superior ¢ inferior respectivamente [38].

Na Tabela 3 estdo apresentadas as diferengas da concentracdo de agua entre as fases
inferior e superior do SAB L35 + tartarato de amonio + agua. O maior conteido de 4gua e,
consequentemente, a maior densidade numérica ¢ encontrada na FI, de fato, de modo geral,
para SAB do tipo polimero + eletrdlito a maior densidade numérica ¢ encontrada na FI [21].
Logo, para estes sistemas, desconsiderando-se qualquer contribui¢cdo entalpica, a parti¢do do
corante se daria preferencialmente para a FI, o que ndo ocorreu nos sistemas utilizados neste
trabalho e nem em outros de particido de corante utilizando SAB [31,35-37]. Logo, os

resultados obtidos sugerem que a parti¢ao ¢ entalpicamente dirigida.

Tabela 3
Diferenca na concentragdo de H>O, % (m/m), entre FI ¢ FS do SAB formado por L35 +

tartatato de amonio + H,O a 25,0 °C.

CLA /% (m/m) A[H20] = [H20]r1 - [H20]rs / % (m/m)
48,11 29,34
53,35 31,19
56,80 31,45
60,97 33,18
65,53 33,61

A contribuicao entalpica do processo de particao descrita pelo modelo de Johansson

e colaboradores pode ser representada pela equagdo 5 [21]:

1, m m—1 m )
mE =M (@ — DTy, — (@POT — 77 )y, ]
¥ R i i id i J i J q (5)

i=1(i=4) i=1(i=Ad) j=i+1(j=4)
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Em que M, ¢ a massa molar do analito particionado, R ¢ a constante dos gases, 7 ¢ a

. FS FI - - L. .
temperatura em Kelvin, $" ¢ ¥ sdo as fracdes volumétricas do componente i

respectivamente nas fases superior e inferior, W;; ¢ a energia de formacdo do par entre os

componentes i € j.

A equacdo 5 apresenta dois somatdrios, o primeiro, leva em consideracio a interagao
entre o soluto particionado e os componentes formadores do SAB. Quanto mais o soluto
interagir com um dos componentes do SAB, menos positiva serd a contribui¢do entalpica,
levando entdo a diminuicdo da energia livre de Gibbs. Pode-se inferir entdo que o soluto
preferencialmente sera particionado para a fase mais concentrada no componente em que sua
interagdo ¢ mais intensa. Tendo em vista os resultados, todos os corantes interagem mais
fortemente com a macromolécula, uma vez que sua particdo da-se preferencialmente para a
fase mais concentrada neste componente. Além disso, quanto maior for a diferenca de
composicao entre as fases, mais intensa sera a interagdo soluto—componente formador [21].
Uma vez que, quanto maior o CLA, maior a concentracdo da macromolécula na FS, mais
intensa ¢ a interagdo corante-macromolécula, aumentando assim o valor da K com o aumento
do CLA. Todos os corantes apresentaram aumento do valor de K com o aumento do valor do
CLA, como visto na Figura 4. Todavia, os valores da K de cada corante, para um mesmo CLA
sao diferentes. Esta diferenca de comportamento entre os corantes pode ser creditado as
interacdes especificas entre as estrutura dos corantes (Figura 1) e os componentes formadores
do SAB [37]. Dentre os corantes avaliados, o V40 ¢ o mais hidrofobico, devido a sua maior
estrutura, além de apresentar um grupo naftaleno e um grupamento metila a mais que o AC. O
AC e o AB apresentam hidrofobicidades semelhantes. Ja o AT € a menor molécula dentre os
corantes estudados, bem como a menos hidrofobica. Logo, haverd uma maior interagdo entre
os corantes mais hidrofébicos e a FS que apresenta esta caracteristica, resultando em maiores

valores de K. Por este motivo, o V40 apresenta os maiores valores de K, seguido por AC e
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AB, que apresentam valores semelhante e por tltimo o AT.

