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RESUMO

Titulo: DETERMINAGAO DE CONSERVANTES EM ALIMENTOS PROCESSADOS
EMPREGANDO QuEChERS, SILLME E HPLC-UV: ESTUDO DE METODOS E
ESTIMATIVA DA INGESTAO DIARIA

Autor: Jean Lucas de Oliveira Arias

Orientador: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

Entre os diferentes conservantes permitidos para uso nos alimentos, podemos
destacar os benzoatos, sorbatos e parabenos. Esses conservantes atuam como
agentes antimicrobianos, protegendo os alimentos contra contaminagao por fungos,
leveduras e bactérias. Uma vez que essas substancias sdo estranhas ao nosso
organismo, sendo potencialmente toxicas, € necessario o controle da exposi¢cao do
consumidor, bem como estabelecer limites seguros para o seu uso. Esta avaliagao é
respaldada pelo controle da Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), que representa a
quantidade de substancias que podem ser consumidas diariamente sem riscos para
a saude, mesmo em longo prazo. Para tal, € necessaria a avaliagdo continua destes
niveis em diferentes alimentos. Neste trabalho foram padronizados dois métodos,
empregando QUEChERS e Microextragdo Liquido-liquido Induzida pelo Efeito
Salting-out e determinagéo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao
Detector por Ultravioleta de conservantes em alimentos processados de diferentes
categorias, como derivados lacteos, bebidas ndo alcodlicas, molhos e condimentos,
doces e geleias, conservas, fast food e adocantes artificiais. Nas condi¢des
padronizadas para os métodos QUEChERS e SILLME, as recuperag¢des variaram
entre 77 e 109%, com desvio padrao relativo < 20% e incerteza das medigdes <
39%. Os limites de quantificacdo do método variaram entre 0,13 e 0,33 mg kg™ e
0,03 e 0,07 mg kg, respectivamente. Concentracdes de até 2040 mg kg™ para
benzoato, 3185 mg kg™ para sorbato e 452 mg kg’ para metilparabeno foram
observadas nas 82 diferentes amostras avaliadas pelo método QUEChERS. Com
esses dados, foi possivel estimar a ingestdo diaria de conservantes, onde foi
observado para o benzoato valores de até 25% da IDA, em comparagdo com o
sorbato (< 5% da IDA) e parabenos (< 1% da IDA) quando o consumo médio é
considerado. Os métodos foram comparados, obtendo concordancia entre os dados
entre 94 a 99%. Desta forma, dois métodos eficientes foram desenvolvidos e
validados e podem ser empregados em rotina na determinacéo de conservantes em
diferentes tipos de alimentos com as vantagens de serem mais simples, rapidos e
baratos que os métodos oficiais.

Palavras-chaves: conservantes, alimentos processados, QUEChERS, SILLME,
HPLC-UV, ingestao diaria.
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ABSTRACT

Title: DETERMINATION OF PRESERVATIVES IN PROCESSED FOODS
EMPLOYING QUEChERS, SILLME AND HPLC-UV: STUDY OF METHODS AND
ESTIMATE OF DAILY INTAKE

Author: Jean Lucas de Oliveira Arias

Advisor: Prof. Dr. Ednei Gilberto Primel

Among the different preservatives allowed for use in foods, benzoates,
sorbates and parabens can be highlighted. These preservatives act as antimicrobial
agents, protecting food against contamination by molds, yeasts and bacteria. Once
these substances are strange to our body, being potentially toxic, it is necessary to
control the exposition, as well as establishing safe limits for their usage. The
evaluation of safety in use of preservatives is based on the control of the Acceptable
Daily Intake (ADI), which means the amount of substances that can be ingested daily
without risks to health, even in long exposure. For such purpose, it is necessary the
continuous evaluation of these levels in different foods. In this work, two extraction
methods employing QuEChERS and Salting-out Induced Liquid-Liquid
Microextraction and preservatives determination by High Performance Liquid
Chromatography with Ultraviolet Detector in foods from different categories, such as
dairy products, non-alcoholic beverages, spices and sauces, fruit jams and pastes,
preserves, fast foods and artificial sweeteners were optimized. In the best conditions
for both the QUEChERS and SILLME methods, recoveries between 77 and 109%,
with relative standard deviation < 20% and measurement uncertainty < 39% were
achieved. The method limits of quantification were between 0.13 and 0.33 mg kg
and 0.03 and 0.07 mg kg™, respectively. Concentrations up to 2040 mg kg™ for
benzoates, 3185 mg kg™ for sorbates and 452 mg kg for methylparaben were
observed under the 82 different food samples evaluated by the QUEChERS method.
Additionally, daily intakes of preservatives were estimated. Regarding benzoates,
relatively high intakes were estimated (25% of the acceptable daily intake — ADI) in
comparison with sorbates (5% of ADI) and parabens (<1% of ADI), when mean
consumption is considered. The SILLME method was applied successfully in the
determination of preservatives in foods and it was compared to the QUEChERS
method, where data agreement between 94 to 99% was achieved. Finally, two
efficient and simple methods were developed that can be used in replacement of the
traditional ones in routinely determination of preservatives in different kind of foods,
with the advantages of being simplest, faster and cheaper than the official methods.

Keywords: preservatives, processed food, QUEChERS, SILLME, HPLC-UV, daily
intake.



1. INTRODUGAO

A conservagao de alimentos sempre foi de grande importéncia na vida do
homem. Compostos como sal, agucar, acidos e fumaca de madeira tém sido usados
como conservadores de alimentos ha séculos. Diferentes aditivos sdo adicionados
para manter ou melhorar o frescor, sabor, textura ou aparéncia dos alimentos, entre
eles, os conservantes. Estes tém como fungdo prevenir ou inibir o crescimento
microbiano e evitar alteragdes quimicas indesejaveis, mantendo a qualidade dos
produtos e aumentando seu tempo de vida util (CAROCHO et al., 2015).

No Brasil, a legislagdo vigente permite o uso de diferentes conservantes em
alimentos processados, dentre os quais, podemos destacar os benzoatos, sorbatos
e 0s parabenos. Uma vez que as substancias utilizadas como conservantes sao
estranhas ao nosso organismo, sendo potencialmente tdxicas, seu uso em alimentos
€ permitido apds a confirmacao da necessidade de uso e estabelecimento de niveis
seguros. Esta envolve a avaliagédo toxicoldgica do aditivo e avaliagdo da exposigéao
do consumidor a substancia, quando somadas todas as possiveis fontes.

A Organizacao das Nacgdes Unidas para Alimentacédo e Agricultura (FAO, do
Inglés Food and Agriculture Organization) e a Organizagdo Mundial da Saude
(WHO, do Inglés World Health Organization) possuem um programa para aditivos
em alimentos cujo objetivo é avalia-los de forma sistematica, fornecendo subsidios
aos governos para que controlem o seu uso, levando em consideragdo a saude
humana. Os dois grupos responsaveis pela implementagdo do programa sédo o
Comité Conjunto de Especialistas da FAO/WHO sobre Aditivos Alimentares (JECFA,
do Inglés Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) e o Comité do
Codex sobre Aditivos Alimentares (CCFAC, do Inglés Codex Committee on Food
Additives and Contaminants). O JECFA realiza a avaliagao toxicologica dos aditivos
alimentares e estabelece valores de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para as
substancias avaliadas, expressa em mg kg' peso corporal’dia”, sendo a
quantidade de um aditivo que pode ser ingerida pelo homem diariamente sem risco

apreciavel a saude. Na pratica, os valores de IDA sao utilizados para estabelecer



quantidades aceitaveis de aditivos a serem utilizados nos alimentos, de forma que
seu consumo nao a exceda.

Com o intuito de garantir a seguranca dos alimentos e a conformidade com as
legislagdes, reprimindo fraude nos alimentos, métodos de detecgédo rapidos e
confiaveis sdo necessarios. Neste sentido, o Codex Alimentarius recomenda
diferentes métodos gerais para determinagao de conservantes em alimentos. Para
sucos de frutas, néctares, frutas e vegetais processados, leite e derivados,
diferentes métodos do Comité Nordico de Analise de Alimentos (NMKL, do Inglés
Nordic Committee on Food Analysis), Organizacao Internacional para Padronizagao
(ISO, do Inglés International Organization for Standardization) e da Associagédo de
Comunidades Analiticas (AOAC, do Inglés The Association of Analytical
Communities) sao empregados oficialmente. Entretanto, todos eles apresentam
diferentes desvantagens, como baixa seletividade, escopo limitado para um conjunto
de amostras e faixa de concentragao, realizagdo de diferentes etapas e uso de
solventes toxicos, sendo prejudicial ao analista e ao meio ambiente.

Dessa forma, justifica-se o desenvolvimento de métodos analiticos eficientes,
capazes de realizar a extragcao simultdnea de conservantes em ampla faixa de
concentracdo e em diferentes alimentos processados, fornecendo resultados
confiaveis.

O desenvolvimento de métodos capazes de realizar a extracdo simultanea de
diferentes conservantes € um desafio analitico, principalmente quando se tratam de
amostras complexas, como os alimentos processados, os quais possuem diferentes
propriedades e constituintes, que variam de amostra para amostra. Outro desafio é a
busca por métodos com os principios da Quimica Verde, minimizando tanto os
custos como os impactos causados ao ambiente e ao analista e, que ao mesmo
tempo, atinjam os niveis estabelecidos, de forma a demonstrar sua aplicabilidade
frente as legislacdes vigentes.

A etapa de preparo de amostra € responsavel por promover a extracdo e o
enriquecimento dos analitos e a remocgao, tanto quanto possivel, dos interferentes,
além de tornar a amostra compativel com a técnica de determinagao a ser utilizada
(PRESTES et al., 2009). Diferentes técnicas de preparo de amostra podem ser
empregadas para a determinagao de conservantes em alimentos, com destaque ao
QUEChERS e a SILLME.



