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RESUMO

REIS, Marina Ferreira dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020.
Desenvolvimento e validacao de método para determinacao de corantes alimentares em
polpa de fruta. Orientadora: Renata Pereira Lopes Moreira.

Os corantes alimentares sdo compostos potencialmente prejudiciais a saide humana e, por
isso, devem ser quantificados. O presente trabalho descreve o desenvolvimento e a validacao
de um método analitico para a determinacdo simultanea de corantes alimentares em polpa de
fruta. Os analitos foram o amarelo crepusculo, eritrosina, laranja G, tartrazina, vermelho N em
polpa de goiaba utilizando sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). O preparo de amostra consistiu em uma massa
de amostra (5,0 g), que teve o seu pH inicial ajustado (pH = 10,0), seguido de extracdo com
acetonitrila (5,0 mL) assistida por ultrassom (5 minutos). A amostra foi centrifugada (4000
rpm, por 20 minutos a 20 °C) e teve seu pH final ajustado (pH = 3,0). Posteriormente, a
amostra foi filtrada e, devido as interacdes entre os analitos em solu¢do, foi necessdria uma
dilui¢dio do extrato adicionando o surfactante Tween 20 (2,5 x 106 g mL™!) na etapa anterior
a inje¢do (600 pL de amostra e 400 uL de solucdo de surfactante). O método foi validado,
sendo as curvas analiticas preparadas em matriz, na faixa de 50 a 150 mg kg'! para todos os
analitos estudados (R®> > 0,99). A veracidade do método foi avaliada em termos de
recuperacgdo, obtendo-se recuperagdes de 93-110% para todos os analitos. Os coeficientes de
variacdo de repetitividade ficaram entre 2,1 e 13,7%, enquanto para precisao intermedidria os
valores variaram entre 3,3 € 19,0%. Todos os parametros foram aceitaveis (recuperagdo entre
70-120% € CViepe € CViepro menores que 14 e 20%, respectivamente) para todos os analitos,
exceto para eritrosina no terceiro nivel (150 mg kg™!). Os limites de detec¢iio e quantificagio
foram determinados, sendo 15 mg kg™! e 30 mg kg™!, respectivamente. Os valores de limite de
decisdo (CC,) e de capacidade de detec¢do (CCg) variaram entre 0,81000 e 107,82 mg kg! e
1,6200 e 115,65 mg kg'!, respectivamente. Os valores das incertezas relativas combinadas
variaram entre 2,81 e 13,8%. Foram analisadas oito amostras de polpa de goiaba adquiridas
em diferentes regides de Minas Gerais, sendo que estas amostras nao apresentaram
contaminagdo. Conclui-se que a metodologia desenvolvida pode ser aplicada para anélise de
corantes em polpas de frutas de forma simples, rdpida e eficiente, tornando-o adequado para

monitoramento da qualidade de polpas de frutas em andlises de rotina.

Palavras-chave: Corantes alimentares. Andlise multirresiduo. Extracdo assistida por

ultrassom. Surfactante. CLAE-DAD.



ABSTRACT

REIS, Marina Ferreira dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020.
Development and validation of an analytical method for determining food dyes in fruit
pulp. Adviser: Renata Pereira Lopes Moreira.

Food colors are compounds that are potentially harmful to human health and, therefore, must
be quantified. The present work describes the development and validation of an analytical
method for the simultaneous determination of food dyes in fruit pulp. The analytes were
twilight yellow, erythrosine, orange G, tartrazine, red N in guava pulp using High
Performance Liquid Chromatography system coupled to a diode array detector (HPLC-DAD).
The sample preparation consisted of a sample mass (5.0 g), which had its initial pH adjusted
(pH = 10.0), followed by extraction with acetonitrile (5.0 mL) assisted by ultrasound (5
minutes). The sample was centrifuged (4000 rpm, for 20 minutes at 20 °C) and its final pH
was adjusted (pH = 3.0). Subsequently, the sample was filtered and, due to the interactions
between the analytes in solution, a dilution of the extract was necessary by adding the
surfactant Tween 20 (2.5 x 10*¢ ¢ mL") in the step prior to injection (600 uL of sample and
400 pL of surfactant solution). The method was validated, with the analytical curves being
prepared in a matrix, in the range of 50 to 150 mg kg™! for all the analytes studied (R?> 0.99).
The veracity of the method was evaluated in terms of recovery, with recoveries of 93-110%
for all analytes. The variation coefficients of repeatability were between 2.1 and 13.7%, while
for intermediate precision the values varied between 3.3 and 19.0%. All parameters were
acceptable (recovery between 70-120% and CViepe and CViepro less than 14 and 20%,
respectively) for all analytes, except for erythrosine at the third level (150 mg kg™!). The limits
of detection and quantification were determined, being 15 mg kg' and 30 mg kg,
respectively. The decision limit (CC,) and detection capacity (CCg) values ranged between
0.81000 and 107.82 mg kg and 1.6200 and 115.65 mg kg'!, respectively. The values of the
combined relative uncertainties ranged between 2.81 and 13.8%. Eight samples of guava pulp
acquired in different regions of Minas Gerais were analyzed, and these samples showed no
contamination. It is concluded that the developed methodology can be applied to the analysis
of dyes in fruit pulps in a simple, fast and efficient way, making it suitable for monitoring the

quality of fruit pulps in routine analyzes.

Keywords: Food dyes. Multiresidue analysis. Ultrasound-assisted extraction. Surfactant.

CLAE-DAD.
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1. Introducio

Aditivo alimentar € todo e qualquer ingrediente que € propositalmente adicionado a
um alimento com o objetivo de preservar o seu sabor, melhorar a sua textura e aparéncia. Os
corantes alimentares formam uma classe desses aditivos que sao adicionados aos alimentos,
com o intuito de tornd-los mais atrativos aos consumidores, restaurando a aparéncia original

perdida durante o processo de fabricagdo.

Entretanto, alguns corantes sintéticos possuem em sua estrutura um grupo cromoforo
do tipo azo (N=N), além de anéis aromaticos. Portanto, sdo potencialmente perigosos a satde
humana, principalmente se consumidos em excesso. Dessa forma, para prevenir o uso
indiscriminado dessas substancias, leis e regulamentos, baseados em estudos toxicologicos em
animais e estudos clinicos em humanos, foram implementados em diversos paises. Sendo
assim, diferentes métodos analiticos foram desenvolvidos visando a determinacdo e

quantificacdo simultanea de varios corantes alimentares em diversas matrizes.

Dentre os alimentos que podem conter corantes, destacam-se as bebidas ndo-
alcodolicas, as quais sdo amplamente consumidas em todo mundo. Entre as mais consumidas
estdo as bebidas obtidas a partir de frutas, uma vez que elas sio fonte de vitaminas e minerais,
além de apresentarem um sabor bem atrativo. Dentre as opc¢des disponiveis no mercado, as
polpas congeladas de fruta t€m seu consumo expandido nos ultimos anos, principalmente

devido a praticidade de prepara-las para consumo.

Diante das informacdes apresentadas, esse trabalho visa desenvolver e validar um
método para determinacdo simultdnea de 5 corantes alimentares sintéticos empregando um
simples preparo de amostra e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de

arranjo de diodos (CLAE-DAD) como técnica analitica de determinagao.

2. Revisao de literatura

2.1. Polpas de frutas

O ser humano pode ficar dias sem ingerir alimentos, mas nao pode deixar de ingerir
liquido entre trés a cinco dias'. Isso porque a dgua é responsidvel por 60 a 70% do peso
corporal, sendo fundamental para a digestdo, absorcdo, transferéncia, excrecao e circulagcao de
biomoléculas, bem como para a regulacio da temperatura corporal.? Portanto, a 4gua é o meio

ideal para a ocorréncia de muitas reacdes bioquimicas®. A ingestdo de dgua ocorre pelo
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consumo de dgua potdvel ou por meio de outras fontes, como sucos, 4gua de coco, chds, entre
outras bebidas ndo alcoolicas. Bebidas ndo alcdolicas incluem bebidas carbonatadas, sucos,
bebidas energéticas, dgua engarrafada, café, chds e bebidas probidticas. Dentre elas, as
bebidas carbonatadas sdo as mais consumidas, seguidas pela dgua engarrafada e os sucos,

respectivamente®.

Entretanto, o consumo de bebidas carbonatadas, como os refrigerantes, tem diminuido
ao longo dos anos. No Brasil, por exemplo, segundo a Associacdo Brasileira das Indistrias de
Refrigerantes e de Bebidas ndo alcéolicas (ABIR), o consumo per capita caiu de 89,5 litros
em 2010 para 61,82 litros em 2017. A produg¢io diminuiu em 11% no mesmo periodo’. Tudo
1sso estd ligado aos maleficios associados a ingestdo desse tipo de bebida. Os refrigerantes sao
bebidas com alto teor de acticar e o consumo de bebidas acucaradas € identificado como causa
importante do aumento da obesidade®. Obesidade que é considerada fator de risco para outras

doencas como doengas cardiovasculares, diabetes e alguns tipos de cincer’.

Dessa forma, o consumo de outros tipos de bebidas, como as polpas de frutas, cresce a
cada ano. Isso acontece porque os consumidores t€ém cada vez mais interesse em consumir
produtos mais sauddveis e praticos. Como as frutas sdo produtos pereciveis, as polpas se
tornam uma boa alternativa, com alto valor nutritivo®, pois sdo fontes de cdlcio, fibras e
vitaminas. A polpa € obtida a partir das partes comestiveis das frutas carnosas, maduras e
frescas, por meio de processos tecnoldgicos e sanitdrios adequados. O processamento e
congelamento da polpa traz praticidade aos consumidores, além de conservar as

caracteristicas organolépticas dos frutos’.

Diante dessas informacdes, € importante analisar se esse tipo de produto se encontra
de acordo com as normas vigentes. No Brasil, por exemplo, existe a Instrucdo Normativa N°
49, de 26 de Setembro de 2018 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) que estabelece os Padrdes de Identidade e Qualidade de Suco e Polpa de Fruta'®,

2.2. Aditivos alimentares

Segundo a Portaria SVS/MS 540, de 27/10/97 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA):

Aditivo alimentar € qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos
alimentos sem o propdsito de nutrir, com o objetivo de modificar as
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caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacdo,
processamento, preparacdo, tratamento, embalagem, acondicionamento,

armazenagem, transporte ou manipulacdo de um alimento.

Os aditivos alimentares sdo empregados para preservar o sabor dos alimentos e
também para melhorar a sua textura e aparéncia. Além disso, possuem propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e tamponantes, que permitem a extensao do prazo de validade

dos alimentos e impedem o crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos'!!2,

O uso de aditivos alimentares teve inicio ha cerca de cinco mil anos com o uso, por
exemplo, de vinagre para conservacdo de legumes, ervas para melhorar o sabor e também
coloragdo vegetal para melhorar a aparéncia dos alimentos''. Atualmente, eles sdo utilizados
em alimentos industrializados para manter ou melhorar as caracteristicas bioldgicas, fisico-
quimicas, reoldgicas e sensoriais. A industria alimenticia emprega cerca de 25 classes de
aditivos alimentares, seguindo a determinagdo de seguranca alimentar baseada no Codex

Alimentarius e também de acordo com a legislacdo de cada pais'®.

As classes nas quais os aditivos sdo classificados estdo baseadas no uso industrial de
cada um. Entretanto, alguns desses compostos podem aparecer em mais de uma classe, pois
apresentam mais de uma agdo principal, devido as suas diferentes funcionalidades. Nesse
caso, a classificacdo dependerd da quantidade utilizada e do modo de processamento do

alimento'’.

Os aditivos alimentares podem ser classificados em 25 classes englobando,
aproximadamente, 230 compostos. Pode-se ver na Tabela 1 algumas das principais classes,
assim como alguns exemplos de aditivos alimentares. Os reguladores de acidez sdo
substincias capazes de controlar e/ou modificar o pH dos alimentos, influenciando nas suas
caracteristicas e também no seu prazo de validade'®>. Os conservantes sdo amplamente
empregados de forma a evitar o crescimento de bactérias, leveduras e bolores nos alimentos'?.
Os antioxidantes sao utilizados para evitar e /ou diminuir a velocidade das reacdes de
oxidacdo que ocorrem em vitaminas, corantes naturais e elementos lipidicos dos alimentos,
reacoes essas que provocam perda do valor nutricional, além de produzir cheiro e sabor
desagraddveis. Os estabilizantes sdo usados para se evitar a separacdo de fases, garantindo a
homogeneidade dos alimentos. Espessantes sdo utilizados em alimentos como, maionese,
sorvetes e cream cheese, de forma a se obter alta viscosidade'?. Os adocantes sao usados,
principalmente, em produtos sem adi¢do de agucar, para conferir um sabor doce ao

alimento!®. Corantes sdo definidos como substancias que conferem cor aos alimentos'.
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Tabela 1. Aditivos utilizados na inddstria alimenticia e suas fungdes'’

Classe Funcao Aditivos

Acido citrico, acido latico, acido
tartarico, carbonato de potassio,
carbonato de sodio

Reguladores de  Conferir um sabor 4cido, alterar ou
acidez controlar a acidez/alcalinidade

Impedir ou retardar a alteracio ¢, .- )
p ¢ Acido benzéico e seus sais de

Conservantes provocada por microrganismos ou P .
) célcio, sodio e potdssio
enzimas

.. Retardar o aparecimento de Butil-hidroxitolueno (BHT), butil-

Antioxidantes N N . .
alteracdo oxidativa hidroxianisol (BHA)
.. Manter a dispersao uniforme de . ‘1 .
Estabilizantes . p NETR Citrato de sédio, cloreto de calcio
duas ou mais substancias imisciveis

Espessantes Aumentar a viscosidade Goma guar, goma xantana
Edulcorantes Conferir sabor doce Sacarina, ciclamato de sédio

Substancia que confere, intensifica

Tartrazina, eritrosina
ou restaura a cor.

Corantes

A cor € o parametro mais importante avaliado pelos consumidores antes de decidir
comprar algum produto'®. Ela é uma caracteristica fundamental, pois contribui de maneira
relevante na aparéncia dos produtos, influenciando diretamente na sua escolha'®. A cor afeta
ndo apenas o aspecto visual, mas também estd associada a qualidade, a variedade e ao frescor
dos alimentos'®. Por essa razdo, os corantes vém sendo utilizados pela inddstria alimenticia
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por muitos anos~", e em diferentes tipos de matrizes como forma de preservar ou restaurar a

cor natural do produto e melhorar a sua aparéncia®!.