No segundo somatério da equagdo 5, sdo desconsideradas as interagdes soluto—
componentes formadores do SAB. Somente ¢ levado em consideragdo o conteudo energético
de cada fase, assim como a energia associada a transferéncia do soluto entre as fases. Este
termo independe da natureza do soluto particionado. Quando o soluto transfere-se de uma fase
para a outra, ele libera o volume no qual estava alojado dentro da fase, permitindo a intera¢ao
entre os componentes da fase neste espago, antes ocupado por ele. Uma vez alojado na fase
para a qual se deslocou, o soluto formard uma cavidade, na qual ficard acomodado. Nesta
cavidade formada, ndo havera interagdo entre os componentes das fases, uma vez que esta se

encontra agora ocupada pelo soluto [21].

3.3. Efeito do pH sobre a raziao de particao

A particdo de um analito pode ser influenciada por diversos fatores, como por
exemplo, o pH do meio [30]. Para verificar a influéncia do pH, foi realizada a particdo dos
corantes AB, AC, AT e V40 no SAB L35 + (nitrato de amonio, tartarato de amonio ou fosfato
de amonio dibasico) + d4gua em CLA ~ 47 % (m/m) (comum a todos os SAB) e nos valores de
pH 2,0, 6,0 ¢ 10,0.

A Figura 5 mostra a razdo de partigdo dos corantes em fun¢do do pH. Todos os
corantes, independente do valor de pH, particionam-se preferencialmente para a FS em todos
os SAB, tendo em vista que a K ¢ maior que a unidade. No SAB L35 + tartarato de amdnio +
agua, para o corante AB, os valores de K sdo de 187,9 + 7,8; 323,2+ 5,6 ¢ 176,6 + 7,4 para os
valores de pH de 2,0, 6,0 e 10,0, respectivamente. Para o AC, os valores de K sdo de 260,1 +
15,2; 318,4 = 6,0 e 228,7 = 10,1 para os valores de pH de 2,0, 6,0 e 10,0, respectivamente.
Paro o AT, os valores de K sdo de 112,3 £+ 8,7; 146,3 + 8,4 e 110,8 & 3,4 para os valores de

pH de 2,0, 6,0 e 10,0, respectivamente. E para o V40, os valores de K sdo de 497,7 + 39.4;
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599,2 £ 51,5 e 508,8 &+ 28,1 para os valores de pH de 2,0, 6,0 e 10,0, respectivamente. No
SAB L35 + fosfato de amoénio dibdsico + dgua, para o corante AB, os valores de K sdo de
872,3 + 62,9; 1255 £ 107 e 968,5 + 56,2 para os valores de pH de 2,0, 6,0 ¢ 10,0,
respectivamente. Para o AC, os valores de K sdo de 935,0 + 33,8; 1412 £ 19 e 864,8 = 61,5
para os valores de pH de 2,0, 6,0 e 10,0, respectivamente. Paro o AT, os valores de K s3o de
468,1 £ 18,1; 650,4 + 55,6 e 476,3 + 15,3 para os valores de pH de 2,0, 6,0 e 10,0,
respectivamente. E para o V40, os valores de K sdo de 4449 + 185; 1,155 x 10* £ 0,0904 x
10* e 5299 £ 105 para os valores de pH de 2,0, 6,0 e 10,0, respectivamente. No SAB L35 +
nitrato de amoénio + agua, para o corante AB, os valores de K sdo de 40,77 + 0,02; 54,29 +
3,02 € 46,02 = 1,21 para os valores de pH de 2,0, 6,0 e 10,0, respectivamente. Para o AC, os
valores de K sdo de 29,75 + 0,36; 37,04 £ 0,68 e 30,44 = 0,35 para os valores de pH de 2,0,
6,0 ¢ 10,0, respectivamente. Paro o AT, os valores de K sdo de 4,283 + 0,10; 3,450 + 0,051 e
3,373 £ 0,123 para os valores de pH de 2,0, 6,0 e 10,0, respectivamente. E para o V40, os
valores de K sdo de 96,91 +3,72; 143,5£2,5 ¢ 109,5 £ 3,2 para os valores de pH de 2,0, 6,0 ¢

10,0, respectivamente.
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Figura 5. Variacdo da K dos corantes: (a) AB, (b) AC, (c) AT e (d) V40 no SAB L35 + sal
de amoénio + 4dgua a 25,0 °C, em CLA ~ 47 % (m/m) e nos pHs 2,0, 6,0 e 10,0. (#) nitrato de
amonio, ( A) tartarato de amonio e (m) fosfato de amonio dibésico.