Desenvolvido em 2003, o método QUEChERS surgiu com o objetivo de
superar as limitagbes praticas dos métodos multirresiduos de extragao disponiveis
na época (ANASTASSIADES et al., 2003). Originalmente projetado para
determinacdo de residuos de agrotoxicos em frutas e vegetais, o método
QuEChERS tem sido empregado com sucesso para a determinagédo de diferentes
classes de analitos. Este método apresenta as vantagens de ser rapido, facil, barato,
econbmico, robusto e seguro, sendo um procedimento dinédmico, capaz de ser
realizado em qualquer laboratério (PRESTES et al., 2009).

Em nosso grupo, o método QUEChERS ja demonstrou a sua aplicabilidade na
determinacado de residuos de medicamentos veterinarios em amostras de leite de
diferentes tipos (ARIAS et al., 2018). Pretende-se, a partir deste método, expandir o
seu escopo de aplicacdo para a determinacao de conservantes em diferentes tipos
de alimentos processados.

Outra técnica de preparo de amostras com potencial para a determinagao de
conservantes em alimentos processados € a Microextragao Liquido-liquido Induzida
pelo Efeito Salting-out (SILLME, do inglés Salting-out Induced Liquid-liquid
Microextraction). Esta técnica, baseada nas técnicas de Extragdo Liquido-Liquido
Assistida por Vortex (VALLME, do Inglés Vortex Assisted Liquid-liquid
Microextraction) e Extracdo Liquido-liquido Assistida por Salting-out (SALLE, do
Inglés Salting-out Assisted Liquid-liquid Extraction), foi inicialmente proposta para
determinacdo de fluoroquinolonas em amostras de agua, alimentos e matrizes
biolégicas (DU et al., 2014). Esta técnica emprega extracdo com acetonitrila e
particdo com MgSQO,, semelhante ao método QUEChERS, porém, com quantidades
de amostra e reagentes reduzidas, caracterizando-se como uma técnica
miniaturizada.

E de grande relevancia o desenvolvimento de métodos capazes de
determinar conservantes em alimentos processados, visto que a saude humana
pode ser colocada em risco pelo consumo de alimentos com niveis improprios. Além
disso, dados a respeito da concentracdo de conservantes em alimentos sé&o
escassos no Brasil, tal qual estudos a respeito da ingestdo diaria desses aditivos.
Assim, este estudo visa o desenvolvimento de métodos empregando QUEChERS,
SILLME e Cromatografia Liquida acoplada ao Detector por Ultravioleta (HPLC-UV)



para determinacdo de conservantes em alimentos processados pertencentes as
categorias dos derivados lacteos, bebidas nao alcodlicas, molhos e condimentos,
doces e geleias, conservas, fast food e adogantes artificiais, visando a obtengao de
meétodos simples, rapidos, menos agressivos ao meio ambiente, que possibilitem a
sua aplicagdo em diferentes tipos de amostras para facil uso na rotina de um
laboratério, colaborando com o desenvolvimento da Quimica Analitica e fornecendo
alternativas aos métodos oficiais, amplamente empregados e com inumeras
desvantagens. Apos a padronizagdo dos métodos, sera possivel estimar a ingestéo
diaria dos conservantes a partir de alimentos processados, comparando os dados
obtidos com a IDA para cada conservante. Desta forma, este trabalho também
contribuira com a geracado de dados a respeito da presencga dessas substancias nos
alimentos, fornecendo subsidios para que possamos avaliar a qualidade dos

produtos que tém chegado as nossas mesas e o respeito a legislacao.



2.0BJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver e validar dois métodos de
extracdo empregando QUEChERS e SILLME para a determinagdo de conservantes
por HPLC-UV em diferentes alimentos processados e estimar a sua ingestao diaria.

Para desenvolver e validar os métodos foram propostos os seguintes
objetivos especificos:

v Definir os parametros instrumentais para analise de conservantes por HPLC-
uv;

v Definir os parametros de extragdo para os métodos QUEChERS e SILLME, de
maneira a obter procedimentos simples e de baixo custo;

v' Avaliar os métodos propostos em diferentes alimentos processados,
demonstrando a robustez dos mesmos;

v' Validar os métodos, avaliando: curva analitica, linearidade, limites de
deteccao e quantificagdo, exatidao, precisao, efeito matriz e incerteza das medicoes;

v' Comparar os métodos desenvolvidos, pela avaliagdo de amostras que contém
0S conservantes em sua composigao;

v' Avaliar a concentragdo de conservantes em alimentos processados
pertencentes as categorias dos derivados lacteos, bebidas n&do alcodlicas, molhos e
condimentos, doces e geleias, conservas, fast food e adocgantes artificiais,
comercializados no municipio de Rio Grande, RS;

v Estimar a ingestdo diaria de conservantes a partir de dados de consumo
médio de alimentos processados e os dados obtidos nas determinacbes analiticas
realizadas, comparando com os dados de IDA;

v' Tragar um comparativo dos métodos propostos com os métodos disponiveis
para a determinagao de conservantes em alimentos, assim como comparar com 0s

métodos oficiais.



3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aditivos alimentares

A Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude define como
aditivo alimentar qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos,
sem proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas,
quimicas, biolégicas ou sensoriais, durante a fabricagdo, processamento,
preparagao, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte
ou manipulagdo de um alimento. Esta definicdo ndo inclui os contaminantes ou
substancias nutritivas que sejam incorporadas ao alimento para manter ou melhorar
suas propriedades nutricionais (BRASIL, 1997).

A principal discussao sobre o emprego de aditivos na produgédo de alimentos
resulta da controvérsia entre a necessidade e a seguranga de seu uso. Embora sob
o ponto de vista tecnoldgico haja beneficios alcangados com a utilizagdo de aditivos
alimentares, existe a preocupacdo constante quanto aos potenciais riscos
toxicoldgicos decorrentes da ingestdo diaria dessas substancias quimicas. Desta
forma, antes de ser autorizado o uso de um aditivo em alimentos, este deve ser
submetido a uma avaliagéo toxicoldgica adequada, em que se deve levar em conta,
dentre outros aspectos, qualquer efeito acumulativo, sinérgico e de protecao,
decorrente do seu uso. Estas substancias devem ser reavaliadas quando
necessario, a luz do conhecimento cientifico disponivel e caso se modifiquem suas
condicdes de uso (ANVISA, 2019).

O uso dos aditivos € limitado a certos alimentos, em condicdes especificas e
ao menor nivel para alcangar o efeito desejado para que a ingestao do aditivo nao
supere os valores de IDA, sendo proibido o uso em alimentos quando: houver
evidéncias de que o0 mesmo nao é seguro para consumo pelo homem; se interferir
sensivel e desfavoravelmente no valor nutritivo do alimento; servir para encobrir
falhas no processamento e/ou nas técnicas de manipulagado; encobrir alteracdo ou
adulteragdo da matéria-prima ou do produto ja elaborado; induzir o consumidor a
erro, engano ou confusdo; quando n&o estiver autorizado por legislagdo especifica
(BRASIL, 1997).



A legislagao brasileira sobre aditivos alimentares estabelece que um aditivo
possa ser utilizado pela industria alimenticia somente quando estiver explicitamente
definido em legislacdo especifica para a categoria de alimentos correspondente,
com as respectivas fungdes e limites. Embora muitos aditivos desempenhem
individualmente mais do que uma funcédo, para fins de classificacdo e regulagéao,
estas substancias sdo agrupadas de acordo com a sua fungdo primaria em:
conservante, corante, antioxidante, edulcorante, agente de massa, antiespumante,
antiumectante, espessante, geleificante, estabilizante, aromatizante, umectante,
regulador de acidez, acidulante, emulsificante, melhorador de farinha, realgador de
sabor, fermento quimico, glaceante, agente de firmeza, sequestrante, estabilizante
de cor e espumante.

De forma a harmonizar a identificagdo dos aditivos, os mesmos s&o
categorizados pelo Sistema Internacional de Numeracdo de Aditivos Alimentares
(INS, do Inglés International Numbering System). Este sistema foi elaborado pelo
CCFAC para estabelecer um sistema numérico internacional de identificagao dos
aditivos alimentares nas listas de ingredientes como alternativa a declaragédo do
nome especifico do aditivo. Sendo assim, é possivel observar nos rétulos dos
alimentos informagdes sobre os aditivos que sao utilizados, seja pelo nome completo
ou pelo numero INS. Um resumo dos principais aditivos empregados nos alimentos,

com seus respectivos numeros INS pode ser observado na Figura 1.



Figura 1. Classificagdo dos aditivos alimentares de acordo com a fungéo que
desempenham nos alimentos

Corantes
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Entre as diferentes classes de aditivos empregadas nos alimentos
processados, podemos destacar os conservantes, que de acordo com o item 3.6 da
Portaria n° 540 — SVS/MS séao substancias que impedem ou retardam a alteragao

dos alimentos provocada por microrganismos ou enzimas (BRASIL, 1997).

3.2. Conservantes

Um dos principais problemas enfrentados pela industria alimenticia é a
preservacdao dos seus produtos. De acordo com a WHO, 20% dos alimentos
produzidos sédo perdidos devido a deterioragdo (BROWN, 2018). Diferentes
processos sdo empregados com o intuito de preservar os alimentos, como
refrigeracdo, secagem, congelamento, aquecimento, ou, mais comum em alimentos
processados, pela adicdo de conservantes (CAROCHO et al., 2015). Utilizados na
industria alimenticia para manter as caracteristicas de sabor, consisténcia e
aparéncia dos alimentos, os conservantes tém como fungdo prevenir ou inibir o
crescimento microbiano e evitar alteragbes quimicas indesejaveis, mantendo a
qualidade dos produtos e aumentando seu tempo de vida util (AMIRPOUR et al.,
2015).



A industria alimenticia tem se deparado com um desafio no que diz respeito a
conservagao de alimentos. Ao mesmo tempo em que existem restrigdes impostas
pelas legislacbes relativas ao uso de aditivos e consumidores cada vez mais
exigentes, que desejam produtos de elevada qualidade e sem aditivos, por outro
lado, aumenta a demanda por alimentos processados, cuja conservagao requer o
uso de aditivos (SAAD et al., 2005; ZHAO et al., 2013).