Entretanto, algumas dessas substincias podem oferecer risco a saide humana, como
reacdes alérgicas e intolerancias'®, além de apresentar potencial carcinogénico®!,
principalmente se consumidos em excesso. Considerando os possiveis efeitos dos corantes aos
humanos, a deteccdo e quantificacdo destes compostos em alimentos é uma questdo

importante a ser considerada??.
2.2.1. Corantes alimenticios

Os corantes constituem uma das classes mais importantes dos aditivos alimentares.
Isso porque a cor é uma caracteristica fundamental do alimento, pois ela torna o produto
visualmente mais atrativo ao consumidor®®. Além disso, a aparéncia, seguranca, aceitabilidade

e caracteristicas sensoriais dos alimentos estdo diretamente ligadas & sua cor?*. Por isso, 0 uso
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de corantes alimentares é uma pritica comum ao redor do mundo?, sendo utilizados em

matrizes como bebidas, sucos, produtos de cirneos e doces®.

Os corantes alimenticios podem ser classificados em naturais ou artificiais. Os
corantes naturais sdo isolados de plantas, fungos ou insetos, como a clorofila e o carmim ',
Enquanto os artificiais s@o quimicamente sintetizados, como tartrazina, amarelo sunset,
amaranto e azul brilhante”. Corantes naturais tém sido cada vez mais utilizados devido 2
preferéncia do consumidor, mas os corantes sintéticos ainda sdo amplamente empregados

devido ao seu baixo custo e alta estabilidade?’.

Geralmente, os corantes sintéticos possuem grupos funcionais azo (N=N) e anéis
aromdticos em sua estrutura, o que os tornam prejudiciais a saide humana?®. Esses corantes
podem ser reduzidos pelas enzimas azoredutase nas bactérias intestinais e nas células
hepéticas, liberando aminas arométicas no organismo??, causando alergias, reacdes asmdticas,
danos ao DNA, hiperatividade e potencial risco carcinogénico’'. De acordo com Qi e
colaboradores, os corantes sintéticos podem gerar alergias, crises asmadticas e outros disturbios
de saude em individuos mais sensiveis, podendo ter efeito cancerigeno, caso consumidos em

excesso”. Dessa forma, o uso de corantes é estritamente controlado em todo mundo?.

Pode-se ver na Tabela 2 algumas informagdes quimicas referentes aos corantes
considerados nessa dissertacio. Como se pode perceber, quatro dos cinco compostos
analisados contétm o grupo azo (N=N), sendo assim, suas andlises sdo de fundamental

importancia.
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Analito, formula

molecular e Sinonimos Classe Formula estrutural Valollz: ge
massa molecular p
Amarelo Sunset
crepisculo FCF  Yellow FCF, Sintético pKa;=-35
Ci6H10N2Na>O7S,  Food Yellow pKa; =- 0,62
452,37 g/mol 3
Eritrosina ) )
CaoHsLiNa>Os iﬁg@gg ?1’ Sintético 3.52
879,86 g/mol
Tartrazina Yellow 5,
Ci6HoN4Na3zO9S>  Food Yellow  Sintético -2,69
534,356 g/mol 4
Laranja G Orange G, _
CisHi10N2Na,07S2>  Acid Orange ~ Sintético P Iéil _ é’gg
452,37 g/mol 10 phaz=-1,
O\ns\,O’Na'
lh lh "o AT
Vermelho N Vermelho o N pKay = - 4,14
C32H22NeNaxOsS2  Allura, Food — Sintético o.
o CHs pKaz =0,45
496,4 g/mol Red N° 40 e

2.3. Legislacao

Para prevenir o uso indiscriminado e também proteger os consumidores dos riscos a

saude, muitos paises estabelecem regulamentacdes rigorosas sobre quais corantes sao

permitidos e em quais concentracdes eles podem ser utilizados?’.
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No Japao, todos os ingredientes, incluindo os corantes alimentares devem estar
listados nos rétulos das embalagens. Na China, a quantidade maxima permitida para a maioria
dos corantes nio é maior que 100 mg kg™ 2!. Nos Estados Unidos, apenas sete corantes sdo
permitidos pela Food and Drug Administration (FDA): azul brilhante, carmim indigo, verde
rédpido, vermelho allura, eritrosina, tartrazina e amarelo crepdsculo. Na Europa a Diretiva
94/36/EC contém regras detalhadas para a utilizaciio de corantes naturais e artificias'®. No
Brasil, a utilizacdo e o limite mdximo permitido dos corantes em alimentos é regulado pela

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)?.

A seguir sdo apresentados: um resumo sobre as fung¢des de um importante comité
internacional, o Codex alimentarius, que possui como objetivo estabelecer normas
internacionais na drea de alimentos?®, um breve comentdrio sobre a legislagdo europeia, que
apresenta as normas de seguranca alimentar mais rigorosas do mundo® e, por fim, um
pequeno histdrico sobre a legislacdo brasileira no que diz respeito a seguranca alimentar e

limites permitidos para os corantes estudados nessa dissertacao.
2.3.1. Codex Alimentarius

A Comissao Codex alimentarius (CAC, do inglés) € wuma organizacio
intergovernamental estabelecida pela Food and Agriculture Organization (FAO) e pela World
Health Organization (WHO) em 1963. Atualmente, a Comissdo Codex Alimentarius é
constituida por 188 paises membros € uma organizacdo membro (Unido Europeia), da qual o
Brasil é participante desde 1968°°. Além disso, possui mais de 200 organizacdes
internacionais governamentais e ndo-governamentais como observadores®!. A Comissio
Codex desenvolve normas, diretrizes, cddigos de conduta e importantes recomendacdes de
forma a promover e manter a seguranca alimentar2. Seu principal objetivo é proteger a satide
dos consumidores, promover o comércio de alimentos dentro de padrdes internacionais, além
de coordenar as normas alimentares estabelecidas por organizacdes internacionais

governamentais e nio governamentais>>,

O Codex alimentarius é desenvolvido pela CAC, que é uma colecdo de padrdes
alimentares internacionalmente adotados e textos acreditados apresentados de maneira
uniforme. O Codex inclui uma vasta gama de regulamentos para os principais alimentos
(processados, semiprocessados ou crus), disposi¢cdes relativas a higiene alimentar, residuos de

pesticidas e medicamentos veterindrios, contaminantes, além dos aditivos alimentares. Além
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disso, apresenta diretrizes sobre rotulagem e apresentacdo, métodos de andlise e amostragem,

inspecdo e certificagdo de importacdo e exportagio’!.

Como os aditivos alimentares consistem em um grupo amplo de substincias, eles estido
sempre entre os temas discutidos nas reunides da CAC, tendo, assim, uma subcomissdo da
CAC especifica para tal assunto, denominada Comité do Codex sobre Aditivos Alimentares

(CCFA, do inglés)*!. A CCFA deve:

a) estabelecer ou endossar niveis maximos permitidos para aditivos alimentares

individuais;

b) preparar listas prioritdrias de aditivos alimentares para avaliacdo dos riscos pelo

Comité Misto FAO / OMS de Peritos em Aditivos Alimentares;
(c) atribuir classes funcionais a aditivos alimentares individuais;

d) recomendar especificacoes de identidade e pureza para aditivos alimentares

adotadas pela Comissao;
(e) considerar métodos de andlise para a determinagdo de aditivos em alimentos; e

(f) considerar e elaborar normas ou c6digos para assuntos relacionados, tais como a

rotulagem de aditivos alimentares quando vendidos como tal®*.
2.3.2. Uniao Europeia (UE)

As normas em vigor na Unido Europeia s3o as mais rigorosas de todo o mundo, uma
vez que os controles obrigatérios sdo aplicados ao longo de toda cadeia agroalimentar. Além
disso, a politica alimentar da UE baseia-se em dados cientificos sélidos e em uma avaliagdo
rigorosa de riscos. Os aditivos alimentares, por exemplo, sdo cientificamente controlados
antes de terem sua utilizagdo autorizada, a fim de garantir que sdo seguros para a saude

humana®.

Tendo em vista que as diferentes legislagdes dos Estados-membros da Unido Europeia
prejudicam a livre circulacdo dos alimentos, e considerando a necessidade de proteger e
manter o consumidor informado sobre a constitui¢do do alimento, foram publicadas diferentes

diretivas visando garantir o mesmo nivel de protecdo ao consumidor em todos os Estados-
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membros?®. Essas Diretivas sdo atos legislativos que fixam os objetivos que devem ser

atingidos por cada Estado—membro da UE.

A Diretiva 94/35/CE de 30 de Junho de 1994°¢ estabelece quais edulcorantes podem
ser utilizados e também a quantidade permitida. De modo semelhante, a Diretiva 95/2/CE de
20 de Janeiro de 1995°7 refere-se ao uso de aditivos alimentares em geral, com excecao dos
corantes e edulcorantes nos géneros alimentares, determinando quais aditivos sdo permitidos e
sua concentracdo maxima. Para os corantes alimentares, foi criada a Diretiva 94/36/CE de 30

de Junho de 19943 com os mesmos objetivos das Diretivas citadas anteriormente.

Em 2008, o Parlamento Europeu e o Conselho publicaram o Regulamento CE N.°
1333/2008%, que apresenta uma lista com os aditivos autorizados para a uso em diferentes
géneros alimenticios, assim como as condi¢des de utilizacdo. O Regulamento € um ato geral e
obrigatério, sendo imediatamente imposto e aplicdvel em todos os Estados—membros da
Unido Europeia*’. Esse regulamento substitui as diretivas citadas anteriormente, de forma a

assegurar um elevado nivel de protecdo ao consumidor.

Além disso, o Regulamento CE N.° 1333/2008 também afirma que os aditivos devem
ser permanentemente observados, sendo reavaliados sempre quando houver necessidade,
levando em consideracdo as variacdes nas condicdes de uso e quaisquer novos dados
cientificos. Dessa forma, em 2011 foi publicado o Regulamento (UE) N. ° 1129/2011 da
Comissdo*!, que altera o anexo II do Regulamento CE N. ° 1333/2008. Esse Regulamento
apresenta a lista de aditivos que podem ser empregados e suas respectivas condi¢des de uso,

como a quantidade e em quais alimentos podem ser aplicados.
2.3.3. Legislacao brasileira

A Comissdao Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos (CNNPA) por meio da
Resolugdo CNNPA 21/75, de 17 de fevereiro de 1976 determina as medidas para andlise dos
aditivos alimentares. Para essas andlises sdo utilizadas as técnicas analiticas adotadas ou
recomendadas pela Farmacopéia Brasileira, Food Chemicals Codex, Food and Drug
Administration, Comité Misto FAO/OMS de Peritos em Aditivos para Alimentos (JECFA)*.
A Resolu¢do do Conselho Nacional de Saide N° 04, de 24 de novembro de 1988 define os

limites m4ximos de cada aditivo alimentar e também as suas condicdes de uso*.
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Para a Secretaria de Vigilancia Sanitdria do Ministério da Saudde, segundo a Portaria
N° 540 - SVS/MS, de 27 de outubro de 1997, os aditivos devem, primeiramente, ser
submetidos a uma avaliacdo toxicoldgica antes de serem colocados em uso. Eles devem ser
mantidos sob constante avaliagdo e serem reavaliados caso as condi¢des de uso sejam
modificadas. Além disso, seu uso deve ser restrito a alimentos especificos, em condi¢des

especificas ao menor nivel a fim de se alcancar o efeito desejado.

Em 1999 foi criada a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio
da Lei n° 9.782, de 26 de janeiro de 1999, como o objetivo de promover a protecao da saide
da populagdo, por intermédio do controle sanitdrio da producido e consumo de produtos e

servigos submetidos 2 vigilancia sanitdria®.

De acordo com a ANVISA, para que os aditivos alimentares sejam aprovados no
Brasil sdo consideradas referéncias internacionais como o Codex Alimentarius e a Unido
Europeia. Ainda segundo esse Orgdo, os aditivos s6 podem ser utilizados na industria
alimenticia quando estiverem explicitamente definidos pela legislacdo para a categoria de

alimentos correspondente, caso contrario, seu uso é proibido®.
2.3.4. Limites permitidos para os corantes considerados nessa dissertacao

Na Tabela 3 sdo listados os limites estabelecidos por cada legislacdo citada

anteriormente para os corantes que serdo considerados nesta dissertacao.

Tabela 3. Limites permitidos na legislac@o para os corantes alimentares

Analito CODEX* Unido Europeia™* ANVISA#*%*
. ﬁlfsr;?lrlzl‘; o 0,30 g ke'! Autorizado 100 mg ke'!
o Nao permitido para  Nao permitido para 1
Eritrosina polpas de sucos polpas de sucos 100 mg ke
Tartrazina N?)Zlgzrsngélgﬁcgzra Autorizado 100 mg kg!
Laranja G Nao permitido Nao permitido Nao permitido
Vermelho N 0,30 g kg! Autorizado 100 mg kg!

*Codex Alimentarius — General Standards for Food Additives*’; ** Unidio Europeia - Directiva 94/36/CE Do
Parlamento Europeu e Do Conselho de 30 de Junho de 1994 relativa aos corantes para utilizacdo nos géneros
alimenticios®®; *** ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Santitdria — Resolugfio do Conselho Nacional de
Satdde N.° 04, de 24 de Novembro de 1988 +3
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2.4. Determinacio de corantes alimentares

Diante das informagdes mencionadas anteriormente, faz-se necessdria a determinacao
de corantes alimenticios em diferentes matrizes, visando garantir a seguranga alimentar. A
literatura apresenta diversos métodos analiticos desenvolvidos visando a identificagdo e
quantificacdo desses corantes em matrizes como: especiarias*®, vinhos e refrigerantes®’, sucos
e gelatinas49, doces e sorvetes'®, entre outras. Alguns desses trabalhos, sio mostrados na
Tabela 5, assim como os principais resultados obtidos. Como se pode observar, as técnicas
cromatogrificas sdao bastante empregadas na determinacdo e quantificacio de corantes
alimentares em diferentes matrizes, permitindo a andlise de uma grande quantidade de

compostos com alta eficiéncia.

Os primeiros estudos de determinacdo de corantes por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) relatam o uso de coluna de silica, resultados que apresentam alguns
inconvenientes. Como os corantes sdo compostos muito polares, a interacdo dos analitos com
a fase estaciondria se tornava irreversivel, os tempos de andlise eram muito longos, com picos

irregulares e presenca de cauda®’.

Uma alternativa para a andlise desses compostos sdo as colunas de troca idnica. Nesse
tipo de cromatografia a fase estaciondria € constituida por um suporte onde sdo adicionados
grupos funcionais ionizaveis. Eles podem ser do tipo anidnicos, que possuem sitios ativos
carregados positivamente, retendo &nions ou trocadores catidnicos que possuem sitios
carregados negativamente e retém cations>'. Chen e colaboradores desenvolveram um método
para a determina¢do dos corantes amaranto, azul brilhante, camim indigo, vermelho novo,
ponceau 4R, amarelo crepusculo, tartrazina e vermelho allura em diferentes tipos de bebidas
utilizando uma coluna de troca anionica (250 mm x 4 mm; 13 pm) de baixa hidrofobicidade
para reduzir a adsor¢@o dos corantes na fase estdciondria. Um gradiente de elui¢do com &cido
cloridrico 2,0 mol L' (eluente 1), acetonitrila (eluente 2) e agua (eluente 3) foi empregado,
uma vez que a presenca da solugdo dcida suprimia a ioniza¢ao dos analitos. Nesse trabalho, os
limites de detec¢do variaram de 0,03 a 1,0 pug/mL e as recuperagdes variaram de 94,7 a

109,0%°2.