Em todos os SAB, o maior valor da razdo de parti¢ao foi observado no pH 6,0 para os
corantes AB, AC, AT e V40. Neste valor de pH em todos os SAB avaliados os eletrolitos
formadores do sistema estardo dissociados, logo, havera cargas negativas tanto na FS quanto
na FI. Em pH 6,0 os corantes AB, AC e V40 estdo em sua forma neutra logo, ndo sofrerdo
repulsdo das cargas negativas presentes na FS, resultando em um maior valor de particao.
Quando comparada a condi¢ao de pH 6,0 , em pH 2,0 havera a presenca de ions NO3™ no
meio, oriundos do acido nitrico, desfavorecendo a parti¢do. Ja em pH 10,0 havera uma maior
concentracdo de cargas negativas oriundas do hidréxido de so6dio, também desfavorecendo a
partigdo.

Apenas o corante AT que no SAB L35 + nitrato de amdnio + agua apresenta um maior
valor de K no pH 2,0. Este comportamento pode ser explicado levando-se em consideragao
tanto a estrutura do AT quanto as caracteristicas do SAB L35 + nitrato de amonio + agua. O
processo de particdo € o resultado de contribuigdes tanto eletrostaticas quanto hidrofobicas. O

AT apresenta dois grupos sulfonicos, um grupo carboxilico e um grupo azo, sendo os
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respectivos pKa = 2, 5 e 10,86 [41]. Dentre os corantes avaliados ¢ a molécula mais
hidrofilica, logo, a que terd menor afinidade, dentre os corantes avaliados, com a FS. No pH
igual a 2,0, a molécula encontra-se parcialmente protonada, estando o seu grupo carboxilico
50% ionizado. O SAB formado por nitrato apresenta uma alta concentragdo de eletrélito na
FS (23,89 %), logo, quanto menor a carga negativa da molécula menos repulsdo havera entre
a molécula e os anions presentes na FS. No pH 2,0, o AT estara menos ionizado que nos
valores de pH 6,0 e 10,0, logo, nesta condi¢cdo havera uma menor repulsdo com consequente
maior parti¢do. Este comportamento ndo ¢ observado nos demais SAB porque o conteudo de
eletrélito na FS € menor e igual a 4,47 ¢ 1,28% para os SAB L35 + tartarato de amonio + agua
e L35 + fosfato de amonio dibasico + adgua, respectivamente. Logo, o efeito repulsivo ndo sera
tdo pronunciado.

Os outros corantes sdo mais hidrofoébicos que o AT, logo serdo mais atraidos para a
FS, rica em macromolécula, e a contribui¢do de repulsdo eletrostatica serd menos
representativa no processo de particdo. O corante AB apresenta trés grupos sulfonicos e dois
grupos amino e o pKa = 9,22 [41]. O AC apresenta apenas dois grupos sulfonicos e um grupo
azo e o pKa =9,20 [41]. Além disso, por ele ter um anel naftaleno ele ¢ mais hidrofilico que o
AB. O V40 apresenta dois grupos sulfonicos, um grupo azo e pKa. = 11,45 [42]. Ele possui um
anel naftaleno e um grupamento metila a mais que o AC, sendo o corante mais hidrofobico
dos estudados neste trabalho. Logo, os corantes AB, AC e V40 nio estardo desprotonados em
pH 2,0.

O pH 6,0 foi escolhido como valor de trabalho por dois motivos, o primeiro ¢ que de
modo geral o valor de K foi maior. O segundo ¢ que ndo € necessario nenhum ajuste de pH
tornando o método mais simples e verde para a determinacdo de corantes, ou seja, ndo ¢
necessario o uso de reagentes alcalinos ou acidos. O fato do valor da K variar pouco em uma

ampla faixa de valores de pH, indicando a robustez do método.
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3.4. Efeito do 4nion formador do SAB sobre a razio de particio

A particdo de um soluto pode ser influenciada pela natureza dos componentes
formadores do SAB [30], como por exemplo, o tipo de anion. Para verificar esta influéncia, os
corantes AB, AC, AT e V40 foram particionados no SAB L35 + (nitrato de amonio, tartarato
de amdnio ou fosfato de amodnio dibasico) + agua a 25,0 °C, pH 6,0.