Desde a antiguidade, diversos compostos quimicos sao utilizados com o
intuito de preservar os alimentos. Sal, agucar, alcool, fumaca, condimentos, além de
acidos organicos, como os acidos latico e acético, tém sido considerados
conservantes tradicionais (LUCK e JAGER, 2000). A maior ameaga vem da
deterioragdo ou mesmo da toxicidade dos produtos alimenticios, devido a agao de
microrganismos nocivos, como bactérias, leveduras e bolores, que podem secretar
toxinas, perigosas para a saude humana e que podem ser fatais (AMIT et al., 2017).

Segundo a resolucéo n° 04/88 do Ministério da Saude (BRASIL, 1988), com a
modificagdo sugerida pela resolugdo da Diretoria Colegiada n° 08/08 (BRASIL,
2008), os conservantes permitidos para uso no Brasil sdo apresentados na Tabela 1,
juntamente com os seus cddigos INS e os principais usos.

Entre os conservantes mais utilizados nos alimentos, podemos destacar o
acido sorbico e seus sais (sorbatos), o acido benzoico e seus sais (benzoatos) e o
acido p-hidroxibenzoéico e seus ésteres (parabenos). Essas substancias tém sido
utilizadas por muito tempo como conservantes, por serem consideradas seguras

para uso desde que sejam respeitados o0s niveis maximos permitidos.



Tabela 1. Conservantes permitidos no Brasil e suas principais aplicagbes

Conservantes

INS Principais aplicagées

Acido sérbico e seus sais de sddio, célcio e potassio

Acido benzoico e seus sais de sodio, potassio e calcio

Metilparabeno, Etilparabeno e seus sais de sbdio

Dioxido de enxofre; sulfito de sédio, potassio e calcio; bissulfito de

sodio, calcio e potassio; metabissulfito de sodio e potassio
Nisina
Natamicina
Nitrito de potassio e sédio
Nitrato de sddio e potassio

Propionato de sddio, calcio e potassio

Queijos, laticinios, carnes, produtos a base de
200-203 . o
peixe, pao e produtos de confeitaria

Bebidas carbonatadas, geleias, doces,
210-213 .
margarinas € molhos

Bebidas fermentadas, ndo carbonatadas e
214-215, 218-219
adocgantes de mesa liquido

220-228 Vinhos
234 Queijos processados
235 Queijos processados
249-250 Embutidos
251-252 Embutidos
281-283 Produtos de panificacao

0]



11

3.2.1. Acido benzoico e seus sais - benzoatos

O acido benzoico (Figura 2) foi um dos primeiros conservantes permitidos
pela Agéncia Norte Americana de Administracdo de Alimentos e Drogas (FDA, do
inglés United States Food and Drug Administration). Sua ag¢ao conservante foi
descrita pela primeira vez por H. Fleck em 1875, na tentativa de obter um substituto
ao acido salicilico. Entretanto, devido a dificuldade na sua obtengcédo na época, seu
uso na conservacdo de alimentos s6 foi introduzido ao final do século 19. E um dos
conservantes alimenticios mais usados no mundo, em funcédo de seu baixo custo de
producgao, facil incorporagcdo nos alimentos, baixa toxicidade e o fato de ser incolor
(CHIPLEY, 2005). Embora o acido benzoico nao dissociado seja o agente
antimicrobiano mais efetivo, usam-se preferencialmente os seus sais de sodio, calcio
ou potassio, devido a maior solubilidade (BILAU et al., 2008). Os benzoatos séo

identificados pelos codigos INS 210 a 213.

Figura 2. Estrutura quimica do acido benzoico

)

OH

Como todos os conservantes organicos, sua eficiéncia depende do pH e seu
uso somente é recomendado para produtos com pH inferior a 4,2. Quanto mais
baixo o pH do alimento a ser conservado, menor & a concentragcdo de acido
benzoico necessaria para a agao conservante. Esse bactericida e fungicida é efetivo
somente em meio levemente acido e usado em muitos casos em combinacdo com
outros conservantes, como sorbatos, didoxido de enxofre, parabenos e dioxido de
carbono, devido aos efeitos sinérgicos obtidos ampliando o espectro de acéo e
atividade antimicrobiana (CHIPLEY, 2005).
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Nos alimentos, os benzoatos atuam na inibigdo de fungos e leveduras, uma
vez que o pH baixo dos alimentos aos quais ele é aplicado é suficiente para inibir o
crescimento bacteriano (CHIPLEY, 2005). A concentracdo minima para inibicao de
microrganismos € dependente de fatores como tipo de substrato, pH do meio e
microrganismo de interesse. Usualmente, concentragées entre 20 e 500 ppm sé&o
suficientes para inibir o crescimento de fungos e leveduras (LUCK e JAGER, 2000).

Ao contrario do acido sorbico, o acido benzoico é ativo contra os lactobacilos,
0 que impede seu uso em produtos fermentados, como iogurtes, por exemplo. Por
conferir gosto forte e apimentado, o que corresponde a um impacto sensorial
negativo, seu uso é restrito a certo numero de produtos e, um dos seus maiores
mercados é como conservante alimenticio em bebidas carbonatadas. Os benzoatos
também s&do usados em salada de frutas, geleias, doces, margarinas, balas, tortas
de fruta, molhos, etc (BILAU et al., 2008).

Existem diversos mecanismos para a sintese do acido benzoico, porém,
industrialmente, este é obtido pela oxidacdo em fase liquida do tolueno (WHO,
2000). Na natureza, ele ocorre em varias plantas como um metabdlito, em frutas,
como mirtilos, uvas, morangos, tomates, macas, em algumas especiarias, como
canela e cravo, no mel, em alguns cogumelos e chas. Também €& observado em
alguns produtos derivados do leite como subproduto da degradagao microbiana do
acido hipurico ou da fenilalanina presentes nestes produtos ou por oxidagdo do
benzaldeido, durante a etapa de fermentagcéo (WHO, 2000; CHIPLEY, 2005).

Do ponto de vista toxicoldgico, diversos testes em animais mostraram a baixa
toxicidade dos benzoatos. Apos a ingestdo oral este conservante é rapidamente
absorvido no trato gastrointestinal, onde é ativado e, posteriormente metabolizado
no figado, por conjugagcao a glicina, levando a formagédo de acido hipurico, que é
excretado pela urina. Esta via é responsavel por eliminar entre 66 a 95% do
benzoato ingerido, evitando a sua acumulagado no organismo (CHIPLEY, 2005). O
principal efeito causado pelos benzoatos € o desenvolvimento de reagdes alérgicas
em pessoas mais sensiveis, embora alguns estudos demonstrem também a
capacidade do benzoato se converter a benzeno, substancia altamente cancerigena,
na presenca de vitamina C (ZAMANI MAZDEH et al., 2014).
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3.2.2. Acido sérbico e seus sais - sorbatos

O acido sérbico (Figura 3) € um composto encontrado na natureza, tendo sido
isolado pela primeira vez em 1859 pelo quimico alemao W. Von Hofmann, a partir do
fruto de Sorbus aucuparia L.. Entretanto, suas propriedades antimicrobianas sé
foram descobertas na década de 1930, por E. Miller e C. M. Gooding (LUCK e
JAGER, 2000; STOPFORTH et al., 2005). O seu uso como conservante € amplo,
devido a caracteristicas como inocuidade e nao interferir no sabor dos produtos,
sendo empregado puro ou como um dos seus sais de sodio, calcio e potassio, que
sdo mais sollveis em agua, e consequentemente, mais empregados (LUCK e
JAGER, 2000).

Figura 3. Estrutura quimica do acido sorbico

/\/\)J\OH

O acido sorbico e seus sais sao conservantes identificados pelos codigos INS
200 a 203. Da mesma maneira que para os benzoatos, a atividade antimicrobiana
dos sorbatos esta relacionada com a presenca da molécula nado dissociada, sendo
mais efetivos em alimentos acidos ou acidificados (JAY, 1996). Assim, os sorbatos
séo utilizados em alimentos com pH inferior a 6,5 e de grande valor nutricional, tais
como queijos, laticinios, carnes, produtos a base de peixe, pao e produtos de
confeitaria.

Os sorbatos séo inibidores de bolores e leveduras, embora também atuem na
inibicdo de bactérias. A resisténcia das bactérias laticas aos sorbatos, especialmente
em pH 4,5 ou maior, permite o uso destes conservantes como agentes fungistaticos
em produtos que sofrem fermentagdo latica (JAY, 1996). Assim como para os
benzoatos, a concentragdo minima necessaria para a inibigdo de microrganismos
varia de acordo com fatores, como substrato, pH do meio e microrganismo de
interesse, sendo usado de 10 a 10000 ppm (LUCK e JAGER, 2000).
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Do ponto de vista toxicolégico, os sorbatos surgem como um dos
conservantes que causa menos efeitos indesejaveis ao consumidor, o que pode ser
explicado pelo seu mecanismo de absor¢do. O organismo humano metaboliza o
acido sorbico da mesma forma que os acidos graxos insaturados (-oxidagéo),
formando CO,, agua e energia. Assim, a baixa toxicidade observada deve-se a
degradacdo do conservante pelas vias metabdlicas naturais do nosso organismo
(TFOUNI e TOLEDO, 2002a).

Adicionalmente, alguns estudos reportaram a ocorréncia de interagdes entre o
acido sérbico e outros aditivos como, por exemplo, os nitritos presentes em carnes
defumadas e embutidos, que podem dar origem a substancias mutagénicas, ou a
ocorréncia de reagdes de escurecimento por um mecanismo nao enzimatico
resultante da interacdo do conservante com compostos aminados, como a lisina e o
glutamato (STOPFORTH et al., 2005). Também sao observadas para o acido
sorbico algumas reacgbes alérgicas em individuos com elevada sensibilidade
(TFOUNI e TOLEDO, 2002a).