A utilizacdo de colunas Cis em CLAE também ¢€ eficiente, entretanto se apresenta
como um desafio para a andlise de corantes alimentares. Prado e Godoy, por exemplo, relatam

a necessidade de condicionamento da coluna cromatogrifica antes que as andlises dos
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corantes sejam realizadas?*. Nesse trabalho os autores desenvolveram e validaram uma
metodologia por CLAE acoplada com um detector de arranjo de diodos (DAD) para a anélise
dos corantes: amaranto, tartrazina, amarelo crepuisculo, ponceau 4R e azul de indigotina em
amostras de p6 de gelatina. Eles utilizaram uma coluna C;g ODS-2 (150 mm x 4,6 mm; 5 um)
e uma elui¢do isocrdtica de dgua: metanol (70:30, v/v), com uma vazio de 0,5 mL min.
Entretanto, a coluna deveria ser condicionada por 12,5 minutos pela passagem de uma fase
movel dgua: metanol (70:30, v/v) adicionada de 0,08 mol L' de acetato de aménio, o pH do
tampao nao foi descrito. Os autores concluem que o condicionamento da coluna foi eficiente,
pois a presenca do tampao melhorou a resolucdo entre os picos dos corantes estudados, visto
que a fase moével (FM) tamponada pode afetar a afinidade do composto com a fase
estaciondria de duas maneiras: suprimindo a ionizacdo dos compostos e/ou reduzindo a

solubilidade dos analitos pela fase movel.

ITammarino e colaboradores também descrevem a necessidade de recondicionamento
da coluna antes de realizar novas inje¢oes. Neste trabalho os autores possuem como objetivo a
andlise dos corantes: amaranto, ponceau 4R, carmim, ponceau SX, ponceau 3R, vermelho
allura AC, carmoisina, eritrosina, Sudan I, Sudan II, Sudan IIl e Sudan IV em produtos
carneos utilizando CLAE-DAD. Eles utilizaram uma coluna C;g RP-Gold (150 mm x 4,6 mm;
Sum) e uma eluicdo gradiente usando duas fases movel: a fase movel A, constituida de
tampao acetato 0,2 mol L, pH 7,0, e acetonitrila como fase mével B, sendo o gradiente

utilizado mostrado na Tabela 4. O tempo total de corrida foi de 52 min.

Tabela 4. Gradiente de fase mével utilizado por [ammarino e colaboradores

Tempo (min) Fase movel B (%)
0-15 0-15
15-25 15-34
25-26 34 -80
26 —47 80
47 — 48 80-0
48 — 52 0

A condi¢do descrita anteriormete permitiu a separacdo dos 12 analitos. Da mesma
forma que o trabalho de Prado e Godoy citado anteriormente, o reequilibrio da coluna se deu
utilizando uma fase mdével tamponada, o que permitiu aumentar a afinidade dos compostos

com a coluna utilizada™>.
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Vidotti e colaboradores utilizaram o surfactante Triton-X-100 na fase moével com o

objetivo de modificar as caracteristicas da coluna C;s utilizada®.
B
n

CHal ~CH,

)

CH; CH,
Figura 1. Estrutura do Triton-X-100

O objetivo dos autores foi realizar a determinagcdo dos corantes: tartrazina, azul
brilhante e amarelo creptisculo em amostras de sucos artificiais e gelatinas sem o uso de
solventes organicos na fase movel. Para isso, eles utilizaram uma coluna Cig (250 mm x 4,6
mm; 5 um) e uma fase movel contendo 0,25 mL de surfactante Triton-X dissolvido em 100
mL de tampdo fostato 50 mmol L', pH 7,0. Foi utilizada uma elui¢io isocratica com fluxo de
1,0 mL min!. Os autores descrevem que os analitos estudados sdo bastante soldveis em dgua
e apresentam baixa afinidade pela fase estaciondria da coluna devido as caracteristicas nao
polares do grupo Cig. Dessa forma, ndo € possivel realizar a separagdo dos corantes utilizando
apenas dgua na fase moével, visto que dessa maneira eles sairiam coeluidos. Por isso, o uso do
surfactante na fase mével. Segundo os autores, a presenca do Triton-X na fase mével faz com
que a polaridade da coluna aumente a medida em que este surfactante interage com a fase
estaciondria. Além disso, a formagdo de micelas na fase movel estabiliza as moléculas dos

corantes, permitindo a separacdo entre eles.

Outros trabalhos descritos na literatura sdo apresentados na Tabela 5.



Tabela 5. Métodos desenvolvidos para a determinacao de corantes alimentares em diferentes matrizes
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Técnica de

Rec.

Analito(s) Matriz ~ Coluna Fase Movel Eluicao Preparo de amostra Ref.
separacao (%)
Amarelo Fase moével A: Acrescentou-se 300 pL de
Sunset, acetato de liquido i6nico a 10,0 mL de
. A 5-50% B (0 .
amaranto, Refrigerantes, Gemini C18 (5 amonio 0,1 mol ~ 20 min) amostra. Agitou-se
tartrazina, confeitaria a CLAE- m X 4.6 mm x L' (pH7,5) seouido de 50 manualmente. Centrifugou-se e o 95,8- Wu. et. al.
ponceau 4R, base de acicar UV/vis* " ’ Fase movel B: & sobrenadante foi removido. A ele 104,5 (2013)"
. . 250 mm) ) -5% B (20 — .
eritrosina e e gelatina. metanol: . foi acrescentado metanol. 10 pLL
.. 30 min). . ..
vermelho acetonitrila dessa mistura foram injetadas em
allura (30:70, v/v) HPLC.
Adicionou-se 10,0 mL de
5% B solugdo extratora (SE) etanol-
(inicial), 5 a amonia-agua (80:1:19, v/v/v)) a
Ponceau 4RC, 40% de.B (de 2,0 {g; de amost}r)a, aglt(f;l.-se e
I Atlantis T3 (2,1 0 a4 min), 40  centrifugou-se. Para andlise por
o e o 150 o 290% de B CLAE-UV/Vis: 2,5 mL do 71-97
Vvermeho ’ Fase mével A: (de4 a9 min) sobrenadante foram evaporados a (UV/Vi
allura, CLAE- 3 um) o
. . . acetato de e 90% de B (50 ° C) sob fluxo de N,. O S)
eritrosina, Carne, frango e UV/Vis e (UV/Vis); a . b . ey Zou et. al.
- .o . amoOnio 20 mM. (de9all residuo foi reconstituido com 0,5 53 - 21
amarelo racdes animais. CLAE- Atlantis dC s . . . . (2013)
. Fase mével B: ~ min). Retorno  mL de SE. Ajustou-se o pH para 103
creptsculo, EM/EM** column (2,1 x . < . . .
;i acetonitrila a condigdo 5,0, filtrou-se e analisou-se por (EM/E
azofloxina e 150 mm x 5 N . -
onceau um) (EM/EM) inicial e CLAE-UV/Vis. Para andlise por M)
E: {lidina reequilibrio de CLAE-EM/EM: o pH do

5 min. Total
de 16 min de
corrida.

sobrenadante foi ajustado para

5,0, filtrou-se e analisou-se. As

amostras em branco foram pré-
tratadas da mesma maneira.



Tartrazina,
amaranto,
amarelo
sunset,
ponceau 4R e
azul brilhante

Amaranto,
ponceau 4R,
vermelho
allura AC,
azorubina,
eritrosina

Bebidas
carbonatadas,
pirulitos,
gelatinas,
chocolates e
bebidas em pé.

Bebidas,
geléias e
drageas de
chocolate.

CLAE-
UV/Vis

CLAE-
UV/Vis

Eclipse plus-Ci3

Fase mével A:
acetato de
amonio 0,02
mol.L"! (pH 4,5
ajustado com
acido acético
glacial. Fase
moével B:
Metanol

(4,6 mm x 150
mm X 3,5 um)

Fase movel A:
80:10:10;
acetato de

amonio:
acetonitrila:
metanol. Fase
movel B:
55:20:25;
acetato de
amonio:
acetonitrila:meta
nol. Fase mével
C: 10:40:50;
agua:
acetonitrila:meta
nol.

Capital Cg
(250 mm x 4,6
mm, 5 pm)

15a50% de B
©Oa6
minutos),
seguido por
50a35% de B
(6alo
minutos) e
alterado para
35a15% de B
(10a1l15
minutos)

0 a5 min:
100% de fase
moével A. 5 a
7,5 min: 0 —
100% de fase

moével B. 7,5 a
12 min: 100%
de fase mével
B.12a12,1
min: 0 —
100% de fase
movel C. 12,1

a 21,5 min:
100 % de fase
movel C. 21,5
a21,6 min: 0

—100% de
fase movel A.

21,6 a 26 min:
100% de fase
moével A.

As amostras foram previamente
homogeneizadas e
desgaseificadas. 0,5 mL de
liquido i6nico e 0,5 mL de
solugdo tampao foram
adicionados a amostra. A mistura
foi diluida para 5,0 mL com 4gua
destilada e depois foi adicionado
K,;HPO,.3H,0, formando uma
solugdo turva apds agitagdao
suave. A mistura foi
centrifugada. O sobrenadante foi
removido e 20 uL foram
injetados em CLAE para
quantificagao.

Adicionou-se NaCl a uma
solucdo de corantes e agitou-se
bem. Depois disso, foi
adicionado SEP*** e agitada em
voértex por 1 min. Neste
momento, formou-se uma
solucdo turva que consistia em
goticulas muito finas de SEP
dispersas na amostra aquosa. A
mistura foi centrifugada, fazendo
com que as goticulas finas
dispersas da fase de extracdo
flutuassem no topo do tubo.
Depois disso, a dgua foi retirada
e o volume da fase SEP que
permaneceu no tubo foi diluido
para com metanol. 20 puL desta
solugdo foram injetados em
HPLC para andlise.

0,61 —
2000

0,5 -500

0,051 —
0,074

0,01 -
0,08

0,03 -
0,24
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Sha et. al.
(2015)*

Faraji, M.
(2019)*



Amaranto,
ponceau 4R,
carmim,
ponceau SX,
ponceau 3R,
vermelho
allura AC,
carmoisina,
eritrosina,
sudan I, II, IIT
elV

Tartrazina,
Bordeaux-S,
Ponceau 4R,

eritrosina,
verde répido,

amarelo
crepusculo,
azorrubina,
vermelho 40,
carmim indigo
e azul
brilhante

Produtos
carneos.

Togurte

CLAE-
UV/Vis

CLAE-
UV/Vis

Ci3sRP-Gold
(150 mm x 4,6
mm x 5 um)

NUCLEODUR
Cis (150 X 4,6
mm; 3um)

Fase mével A:
tampd@o acetato
0,02 M (pH
7,0). Fase movel
B: acetonitrila

Fase mével A:
acetato de
amonio 1%, pH
7,0. Fase mo6vel
B: metanol:
acetonitrila (80:
20, v/v)

0% B a15%
B em 15 min,
um gradiente
subsequente
até 34% B em
10 mine
depois até
80% B em
1min,
isocratico por
21 min,
gradiente para
0% de Bem 1
min e uma
etapa final de
reequilibrio de
4 min nesta
composi¢ao
de fase mével.

0 a2 min: 0%
de FM B;2a
37 min: 0 —
80% de FM
B;37a40
min: 80% de
FM B; 40 a45
min: 80 — 0%
de FM B; 45 a
50 min: 0% de
FM B.

As amostras foram previamente
homogeneizadas.

A extragdo foi feita com 20 mL
de acetonitrila, metanol, dgua e
amonia (50: 40: 9: 1 v/v/v/Iv),
usando um agitador vértex por 2
min a 2500 rpm. As amostras
foram sonicadas por 2 h. Por fim,
as amostras foram re-extraidas
com agitador vortex por 1min a
2500rpm. Os sobrenadantes de
cada amostra foram, entdo,
filtrados antes de serem
injetados.

10,0 g de amostra foram
misturadas com K4Fe(CN)s.3H,O
e ZnS0,4.7 H,0, para
precipitacdo das proteinas. A
mistura foi imediatamente
agitada e deixada em repouso por
10 min. Ap6s esse periodo, uma
solugdo de metanol: hidréxido de
aménio (2,0 mol L) (80: 20,
v/v) foi adicionada ao sistema. A
mistura foi agitada e centrifugada
e o sobrenadante recolhido. Essa
etapa foi repetida mais duas
vezes. Os sobrenadantes foram
combinados e tiveram seu
volume completado para 50 mL
com dgua deionizada. Uma
aliquota de 1,0 mL foi filtrada e
injetada no cromatégrafo.

1000 —
80000

500 -
25000

1,4-75
mg kg

0,18 -
4,58
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42229 84.6 Tammarino
me ke’ 105 et. al.
& (2019)%
0,54 — Bento et al.
13,9 82115 (2015)%

*CLAE-UV/Vis: cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector ultravioleta/visivel; **CLAE-EM/EM: cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas sequencial; ***SEP: solvente eutético profundo.
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2.5. Preparo de amostra

O preparo da amostra é uma etapa fundamental no processo de andlise, pois possui
como objetivo minimizar os possiveis interferentes da matriz, antes que ela seja inserida nos
instrumentos de andlise®®. Tais interferentes, além de comprometerem a vida util dos
equipamentos, podem agir como supressores do sinal analitico, superestimando ou

subestimando o sinal®’.

Os alimentos, em geral, sdo matrizes bastante complexas e, dessa forma, faz-se
necessdario um pré-tratamento dessas amostras, de forma que elas estejam adequadas para
andlise. Atualmente, varios procedimentos de extracdo e clean-up sdo aplicados em andlise de
alimentos, como Microextragio Liquido - Liquido Dispersiva®*, Extracdo com Liquidos
Ionicos??, Extragdo em Fase Sélida (EFS)’8, Extracdo Liquido — Liquido com Particdo a Baixa
Temperatura® e preparos de amostra simplificado®. A escolha do melhor procedimento deve
levar em consideragdo menor consumo de reagentes e geracdo de residuos, evitar o uso de

solventes toxicos, reduzir os custos, entre outros fatores®.

Alguns trabalhos descritos na literatura empregando diferentes formas de preparo de

amostra sdo descritos na Tabela 6.