A Figura 6 mostra a razdo de parti¢do de cada corante em fun¢do do CLA para os
diferentes SAB, cuja diferenca entre eles € o tipo de anion formador (tartarato, nitrato ou
hidrogenofosfato). Os corantes em todos os SAB apresentarem valores de K maiores que a
unidade e aumentarem com o aumento do CLA. A unica excessdo ¢ corante AT, que no SAB
L35 + nitrato de amonio + agua, que apresentou valores médios de K praticamente constantes
com o aumanto de CLA. Este comportamento pode ser explicado pelo fato de que o AT ¢ a
molécula mais hidrofilica dentre os corantes avaliados, logo serd menos atraido para a FS, que
apresenta caracteristicas hidrofobicas. E como em pH 6,0 apresentara carga negativa, sofrera
mais influéncia das forgas repulsivas presentes na FS, geradas pelas cargas negativas oriundas
da dissociagdo do eletrolito formador do SAB. No sistema de nitrato, a concentragao de
eletrolito na FS em todos os CLA ¢ alta e praticamente constante, variando de 26,40 a 23,98
% (m/m). Logo o aumento da concentragdo de macromolécula com o aumento do CLA, e seu
efeito positivo no processo de particao, ¢ praticamente compensado pela alta concentracao de
eletrélito na FS, logo, mesmo com o aumento de CLA os valores médios de K permanecem

praticamente constantes.
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Figura 6: Variacao dos valores médios da K dos corantes (a) AB, (b) AC, (¢) AT e (d) V40
no SAB L35 + sal de amonio + dgua a 25,0 °C, pH 6,0. (#) nitrato de amodnio, ( A) tartarato
de amonio e (m) fosfato de amonio dibasico.

A Tabela 4 mostra os valores da K obtidos para cada corante nos diferentes SAB no
CLA proximo a 47 % (m/m), que ¢ comum a todos os sitemas. Todos os corantes
apresentaram um maior valor de K no SAB L35 + fosfato de amonio dibésico + dgua e um
menor valor de K no SAB L35 + nitrato de amonio + agua comparando-se um CLA proximo
a 47 % (m/m). De toda as condicdes estudadas, os maiores valores médios de K foram obtidos
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no SAB L35 + fosfato de amonio dibasico + agua, CLA 55,18 % (m/m), pH 6,0, sendo de
2397 + 19, 2361 + 85, 1315 £ 26 ¢ 1,964 x 10*+ 0,765 x 10* para os corantes AB, AC, AT e
V40 respectivamente. Uma possivel explicagdo reside no fato de os corantes estudados serem
todos anionicos, logo haverd uma interacdo desta espécie anidnica com o pseudopolication
presente na fase rica em macromolécula (FS) do SAB. O pseudopolication ¢ formado entre a
macromolécula (via grupo EO) e o cation formador do SAB (no caso amonio) [43]. Entdo,
quanto mais carregado positivamente for o pseudopolication, maior interacdo com
consequente maior valor de parti¢do. O SAB de fosfato de amonio dibasico implicard em um
pseudopolication mais carregado positivamente que um sitemas formado por nitrato de
amonio, tendo em vista que o primeiro conta com dois mols de aménio por mol de eletrolito,
enquanto que o segundo conta com apenas um mol de amdnio por mol de eletrolito, o que

justifica a parti¢do do corante no SAB de hidrogenofosfato ser maior que o SAB de nitrato.