3.2.3. Parabenos

Os parabenos (Figura 4) sdo uma classe de substancias empregadas como
conservantes, introduzidos em meados da década de 1920 em produtos
farmacéuticos, embora nos dias atuais sejam amplamente utilizados em produtos
cosméticos e alimentos. Eles sdo obtidos pela reacao de esterificacdo do acido p-
hidréxibenzdico com o alcool apropriado na presenca de um catalisador acido, no
qual o éster obtido varia desde cadeias alquilicas como metil, etil e propil, até
substituintes aromaticos como benzil e fenil (BLEDZKA et al., 2014).

Algumas caracteristicas sao fundamentais na popularidade dos parabenos
como conservantes, dentre as quais, podemos destacar. amplo espectro de
atividade contra leveduras, bolores e bactérias; estabilidade quimica em diferentes
intervalos de pH e temperatura; inércia; baixo grau de toxicidade sistémica; baixa
frequéncia de sensibilizacdo; boa solubilidade em agua; uso relativamente seguro;
baixo custo de producao; ndo ocasiona variacdes na consisténcia ou coloracdo dos
produtos (SONI et al., 2005; BLEDZKA et al., 2014).
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Figura 4. Estrutura quimica dos parabenos

)

HO

Assim como os benzoatos e sorbatos, os parabenos apresentam maior
atividade antimicrobiana na forma nao dissociada. A esterificagdo do grupo carboxila
do acido p-hidroxibenzoico permite que os parabenos formados se apresentem na
forma molecular em valores de pH de até 8,5, enquanto que a dissociacdo dos
benzoatos e sorbatos ocorre em valores maiores que 5,0. Enquanto que o pH 6timo
para a atividade antimicrobiana dos benzoatos e sorbatos € entre 2,5 a 4,0, os
parabenos sao eficientes entre 3,0 e 8,0 (DAVIDSON, 2005). A ndo dissociagao
destes compostos facilita a penetracdo das membranas celulares dos micro-
organismos, sobre 0s quais sera exercida agao inibitéria do agente conservante. Sua
atividade antimicrobiana é diretamente proporcional ao comprimento da cadeia
lateral e ndo aumenta com o abaixamento do pH na mesma intensidade que ocorre
com os benzoatos e sorbatos (DAVIDSON, 2005; CARREIRA, 2008).

Embora por muito tempo os parabenos fossem classificados como uma
classe de substancia segura para uso, estudos recentes tém apontado para o
potencial efeito dos parabenos no sistema enddécrino (SONI et al., 2005), além de
efeito estrogénico (ROUTLEDGE et al., 1998) e potencial carcinogénico (DARBRE et
al., 2004). Essas constatagdes despertaram o interesse das agéncias reguladoras a
nivel internacional, tanto que recentemente, o propilparabeno foi banido para uso
como conservante em alimento (BRASIL, 2008), sendo permitidos apenas o
metilparabeno e o etilparabeno, com restricobes em relagcbes aos benzoatos e
sorbatos.
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3.3. Ingestao Diaria Aceitavel

O JECFA utiliza a Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) para expressar a seguranga
no uso de aditivos, o que representa a quantidade de substancias que podem ser
consumidas diariamente sem riscos para a saude, mesmo por um longo periodo. A
IDA é expressa em mg kg™’ do aditivo por peso corporal (WHO, 1987).

O processo de definicdo dos valores de IDA envolve a interpretacdo dos
dados toxicolégicos, identificando-se, quando possivel, uma dose experimental na
qual ndo tenham sido observados efeitos adversos da substancia avaliada sobre a
espécie animal mais sensivel. Esta dose € conhecida como NOEL - no observed
effect level (nenhum nivel de efeito observado), sendo expressa em mg kg™ peso
corporal”’. Ela ¢ utilizada para extrapolagdo dos resultados dos estudos
experimentais com animais para o homem, sendo aplicado um fator de seguranga
arbitrario que considera diferencas de sensibilidade entre as espécies e a
heterogeneidade da populacdo humana. Para aditivos alimentares o JECFA tem
empregado um fator de 100 (TFOUNI, 2000).

Os sorbatos apresentam valores de IDA entre 0-25 mg kg'1, enquanto que
para os benzoatos o IDA esta entre 0-5 mg kg'. Para os parabenos, o JECFA
sugere como IDA para a soma do metilparabeno e etilparabeno o valor de 0-10 mg
kg'1 de peso corporal por dia (JECFA, 1974). Recentemente, o propilparabeno teve
seu uso banido como conservante em alimentos. Além disso, niveis maximos de
conservantes de até 3000 mg kg™’ para diferentes alimentos processados também
sdo estabelecidos para garantir que a ingestdo de um aditivo ndo exceda sua IDA
(CODEX, 2017).

3.4. Avaliagao da Ingestao Diaria de Conservantes

A escolha do método a ser empregado na coleta de dados sobre consumo de
alimentos depende de fatores como o objetivo da pesquisa, tamanho da amostra
necessaria e recursos disponiveis. Varios métodos sdo mencionados para obtencao
das informagdes, entre eles: relatério sobre o balango dos alimentos, diario

detalhado sobre o consumo dos alimentos, pesagem de todo o alimento consumido,
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entrevistas e questionarios. Em geral, essas abordagens procuram obter
informacgdes sobre a dieta, que reflitam o padrao de consumo de individuos ou de
grupos da populagao (TFOUNI, 2000).

Neste sentido, O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), através
da Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF), realiza o estudo do consumo
alimentar pessoal no Brasil, resultado de um amplo trabalho que tem por objetivo
inferir sobre o perfil de consumo da populagéo brasileira com 10 anos ou mais de
idade. Esse estudo é fruto de parceria com o Ministério da Saude que visou a
investigacdo de temas de interesse especifico na POF 2008-2009 e viabilizou, em
particular, com o aporte dos recursos necessarios e participacbes efetivas nas
definigdes dos modelos metodologicos, o levantamento de um conjunto de
informagdes que permitiram aprofundar analises sobre o estado nutricional da
populagao brasileira (IBGE, 2011).

Na POF, as informacgdes basicas utilizadas foram os registros detalhados dos
alimentos consumidos pelos informantes ao longo de dois dias ndo consecutivos,
independente do local de consumo do alimento, isto €, no domicilio ou fora dele. Os
diferentes tipos de alimentos e as respectivas unidades de medidas utilizadas foram
obtidos de forma direta, ou seja, por entrevista junto aos moradores com 10 anos ou
mais de idade, residentes nos domicilios selecionados (IBGE, 2011).

O unico modo de confirmar se um consumidor esta definitivamente exposto a
um risco seria medir precisamente a quantidade de aditivo presente no alimento a
ser consumido e comparar com a IDA estabelecida para este aditivo, sendo esta,
uma forma inviavel. Para superar este problema, calculos da estimativa da ingestao
diaria de aditivos sao utilizados, pelos dados de consumo médio de alimentos
(TFOUNI, 2000). Para tal sdo necessarias informag¢des sobre a concentracdo das
substancias nos alimentos. E neste ponto que o uso de métodos analiticos eficientes

se faz necessario.
3.5. Métodos analiticos para a determinagao de conservantes em alimentos

Por mais que a concentragao de conservantes em alimentos seja elevada e

as técnicas instrumentais de analise tenham se modernizado nos ultimos anos,
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realizar a sua determinagdo de forma direta, principalmente quando é levada em
consideragao a complexidade das amostras de alimentos € uma tarefa ardua. Assim,
a etapa de preparo de amostra continua sendo de extrema importancia na obtencao
de resultados confiaveis. Ela €& responsavel por promover a extracdo e o
enriquecimento dos analitos e a remocgao, tanto quanto possivel, dos interferentes,
além de tornar a amostra compativel com a técnica de determinacgao a ser utilizada
(PRESTES et al., 2009).

Na literatura sado encontrados diversos métodos para a determinagdo de
conservantes em alimentos, empregando técnicas como a Extragdo Liquido-Liquido
(LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction), Extragdo em Fase Solida (SPE, do inglés
Solid-Phase Extraction), Extracdo em Fase Sdlida Dispersiva (DSPE, do inglés
Dispersive Solid-Phase Extraction), Microextracdo Liquido-liquido Dispersiva
(DLLME, do inglés Dispersive Liquid-Liquid Microextraction) e o método QUEChERS
(do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), e as técnicas
instrumentais de analise de cromatografia liquida (CHEN et al., 2012; FUSELLI et
al., 2012; KAMANKESH et al., 2013; LIN et al., 2013; MA et al., 2013; ZHAO et al.,
2013; AMIRPOUR et al., 2015; DING et al., 2015) e gasosa (ABEDI et al., 2014;
CHEN et al., 2016; DING et al., 2018), devido a maior seletividade quando
comparada com as demais técnicas instrumentais.

Também sdo encontrados diversos métodos oficiais que empregam a
espectrofotometria como técnica de determinagdo. Estes métodos sdo baseados na
medida de absor¢do em comprimentos de onda entre 225 a 255 nm de um extrato
etéreo ou de um destilado contendo os conservantes. Embora o procedimento de
leitura seja rapido, a precisao é afetada, uma vez que podem ocorrer erros na leitura
quando mais de um conservante esta presente no extrato final, devido a
sobreposi¢cao dos espectros de absorcao. Além disso, a presenca de interferentes
pode levar a erros de superestimagao dos resultados (TFOUNI, 2000).

3.5.1. Métodos oficiais para a determinagao de conservantes em alimentos

O Codex Alimentarius, através do guia CXS 234-1999, revisado no ano de
2018, recomenda métodos oficiais para a determinagcdo de conservantes em
alimentos, de diferentes organizagdes internacionais como a 1ISO, AOAC e NMKL
(CODEX, 1999). No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
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(MAPA) disponibiliza um manual de métodos oficiais para analise de alimentos de
origem animal (BRASIL, 2017). Como caracteristica geral, podemos destacar o
escopo limitado dos métodos oficiais, além de outras desvantagens, como multiplas
etapas de extracdo, uso de grandes volumes de solventes organicos e geracao de
grandes quantidades de residuos.