Tabela 6. Diferentes técnicas de preparo de amostra para a andlise de corantes alimentares

35

Técnica de

FLT LD

LQ

Rec.

Analito(s) Matriz separacio Coluna Fase Movel Eluicao Preparo de amostra (ng mL") (ng mL") (ng mL") (%) Ref.
Ponceau 4R,
carmim indigo,
eritrosina,
tartrazina,
amarelo 0 a3 min: 98 —
creptsculo, Acclai 50% de FM B; 3 10.0 ¢ de amostra foram 91,1 —
verde rdpido, m Polar Fase movel A: a 8 min: 50 — ex t;‘al’%ias duas vezes com 100,4
amaranto, . Advant  acetonitrila. Fase ~ 0% de FM B; 8 N (pimenta .
Pimentas em ) . acetonitrila. Os extratos 0,001 — i Tsai et.
vermelho allura, 5 ¢ frutas CLAE- age Ci¢ movel B: acetato  a 15 min: 0% de foram combinados ¢ 0,1-2000u 10m em po) e al
azul brilhante, P ) EM/EM (150 de amodnio 0,02 FM B;15a15,5 . . 100 — 50000 T & 91,1 - 16
R em conserva 1 . centrifugados. O kg (2015)
amarelo dimetil, mm X molL" com 1%  min: 0 —98% de sobrenadante foi filtrado ¢ 100,9
fast garnet GBC, 4,6 mm; de 4cido acético FM B; 15,5a20 inietado 1o cromatéerafo (frutas em
vermelho para, 3um) min: 98% de FM ) grato. conserva)
sudan I, II, III, B.
IV, sudan laranja
G, sudan
vermelho 7B, B
eG
Sudans: I, II, III, Fase movel A:
. Pesou-se 1 g de amostra
1V, vermelho G, formiato de .
. N homogeneizada em um tubo
laranja G, amoénio 0,01 mol . .
vermelho 7B Zorbax  L!em dgua com de centrifuga e extraiu-se
’ . .. o 75% B (inicial), com 10 mL de ACN. A
vermelho para, Eclipse dcido formico a 75% B (de0a?2 amostra foi agitada no vortex
preto B e Molhos, Plus Cyg 0,1%. Fase e g 700 — 700 - Tamim
. ~ CLAE- . . min), 98% B (2 e colocada em banho
vermelho B; algodio doce (50 mm mével B: . o ) 1-100 5000 ng 15000 ng 93 - 104 et. al.
N . EM/EM . a 3,50 min), ultrassonico. Apos a B 0 61
amarelo dimetil, e picles. x 2,1 formiato de N . kg kg (2019)
. ) N 75% B (3,50 a5 sonica¢do, a amostra foi
rahodamina B, mm; amonio 0,01 mol . .
. 1 min). centrifugada e o de
auramina O, 1,8 pm) L' em . .
. sobrenadante foi transferido
vermelho acetonitrila com

toluidina e
orange II

acido férmico a
0,1%.

para um frasco de amostrador
automdtico de CLAE.



Sudan I, II, III,
1V, sudan

vermelho G e Pimentas
vermelho para
Salmio em
Sudan I, IT ¢ TIT pde
especiarias
em pd

CLAE-
UV/Vis

CLAE-
UV/Vis

TC-Cys
(250
mm X

4,6 mm;
5 um)

LUNA
Cis
(150
mm X
3,0 mm;
100 A)

Fase movel A:
acetato de
amonio 0,05 mol
L. Fase mével
B: acetonitrila

Fase movel A:
acetonitrila. Fase
movel B:
metanol

0a 12 min: 75 —
100% de FM B;
12 a 20 min:
100% de FM B;
21 a 25 min:
75% de FM B.

0 a3 min: 30 —
10 % de FM B;
3 a4 min: 10—
30% de FM B; 4
a 6 min: 30% de
FM B

As amostras foram
previamente
homogeneizadas. 5,0 g de
amostra foram fortificadas,
agitadas e deixadas em
repouso por 15 min. Em
seguida, as amostras foram
misturadas com solugéo de
acido formico: metanol (30:
70, v/v). A mistura foi
sonicada por 10 min,
centrifugada. 25 mL de
solugdo saturada de cloreto
de sddio foi adicionado a
amostra, que foi extraida
duas vezes com 25 mL e 20
mL de cloroférmio,
respectivamente. Os extratos
foram combinados,
evaporados sob fluco de No,
reconstituido com 1,0 mL de
metanol e injetado em
CLAE-UV/Vis.

As amostras foram
previamente homogeneizadas
e fortificadas com a solucdo
de trabalho dos Sudans
dissolvidos em acetonitrila.
A acetonitrila foi evaporada.
A amostra, foi adicionada
uma solugdo de hexanoato de
soédio. A mistura foi sonicada
a uma temperatura controlada
e resfriada. Adicionou-se
H,SO4 6 mol L-1 e a fase de
dcido hexandico foi separada.
A mistura foi centrifugada e
a fase superior recolhida para
andlise em CLAE-UV/Vis.

100 - 1250

0,06 — 450
pumol L!
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Long et.

—————————— 94,1 -99,2 al.
(2011)%2
0,02 — 0,06 — Pochival
0,15 pmol 0,30 umol 82-85 ov et. al.
L' L' (2018)%



Azul Dispersivo
1,3,7,35,106 ¢
124. Laranja
Dispersivo 1, 3,
11e37.
Vermelho
Dispersivo: 1, 11
e 17. Amarelo
Dispersivo 1, 3,
49, Marrom
Dispersivo 1,
vermelho basico
9, vermelho
acido 26 e
vermelho direto
28

Tartrazina,
amaranto,
amarelo
crepusculo e
azul brilhante

Refrigerantes

Acquity
BEH Cyg
(50 mm
x2,1
mm;
1,7 um)

SUPER
COSIL
LC-18
(150
mm X
4,6mm;
5 um)

Fase movel A:
acetonitrila. Fase
moével B: 0,1%
de acido féormico
em acetato de
amonio 0,005
mol L1 (para
IES +).* Fase
moével A:
acetonitrila. Fase
movel B: dgua
(para IES -).**

Fase mével A:
mistura de dgua
e metanol; Fase
movel B:
solugdo de
acetato de
amOnio em
metanol e dgua
(as proporcdes
variam de
acordo com o
analito)

0 a2 min: 28 -
39% de FM A; 2
a 6 min: 39% de

FM A;6a9

min: 39 — 90%
de FM A;9a9,5

min: 90 — 28%

de FM A;9,5a

10 min; 28% de
FM A (para IES

+).

0 a2 min: 28 -
39% de FM A; 2
a4 min: 39% de

FM A;4a4)5

min: 39 — 28%
deFM A;45a5
min: 28% de FM

A (para IES -).

A coluna foi
previamente
condicionada
com a fase
movel
tamponada por
12,5 min. A FM
B foi
imediatamente
trocada FM A.
Com essa FM,
os analitos
foram separados
por eluicdo
isocratica, com
fluxo de 0,5 ou

1,00 g de amostra e 2,00 g de
sulfato de sédio anidro foram
misturadas juntamente com
10 mL de solucdo metanol-
amonia-agua (1: 2, v/v). A
amostra foi agitada, sonicada
a 40 °C por 10min. Os
sobranadantes foram
coletados. O procedimento
acima foi repetido duas
vezes. Os extratos superiores
foram reunidos e evaporados
até a secura a 40 ° C. Os
residuos dos extratos foram
reconstituidos em 1 mL de
metanol e filtrados antes da
andlise CLAE-EM/EM.

As amostras foram
homogeneizadas e
desgaseificadas.
Posteriormente, foram
passadas através de cartucho
de EFS*** que foi
previamente condicionado
com &lcool isopropilico e
acido acético. Os corantes
permaneceram na fase sélida
e foram extraidos com alcool
isopropilico. Os extratos
foram evaporados, retomados
com 4agua, filtrados e

37

60,2 — Liu et. al.
110,3 (2019)%

Andrade

81 -101 et. al.

(2014)%

*IES  +:

ionizacdo por

eletrosapray no modo positivo;

1,0 mL min”', injetados em CLAE.
dependendo do
analito.
**[ES -: ionizagdo por eletrosapray no modo

extracdo em fase solida.
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2.5.1. Extracdo Liquido — Liquido com Particio a Baixa Temperatura
(ELL-PBT)

A Extracdo Liquido —Liquido com Parti¢do a Baixa Temperatura (ELL-PBT) é uma
variacdo da Extracdo Liquido — Liquido Convencional (ELL) e foi desenvolvida por
McCulley e Mckinley para a extracdo de pesticidas em plantas e matrizes animais, na qual os

materiais gordurosos eram separados por precipitacio em baixa temperatura®,

A ELL-PBT consiste na adi¢cdo de um solvente orginico a amostra aquosa, formando
uma mistura heterogénea. Quando esse sistema € submetido a uma baixa temperatura, ha a
formacdo de duas fases, o que leva a uma parti¢cdo dos analitos entre a fase aquosa e a fase
organica. A fase aquosa € congelada enquanto o solvente organico, com menor temperatura de
congelamento, permanece liquido e € facilmente recolhido. A principal vantagem desse
método € que os componentes da amostra, inclusive os interferentes, sao congelados na fase

aquosa, enquanto os analitos sdo extraidos pela fase organica®.

Goulart e colaboradores utilizaram a ELL-PBT para analisar os piretréides
deltametrina e cipermetrina em amostras de leite. Neste estudo, acetonitrila, usada como
solvente extrator, foi adicionada & amostra na propor¢ao 2:1, v/v, formando uma mistura
homogénea contendo dgua e acetonitrila. A mistura contendo o material sélido do leite e
solvente organico foi resfriada a -20 °C por 12 horas. O material s6lido ficou aprisionado na
fase aquosa permitindo que a fase organica, contendo os analitos de interesse, fosse
facilmente recuperada. Esse método de extracdao e clean-up apresentou altos indices de

recuperacio, superiores a 80%°°.

Vieira e colaboradores otimizaram a ELL-PBT dos pirotendides A-cialotrina,
cipermetrina, deltametrina e permetrina em &4gua por meio de um planejamento fatorial
completo, 2°. Foram avaliadas as seguintes varidveis: proporcdo entre volume de solvente
extrator (acetonitrila) e volume de amostra (1:1 ou 2:1), a adicao de NaCl (0,020 e 0,100 mol
L) e o tempo de agitacio (15 e 30 min). As condi¢des otimizadas consistiram em uma
proporcdo 2:1 (v/v) de acetonitrila e amostra, uma vez que contribui para o aumento da
porcentagem de extragdo de pelo menos dois analitos estudados. A concentracdo de NaCl
otimizada foi de 0,020 mol L', pois os autores verificaram que maiores concentragdes
diminuia a extracdo dos compostos. O tempo otimizado foi de 15 minutos de agitacdo.

Avaliou-se também o tempo de congelamento, que ficou estabelecido em 6 horas em freezer,
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pois ndo houve significativas melhoras em tempos maiores. Foram obtidos altos valores de
recuperacio, superiores a 80%, e valores de limites de detec¢io entre 1,1 e 3,2 ug L! e limites

de quantificacdo entre 2,7 ¢ 9,5 ug L1 9.
2.5.2. Simplificacoes no preparo de amostra

Visando abranger os Principios da Quimica Verde, que possui como objetivo o
desenvolvimento e aplicacdo de produtos e processos quimicos que reduzam ou eliminem o
uso de substincias nocivas a saide e ao meio ambiente®®, virios trabalhos vem sendo

desenvolvidos visando simplificar o procedimento de preparo de amostra.

Lorenzo e colaboradores analisaram os adocantes artificiais: sacarina, sucralose,
neotame, acessulfame de potdssio, ciclamato de sodio, aspartame e neoesperidina
dihidrochalcona em amostras de refrigerantes, sucos, bebidas em pd, chds, bebidas de soja,
bebidas ldcteas, cervejas e bebidas alcéolicas. A amostra teve o minimo preparo, constituido
de uma simples dilui¢do e filtracdo. A dilui¢do foi feita com uma mistura de dgua: metanol
(92:8, v/v), afim de se obter a concentracdo desejada para quantificagdo na faixa linear de
trabalho. As bebidas carbonatadas foram previamente desgaseificadas em um banho
ultrassdnico por 5 minutos antes da dilui¢do. Por fim, as solu¢des diluidas da amostra foram
filtradas e analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector
Ultravioleta-Visivel (CLAE-UV/Vis e por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada
a Espectrometro de Massas Sequencial (CLAE-EM/EM). Eles obtiveram recuperagdes entre
90 e 114,6%, com valores de coeficiente de variagdo menores que 9,4%. Além disso, foi

possivel alcancar limites de quantificagio abaixo dos valores permitidos pela legislacio®.

Bonan e colaboradores analisaram os corantes: tartrazina, amaranto, azocarmim B,
orange II, azul brilhante, carmim indigo, azul patente V, vermelho allura, amarelo crepusculo,
ponceau 6R, azocarmim G, amarelo quinoleina, vermelho cochonilha A, vermelho 2G,
azorubina, amarelo metanil e ponceau 2R em diferentes amostras de carnes, peixes, doces,
bolos, geleias, produtos de panificacdo, molhos de frutas e vegetais e bebidas. Para as
amostras de bebidas, uma simples dilui¢do e filtracdo foram efetuadas. As amostras foram
previamente desgaseificadas em banho ultrassonico. Em seguida, elas foram diluidas na
proporcdo 1:1 (v/v) com 4gua deionizada e, posteriormente, centrifugadas e filtradas para
andlise por CLAE-DAD. As recuperacdes obtidas estavam entre 62,9 e 101,1%. Os autores

alegam que os valores de recuperacdo podem ter sido baixos devido a possibilidade de os
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corantes ficarem retidos no filtro. Entretanto, o método proposto permitiu a deteccdo
simultanea de corantes vermelhos, azuis e amarelos em um Unico preparo de amostra e corrida

cromatografica’®.
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3. Objetivos

Pretendeu-se neste trabalho desenvolver, otimizar e validar um método analitico para
determinag¢do e quantificacio de corantes artificiais em polpas de goiaba por meio da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD).

Os corantes sdo: amarelo crepusculo FCF, eritrosina, tartrazina, vermelho N e laranja G.