Tabela 4

Comparagdo da K dos corantes nos SAB formados por diferentes anions em CLA préximo a

47% (m/m).
Corante K (NO») K (C4H406>) K (HPO4*)
AB 54,30 £ 3,00 323,0£5,0 1256 + 107
AC 37,70 £ 0,70 319,0+ 1,0 1413 £ 19
AT 3,480 + 0,050 146,0 + 8,0 650,0 £ 56,0
V40 144,0 £ 3,0 599,0 £ 52,0 5521 £ 355

Além da carga do pseudopolication, a concentragdo de macromolécula na FS também
influenciara no valor de K. Quanto maior a concentracao de macromolécula na FS, maior sera
a particao do corante, tendo em vista que a interacao se da entre o corante ¢ a macromolécula.
A Tabela 5 mostra a composicao das fases superior e inferior dos SAB utilizados neste
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trabalho,que ja estdo descritos na literatura[27]. Comparou-se CLA préximo a 47 % (m/m),

comum a todos os sistemas.

Tabela 5

Composi¢ao dos SAB formados por L35 + eletrélito de amonio + dgua a 25,0 °C.

Anion Composic¢ao FS Composigao FI CLA /%
L35  S* agua L35 S* agua (m/m)
NOs” 41,12 23,89 34,99 0,76 47,23 52,01 46,62

C4H406™ 4599 447 49,54 0,63 20,49 78,88 48,11
HPO4* 46,19 1,28 52,53 1,32 16,52 82,16 47,39

S* eletrolito

Como mostrado na Tabela 5 a concentragdo de macromolécula na FS segue a ordem
HPO4* > C4H40¢* > NOs5", que corresponde a ordem de razdo de particdo. O sistema com
maior concentracdo de macromolécula na FS resultard em uma maior interagdo com o0s
corantes, tendo em vista a interacdo corante-macromolécula (pseudopolication-corante) com

uma consequente maior parti¢ao.

3.5. Porcentagem de extraciao dos corantes

No desenvolvimento de um método analitico, € necessario o conhecimento da
porcentagem de extracdo do analito de interesse. A Figura 7 mostra a porcentagem de
extracdo para os corantes AB, AC, AT e V40 no SAB L35 + (nitrato de amonio, tartarato de
amonio ou fosfato de amonio dibasico) + dgua a 25,0 °C, pH 6,0. Dentre os SAB utilizados
para a extra¢do dos corantes, comparando-se um valor de CLA comum de, aproximadamente,
47% (m/m), os maiores valores de %E foram encontrados para o SAB contendo por fosfato. O
SAB contendo nitrato foi o que apresentou os menores valores de %E. Este resultado era

previsivel tendo em vista que o célculo de %E leva em consideracdo os valores de K. Em
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todos os SAB avaliados, para o corante AB, a %E variou de 95,8 a 100%, para o AC a %E foi
94,4 a 100%, para o AT a %E variou de 75,5 a 100% e, finalmente para o V40 a %E foi igual
a 97,8 a 100% (m/m).

Comparando-se um valor de CLA préximo a 47% (m/m) os valores de %E para os
corantes AB, AC, AT e V40 foram de respectivamente, 99,92, 99,83, 99,85 ¢ 99,98 no SAB
L35 + fosfato de amonio dibasico + agua, e de respectivamente, 99,70, 99,70, 99,32 ¢ 99,83
no SAB L35 + tartarato de amonio + agua. Apesar dos valores de %E serem ligeiramente
maiores no SAB formado por fosfato de amoénio dibasico quando comparado ao SAB
formado por tartarato de amonio em um valor de CLA préximo, o ultimo foi escolhido para a
determinag¢do dos corantes em alimentos, pois este sistema ¢ mais amigavel para o meio
ambiente, tendo em vista que decompde-se mais facilmente que o fosfato de amonio dibasico.
Além disso, a separacdo de fases ¢ instantinea, tornando o método rapido e ambientalmente
seguro. Para o desenvolvimento do método de determinagdo dos corantes, foi escolhido o
SAB L35 + tartarato de amonio + agua, CLA = 48,11% (m/m), pH 6,0. O CLA foi escolhido
por ser 0 menor para este sistema, ou seja, serd necessario um menor gasto de reagentes para a
sua formacdo que nos demais. Nestas condi¢des experimentais, os valores de %E para os
corantes AB, AC, AT e V40 s3o muito bons e iguais a 99,70, 99,70, 99,32 e¢ 99,83%,
representando uma destacada vantagem para sua utilizagdo em amostras auténticas, bem como

o fato de ndo ser necessario o ajuste de pH neste procedimento.
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Figura 7: Porcentagem de extracdo (%E) dos corantes (a) AB, (b) AC, (c) AT e (d) V40 nos
SAB L35 + sal de amonio + agua a 25,0 °C, pH 6,0. (A) tartarato de amonio, (m) fosfato de
amonio dibésico e (@) nitrato de amonio.