Entre os métodos recomendados pelo Codex Alimentarius podemos destacar
os métodos ISO 5518 e 6560, para a determinagao de acido benzoico e seus sais
em sucos de fruta e néctares, em baixas (ISO, 2007) e altas concentragdes (ISO,
1983), respectivamente, além do ISO 5519, para determinagéo do acido sérbico e
seus sais nas mesmas matrizes (ISO, 2008a). De maneira geral, todos estes
meétodos apresentam as desvantagens de serem realizados em multiplas etapas,
empregarem grandes quantidades de solventes e reagentes, alguns toxicos, e o
escopo limitado a poucos tipos de amostras e analitos, sendo pouco praticos para
andlises de rotina. Além disso, as determinagdes espectrofotométricas, que sao
utilizadas nestes métodos, ndo apresentam a seletividade das determinagdes
cromatograficas.

Para superar as limitagdes dos métodos espectrofotométricos, outros
métodos ISO empregando determinagdes por cromatografia estdo disponiveis,
embora ndao constem na lista de recomendacdées do Codex Alimentarius. O método
ISO 22855 para determinagao de benzoato e sorbato em sucos de frutas e vegetais
consiste da diluicdo de 5,0 a 10,0 mL de amostra em aproximadamente 75 mL de
uma solucdo de tampao acetato pH 3,4 e metanol (60:40, v/v) em um frasco
volumétrico de 100 mL, que é levado ao banho ultrassénico por 10 minutos. Entao,
1,0 mL das solugbes Carrez | (hexacianoferrato de potassio) e Il (sulfato de zinco)
sao adicionados para clarificacdo da amostra. Por fim, a amostra é diluida até o
volume do frasco, filtrada em papel filtro e em seguida em filtro de membrana, para
posterior analise por HPLC-UV (ISO, 2008c). O método ISO 9231 para determinagao
de benzoato e sorbato em leite e derivados é realizado pela pesagem de 3,0 a 20,0
g, de acordo com a amostra, em um frasco volumétrico de 100 mL, onde sao
adicionados 25 mL de uma solucdo de NaOH 0,1 mol L™'. A amostra é colocada em
um banho ultrassénico a 70 °C por 15 minutos, seguido do ajuste do pH a 8 + 1 com
solugdo de H,SO, 0,5 mol L™ e adicdo de 2 mL das solucdes Carrez | e Il para
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precipitagcdo de gorduras e proteinas. Por fim, a amostra é diluida com metanol,
seguida da filtragdo com membrana e determinagao por HPLC-UV (ISO, 2008b).

Embora os métodos ISO 22855 e 9231 sejam capazes de determinar os
conservantes sorbato e benzoato simultaneamente em sucos de frutas e vegetais e
leite e derivados, eles ainda sdo empregados em multiplas etapas. Além disso, estes
meétodos geram grandes volumes de residuos, uma vez que até 100 mL de solugao
metanodlica s&do gerados por cada réplica analisada. Além disso, outros alimentos
processados que contem conservantes em sua composi¢cao ndo sado contemplados
por estes métodos.

A AOAC estabelece dois métodos oficiais de analise para a determinacao de
conservantes em alimentos. O método 960.38, baseado na determinacao
espectrofotométrica de benzoato em alimentos n&o sélidos (como molhos e geleias)
e bebidas (como sucos e refrigerantes) € um método bastante tedioso. Este
procedimento € realizado em multiplas etapas, apresenta baixa seletividade
relacionada a técnica de determinacao e escopo limitado (AOAC, 1964). O método
983.16 para determinacdo de benzoato e sorbato em alimentos sdélidos,
recomendado pelo Codex Alimentarius para a determinagao de benzoato em frutas e
vegetais processados (CODEX, 1999), envolve uma etapa de extragdo com éter em
solucdo de NaOH e diclorometano, etapa de derivatizacdo e determinagao por
Cromatografia Gasosa com deteccédo por Chama (AOAC, 1983). Embora este
método supere a falta de seletividade do método espectrofotométrico, ele ainda
consome muito tempo, levando cerca de 2,5 horas para completar a analise de uma
unica amostra, além de utilizar em seu preparo um solvente clorado, sendo este um
método perigoso tanto ao meio ambiente quanto ao analista.

Um dos métodos recomendados pelo Codex Alimentarius da NMKL é o
método 124, para a determinacao cromatografica de benzoato, sorbato e parabenos
em sucos de fruta e néctares. O método prevé uma extragcdo com mistura de
metanol e agua, seguido de filtragdo e separagdo em coluna de C18, com detecgao
no UV a 235 nm (NMKL, 2007). Embora este método apresente em seu escopo a
determinacdo dos parabenos, para tal, dois conjuntos de fase moével se fazem
necessarios: um para a determinacdo do sorbato e benzoato e outro para os
parabenos, sendo esta uma desvantagem. Além disso, de forma similar aos demais

métodos oficiais elencados, seu escopo é limitado a algumas amostras liquidas.
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3.5.2. Métodos inovadores para determinagao de conservantes em alimentos

e a quimica analitica verde

Tendo em vista as desvantagens apresentadas pelos métodos oficiais de
analise para a determinacdo de conservantes em alimentos, diversos autores tém se
dedicado ao desenvolvimento de métodos inovadores de extracdo. Uma descrigao
mais detalhada dos diferentes trabalhos empregando estas técnicas pode ser

observada na Tabela 2.



Tabela 2. Revisao de trabalhos que realizaram o desenvolvimento de métodos para a determinag&o de conservantes em alimentos

Técnica de
Massal/volume de Técnica de
preparo de Analitos Matriz Recuperagoes Referéncia
amostra determinacao
amostras
Refrigerante,
Refrigerante — 200 mL
suco de fruta,
Benzoato e _ Suco de fruta — 1 mL (TFOUNI e TOLEDO,
LLE margarina, o HPLC-UV 86,1-102,2%
sorbato . Margarina, iogurte e 2002a)
iogurte e .
. queijo—5g
queijo
Refrigerante,
Benzoato, sorbato, geleia,
USALLE® metilparabenoe  molhos, frutas 19 HPLC-UV 102-106% (SAAD et al., 2005)
propilparabeno e vegetais
enlatados,
Benzoato e Vinhos e (MACHADO et al.,
LLE 2mL HPLC-UV 99,3-101,2%
sorbato sidras 2007)

# USALLE - Extracgéo Liquido-liquido Assistida por Ultrassom, do inglés Ultrasound Assisted Liquid-liquid Extraction

[44



Técnica de

] ] Massal/volume de Técnica de . o
preparo de Analitos Matriz Recuperagoes Referéncia
amostra determinacao
amostras
Refrigerante,
suco
Benzoato, sorbato, concentrado,
) ] b (PETRUCI et al.,
USALLE metilparabeno e agua 19 CE 98,8-104,9% 2011)
propilparabeno gaseificada,
adogante e
molho shoyu
9 aditivos
DSPE _ Vinho 1mL UFLC-MS/MS° 78,5-99,2% (CHEN et al., 2012)
alimentares
USALLE 7 conservantes Queijo 29 LC-MS/MS® 82-103% (FUSELLI et al., 2012)
9 aditivos
DSPE Vinho 10 mL HPLC-UV 80,1-97,1% (ZHAO et al., 2013)
alimentares
6 aditivos
SPE _ Leite em po6 29 HPLC-DAD® 89-103% (MA et al., 2013)
alimentares

® CE — Eletroforese Capilar, do inglés Capillary Electrophoresis, ° UFLC-MS/MS — Cromatografia Liquida Ultra Rapida acoplada ao Detector por

Espectrometria de Massas em Série, do inglés Ultra-fast Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry, 4 LC-MS/MS - Cromatografia Liquida acoplada

ao Detector por Espectrometria de Massas em Série, do inglés Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry, ® HPLC-DAD — Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia acoplada ao Detector por Arranjo de Diodos, do inglés High Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detector

€¢
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Técnica de
Massal/volume de Técnica de
preparo de Analitos Matriz Recuperagoes Referéncia
amostra determinacao
amostras
Benzoato e (KAMANKESH et al.,
DLLME logurte 2mL HPLC-UV 91-105%
sorbato 2013)
; Benzoato, sorbato Sucos e
SCSE o . . 10 mL HPLC-UV 63-107% (LIN et al., 2013)
e acido cindmico refrigerantes
43 aditivos Leite e
QuEChERS 15¢ UHPLC-MS? 89,4-108,2% (JIA et al., 2014)
alimentares derivados
Benzoato e Derivados de 1 g — sélidos "
DLLME _ _ GC-FID 88,0-103,7% (ABEDI et al., 2014)
sorbato leite 2 g - liquidos
Benzoato e (ZAMANI MAZDEH et
LLE logurte 10 mL HPLC-UV 97-101%
sorbato al., 2014)
Benzoato e
LLE Molho shoyu 19 HPLC-UV 96,1-104,3% (DING et al., 2015)
sorbato
Refrigerante, Refrigerante — 5 mL
Benzoato e (JAVANMARDI et al.,
DLLME leite, ketchup Leite — 1 mL HPLC-UV 101-106%
sorbato 2015)

e pao

Ketchupe pdo-5g

"SCSE - Extragdo Sortiva em Massa de Agitacdo, do inglés Stir Cake Sorptive Extraction, ® UHPLC-MS — Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia

acoplada ao Detector por Espectrometria de Massas, do inglés Ultra High Performance Liquid Chromatography with Mass Spectrometry Detector, " GC-FID —

Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector de

lonizaggdo em Chama,

inglés Gas Chromatography with Flame Ionization Detector



Técnica de

Massal/volume de Técnica de
preparo de Analitos Matriz Recuperagoes Referéncia
amostra determinacao
amostras
Suco de
. Suco de laranja e
Benzoato e laranja, _ HPLC-UV e i
LLE . refrigerante — 1 mL 89-96% (GOREN et al., 2015)
sorbato refrigerante e LC-MS/MS
Ketchup — 20 g
ketchup
Picles, molho
de tomate,
geleias,
Benzoato e refrigerantes, 10 g — solidos (AMIRPOUR et al.,
LLE _ HPLC-UV 96,0-102,1%
sorbato sucos de 10 g — liquidos 2015)
frutas e
derivados de
leite
. Leite materno, suco de
Leite materno,
frutas — 1,0 mL
molho de
Molho de tomate — 0,5 g (ALSHANA et al.,
DLLME 4 parabenos tomate, picles, ) CE 86,7-103,3%
Picles - 75,0 g 2015)
suco de frutas Sorvete — 5,0 g

e sorvete

S¢



Técnica de
] ] Massal/volume de Técnica de . o
preparo de Analitos Matriz Recuperagoes Referéncia
amostra determinacao
amostras
. 4 parabenos e 3
PLE' Frutos do mar 19 LC-MS/MS 80,6-107,8% (HAN et al., 2016)
filtros-UV
(DJATMIKA et al.,
MSPD 4 parabenos Frutos do mar 0,59 GC-MS 75,0-116,1% 2016)
Diversos (SUGIURA e
LLE 9 conservantes _ 249 HPLC-UV 81,7-102,5%
alimentos NAKAJIMA, 2017)
Benzoato e Derivados de
QuEChERS 4 mL LC-MS 81-112% (SEFIDI et al., 2018)
sorbato leite
Biscoitos,
sucos de
frutas, 0,59 .
DLLME 7 conservantes GC-M¢& 88,7-110,5% (DING et al., 2018)
bebidas,
vinagre e
molho shoyu
. 17 conservantes e Produtos de | (MOLOGNONI et al.,
SLE . _ _ . 29 LC-MS 70-130%
aminas biogénicas carne e peixe 2018)

' PLE — Extragdo com Liquido Pressurizado, do inglés Pressurized Liquid Extraction, ' GC-MS — Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector por
Espectrometria de Massas, do inglés Gas Chromatography with Mass Spectrometry, ' SLE — Extracdo Sélido-liquido, do inglés Solid-liquid Extraction, 'LC-

MS — Cromatografia Liquida acoplada ao Detector por Espectrometria de Massas

9¢



Técnica de

Massal/volume de

Técnica de

preparo de Analitos Matriz Recuperagoes Referéncia
amostra determinacao
amostras
_ UHPLC- (GRECCO et al.,
DLLME 4 parabenos Leite materno 19 n.d."
MS/MS™ 2018)
Molho shoyu e
VA-DLLME-SFQ° 4 parabenos produtos 0,39 CapLC-UVP n.d. (CHEN et al., 2018)
cosméticos
Benzoato, sorbato
Sucos de (TIGHRINE et al.,
SALLE® e 3 adogantes 3 mL UHPLC-UV 85-122%
frutas 2019)

artificiais

™ UHPLC-MS/MS — Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia acoplada ao Detector por Espectrometria de Massas em Série, do inglés Ultra High
Performance Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry, " n.d. — ndo determinado, °® VA-DLLME-SFO — Microextragéo Liquido-liquido Dispersiva
Assistida por Vértex com Solidificagdo da Gota Organica Flutuante, do inglés Vortex Assisted Dispersive Liquid-liquid Microextraction based on the
Solidification of a Floating Organic Drop, P CapLC-UV — Cromatografia Liquida Capilar acoplada ao Detector Ultravioleta, do inglés Capillary Liquid
Chromatography with Ultraviolet Detector, ® SALLE — Extragéo Liquido-liquido Assistida pelo efeito Salting-out, do inglés Salting-out Liquid-liquid Extraction

Le
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Cada técnica de preparo de amostras apresentada tem seus préprios méritos
e a escolha do procedimento de extragdo depende de varios fatores, entre estes,
custo, simplicidade de operagao, tipo e quantidade de amostra, praticidade e
disponibilidade. Além disso, técnicas que seguem os principios da Quimica Analitica
Verde sao preferiveis na escolha do preparo de amostra. Os conceitos da Quimica
Analitica Verde surgem da Quimica Verde nos anos 2000, com o objetivo de tornar
as praticas de laboratérios menos impactantes ao meio ambiente, adotando alguns
principios de desenvolvimento sustentavel para laboratérios analiticos (GALUSZKA
et al., 2013; MOHAMED, 2015).

Desta forma, no desenvolvimento de um método analitico, busca-se atender
os seguintes principios (GALUSZKA et al., 2013):

1. Técnicas de anadlise direta devem ser empregadas para evitar o preparo de
amostras;

2. Menor volume ou massa de amostra e numero de amostras sao preferiveis;

3. Medicbes in situ devem ser realizadas;

4. Integracdo de processos analiticos e operagdes para economia de energia e
redugao do consumo de reagentes;

5. Métodos automatizados e miniaturizados devem ser selecionados;

6. Derivatizacdo deve ser evitada;

7. Geragcdo de grandes volumes de residuos deve ser evitada tal como o
gerenciamento apropriado do residuo deve ser providenciado;

8. Métodos multi-analitos e multi-parametros sao preferiveis;

9. O uso de energia deve ser minimizado;

10.Reagentes obtidos de fontes renovaveis sédo preferidos;

11.Reagentes toxicos devem ser eliminados ou substituidos;

12.A seguranga do analista deve ser aumentada.

Neste sentido, o Laboratério de Analise de Compostos Orgéanicos e Metais
(LACOM), atua no desenvolvimento de métodos de preparo de amostras que
atendam os principios da Quimica Analitica Verde seguindo os critérios acima
mencionados. Embora na pratica seja muito dificil seguir todos os 12 principios,

busca-se atingir o maximo de requisitos possiveis.
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3.5.2.1. Método QUEChERS

Os quimicos analiticos sdo continuamente desafiados a desenvolver métodos
mais rapidos, ecoldgicos, exatos e precisos, capazes de garantir a qualidade,
autenticidade, segurancga e rastreabilidade dos compostos alvo numa diversidade de
matrizes. Neste contexto, o método QUEChERS é um dos mais promissores,
envolvendo quantidades reduzidas de solventes orgéanicos e vidrarias, seguindo os
principios da quimica verde (PERESTRELO et al., 2019).

Desenvolvido no ano de 2003 por Anastassiades e colaboradores, o método
QuEChERS de preparo de amostras surgiu com o objetivo de superar as limitagbes
praticas dos métodos multirresiduos de extragao disponiveis na época (PRESTES,
2011). Conforme proposto pelos autores, seu nome vem das suas vantagens em ser
um método rapido, facil, barato, eficiente, robusto e seguro (do inglés Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, Safe), sendo um procedimento dindmico, capaz de ser
realizado em qualquer laboratorio (ANASTASSIADES et al., 2003).

Embora tenha sido originalmente projetado para a extragdo de residuos de
agrotéxicos em frutas e vegetais, o método QUEChERS tem sido amplamente
estudado para a determinacao de diferentes compostos nas mais diversas matrizes,
resultando em um numero de publica¢des crescente a cada ano (Figura 5).

O método QUEChERS consiste das etapas de extragdo empregando como
solvente a acetonitrila (MeCN), particdo pela adi¢cao de sais e, por fim, uma etapa de
limpeza do extrato empregando a DSPE. Durante o desenvolvimento do método
QUEChERS os autores pretenderam descrever um método multirresiduo, que
pudesse ser empregado tanto para a analise por LC quanto por GC. Desta forma, o
uso de MeCN como solvente é adequado para ambas as técnicas cromatograficas,
além de proporcionar a extragdo de diversos agrotoxicos com ampla faixa e
polaridade e possibilitar menor extracdo de compostos lipofilicos presentes na
matriz, como ceras, gorduras e pigmentos (ANASTASSIADES et al., 2003).
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Figura 5. Publicagdes envolvendo o método QUEChERS desde 2003
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Fonte: SCOPUS, palavra chave: “QUEChERS”. Acessado em 17 de setembro de
2019.

A etapa de agitagdo do método QUEChERS pode ser realizada tanto de forma
manual quanto com o auxilio dos agitadores do tipo vortex. Esta € uma vantagem
em comparagao a agitagdo mecanica, permitindo que o procedimento seja realizado
em qualquer lugar. Além disso, uma vez que o procedimento é realizado em frascos
fechados, a exposi¢cdo ao analista € minimizada. Também ndo ha a necessidade de
limpeza do homogeneizador entre as replicatas, tornando o método mais rapido
(ANASTASSIADES et al., 2003).

A etapa de particao, fundamental no método uma vez que € nela que ocorrera
a separagao entre as fases aquosa e organica, € realizada empregando o efeito
salting-out. No procedimento original descrito por Anastassiades e colaboradores
séo utilizados 4 g de MgSO4 e 1 g de NaCl (ANASTASSIADES et al., 2003). Além da
dispersdao entre as fases, a adicao de sais também auxilia no aumento da
recuperacao de analitos polares, pela reducdo da solubilidade destes analitos na
fase aquosa (PRESTES et al., 2009). O MgSO foi escolhido no método QUEChERS

devido a sua maior capacidade de hidratacdo quando comparado com os demais
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sais testados, sendo esta uma reacdo exotérmica, tendo como resultado o
aquecimento da amostra entre 40 — 45 °C, o que favorece a extragcdo de compostos
apolares (ANASTASSIADES et al., 2003).

Por fim, a etapa de limpeza (clean-up) é realizada por DSPE, sendo esta uma
etapa essencial para promover robustez e confiabilidade aos resultados obtidos pelo
sistema cromatografico, uma vez que componentes da matriz podem alterar a
resposta do sistema (efeito matriz) e aumentar a frequéncia de manutencgbes
necessarias. Para esta etapa, no procedimento original descrito por Anastassiades e
colaboradores sdo empregados 25 mg do sorvente amina primaria e secundaria
(PSA, do inglés Primary Secondary Amine) e 150 mg de MgSQOg4. Desta forma, &
realizada a limpeza dos extratos pela agao do sorvente PSA, que possui capacidade
de retengcdo de acidos graxos livres e outros compostos polares, e a reducdo da
agua residual (ANASTASSIADES et al., 2003).