3.1.  Objetivos especificos

e Otimizar os parametros cromatogrificos para a identificacdo e quantifica¢do
dos compostos estudados;

e Otimizar a metodologia de extracdo dos corantes alimentares;

e A partir das condi¢Oes cromatograficas otimizadas, desenvolver as etapas de
validacdo seguindo o Manual de Garantia da Qualidade do Ministério da
Agricultura e Pecuaria (MAPA) e as legislagcdes especificas.

e Utilizar o método validado para andlise de amostras comerciais de polpas de

goiaba.
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4. Materiais e métodos

4.1. Reagentes e materiais

Os padrdes e reagentes utilizados neste trabalho foram descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Informacdes referentes aos padrdes utilizados

Padrao/Reagente Pureza (%) Marca
Amarelo crepusculo NE* NE*
Eritrosina NE* Riedel — De Haén AG
Laranja G 90 Sigma Aldrich
Tartrazina 85 Sigma Aldrich
Vermelho N NE* TCI América
Acetonitrila (grau CLAE) 99,9 Merck e J. T. Baker
Acido cloridrico 38 Isofar
Acido férmico 88 Exodo Cientifica
Hidréxido de sédio 99 Merck
Surfactante Tween 20 NE* CRQ Produtos

*NE: ndo especificado

4.2. Preparo de solugoes

As solucdes estoque de cada padrdo foram preparadas na concentracdo de 5000 mg L™
utilizando baldes calibrados de 100,00 mL. As solucdes de trabalho foram preparadas
diariamente, sendo obtidas através de diluicdes das solucdes estoque. A solucdo de surfactante
Tween 20 foi preparada em 0,15% (v/v) de 4cido férmico em agua: acetonitrila (80:20, v/v)
na concentracdo de 2,5 x 10° g mL!. A solugfio de Tween 20 utilizada no preparo da amostra
(2,5 x 103 g mL") foi obtida através de diluicdes da solucdio estoque. Todas as solucdes
foram obtidas utilizando-se agua tipo 1, obtida pelo sistema Milli Q (Milipore Corporation),

estocadas em frascos ambar e armazenadas em geladeira a 10 °C.
4.3. Materiais e equipamentos

Os materiais e equipamentos utilizados neste trabalho foram descritos na Tabela 8.
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Tabela 8. Informacdes sobre os materiais e equipamentos utilizados

Material Marca/Descricao
Agitador vortex Logen Scientific/Vortex Motion II
Balanca analitica KERN/ALJ 220-4 (Sensibilidade 0,0001g)
Banho Ultrassonico UNIQUE/UltraCleaner 1450A
Centrifuga Thermo Scientific/ Heraeus Multifuge X3R
Coluna Cromatografica Coluna LUNA Ci5(3,0 x 150 mm) 3 um (Phenomenex)
Filtros de membrana Analitica/ PTFE 0,45 um
Micropipetas Gilson/Pipetman (Capacidades: 100, 1000 e 5000 pL)
pHmetro Metrohm/ 781 pH/Ion Meter
Vials Shimadzu/ Capacidade: 1,5 mL

Para a andlise dos corantes alimentares foi utilizado um cromatografo Shimadzu
modelo Nexera X2 LC-30AD acoplado com detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20A
com detec¢do a 430 nm para a tartrazina, 485 nm para o amarelo crepusculo FCF e laranja G,

510 nm para o vermelho N e 540 nm para a eritrosina.

Para a separacdo cromatografica foi empregada uma coluna LUNA Cig (150 mm x 3,0
mm; 3 um; Phenomenex, EUA). A fase modvel utilizada consistiu de um gradiente das fases
A: 0,15% de é4cido férmico em dgua: acetonitrila (80:20, v/v) e B: 0,10% de 4cido férmico em
acetonitrila. O gradiente utilizado € descrito na Tabela 9. A vazdo de fase mével foi de 0,375

mL min™' e o volume de injecdo foi de 10 uL. A temperatura da coluna foi fixada em 30 °C.

Tabela 9. Gradiente otimizado das fases moveis utilizadas

Tempo (min) Fase movel A? (%) Fase movel B” (%)
Oa4 100 0

4a6,5 100 - 93 0-7
6,5a10 93 -90 7-10
10a12 90 10
12a13 90 — 83 10-17
13al5 83-10 17 -90
15a21 10-0 90 — 100
21 a?25 0 100
25a26 0-20 100 — 80
26 a27 20 - 100 80 -0
27 a 30 100 0

20,15% de &cido férmico em &dgua: acetonitrila (80:20, v/v); %0,10% de 4cido férmico em dgua: acetonitrila
(80:20, v/v).
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4.4. Otimizacao cromatografica

Foram empregadas diferentes condi¢des cromatograficas a fim de se obter a melhor

condi¢do de andlise. Os procedimentos sdo descritos nos itens a seguir.

4.4.1. Fase Movel 01 (FMO01)

Foi realizada uma eluicdo gradiente utilizando-se duas fases moveis, sendo a fase
moével A constituida de uma solucdo de acetato de amdnio 0,01 mol L e acetonitrila (90: 10,
v/v) pH = 6,299 e a fase movel B constituida por 0,1% de acetato de amonio em acetonitrila.
O gradiente de eluicdo esta descrito na Tabela 10. A vazdo de fase mdvel foi estabelecida em
0,375 mL min™!, o volume de injecdio foi de 10uL e a temperatura da coluna foi de 30 °C.
Pequenas adaptacdes do gradiente descrito na Tabela 10 foram realizadas e, como foram

muitas, ndo serdo mostradas para simplificacao.

Tabela 10. Gradiente de fase mével utilizado no estudo da FMO1

Tempo (min) Fase movel A? (%) Fase movel B” (%)

0Oa4d 100 0

4a8 100 — 62 0-38
8al2 62 — 40 38 - 60
12a1l5 40 —-20 60 - 80
15a21 20— 15 80 -95
21 a?25 5 95
21 a26 5-100 95-0
26 a 30 100 0

aAcetato de amdnio 0,01 mol L e acetonitrila (90: 10, v/v) pH = 6,299; 0,1% de acetato de amodnio em
acetonitrila

4.4.2. Fase movel 02 (FM02)

Foi realizada uma eluicdo gradiente utilizando-se duas fases moéveis, sendo a fase
movel A constituida de 0,10% de 4cido féormico em dgua e acetonitrila (80: 20, v/v) e a fase
movel B constituida por 0,1% de acido formico em acetonitrila. A vazdo de fase movel foi
estabelecida em 0,375 mL min™!, o volume de injecdo foi de 10uL e a temperatura da coluna
foi de 30 °C. Pequenas adaptacdes do gradiente, descrito na Tabela 9 do item 4.3, e na
porcentagem de 4dcido férmico presente na fase mével A (0,09; 0,10 ou 0,15% de acido
férmico) foram realizadas e, como foram muitas, ndo serdo mostradas para simplificagdo.
Entre as andlises sdao necessdrios 30 minutos de condicionamento da coluna através da
passagem de 100% da fase mdvel A por 25 minutos seguido da passagem de 95% de fase

movel A por 5 minutos.
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4.4.3. Condicionamento da coluna

O condicionamento da coluna foi realizado conforme Prado e Godoy**.
Preliminarmente a injecdo dos analitos, a coluna foi condicionada pela passagem de uma fase
movel composta por 0,1 mol L' de acetato de amonio em agua: metanol (70: 30, v/v) durante
12,5 minutos com um fluxo de 0,5 mL min!. Na sequéncia, os padrdes foram injetados
utilizando uma fase mével dgua: metanol (70: 30, v/v) com um fluxo de 0,375 mL min™!' no
modo isocratico. A temperatura da coluna foi fixada em 30 °C e o volume de inje¢do foi de 10

puL, o tempo total de corrida foi de 10 minutos.
4.4.4. Presenca de surfactante em solucao

O uso de surfactante foi realizado conforme adaptacdes do trabalho descrito por
Vidotti et. al*. Para a execugdo dos experimentos, foi utilizado o Tween 20, um surfactante
nio 1i6nico, derivado do polioxietileno. As concentracOes de surfactante utilizadas estdo

apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11. Concentracdes de surfactante utilizadas

Concentracao de Concentracao de Concentracao de

Ensaio o een20 @ml)  F™°  Tween 20 (wmL) F™?°  Tween 20 (/ml)
01 1x107? 11 2,5x 10° 21 2,5x 10710
02 2x 103 12 2,5x 107 22 2,5x 1077
03 3x 103 13 25x 10 23 2.5% 1078
04 5x 103 14 2,5% 107 24 2,5% 102!
05 3x 10 15 25x 10710 25 2,5 x 102
06 6x 10 16 2,5x 10 26 2,5x 1077
07 2x 10 17 2.5x 10712 27 2,5 x 103
08 1x10* 18 2,5x 10713 28 2,5x 1073
09 5x 107 19 25x 10 29 2,5 x 1073
10 2,5x 107 20 2,5x 101

4.5. Preparo de amostra
4.5.1. Extracdo Liquido — Liquido com Particio a Baixa Temperatura

(ELL-PBT)
As condicdes avaliadas na realizacdo do preparo de amostra utilizando Extracdo

Liquido — Liquido com Parti¢do a Baixa Temperatura (ELL-PBT) estdo descritas a seguir.

— 5,00 g da amostra (polpa de goiaba) foram pesados em um tubo de

polipropileno de 50,00 mL;
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— As amostras foram fortificadas em 15; 22,5 e 30 mg L' (tartrazina, vermelho N
e laranja G); 50; 75 e 100 mg L' (amarelo crepusculo); 100; 150 e 200 mg L'
(eritrosina) e agitadas em vortex por 1 minuto;

- 100 uL de NaCl 0,1 mol L'}, com e sem Tween 20 (2,5 x 106 g mL!), foram
adicionados a amostra, que foi novamente agitada em vOrtex por
aproximadamente 1 min;

- 5,00 mL de acetonitrila foram adicionados ao sistema que foi novamente
agitado em vortex por aproximadamente 1 min;

- As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm, a 15 °C, por 10 min;

- As amostras foram deixadas em congelador a -30 °C durante a noite;

— Os sobrenadantes das amostras foram cuidadosamente separados e colocados
em tubos de polipropileno de 50,00 mL, previamente identificados;

- Os extratos foram evaporados a 40 °C sob fluxo de nitrogénio e recuperados
com 1,0 mL de solvente contendo surfactante (dgua: acetonitrila (80: 20, v/v)
contendo 2,5 x 1073¢ g mL! de Tween 20);

— Os extratos foram filtrados utilizando-se filtros de membrana PTFE de 0,45
pum;

- Por fim, 10 pL dos extratos foram injetadas no sistema CLAE-DAD.

4.5.2. Preparo de amostra simplificado

Para a realizacdo do preparo de amostra simplificado foram avaliados quatro fatores:
tipo de solvente extrator, pH inicial da amostra, pH final do extrato e o efeito do uso de
ultrassom. Foram utilizados os seguintes solventes: acetona, metanol e acetonitrila. O pH da
amostra foi avaliado em 3,0; 6,0 8,0 e 10,0. O pH final do extrato foi estudado em 3,0 € 5,0. O
efeito do uso do ultrassom no processo de extracdo foi avaliado ao submeter o sistema a

banho ultrassonico por 5 minutos. O procedimento de otimizagdo € descrito a seguir.

- 5,00 g da amostra (polpa de goiaba) foram pesados em um tubo de
polipropileno de 50,00 mL;

- As amostras foram fortificadas em 15; 22,5 e 30 mg L' (tartrazina, vermelho N
e laranja G); 50; 75 e 100 mg L' (amarelo creptisculo e eritrosina) e agitadas
em vortex por 1 minuto;

- O pH da amostra foi ajustado para 3,0; 6,0; 8,0 ou 10,0;
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- 5,00 mL de solvente extrator (acetonitrila) foram adicionados ao sistema que
foi novamente agitado em vortex por aproximadamente 30 s;

— O sistema foi mantido sob banho de ultrassom por 5 min;

- As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm, a 20 °C, por 20 min;

- Os sobrenadantes das amostras foram cuidadosamente separados e tiveram seu
valor ajustado para 3,0 ou 5,0;

- Os extratos foram filtrados utilizando-se filtros de membrana PTFE de 0,45
pm;

— 600 uL de extrato foram transferidos para vials, juntamente com 400 uL de
solucdo 0,15% de 4cido férmico em &dgua: acetonitrila (80:20, v/v) contendo
2,5x 10 ¢ mL™! de surfactante Tween 20.

—  Por fim, 10 pL. da amostra foram injetados em CLAE-UV/Vis.

O preparo de amostra otimizado € descrito na Figura 2.

5,00 g de amostra

§

Fortificacio e agitacdo em vortex por 30 s

-

Ajuste do pH das amostras para 10,0

-

Adicgdo de 5 mL de acetonitrila e agitacdo em vortex por 30 s

-

Sonicag¢do por 5 min

-

Centrifugagdo a 4000 rpm, a 20 °C, por 20 min

i

Ajuste do pH do sobrenadante para 3,0 e filtracao

&

Mistura do extrato com solugdo contendo surfactante na proporgéo (3:2)

|

Injecdo no cromatografo

Figura 2. Representacdo esquematica do procedimento de preparo de amostra



48

4.7. Protocolo de validaciao

A valida¢do do método foi efetuada em conformidade com o Manual de Garantia da
Qualidade Analitica para Residuos e Contaminantes em Alimentos, do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)’! e com a SANTE/11813/201772. Os detalhes

da validagdo sdo descritos nos proximos itens.
4.7.1. Linearidade

As curvas analiticas foram construidas em matriz, conforme procedimento descrito no
item 4.5.2. A curva analitica foi construida de forma que o Limite Maximo de Residuo (LMR)
se encontrasse no centro da curva. A linearidade foi investigada nos pontos: 0,5; 0,75; 1,0;
1,25 e 1,5 vezes o LMR, sendo que cada ponto foi preparado independentemente trés vezes.
As curvas foram construidas utilizando a area do pico do analito em fun¢do da concentracdo
(mg kg'!). A linearidade foi avaliada a partir do valor de R? e do teste de linearidade descrito
no Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA, onde o valor de tcaiculado deve ser

maior que teritico (tabelado, para nivel de confianca de 95%).

Ny—2

1-12

trw = |7 (Eq. O1)

Se o valor de trw para a regressao da curva de calibragdo for maior ou igual ao valor de
t critico (tabelado) bilateral, para nivel de confianca igual a 95% e (Nx — 2) graus de
liberdade, considera-se que a faixa € linear, isto €, rejeita-se a hipotese nula Ho: rw = 0 de que

ndo hd correlacdo entre x e y.
4.7.2. Veracidade, repetitividade e precisao intermediaria

Para a avaliacio da veracidade, repetitividade (precisdo intradia) e precisdo
intermedidria (precisdo interdias) foi feito um estudo de recuperagdo com as amostras
fortificadas em trés niveis diferentes de concentracdo: 0,5; 1,0 e 1,5 vezes o LMR. Desse
modo, as amostras brancas foram fortificadas nos niveis desejados, em replicatas (n=6), e
submetidas ao processo de extracao descrito anteriormente no item 4.5.2. A repetitividade foi
estimada analisando-se os coeficientes de variacdo de repetitividade (%) das amostras obtidas

em um mesmo dia, em cada nivel de concentracdo. A precisdo intermedidria foi estimada
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analisando-se os coeficientes de variacdo de reprodutibilidade (%) das amostras obtidas em

trés dias diferentes, em cada nivel de concentracao.