3.6. Extracio e determinacio de corantes em amostras auténticas

Foi desenvolvido um método para extragdo, pré concentracdo e determinagdo dos
corantes AB, AC, AT e V40 em amostras de alimentos usando o SAB L35 + tartarato de
amonio + amostra, tendo como referéncia o SAB L35 + tartarato de amonio + dgua, CLA =
48,11 % (m/m) e pH 6,0. Para demonstrar a aplicabilidade do método, os corantes AB, AC,
AT e V40 foram determinados nas amostras Poweread mix de frutas, Gatorade tangerina,
Poweread limdo e MID groselha, respectivamente.
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A Tabela 6 mostra os resultados obtidos na quantificagdo dos corantes utilizando o
SAB, bem como, os resultados encontrados quando a quantificagdo foi realizada utilizando o
método de adi¢do padrio (AP) , pelo método por SAB (SAB) e diluindo as amostras
diretamente em agua(MD). O teor de todos os corantes nas amostras foi inferior a 100 mg kg

I, atendendo as especificacdes da legislagdo brasileira [32].

Tabela 6

Comparacao entre a quantificagdo dos corantes nas amostras auténticas.

corante (CAP + dp) / CvV (CSAB + dp) / CcvV Er/ % (CMD + dp) / CvV
mg kg'! / % mg kg! / % ° mg kg! / %

292+0,13 4,6 299+0,02 0,7 2,71 296+0,10 33 1,42

Er/ %

AB

AC 14,7+1,1 7,7 14,9+ 0,1 0,9 1,39 153+0,7 4,5 4,18

AT 504+026 51 503+002 03 -011 513016 3.0 177

V40 352+ 1,5 43 35,3+0,6 1,6 0,46 309+1,5 49 -12,2

Cap: concentragdo pelo método de adicdo padrdo, Cap: concentragdo pelo método de SAB e Cwp:
concentracdo pelo método direto.

A concentragdo de corante obtida utilizando o método proposto neste trabalho (Csag)
foi comparada com a concentragdo de corante obtida pelo método de adigcao padrao através do

calculo do erro relativo (Er) dado pela equacao 6:

Cog-C
=— " %100 (6)
Cap

onde Cos ¢ a concentragdo obtida no método proposto ou no método direto e Cap € a
concentracao obtida pelo método de adi¢do padrao.

O erro relativo encontrado quando comparado o método proposto com o método de
adicao padrao, foi inferior a 2,7 %. Este € um resultado muito bom quando se considera a

complexidade das amostras, e, portanto, o pronunciado efeito de matriz.
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O efeito de matriz pdde ser verificado quando comparada a concentragdo dos
corantes obtida pelo método direto, ou seja, quando a amostra de alimento foi diluida
diretamente em agua, seguida da determinacdo utilizando o EAM, com a concentrac¢do obtida
pelo método de adigdo padrdo. No caso do corante V40, o erro relativo obtido, em mddulo, ¢
superior a 12% o que demonstra que hd efeito de matriz. Além disso, os valores de
concentragdo obtidos pelo método de adi¢do padrio sdo estatisticamente diferentes dos
obtidos pelo método direto no caso do corante V40.

Podemos verificar graficamente o efeito de matriz, quando comparamos a curva em

agua e a curva de adi¢do padrao do V40, mostrado na Figura 8.
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0.2

0.0+
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-0.002 0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 0.014
Concentragéo V40 / g kg™

Figura 8. Curva de adi¢ao padrdo (m) e curva em agua (®) do corante V40.