Com o objetivo de melhorar as recuperacdes para analitos sensiveis ao pH,
foram propostos o emprego de sais acetato de acetato e citrato, para gerar um meio
tamponado. No primeiro, a adicdo de acetato de sodio e acido acético em
propor¢cdes bem definidas geram a formagéo de um tampao de pH 4,8, sendo este
método adotado pela AOAC como método oficial para determinagao de residuos de
agrotoxicos em alimentos (AOAC, 2007; LEHOTAY, 2007). No segundo, a adicao de
sais citrato promovem o tamponamento na faixa de pH entre 5,0 e 5,5, sendo este
método adotado como referéncia pelo Comité Europeu de Normalizacéo
(ANASTASSIADES et al.,, 2007; CEN, 2008). A Figura 6 representa as principais

etapas dos métodos QUEChERS original, acetato e citrato.
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Figura 6. Principais etapas dos métodos QUEChERS original, acetato e citrato.

15 g de amostra

10 g de amostra 10 g de amostra

~ +
Extragao § 15 mL de MeCN 1% §
mL de Me! b
10 mL de MeCN CH,COOH 10 mL de MeCN
4 g Mgso, 6 g MgSo, 4 g MgSO, +1 g NaCl
Pa rt|g50 + + + CgHsNa;z0,.2H,0
1gNacl 1,5g CH,COONa + C4H¢Na,0,.1,5H,0
1 mL do extrato + 1 mL do extrato + 1 mL do extrato +
Lim peza 150 mg de MgS0, + 150 mg de MgSO, + 150 mg de MgSO, +
25 mg de PSA 50 mg de PSA 25 mg de PSA

De maneira geral, o QUEChERS é um método barato e flexivel. Seus
principais parametros podem ser facilmente modificados e otimizados para melhorar
a eficiéncia de extragcao e aumentar sua aplicacao potencial em uma ampla gama de
diferentes campos e matrizes, sendo visto como uma alternativa confiavel para a
extragdo de uma diversidade de analitos de diferentes grupos quimicos e matrizes
(PERESTRELO et al., 2019). Como pode ser observado na Tabela 3, os métodos
QUuEChERS original, acetato e citrato, além das suas varias modificagdes propostas
nos ultimos anos, tém sido aplicados para determinacao de diferentes analitos nas

mais variadas amostras.



Tabela 3. Exemplos de
amostras de alimentos

trabalhos que empregaram o método QUEChERS para determinacdo de diferentes compostos em

Analitos Matriz Procedimento Técnica cromatografica Referéncia
Agrotdxicos e HMF? Mel QuEChERS modificado LC-MS/MS (TOMASINI et al., 2012)
Agrotéxicos Caldo de cana QuEChERS modificado LC-MS/MS (SAMPAIO et al., 2013)
Agrotoéxicos Péssego QuEChERS original GC-MS (COSTA et al., 2014)
HPAs® Arroz QUEChERS acetato GC-MS (ESCARRONE et al., 2014)
Farinha de trigo e farelo de (KUPSKI e BADIALE-
Micotoxinas QuEChERS modificado HPLC-FLD®
trigo e arroz FURLONG, 2015)
Medicamentos . N
o Leite QUEChERS modificado LC-MS/MS (ARIAS et al., 2018)
veterinarios
Canabinoides Mel QUEChERS modificado LC-MS/MS (BRIGHENTI et al., 2019)
Medicamentos N
Frutos do mar QuEChERS modificado UPLC-MS/MS (CHEN et al., 2019)

veterinarios

® HMF — Hidroximetilfurfural, > HPAs — Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos, ° HPLC-FLD — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao Detector

de Fluorescéncia, do inglés High Performance Liquid Chromatography with Fluorescence Detector

€€



Analitos

Matriz

Procedimento

Técnica cromatografica

Referéncia

Parabenos e bisfenois

Micotoxinas

Piretroides

Farmacos

HPAs

PFAs*

HAAs®

PBDEs'

Bisfenol A e analogos

Leite materno

Nozes

Peixe

Peixe

Mel

Leite e derivados

Produtos de confeitaria

Peixe

12 categorias de alimentos

QuECHhERS modificado

QUEChERS modificado

QuECHhERS modificado

QUEChERS original

QUEChERS acetato

QUuECHhERS modificado

QUuECHhERS modificado

QUuECHhERS modificado

QUuECHhERS modificado

LC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

GC-MS

LC-MS/MS

GC-MS

LC-MS/MS

UHPLC-MS/MS

GC-ICP-MS/MS®

LC-MS/MS

(DUALDE et al., 2019)

(HIDALGO-RUIZ et al.,
2019)

(OLIVEIRA et al., 2019)

(PENA-HERRERA et al.,
2019)

(PETROVIC et al., 2019)

(SZNAJDER-
KATARZYNSKA et al.,
2019)

(WU et al., 2019)
(ZHANG et al., 2019)

(ZHOU et al., 2019)

¢ PFAs — Substancias perfluoroalquilicas, do inglés perfluoroalkyl substances, ° HAAs — Aminas heterociclicas aromaticas, do inglés heterocyclic aromatic
amines, " PBDEs — Eteres difenilicos polibromados, do inglés polybrominated diphenyl ethers, ° GC-ICP-MS/MS — Cromatografia Gasosa acoplada ao
Espectrometro de Massas Indutivamente Acoplado em série, do inglés Gas Chromatography tandem inductively coupled plasma mass spectrometry

143
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A maioria das modificacbes associadas ao método QUEChERS incluem a
otimizagcdo das massas de amostra, quantidade e combinagao de solventes e sais,
sorventes para a etapa de limpeza, modos de agitagdo e miniaturizacdo dos
reagentes em geral, seguindo os principios da Quimica Verde (PERESTRELO et
al., 2019). Essas modificagdes indicam um futuro promissor na analise de compostos

organicos em diferentes amostras (PRESTES, 2011).

3.5.2.2. Técnica SILLME de preparo de amostra

A técnica SILLME de preparo de amostras surgiu no ano de 2014, proposta
por Du e colaboradores para a determinagdo de fluoroquinolonas em agua,
alimentos e matrizes biolégicas (DU et al., 2014). Esta se apresenta como uma
modificagdo da técnica de Extracdo Liquido-liquido assistida pelo efeito Salting-out
(SALLE, do inglés Salting-out Assisted Liquid-liquid Extraction), desenvolvida em
1973 para a extragdo de metais quelatos em amostras aquosas (MATKOVICH e
CHRISTIAN, 1973). Estas técnicas sao baseadas no fendbmeno de separagédo de
fases induzida pelo efeito salting-out. A fase orgénica € separada a partir de uma
solucdo aquosa homogénea e simultaneamente os analitos sdo extraidos quando
sais organicos ou inorganicos sdo adicionados (MORENO-GONZALEZ e GARCIA-
CAMPANA, 2017).

Além da SALLE, existem diferentes variacbes da técnica de LLE com o
objetivo de substituir o uso de solventes apolares e minimizar os procedimentos,
pelo uso de menores quantidades de solventes e amostra. Podemos destacar as
técnicas de Microextracao Liquido-liquido Dispersiva (DLLME, do inglés Dispersive
Liquid-liquid Microextraction), Microextracdo Liquido-liquido Assistida por Vortex
(VALLME, do inglés Vortex Assisted Liquid-liquid Microextraction) e as variagdes da
técnica empregando o efeito salting-out, como a prépria SILLME e a SALLME
(Microextragao Liquido-liquido Assistida pelo efeito Salting-out, do inglés Salting-out
Assisted Liquid-liquid Microextraction).

Na técnica de DLLME empregada da forma tradicional (REZAEE et al., 2006),
uma mistura apropriada dos solventes extrator e dispersor € injetada na amostra
com o auxilio de uma seringa. Apos agitagao, ocorre a formagado de uma solugao

turva com microgotas do solvente extrator, contendo os analitos extraidos. Apos
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centrifugacéo, ocorre a formagao de uma fase sedimentada, que pode ser recolhida
com o auxilio de uma seringa para posterior determinagao pela técnica mais
apropriada (REZAEE et al., 2010). Diversas modificagbes foram propostas a esta
técnica, envolvendo o uso de solventes menos agressivos ao analista e ao meio
ambiente.

Na VALLME, também sao utilizados solventes imisciveis com a agua, sejam
eles menos densos (1-hexanol, 1-octanol, acido hexanoico, tolueno, etc.), mais
densos (diclorometano, clorobenzeno, tetracloreto de carbono, etc) ou mesmo
liquidos idnicos. Entretanto, a disperséo é realizada por auxilio do agitador do tipo
vértex, ndo sendo necessario o solvente dispersor (BOSCH OJEDA e SANCHEZ
ROJAS, 2014).

Uma das principais vantagens da SALLE quando comparada com as demais
variagdes da LLE é a possibilidade de uso de solventes relativamente polares como
MeCN, metanol ou acetona. Como consequéncia, a eficiéncia de extracdo de
compostos polares € melhorada em comparagdao a LLE empregando solventes
apolares (MORENO-GONZALEZ e GARCIA-CAMPANA, 2017). Outra vantagem
desta técnica € que a area de contato entre as fases aquosa e organica é
praticamente infinita quando comparada com a LLE, VALLME e DLLME. Isto se
deve ao fato de os solventes empregados na SALLE serem misciveis com a agua
em qualquer propor¢cdo, o que facilita a transferéncia de massa e,
consequentemente, a extracao (KOLTSAKIDOU et al., 2015). Além disso, o uso de
solventes polares torna este método de preparo de amostras compativel com as
técnicas de LC e GC.