Os resultados de recuperacdo, repetitividade e precisdo intermedidria foram
comparados com valores descritos como aceitdveis pela SANTE/11813/20177?. De acordo
com esta normativa, os valores de recuperagao devem estar compreendidos entre 70 — 120% e
os valores de coeficiente de variacdo de repetitividade (CViepe) € reprodutibilidade (CViepro)
devem ser < 20%. Entretanto, o Manual de Garantia da Qualidade do MAPA adota como
limites, os valores calculados a partir da equacao de Horwitz (Equagdo 2) para cada nivel de
fortificagdo, sendo que 0 CViepe ndo deve ultrapassar dois ter¢os do CViepro. Dessa forma,
neste trabalho foi empregado como critério de aceitabilidade os seguintes valores: CViepe <

14% & CViepro < 20%.
RSDHorwitz = 2(1-05l0g0) (Eq 02)

Em que: RSDHorwitz € 0 Desvio-Padrido de Horwitz e C é a concentracdo em ug kg™! x

107°.

4.7.3. Limite de deteccao (LD), de quantificacao (LQ), de decisdo (CCa) e
capacidade de deteccao (CCp)

Assumiu-se o primeiro ponto da curva como LQ e LD sendo metade do valor de LQ.
Para o calculo dos valores de CCa e CCg, utilizou-se as Equagdes 3 e 4’! e os limites
méximos permitidos pela ANVISA (100 mg kg!). Como o laranja G nfio possui limite
maximo permitido utilizou-se a interpolac¢do da curva no eixo y, considerando a concentracao
igual a zero. Os valores de CC, e CCp estdo diretamente ligados com a capacidade do método
concluir que uma amostra € ou ndo conforme, por isso € de extrema importincia que sejam

reportados.
CC(X = LMR + 1,64 X SDrepro (Eq. 03)
CCp=CCq + 1,64 X SDrepro (Eq. 04)

Em que: LMR € o Limite Maximo de Residuo € SDrepo € 0 Desvio-Padrao de

Reprodutibilidade.
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Os valores de CCp nao deve ultrapassar mais de duas vezes o valor em fracdao do
CViepro estabelecido neste trabalho, ou seja, 20%. Portanto, o valor de CCp ndo deve ser maior
que 140 mg kg

CVT@ T0
CCq < (1 +2 fo)) x LMR (Eq. 05)

Em que: LMR € o Limite Mdximo de Residuo e CViepro € 0 Coeficiente de Variagdo de

Reprodutibilidade estabelecido neste trabalho.
4.7.4. Incerteza da Medicao Analitica

Para o calculo da incerteza de medicdo analitica, foi utilizada a metodologia Top-
Down como descrita no Manual de Garantida Da Qualidade Analitica do MAPA!, segundo o
Guia para a Expressdo da Incerteza da Medi¢do’®. Nesta metodologia, procura-se fazer uma
combinacdo das principais fontes de incerteza do procedimento de medi¢do. Para estimar a

incerteza foi utilizada a Equacao 6.

(ACPA-q)
Canaviro(mg/Kg) = Ta + Cpyy (Eq. 06)

Em que ACPA € a area cromatografica do pico da amostra, a € o intercepto da curva
analitica, b € a inclinac¢do da curva analitica; Cpu € a corre¢@o devido aos desvios dos niveis

analisados considerando os trés dias de validagdo.
Foi utilizado um nivel de confianca de 95% e um fator de abrangéncia (k) de 1,96.

O critério de aceitabilidade para a incerteza é dado pela Equacdo 7’!. Considerando o
CViepro adotado neste trabalho como 20%, o valor da incerteza relativa combinada nio deve

ultrapassar 27%.

uc(Canal) < (1 + g) xC][repTO (Eq 07)

Canal

Em que uc € a incerteza combinada, cana € a concentracdo do analito na amostra e

CViepro € 0 Coeficiente de Variacdo de Reprodutibilidade estabelecido neste trabalho.



51

4.8. Estudo de ocorréncia

Para o estudo de ocorréncia, foram utilizadas oito amostras de polpa de goiaba
adquiridas em supermercados de diferentes regides de Minas Gerais. Apds inspecdo visual, as
amostras foram removidas das embalagens originais, armazenadas em frascos de pléstico

inertes e acondicionadas em camara fria a -10 °C até o momento da anéalise.
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5. Resultados e Discussao
5.1. Otimizacao cromatografica
5.1.1. Fase movel 01 (FMO01)

Primeiramente, foram realizados testes para otimizacdo da parte cromatografica, de
forma que houvesse separacdo adequada dos corantes. Para isso, os analitos foram injetados
individualmente para que fosse possivel determinar o tempo de retenc¢do de cada um deles. Os
experimentos foram realizados conforme descrito no item 4.4.1 e o resultado pode ser
observado na Figura 3, no qual s@o mostradas as sobreposi¢des dos cromatogramas obtidos
para todos os corantes, injetados individualmente. Como se pode observar, os tempos de
retencdo foram diferentes para todos os analitos, isto €, 1,8; 5,9; 8,2; 8,7 € 9,7 minutos para

tartrazina, amarelo crepusculo, laranja G, vermelho N e eritrosina, respectivamente.
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Figura 3. Sobreposi¢des dos cromatogramas obtidos para injecdes individuais dos corantes (250 mg L' para o
amarelo crepisculo € 5,00 mg L para tartrazina, vermelho N, laranja G e eritrosina). Condigdes
cromatograficas: volume de inje¢do: 10 pL; coluna cromatogriafica LUNA Ciz (3,0 x 150 mm) 3 pm
(Phenomenex); fase mével: (A) 0,01 mol L' de acetato de amdnio e acetonitrila (90: 10, v/v) pH = 6,299 ¢ (B)
0,1% de acetato de amdnio em acetonitrila; programa de gradiente: 0 a 4 min: 0% de FM B; 4 a 8min: 0 — 38%
de FM B; 8 a 12 min: 38 — 60% de FM B; 12 a 15 min: 60 — 80% de FM B; 15 a 21 min: 80 — 95% de FM B; 21
a 25 min: 95% de FM B; 21 a 26 min: 95 — 0% de FM B; 26 a 30 min: 0% de FM B; temperatura da coluna: 30
°C; vazao: 0,375 mL min-1. Os analitos sdo identificados por niimeros, cuja identificacdo € descrita como: 1 —
tartrazina (430 nm); 2 — amarelo crepdsculo (485 nm); 3 — laranja G (485 nm); 4 — vermelho N (510 nm); 5 —
eritrosina (540 nm).

O tampdo acetato € bastante utilizado na separacdao de corantes alimentares, sendo
conhecido como um modificador para a separacio de corantes azo*’. Ele é usado como agente
de emparelhamento de fons em uma coluna Cis’*. lammarino e colaboradores usaram esse

tampdo em pH 7,0 para a determinagdo de 12 corantes, entre eles vermelho N e eritrosina em
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produtos cédrneos™. Karanikolopoulos et. al. utilizaram acetato de amdnio em pH 7,5 na
andlise dos corantes azorrubina, amarelo creptsculo, amaranto, ponceau 4R, eritrosina,
vermelho N e vermelho 2G em peixes’>. Martin e colaboradores utilizaram tampdo acetato de
amonio para determinacdo de 18 corantes, como a tartrazina, amarelo crepusculo, eritrosina e

vermelho N em produtos de confeitaria'®.

Entretanto, ao reproduzir as condi¢des cromatograficas do item 4.4.1 em uma injecao
do pool, isto €, uma solugdo contendo os cinco analitos, a separacdo dos compostos nao foi
observada, havendo uma co-elui¢do de todos os compostos em aproximadamente 2 minutos,

como pode ser observado na Figura 4.
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Figura 4. Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos na inje¢do do pool (250 mg L! para o amarelo crepusculo e
5,00 mg L' para tartrazina, laranja G, vermelho N e eritrosina) em 400 e 500 nm. Condi¢des cromatograficas:
volume de inje¢do: 10 uL; coluna cromatografica LUNA Cis (3,0 x 150 mm) 3 pum (Phenomenex); fase mével:
(A) 0,01 mol L de acetato de amdnio e acetonitrila (90: 10, v/v) pH = 6,299 e (B) 0,1% de acetato de amdnio
em acetonitrila; programa de gradiente: 0 a 4 min: 0% de FM B; 4 a 8 min: 0 — 38% de FM B; 8 a 12 min: 38 —
60% de FM B; 12 a 15 min: 60 — 80% de FM B; 15 a 21 min: 80 — 95% de FM B; 21 a 25 min: 95% de FM B;
21 a 26 min: 95 — 0% de FM B; 26 a 30 min: 0% de FM B; temperatura da coluna: 30 °C; vazao: 0,375 mL min
1

Diante do cromatograma apresentado acima, sugere-se que haja uma interagao entre os
analitos em solucdo, que acarreta na co-elui¢do. Dessa forma, foi proposto um estudo de
condicionamento da coluna utilizando uma fase movel tamponada. No trabalho desenvolvido
por Prado e Godoy?*, a utilizacdo de uma fase mével contendo acetato de amonio melhorou a
resolucdo entre os analitos, afetando a afinidade dos compostos pela fase mével de duas

maneiras, suprimindo a ionizacao dos corantes e reduzindo a solubilidade deles na fase movel.
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5.1.2. Estudo de condicionamento da coluna

Diante da proposta de se realizar um condicionamento da coluna antes das injegdes,
foi realizado um experimento conforme descrito no item 4.4.3. O cromatograma obtido pode

ser observado na Figura 5.
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Figura 5. Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos na inje¢do do pool (250 mg L! para o amarelo crepusculo e
5,00 mg L' para tartrazina, vermelho N, laranja G e eritrosina) em 400 e 500 nm. Condi¢des cromatograficas:
volume de injecdo: 10 pL; coluna cromatogrifica LUNA Cis (3,0 x 150 mm) 3 pum (Phenomenex);
condicionamento da coluna: passagem de fase mével composta por 0,1 mol L' de acetato de amdnio em dgua:
metanol (70: 30, v/v) durante 12,5 minutos com um fluxo de 0,5 mL min™'; elui¢do isocrdtica; fase mével dgua:
metanol (70: 30, v/v); temperatura da coluna: 30 °C; vazio: 0,375 mL min™'.

Como se pode observar na Figura 5, o condicionamento nao foi eficiente na separacio
dos analitos considerados nessa dissertacdo. Andrade e colaboradores utilizaram uma solucao
de acetato de amoOnio e metanol no condicionamento da coluna para separar os corantes
tartrazina, amarelo crepdsculo, amaranto e azul brilhante em amostras de refrigeranteszs.
Segundo os autores, a adi¢do de uma substancia idnica, como o acetato de amdnio, aumenta
significativamente o tempo de reten¢do dos compostos pois, pares 10nicos sdo criados na fase
movel e a retencdo € controlada pela interacdo dos compostos com a fase estaciondria.
Entretanto, mesmo utilizando condi¢des semelhantes as apresentadas no artigo, o resultado

obtido ndo foi satisfatorio.

Diante disso, avaliou-se a fase mével utilizando acido férmico. Em seu trabalho sobre
determinacdo de conservantes alimentares em carnes e peixes, Molognoni'* afirma que o uso
de 4cido férmico como aditivo na fase mével melhorou a separacdo de todos os analitos,

dispensando o uso de tampoes.
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5.1.3. Fase movel 02 (FM02)

Diante dos resultados obtidos anteriormente, foi proposto uma mudanca nas condi¢des
cromatograficas segundo descrito no item 4.4.2, alterando a composi¢do da fase moével e

também o gradiente de elui¢do. O cromatograma obtido € apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos na inje¢do do pool dos analitos (60 mg L' para o amarelo
crepisculo e 6,0 mg L' para tartrazina, vermelho N, laranja G e eritrosina) em 400 ¢ 500 nm. Condigdes
cromatograficas: volume de inje¢do: 10 uL; coluna cromatografica Coluna LUNA Cig (3,0 x 150 mm) 3 pm
(Phenomenex); fase mével: (A) 0,10% de acido férmico em agua e acetonitrila (80: 20, v/v) e (B) 0,1% de 4cido
férmico em acetonitrila; programa de gradiente: O a 4 min: 0% de FM B; 4 a 8 min: 0 — 38% de FM B; 8 a 12
min: 38 —55% de FM B; 12 a 15 min: 55 —75% de FM B; 15 a 21 min: 75 — 85% de FM B; 21 a 22 min: 85 —
95% de FM B; 22 a 25 min: 95% de FM B; 25 a 26 min: 95 — 0% de FM B; 26 a 30 min: 0% de FM B;
temperatura da coluna: 30 °C; vazdo: 0,375 mL min™'.

Como se pode perceber, a modificagdo apresentou melhor resultado do que os obtidos
anteriormente, entretanto, ainda nao foi possivel identificar os picos referentes a cada analito.
Além disso, ao reinjetar o pool na mesma condicdo, ocorria nova co-eluicdo dos analitos em 2
minutos de corrida, indicando que nao havia reprodutibilidade entre as anélises. De acordo
com os trés resultados anteriores, hd uma evidéncia muito grande de interacdo entre os
analitos. Dessa forma, foi utilizado um surfactante com o objetivo de estabilizar as moléculas

dos corantes em solugao.
5.1.4. Presenca de surfactante em solucao

Para estabilizacdo dos corantes em solugcdo aquosa foi utilizado o Tween 20, cuja

estrutura é apresentada na Figura 7. As condig¢des utilizadas sao descritas no item 4.4.4.
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Figura 7. Férmula estrutural do Tween 20

Trés concentracdes de surfactante diferentes estdo apresentadas nos cromatogramas
descritos nas Figuras 8, cujo comprimento de onda monitorado foi de 400 nm, e Figura 9,
cujo comprimento de onda monitorado foi de 500 nm. Como é possivel perceber, a presenca
do surfactante em solu¢@o foi fundamental para a separacio dos analitos, além de garantir a
repetitividade entre as injecdes consecutivas. A presenca do surfactante em solugdo altera as
caracteristicas do solvente, induzindo a formagdo de micelas, estabilizando as cargas das
moléculas dos corantes*’. E possivel observar que a concentracio de 2,5 x 1072 ¢ mL™! de
surfactante, indicada por uma seta nas Figuras 8 e 9, apresentou melhor resolugdo

cromatogréfica, favorecendo a andlise quantitativa.
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Figura 8. Cromatogramas obtidos nas injecdes dos pools dos analitos com surfactante nas concentragdes de a)
30x10%gmL';b)2,5x 102 gmL' ec) 2,5 x 103 ¢ mL! (15 mg L! para tartrazina, vermelho N ¢ laranja G;
50 mg L' para amarelo crepisculo; 100 mg L' para eritrosina). Condi¢des cromatograficas: volume de injecao:
10 pL; coluna cromatografica Coluna LUNA Ci3 (3,0 x 150 mm) 3 um (Phenomenex); fase mével: (A) 0,10% de
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dcido férmico em dgua e acetonitrila (80: 20, v/v) e (B) 0,1% de 4cido férmico em acetonitrila; temperatura da
coluna: 30 °C; vazdo: 0,375 mL min™!; comprimento de onda apresentado: 400 nm.
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Figura 9. Cromatogramas obtidos nas inje¢des dos pools dos analitos com surfactante nas concentra¢des de a)
30x10%gmL';b)2,5x 102 gmL" ec)2,5x 10 g mL"! (15 mg L' para tartrazina, vermelho N ¢ laranja G;
50 mg L! para amarelo crepisculo; 100 mg L' para eritrosina). Condi¢des cromatograficas: volume de injecao:
10 uL; coluna cromatogréfica Coluna LUNA Cig (3,0 x 150 mm) 3 um (Phenomenex); fase mével: (A) 0,10% de
acido féormico em 4gua e acetonitrila (80: 20, v/v) e (B) 0,1% de 4dcido férmico em acetonitrila; temperatura da
coluna: 30 °C; vazio: 0,375 mL min"'; comprimento de onda apresentado: 500 nm.