Como mostrado na Figura 8, para o V40, as curvas de adi¢do padrdo e a curva em
agua apresentam inclinagdes diferentes, sendo o coeficiente angular igual a 57,71 para a curva
de adicao padrao, e de 60,89 para a curva em agua. Esta diferenca de inclinagdo das curvas ¢

um indicativo de efeito de matriz. Neste caso, o uso do SAB foi necessario para eliminar este
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efeito reduzindo o erro relativo para 0,46. De modo geral, quando o SAB foi usado para
extrair o corante os erros relativos foram menores, do que quando nao se utilizou SAB. No
caso do V40, os valores obtidos por SAB e método de adicdo padrao foram estatisticamente
iguais, todavia, o método direto apresentou diferenca significativa. Nas demais amostras,
contendo os corantes AB. AC e AT ndo houve diferenga significativa entre os valores de
concentragdo obtidos pelos trés métodos.

Vale ressaltar que o método por SAB faz uso de uma menor quantidade de amostra
que o método de adi¢do padrao. No SAB, sdo utilizados menos de 0,8 gramas, enquanto que
pelo método de adicao padrdo sdo utilizados no minimo 8,0 gramas. Um ponto positivo para o
método desenvolvido neste trabalho, é o menor consumo de amostras com consequente,
menor geracdo de residuos que o método de adicdo padrdo. Além disso, o método
desenvolvido ¢ robusto, podendo ser aplicado em uma ampla faixa de valores de pH; ndo faz
uso de solventes organicos, ¢ rapido, simples, de baixo custo e eficiente.

A Tabela 7 mostra uma comparagdo entre o0 método proposto neste trabalho e outros
métodos descritos na literatura para a determinacao de corantes em alimentos. Neste trabalho,
o limite de detec¢ao (LD) foi calculado como 3,3 vezes o coeficiente linear da equacao de reta
sobre o coeficiente angular da equacdo da reta [44]. O limite de quantificacdo (LQ) foi
calculado como 10 vezes o coeficiente linear da equagdo da reta sobre o coeficiente angular
da equacdo da reta [44]. Para os corantes AB, AC, AT e V40, os LQ foram de
respectivamente 0,135, 0,203, 0,364 e 1,20 mg kg'l. Para todos os corantes, as curvas
analiticas apresentaram R? > 0,999.

Como mostrado na Tabela 7 diversos métodos sdo reportados para a determinagdo de
corantes em alimentos. Apesar de o método proposto apresentar um maior LD quando
comparado a alguns dos métodos descritos na literatura, a faixa de trabalho, bem como o LQ

sdo adequados para atender a legislagdo brasileira quanto ao teor de corantes em bebidas.
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Além disso, o método proposto apresenta um menor consumo de amostra (menos de 1 g) que
os demais, ¢ mais rapido, ndo faz uso de solventes organicos e nem de equipamentos caros.
Em compara¢do com os demais métodos espectrofotométricos descritos na Tabela 7, o
método proposto ¢ mais rapido, € ndo requer temperaturas elevadas na etapa de preparo de
amostra.

Os resultados apresentados mostram que o método desenvolvido foi aplicado com
sucesso na extragdo e quantificacdo de corantes em amostras de alimentos. Sendo este
eficiente na elimina¢do do efeito de matriz e na pré-concentragdo dos corantes, bem como

adequado para atender a legislagdo brasileira.
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Tabela 7

Comparacao entre métodos analiticos para a determinacdo de corantes alimenticios.

preparo da T/

A C técnica S LD FL / unidade CV/% Qtdd Ref
amostra min
bebida/ AB . ponto . 0,03 mg L! 0,16 - 130 mg L 4.6
confeito  AC  epectrofotometria g Lo 200 Tron X b6 mg L 250130 mg L 34 X [17]
AB Alcool 0,003 mg L*! 0,075-03mgL"!
: i 0 B
refrigerante AC HPLC-DAD fase sélida > 30 1SOPro 0,024 mg L 0,06—1,2mg L -X- 33mL [11]
pilico/
AT ND -X-
metanol
confeito  AC  Eletroquimica sensor 3600 lﬁgfi‘éo 0,007mgL!  0.169-0355mgL 37 x- [13]
AB 0,007 mg L"! 0,02-4mgL’! 3.4
-1 _ -1
confeito AC Espectrofotometria ponto 40 Triton X 0,009 mg L 0,024 mg L 35 48 ¢g [5]
V4 nuvem 1 0,025-2.,5
0,001 mg L 1 4,2
0 mg L
AB 5mgL!
AC Aceto- 2mgL"!
confeito AT~ HPLC-MS/MS  fasesolida >720 nitrila/ 5mgL! 10-70 mg L"! X- 2g [42]
V4 metanol 4
0 SmgL
repositor  AB 0,0444 mg kg!' 0,135 - 4,62 mg kg'! 0,67 0,35 ¢g
hidroeletro-  AC 0,0671 mgkg' 0,203 — 14,8 mg kg'! 0,90 0,36 g
s C1 _ -1
litico AT Espectrofotometria SAB 13 . 0,120 mg kg 0,364 — 14,3 mg kg 0,31 0,40 g presente
preparado 4 trabalho
em pé para 0 0,396 mgkg! 1,20 13,3 mgkg’! 1,6 0,37g
refresco