Entretanto, ao reinjetar o pool dos analitos com a concentragio de 2,5 x 10'? g mL"!
de surfactante, foi observado um deslocamento da linha de base, indicando que a presenca do
surfactante estaria sobrecarregando a coluna. Sendo assim, a concentracdo de 2,5 x 107 g
mL! foi escolhida para prosseguimento das andlises, necessitando ainda de melhora na

separacdo e resolucao dos picos.

Dessa forma, trés concentracdes de dcido férmico na fase mével aquosa foram testadas
visando alcangar o objetivo desejado. Os cromatogramas obtidos para as trés concentragdes
estdo apresentados nas Figuras 10 e 11. Como € possivel perceber pela indicacdo das setas,
existe a presenca de um ombro no tempo de retencdo igual a 8,3 minutos, indicando
sobreposicdo de picos, o que ndo ocorre quando se aumenta a concentracao de dcido férmico

para 0,15%.
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Figura 10. Cromatogramas obtidos nas injecdes dos pools dos analitos com diferentes concentragdes de 4cido
férmico na fase mével aquosa. a) 0,09%, v/v; b) 0,10%, v/v e ¢) 0,15% v/v; (15 mg L' para tartrazina, vermelho
N e laranja G; 50 mg L' para amarelo crepisculo; 100 mg L' para eritrosina). Condi¢des cromatograficas:
volume de injecdo: 10 puL; coluna cromatografica Coluna LUNA Ci5 (3,0 x 150 mm) 3 um (Phenomenex); fase
moével: (A) 0,10% de 4cido férmico em dgua e acetonitrila (80: 20, v/v) e (B) 0,1% de dcido férmico em
acetonitrila; temperatura da coluna: 30 °C; vazdo: 0,375 mL min™'; comprimento de onda apresentado: 400 nm.
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Figura 11. Cromatogramas obtidos nas injecdes dos pools dos analitos com diferentes concentra¢des de acido
férmico na fase mével aquosa. a) 0,09%, v/v; b) 0,10%, v/v e ¢) 0,15% v/v; (15 mg L™! para tartrazina, vermelho
N e laranja G; 50 mg L! para amarelo crepisculo; 100 mg L' para eritrosina). Condi¢des cromatogréficas:
volume de injecdo: 10 pL; coluna cromatogréifica Coluna LUNA Ci5 (3,0 x 150 mm) 3 um (Phenomenex); fase
movel: (A) 0,10% de acido formico em dgua e acetonitrila (80: 20, v/v) e (B) 0,1% de acido férmico em
acetonitrila; temperatura da coluna: 30 °C; vazdo: 0,375 mL min™'; comprimento de onda apresentado: 500 nm.
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O cromatograma com a melhor separacdo obtida utilizando fase mével aquosa
contendo 0,15% de acido férmico é apresentado na Figura 12. E possivel comprovar que uma
maior concentragdo de 4cido férmico em fase movel permite uma melhor resolugcdo dos picos

e, por isso, foi escolhida para o prosseguimento das andlises.
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Figura 12. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos na inje¢do do pool dos analitos com surfactante na
concentragdo de 2,5 x 1036 g mL! (15 mg L' para tartrazina, vermelho N e laranja G; 50 mg L' para amarelo
creptisculo; 100 mg L! para eritrosina) em 400 e 500 nm. Condi¢des cromatograficas: volume de injecdo: 10 pL;
coluna cromatografica Coluna LUNA C;s (3,0 x 150 mm) 3 um (Phenomenex); fase mével: (A) 0,15% de acido
férmico em dgua e acetonitrila (80: 20, v/v) e (B) 0,1% de dcido férmico em acetonitrila; programa de gradiente:
0a4 min: 0% de FM B; 4 a 7 min: 0 — 10% de FM B; 7 a 10 min: 10% de FM B; 10 a 13 min: 10 — 17% de FM
B; 13 a 15 min: 17 —90% de FM B; 15 a 21 min: 90 — 95% de FM B; 21 a 25 min: 95% de FM B; 25 a 26 min:
95 — 0% de FM B; 26 a 30 min: 0% de FM B; temperatura da coluna: 30 °C; vazdo: 0,375 mL min-'. Os analitos
sdo identificados por niimeros, cuja identificagdo é descrita como: 1 — tartrazina; 2 — amarelo crepusculo; 3 —
laranja G; 4 — vermelho N; 5 — eritrosina.

E importante ressaltar que é necessario um tempo de condicionamento de 30 minutos
entre as injecdes, como descrito no item 4.4.2. Um procedimento semelhante foi descrito por
Prado e Godoy na determinacdo dos corantes tartrazina, amarelo crepusculo, ponceau 4R,
indigotina e amaranto em amostras de pd de gelatina. Diante dos resultados obtidos, o

préoximo passo foi otimizar o procedimento de preparo da amostra.
5.2. Otimizacao do preparo de amostra

Matrizes complexas, como os alimentos, possuem diversos componentes que podem

causar interferéncia na andlise, tornando-a mais complexa. Sendo assim, o procedimento de
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preparo das amostras torna-se necessario, de forma com que essas matrizes estejam adequadas
para analise em CLAE-UV/Vis. Neste estudo serd avaliado o melhor procedimento de

extracdo para andlise dos corantes em polpa de goiaba.

5.2.1. Extracao Liquido — Liquido com Particao a Baixa Temperatura (ELL-
PBT)

Nas Figuras 13 e 14 sdo mostrados os cromatogramas obtidos de uma amostra
analisada segundo procedimento descrito no item 4.5.1, sem a presenca de surfactante na
etapa de adic@o da soluc@o de NaCl. A Tabela 12 abaixo apresenta os valores de coeficientes
de variacdo e recuperagdo obtidos para esse procedimento. Como € possivel observar, mesmo

com a adic@o de NaCl os analitos ndo foram extraidos de forma eficiente.
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Figura 13. Cromatograma obtido na injecdo do extrato da amostra a partir do processo de extracio ELL-PBT
sem a presenca de surfactante (15 mg L' para tartrazina, vermelho N e laranja G; 50 mg L' para amarelo
creptsculo; 100 mg L' para eritrosina). Condi¢des cromatograficas: volume de inje¢do: 10 pL; coluna
cromatografica Coluna LUNA Ci3(3,0 x 150 mm) 3 um (Phenomenex); fase mével: (A) 0,10% de dcido férmico
em 4gua e acetonitrila (80: 20, v/v) e (B) 0,1% de 4cido férmico em acetonitrila; temperatura da coluna: 30 °C;
vazdo: 0,375 mL min!. Os analitos sdo identificados por ndmeros, cuja identificagdo é descrita como: 1 —
tartrazina; 2 — amarelo creptisculo; 3 — laranja e 4 — vermelho N; comprimento de onda apresentado: 400 nm.
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Figura 14. Cromatograma obtido na inje¢ao do extrato da amostra a partir do processo de extragio ELL-PBT
sem a presenca de surfactante (15 mg L' para tartrazina, vermelho N e laranja G; 50 mg L' para amarelo
crepisculo; 100 mg L' para eritrosina). Condi¢des cromatograficas: volume de injecdo: 10 pL; coluna
cromatografica Coluna LUNA C3 (3,0 x 150 mm) 3 um (Phenomenex); fase mével: (A) 0,10% de 4cido férmico
em agua e acetonitrila (80: 20, v/v) e (B) 0,1% de acido férmico em acetonitrila; temperatura da coluna: 30 °C;
vazdo: 0,375 mL min!. Os analitos sdo identificados por ndmeros, cuja identificacdo é descrita como: 1 —
amarelo crepusculo; 2 — laranja; 3 — vermelho N e 4 — eritrosina; comprimento de onda apresentado: 500 nm.

Tabela 12. Coeficientes de variacdo e recuperacdes obtidas na ELL-PBT com adi¢do de NaCl

Recuperacao (%) para o

Analito nivel 1 de fortificacao* CV (%)
Amarelo crepusculo 32 23
Eritrosina ND* 19
Laranja G 63 11
Tartrazina 3 18
Vermelho N 46 24

“15 mg L' para tartrazina, vermelho N e laranja G; 50 mg L' para amarelo crepisculo; 100 mg L' para
eritrosina.

Faraji et. al. observaram um efeito positivo da adicdo de sal no procedimento de
preparo de amostra para a extracdo dos corantes amaranto, ponceau 4R, vermelho N,
azorrubina e eritrosina em amostras de bebidas, geleias e chocolates®*. Era esperado que a
adi¢do de NaCl favorecesse a extracdo dos analitos devido ao efeito salting-out ®’, entretanto

nao foi o observado.

Dessa forma, um novo procedimento foi feito com adicdo de surfactante juntamente
com NaCl. Segundo Pochivalov e colaboradores, o uso do surfactante na extracdo favorece a
formacdo de micelas, resultando em uma extragio eficiente dos analitos®. Foi realizada uma

ELL-PBT com adi¢gdo de NaCl e Tween 20. O cromatograma obtido de uma amostra
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analisada pode ser observado na Figura 15. Os valores de coeficiente de variacdo e

recuperagdo podem ser observados na Tabela 13.
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Figura 15. Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos na injecdo do extrato da amostra a partir do processo de
extragdo ELL-PBT com a presenca de surfactante (30 mg L' para tartrazina, vermelho N e laranja G; 100 mg L'
para amarelo crepisculo; 200 mg L! para eritrosina) em 400 e 500 nm. Condi¢des cromatograficas: volume de
injecdo: 10 uL; coluna cromatografica Coluna LUNA Cig (3,0 x 150 mm) 3 um (Phenomenex); fase mével: (A)
0,10% de 4cido férmico em &dgua e acetonitrila (80: 20, v/v) e (B) 0,1% de 4cido férmico em acetonitrila;
temperatura da coluna: 30 °C; vazdo: 0,375 mL min"'. Os analitos sdo identificados por nimeros, cuja
identificagdo € descrita como: 1 — tartrazina; 2 — amarelo creptisculo; 3 — laranja G; 4 — vermelho N.

Tabela 13. Coeficientes de variagcdo obtidos na ELL-PBT com adi¢do de NaCl e Tween 20

. Recuperacio (%) para o
Analito nivel 3 de fortificacio* CV (%)
Amarelo creptsculo 25 38
Eritrosina 45 5
Laranja G 53 23
Tartrazina 8 31
Vermelho N 41 51

“30 mg L' para tartrazina, vermelho N e laranja G; 100 mg L' para amarelo crepisculo; 200 mg L' para
eritrosina.

Por meio de andlise dos cromatogramas e integracdo dos picos obtidos, foi possivel
perceber que o procedimento nio apresenta repetitividade, fato que pode ser comprovado ao
analisar os altos valores de coeficiente de variagdo obtidos. Além disso, baixos valores de

recuperagdo foram alcangados, indicando que a extracao dos analitos ndo foi eficiente.

Pochivalov et. al utilizaram hexanoato de sédio como surfactante para a extracdo dos

corantes sudan I, sudan II e sudan III em amostras de especiarias. Segundo os autores, 0s
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analitos sdo extraidos das amostras sélidas para a solucdo micelar dos fons hexanoato.
Entretanto, o uso do surfactante neste caso, ndo permitiu que os analitos fossem extraidos de

forma eficiente e repetitiva.

Diante disso, foi proposto um novo método de extracdo, mais simplificado, visando

obter repetitividade e recuperacao aceitdvel.

5.2.2. Preparo de amostra simplificado

Nas Figuras 16 e 17 sdo mostrados os cromatogramas obtidos de uma amostra
analisada segundo procedimento descrito no item 4.5.2, comparando o uso da acetona
(Figuras 16 a e 17 a), metanol (Figuras 16 b e 17 b) e acetonitrila (Figuras 16 c e 17 ¢) como
solventes de extracdo. Como € possivel observar, os trés solventes utilizados apresentaram
comportamento semelhante, ndo sendo completamente eficientes para a extragdo dos analitos.
Entretanto, optou-se pelo uso da acetonitrila pois se trata de um solvente compativel com a
fase movel utilizada. Tsai e colaboradores também utilizaram acetonitrila como solvente
extrator para a extragdo de 20 corantes, incluindo a tartrazina, vermelho N, amarelo

crepisculo e eritrosina!®.
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Figura 16. Cromatogramas obtidos nas inje¢des do extrato da amostra a partir do processo de extragdo
simplificado na escolha do solvente extrator: a) acetona; b) metanol e c) acetonitrila. (30 mg L' para tartrazina,
vermelho N e laranja G; 100 mg L' para amarelo crepisculo; 200 mg L para eritrosina). Condigdes
cromatograficas: volume de injecdo: 10 pL; coluna cromatografica Coluna LUNA Cig (3,0 x 150 mm) 3 pm
(Phenomenex); fase mével: (A) 0,15% de 4cido férmico em dgua e acetonitrila (80: 20, v/v) e (B) 0,1% de 4cido
férmico em acetonitrila; temperatura da coluna: 30 °C; vazdo: 0,375 mL min"; comprimento de onda
apresentado: 400 nm.
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Figura 17. Cromatogramas obtidos nas inje¢des do extrato da amostra a partir do processo de extragdo
simplificado na escolha do solvente extrator: a) acetona; b) metanol e c) acetonitrila. (30 mg L' para tartrazina,
vermelho N e laranja G; 100 mg L' para amarelo crepisculo; 200 mg L' para eritrosina). Condigdes
cromatograficas: volume de inje¢do: 10 pL; coluna cromatografica Coluna LUNA Cig (3,0 x 150 mm) 3 pm
(Phenomenex); fase mével: (A) 0,15% de acido férmico em agua e acetonitrila (80: 20, v/v) e (B) 0,1% de 4cido
férmico em acetonitrila; temperatura da coluna: 30 °C; vazdo: 0,375 mL min"'; comprimento de onda
apresentado: 500 nm.

Entretanto, ainda houve a necessidade de melhorar o processo de extracdo. Dessa
forma, foram avaliados os efeitos do pH inicial da amostra e também do pH final do extrato,
assim como o uso do ultrassom no procedimento de preparo da amostra. Na Figura 18 €

possivel observar o resultado dessas modificacdes.

Como € possivel observar, o ajuste do pH inicial da amostra para 10,0 apds a
fortificacdo foi de extrema importancia na anélise pois permite que os analitos sejam extraidos
de uma forma mais eficiente. O ajuste do pH final do extrato para 3,0 permite uma melhor
resolucdo e formato dos picos. Por fim, o uso do ultrassom apresenta um efeito bastante
positivo no procedimento de extracdo. Segundo Tiwari, o uso do ultrassom melhora o
rendimento de extracdo e a qualidade do extrato’®. Diversos autores utilizaram o ultrassom
nos processos de extragdo, como lammarino e colaboradores na extracdo de 12 corantes, entre
eles a eritrosina®’; Qi et. al. utilizaram banho ultrassdnico para extrair vermelho N, eritrosina,
tartrazina, amarelo crepisculo e outros 7 corantes?’, Bonan et. al. também aplicaram o banho
ultrassonico para a extracdo do vermelho N, tartrazina, amarelo crepisculo e de outros 14

corantes’”.
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Figura 18. Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos na injecdo do extrato da amostra a partir do processo de
extracdo simplificado com pH da amostra igual a 10,0, pH final do extrato igual a 3,0 e sonicacao por 5 min. (30
mg L! para tartrazina, vermelho N e laranja G; 100 mg L' para amarelo crepdsculo; 200 mg L' para eritrosina)
em 400 e 500 nm. Condicdes cromatogréficas: volume de inje¢do: 10 puL; coluna cromatogrifica Coluna LUNA
Ci8(3,0 x 150 mm) 3 pm (Phenomenex); fase mével: (A) 0,15% de acido férmico em dgua e acetonitrila (80: 20,
v/v) e (B) 0,1% de 4cido férmico em acetonitrila; temperatura da coluna: 30 °C; vazdo: 0,375 mL min'. Os
analitos sdo identificados por numeros, cuja identificacdo é descrita como: 1 — tartrazina; 2 — amarelo
crepusculo; 3 — laranja G; 4 — vermelho N; 5 — eritrosina.

Diante disso, o préximo passo foi validar o método de andlise desenvolvido utilizando
uma curva analitica matrizada como forma de se evitar que baixas recuperacdes sejam

obtidas.

5.3. Valida¢iao do método
5.3.1. Linearidade

Primeiramente, foi analisado a faixa de trabalho a ser utilizada no método proposto.
Curvas analiticas matrizadas foram preparadas conforme descrito no procedimento 4.5.2. As
curvas foram construidas utilizando-se a area do pico do analito em funcdo da concentragao.

A Figura 19 mostra um exemplo de curva analitica que foi obtida para a tartrazina.
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Figura 19. Curvas analiticas da tartrazina obtidas nos trés dias de validacdo do método de
determinac¢do de corantes alimentares em polpa de goiaba.

Os valores de coeficiente de determinaco (R?), assim como os demais pardmetros das

curvas analiticas dos analitos estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Curvas analiticas obtidas através da combina¢do dos dados dos trés dias de
validacdo

Analito Equagﬁo da reta R2 teritico tealculado
Amarelo y = 108,5x + 1939,70 0,99941 9,28 71,36
crepusculo
Eritrosina y =3592,2x + 39858,82 0,99871 9,28 48,16
Laranja G y =2820x + 19016,62 0,99967 9,28 95,17
Tartrazina y = 6801,9x + 32082,39 0,99985 9,28 142,65
Vermelho N y =7489,7x — 27827,07 0,99994 9,28 4418,61

Os parametros das curvas foram obtidos através do Método de Minimos Quadrados
Ponderados (MMQP), visto que a resposta instrumental obtida é heteroceddstica,
apresentando varidncia heterogénea ao longo da curva. Como pode ser observado, os
resultados sdo satisfatérios, com valores de R? superiores a 0,99871. Além disso, pelo teste de
linearidade € possivel concluir que a faixa de trabalho escolhida é linear, pois o valor de
tealculado € maior que o valor de terico para todos os analitos, ou seja, a drea do pico do analito é

proporcional a sua concentracao.
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5.3.2. Veracidade, repetitividade e precisao intermediaria

A veracidade do método, repetitividade e precisdo intermedidria foram avaliados por
meio de ensaios de recuperagdo conforme descrito na secdo 4.7.2. As amostras foram
fortificadas em cada nivel de interesse e extraidas conforme item 4.5.2. Os dados obtidos
foram previamente testados quanto a presenca de outliers por meio do teste de Grubbs, sendo
retirados do tratamento sem que o limite de 22% dos resultados fosse excedido, conforme

1

recomendado pelo Manual de Garantia da Qualidade Analitica’!. Os resultados estdo

mostrados na Tabela 15.

Tabela 15. Resultados de veracidade, repetitividade e precisdo intermedidria encontrados para
o método desenvolvido neste trabalho

Analito Repetitividade * Precisao intermediaria
50 100 150 50 100 150
mg kg'! mg kg'! mgkg! mgkg! mgkg! mgkg!

Cfe‘;‘l’il‘ziflo 110(9,8)  102(9,3)  97(8,7) 13,1 7.9 11,1
Eritrosina 101 (3,00  103(42)  23(958) 3,3 4,7 78,2
Laranja G 101 (9,1)  106(7.4)  105(10,5) 19,0 7,0 10,6
Tartrazina 109 (82)  102(6,0)  101(10,1) 115 5.4 8,4
Vermelho N 1103,3)  104(6,3) 93 (8,5) 8,8 6.6 9,7

2 Coeficiente de variagdo entre paréntesis. Em negrito os resultados insatisfatorios.

Os valores de recuperacdo, repetitividade e precisdo intermedidria se apresentaram
maiores do que o permitido pelo Manual de Garantia da Qualidade do MAPA”!. Entretanto,
devido as dificuldades encontradas ao longo do trabalho, optou-se por comparar os resultados
com outros Guias de Validacio, como a SANTE/11813/20177% para andlise de pesticidas.

Adotando-se os critérios descritos no item 4.7.2, pode-se perceber que os valores
encontrados foram satisfatorios, pois a recuperacdo permaneceu entre 96-110 % para todos os
analitos, e os coeficientes de variacdo de repetitividade e precisdo intermedidria foram
inferiores a 14 e 20 %, respectivamente, exceto para a eritrosina no terceiro nivel. Tal
resultado indica que este analito ndo pode ser utilizado neste método nessa faixa de
concentracao.

Resultados semelhantes foram encontrados por Chen e colaboradores na extracido dos
corantes tartrazina, amaranto, carmim, amarelo crepuisculo, vermelho N, azul brilhante e

eritrosina em amostras de refrigerantes e vinhos. Neste estudo foram encontrados valores de
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recuperacdo entre 84 e 116,2%, valores de desvio-padrdo relativo de repetitividade e
reprodutibilidade entre 1,4 e 8,6% e 1,5 e 9,7%, respectivarnente77. Sha et. al. obtiveram
recuperagdes entre 93,2 e 98,9% e desvio-padrio relativo entre 1,6 e 3,2% para determinagao
dos corantes tartrazina, amarelo crepusculo, amaranto, ponceau 4R, e azul brilhante??.
Entretanto, a vantagem do método proposto nesta dissertacdo € a simplicidade do
processo de extracdo, como descrito anteriormente. Enquanto Chen propde uma extragdo em
fase sdlida dispersiva magnética e Sha utiliza uma microextracdo mediada por liquido i6nico,

este trabalho propde uma simples extracdo mediada por ultrassom.

5.3.3. Limites de detec¢io (LD), de quantificacio (LQ), de decisio (CCa) e
capacidade de deteccao (CCp)

Os valores encontrados para LD, LQ, CC, e CCg estdo representados na Tabela 16. Os
valores de LD e LQ se apresentaram satisfatorios, visto que se encontram bem abaixo dos
valores de LMR dos analitos em estudo, indicando que o método € capaz de detectar e
quantificar estas substancias mesmo em pequenas concentragdes. Os valores de CC,, variaram
entre 0,81 e 107,82 mg kg! para o laranja G e amarelo crepisculo, respectivamente. O valor
de CC, para o laranja G se apresentou inferior aos demais, visto que se trata de uma
substancia banida. Para os demais analitos, os valores se encontram préximos do valor de
LMR, como recomendado pelo MAPA’!. Isso significa dizer que uma substincia &
considerada violada quando o valor encontrado for maior ou igual a CC,. Os valores de CCg,
de acordo com a expressdao descrita no item 4.7.3, ndo devem ultrapassar o valor de

140 mg kg'! e estdo, portanto, dentro do valor aceitével.

Tabela 16. Limites de deteccdo (LD), de quantificacdo (LQ), de decisdo (CCa) e capacidade
de detec¢do para cada analito

Analito LD (mgkg!) LQ@mgkg!) CCa(mgkg!) CCp(mgkg!)
Amarelo Crepusculo 15 30 107,82 115,65
Eritrosina 15 30 104,74 109,48
Laranja G 15 30 0,81000 1,6200
Tartrazina 15 30 105,40 110,79
Vermelho N 15 30 106,74 113,48

5.3.4. Incerteza da medicao analitica

Os resultados da incerteza da medi¢do analitica obtidas para os trés niveis estudados

sdo apresentados na Tabela 17. Pode-se ver que os resultados da incerteza expandida variaram
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entre 2,75 e 36,89 mg kg'!. Os valores de incerteza relativa combinada variaram entre 2,81 e
13,8%. Como descrito no item 4.7.4, os valores de incerteza relativa combinada ndao podem
exceder 27% e, dessa forma, conclui-se que os resultados encontrados sao satisfatérios para

todos os analitos.

Tabela 17. Estimativa da incerteza combinada (uc) e da incerteza expandida da medicao (U)
determinada no procedimento de validacdo do método quantitativo de andlise de corantes

alimentares em polpa de goiaba

Analito Incerteza combinada Incerteza expandida *
50 100 150 50 100 150
mg kg'! mg kg'! mgkg! mgkg! mgkg! mgkg!

Cfefggzholo 692 (13.8) 129(129) 188(12,5) 135 252 36,9
Eritrosina 6,48 (13,0) 10,8(10,8) 15,1(10,00 12,7 21,1 29,5
Laranja G 506(10,1) 10,2(10,2) 153(102) 991 19,9 293
Tartrazina 1,78 (3,56) 3,18 (3,18) 4,59 (3,06) 3,5 ) 9,0
Vermelho N 1,40 (2,81) 2.85(2,85) 4,30 (2,86) 2.8 5.6 8,4

2 Nivel de confiancga: 95%; Fator de abrangéncia (k): 1,96; Incerteza relativa combinada (%) entre paréntesis.

Para o célculo da incerteza foram consideradas como fontes contribuintes da incerteza
a precisdo intermedidria obtida pelos dados da validacio do método, o desvio da resposta
instrumental e a curva analitica, conforme descrito no item 4.7.4. A maior contribui¢do foi
devido a curva analitica, indicando que as curvas devem ser analisadas e acompanhadas a

medida em que as andlises de rotina forem executadas.
5.4. Estudo de ocorréncia

O método desenvolvido foi aplicado na anélise de oito amostras de polpa de goiaba
(A1 a Ag) obtidas em supermercados de diferentes regides de Minas Gerais. Os resultados
estdo indicados na Tabela 18. Pode-se ver na Figura 20 um exemplo de cromatograma obtido
para uma das amostras. Verificou-se que essas amostras ndo apresentaram contaminagdo com

os corantes incluidos no método.
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Tabela 18. Resultados obtidos na andlise de amostras obtidas em diferentes regides de Minas

Gerais
Amostras
Analito A1 Az A3 A4 As As A7 As
Amarelo ND#* ND#* ND#* ND#* ND#* ND#* ND#* ND*
Crepusculo
Eritrosina ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND#*
Laranja G ND#* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND#*
Tartrazina ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND* ND#*
Vermelho N ND* ND#* ND#* ND* ND* ND* ND* ND#*
*ND: nao detectado
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Figura 20. Cromatograma obtido na inje¢do do extrato da amostra comercial (A;) a partir do processo de
extracdo otimizado. Condi¢des cromatograficas: volume de inje¢do: 10 pL; coluna cromatogrifica Coluna
LUNA Ci5(3,0 x 150 mm) 3 pm (Phenomenex); fase mével: (A) 0,15% de dcido férmico em dgua e acetonitrila
(80: 20, v/v) e (B) 0,1% de 4cido férmico em acetonitrila; temperatura da coluna: 30 °C; vazéo: 0,375 mL min™..
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6. Conclusao

Neste trabalho foi desenvolvido um procedimento de extracdo simples, rapido e
eficiente para determinacdo simultanea de corantes alimenticios idnicos em polpas de frutas.
O diferencial no método foi o ajuste inicial e final do pH da amostra, seguido de uma extragcdo
com acetonitrila assistida por ultrassom, centrifugacdo e filtracdo. Outro diferencial no
método foi o uso de surfactante para estabilizacdo dos analitos em solug¢do. A praticidade do
método permite que vdrias amostras sejam analisadas em um mesmo dia, com uma frequéncia
analitica de 24 amostras/dia. O método validado atendeu aos critérios de veracidade,
repetitividade e precisdo intermedidria. Pode-se concluir, portanto, que ele pode ser aplicado
em andlises de rotina para o controle de qualidade e seguranca alimentar, seguindo as
principais normativas nacionais e internacionais de qualidade analitica. O método também
permite a expansdo do escopo, tanto no sentido de abranger um maior nimero de analitos,
quanto no sentido de englobar outras matrizes. Por fim, esta dissertacao pode ser considerada
como uma fonte de consulta bibliogréafica, podendo ser ttil na elaboracdo de trabalhos

envolvendo corantes alimentares e cromatografia liquida.
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7. Préximas Etapas

Expandir o escopo do método, tanto no sentido de contemplar outros corantes
alimentares (por exemplo, sudan I, sudan II e sudan III, proibidos pela legislacio brasileira),
polpas de diferentes sabores (como abacaxi, morango, maracujd, acerola, entre outros) e

também matrizes diferentes (refrigerantes, sucos concentrados, iogurtes, etc).
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