A: amostra; C: corante; T: tempo de preparo de amostra; S: solvente; LD: limite de detecgdo; FL: faixa linear; CV: coeficiente de variagdo; Qtdd: quantidade de amostra; Ref: referéncia.
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4. Conclusoes

Objetivou-se conhecer o comportamento de parti¢ao dos corantes AB, AC, AT e V40
nos SAB formados por L35 + eletrdlitos de amonio + 4gua em diferentes condigdes de CLA e
pH. A particdo dos corantes deu-se preferencialmente para a fase superior, com valores da K
superiores a unidade, e variando de 22,70 + 1,14 a 2397 + 19, 16,76 £ 0,37 a 2361« 85; 3,07
+0,11a1315+26 e44,00+0,86a2,305x 10°+0,0213 x 10° para os corantes AB, AC, AT
e V40, respectivamente. Os resultados sugerem que o processo de partigdo deu-se
principalmente por contribui¢do entdlpica. Os valores da razdo de particdo foram pouco
influenciados por variagdes de pH. Entretanto, a composi¢do do SAB, bem como a natureza
do eletrolito formador do SAB apresentam uma marcante influéncia na particao dos corantes.
No SAB L35 + tartarato de amoénio + agua, CLA 48,11 % (m/m), pH 6,0 ¢ 25 °C, a
porcentagem de extragdo foi superior a 99 % para todos os corantes.

Foi desenvolvido um método espectrofotométrico utilizando o SAB L35 + tartarto de
amonio + amostra para a extragdo, pré-concentracio ¢ determinagdo de corantes alimenticios
em bebidas. Este método apresenta vantagens como simplicidade, baixo custo, rapidez e nao
utilizacao de solventes organicos. Para todos os corantes investigados, o método proposto
apresentou limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo, exatiddo e faixa linear
adequado para aplicacdo analitica. Além disso, o método usa pequena quantidade de amostra
e reagentes tornando-o economicamente e ambientalmente vidvel. Portanto, o método
proposto pode ser aplicado para amostras auténticas para o controle da qualidade da industria

de bebidas.
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CONCLUSOES GERAIS

O desenvolvimento deste trabalho viabilizou a obten¢do de novos sistemas aquosos
bifasicos (SAB) formados por L35 + eletrolitos de amonio + 4gua, contribuindo para a
literatura, ainda escassa, acerca de SAB formados por copolimero tribloco, bem como um
melhor entendimento das forgas que regem a formagdo de SAB. Foi realizado um estudo
sobre o comportamento de particdo dos corantes azul brilhante (AB), amarelo crepusculo
(AC), amarelo tartrazina (AT) e vermelho 40 (V40) nos novos SAB propostos, verificando a
influéncia de parametros como pH, CLA e anions formadores do sistema no processo de
particdo. Foi proposto um novo método rapido, facil, eficiente, de baixo custo e
ambientalmente correto, baseado em SAB com determinacdo espectrofotométrica para a
determinagdo dos corantes AB, AC, AT e V40 em amostras alimenticias auténticas. Em face
do trabalho desenvolvido, pode-se comprovar a grande aplicabilidade dos SAB na extragdo e
pré-concentragdo de analitos em matrizes complexas, viabilizando a utilizagdo de SAB na

etapa de preparo de amostras.
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