Na SILLME proposta em 2014, 1 mL de MeCN ¢é adicionado a 5 mL da
solugédo contendo a amostra, seguidos de rapida agitagdo em vortex; apds, 2 g de
MgSO, sao adicionados e a amostra € agitada em vortex por 3 minutos. O
sobrenadante é transferido para um tubo de vidro de 10 mL, onde é submetido a
secagem em fluxo de nitrogénio em banho aquecido a 40 °C. O residuo é
redissolvido em 400 uL da fase movel, agitado em vértex e filtrado em membrana,
estando pronto para analise cromatografica (DU et al., 2014). Estas etapas estéao

representadas na Figura 7.
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Figura 7. Principais etapas da SILLME empregada por Du et al., 2014
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Embora os autores proponham diferentes nomes para as técnicas, como as
proprias variacbes da SALLE, a SALLME e a SILLME, todas estas apresentam o
mesmo principio: particdo do solvente extrator altamente miscivel com a fase
aquosa pelo efeito salting-out. Estas técnicas mencionadas tém sido aplicadas na
determinacdo de diferentes compostos organicos nas mais variadas matrizes,
conforme pode ser observado na Tabela 4.

Podemos observar que a MeCN € o solvente mais empregado para o0s
métodos de extragdo envolvendo a SALLE. Isto se deve a elevada solubilidade
deste solvente em agua, oferecendo ampla capacidade de extracdo de compostos
de diferentes polaridades, além da sua capacidade de atuar na precipitacao de
proteinas, diferentemente dos demais solventes polares avaliados, como acetona e
metanol. Também ¢é um solvente compativel com as diferentes técnicas de
determinacao apresentadas. Desta forma, este método de extragcdo apresenta a
versatilidade necessaria para ser empregado na determinagdo de conservantes em

alimentos.
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Tabela 4. Exemplos de trabalhos que empregaram técnicas derivadas da SALLE para determinagdo de compostos organicos em

diferentes matrizes

Matriz
Solvente ]
o ] Volume/ Sal Técnica de o
Técnica Analitos extrator OBS Referéncia
massa de Massa determinacao
Volume
amostra
Tampéo
Sinvastatina e formiato de
Plasma humano MeCN . Procedimento
SALLE sinvastatina amonio pH LC-MS/MS ) (ZHANG et al., 2010)
o 100 pL 200 pL automatizado
acida 4.5
50 uL
, Acetato de
Anti- Agua , NaCl
SALLE . . etila GC-MS - (NOCHE et al., 2011)
inflamatérios 2,5mL 0,404¢
1,5 mL
Aguas residuais
. MeCN (NH4)ZSO4 .
SALLE Corantes e alimentos UV-Vis® - (RAZMARA et al., 2011)
4,5 mL 225¢
55mLe1,0g
Agua, mel, leite e
Evapora,
6 plasma e MeCN MgSO, o
SILLME . ) . HPLC-FLD reconstitui e (DU et al., 2014)
fluoroquinolonas  musculo suino 1mL 29

5mL

filtra a amostra

@ UV-Vis — Espectrofotometria da Regido do Ultravioleta-Visivel



Matriz
Solvente ]
Volume/ Sal Técnica de
Técnica Analitos extrator L OBS Referéncia
massa de Massa determinagao
Volume
amostra
o Agua e suco de Evapora,
Herbicidas MeCN (NH4)>S0O, o
SALLE o banana HPLC-DAD reconstitui e filtra (GURE et al., 2014)
sulfonilureia 1mL 1,69
2ed4mL a amostra
Cha, agua, leite,
o mel, urina, plasma MeCN NaCl Procedimento em
SALLE Sulfanilamida ] HPLC-UV . (SERESHTI et al., 2014)
e sangue 250 pL 250 mg mL" seringa
0,5mL
Bebidas destiladas
Carbamato de _ MeCN NaCl
SALLE ) 1 mL diluida HPLC-FLD - (VALENTE et al., 2014)
etila 2mL 0,25¢
(1:1, viv)
Homdélogos da Plasma humano MeCN MgCl, (AHMED e MAHMOUD,
SALLE o HPLC-FLD -
vitamina K 0,5mL 1mL 0,3¢g 2015)
Mel _
] MeCN NaCl Apenas filtra a (KOLTSAKIDOU et al.,
SALLE HPAs 5mL-250gL" UPLC-FLD
1,7 mL 19 amostra
de mel

2015)

6€
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Matriz
Solvente ]
i Volume/ Sal Técnica de )
Técnica Analitos extrator L OBS Referéncia
massa de Massa determinagao
Volume
amostra
Tampéo
Plasma humano MeCN formiato de
SALLE Anandamida o LC-MS/MS - (XIONG et al., 2015)
100 pL 200 uL aménio 5 M
50 uL
Evapora,
_ ) Sucos de frutas MeCN (NH4)>S0O, o (MAGIERA e
SALLE Naringerina HPLC-DAD reconstitui e filtra
5mL 1,7 mL 1,09 KWIETNIOWSKA, 2016)
a amostra
B-bloqueadores Urina MeCN (NH4),SO,
SALLE UHPLC-UV - (MAGIERA et al., 2016)
e metabdlitos 500 pL 300 pL 200 mg
Evapora, .
o Alimentos infantis MeCN (NH4),SO, o (MORENO-GONZALEZ e
SALLE 5 tetraciclinas UHPLC-MS/MS  reconstitui e filtra , .
19 3,2 mL 1,25¢g GARCIA-CAMPANA, 2017)
a amostra
. o Urina, agua do mar e NaCl _
7 inseticidas . MeCN ] Filtra a amostra
SALLE _ _ agua residual 5Smol L GC-MS o (NIU et al., 2017)
piretroides 2,0 mL antes da analise
2mL 4 mL




Matriz

Solvente o
. Volume/ Sal Técnica de R
Técnica Analitos extrator OBS Referéncia
massa de Massa determinacao
Volume
amostra
Plasma, urina e
) ) ACN NaOH
SALLE Farmacos agua de lago HPLC-UV - (ALSHISHANI et al., 2018)
0,4-0,5 mL 48-360 mg
1mL
o Urina Octilamina NaCl Procedimento (CHERKASHINA et al.,
SALLME Tetraciclina HPLC-UV
1 mL 50 uL 20 %, 300 pL automatizado 2018)
Tolueno e
Evapora, -
. Cerveja Acetona (NH4),SO, o (MARINO-REPIZO et al.,
SALLE Ocratoxina A UHPLC-MS/MS  reconstitui e filtra
6 mL 1,5mLe 3,5 19 2018)
a amostra
mL
Agua, solo e _
. ACN NaCl Realiza DLLME (RASHIDIPOUR et al.,
SALLE Paraquat vegetais HPLC-UV .
2,5mL 3,59 apos a SALLE 2018)
10 mL
_ Evapora,
o _ Leite ACN (NH,4).S0,4 o (TEJADA-CASADO et al.,
SALLE Benzimidazois CapLC-UV reconstitui e filtra
44 2mL 1649 2018)
a amostra
Acetona:Etanol Evapora e
Corantes e Sucos de frutas (NH,4).SO,4 o
SALLE 1:1 (viv) UPLC-UV reconstitui a (TIGHRINE et al., 2019)
conservantes 3mL 1,79

0,5mL

amostra

v
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4. MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento experimental deste trabalho consistiu na padronizacéao e
validagdo de métodos para a determinacdo de conservantes em alimentos
processados.

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analise de Compostos
Organicos e Metais (LACOM), lotado na Escola de Quimica e Alimentos (EQA) da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). As analises cromatograficas para a
determinacdo de conservantes em alimentos foram realizadas no Laboratério de
Cromatografia do Centro Integrado de Analises da FURG (CIA-FURG).

4.1. Conservantes selecionados para estudo

Foram selecionados para estudo os sorbatos e benzoatos, tradicionalmente
utilizados como conservantes em alimentos, além dos parabenos (metilparabeno,
etilparabeno e propilparabeno). Vale ressaltar que o propilparabeno foi recentemente
banido como conservante em alimentos, enquanto que para os demais a legislagao
ainda permite o seu uso, porém, com maior restricdo que os sorbatos e benzoatos.
As propriedades fisico-quimicas e valores de ingestdo diaria aceitavel dos

conservantes sao apresentados na Tabela 5.



Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas e valores de ingestao diaria aceitavel (IDA) para os conservantes em estudo.

Propriedades Benzoato* Sorbato* Metilparabeno  Etilparabeno Propilparabeno
Férmula molecular C7HeO2 CeHgO2 CgHgOs3 CoH1003 C1oH1203
Numero CAS 65-85-0 110-44-1 99-76-3 120-47-8 94-13-3
Massa molar — g mol™ 122,12 112,12 152,16 166,18 180,21
pKa 4,21 4,76 8,17 8,22 8,35
Solubilidade em agua-25°C - g L? 3,4 1,9 20 8,6 3,0
IDA — mg kg 0-5° 0-25° 0-10 0-10 n.p.

* - na forma dos acidos correspondentes
a — para o acido benzoico e seus sais
b — para o acido soérbico e seus sais

n.p. — ndo permitido para uso como conservante em alimentos

1517
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4.2. Instrumentacao utilizada

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento dos métodos para

determinacdo de conservantes em alimentos estdo descritos abaixo:
v’ Agitador tipo vortex modelo Certomat® MV-B (B. Braun, Brasil);
v Balanga Analitica de precisdo modelo FA 2104N (Bioprecisa, Brasil);
v' Bomba a vacuo modelo TE-058 (Tecnal, Brasil);

v' Centrifuga de tubos microprocessada modelo Q222T (Quimis aparelhos

cientificos, Brasil);

v' Cromatoégrafo a liquido modelo Prominence equipado com: bomba modelo
LC-20AD, forno modelo CTO-20A, detector UV-Vis SPD-20A, coluna cromatografica
modelo CLC-ODS de 25 cm, pré-coluna modelo G-ODS, injetor automatico modelo
SIL-20A e sistema de aquisicdo de dados através do software LabSolutions®

(Shimadzu, Japao);
v" Homogeneizador do tipo ultra turrax modelo Ultra 80 (Ultra Stirrer, Brasil);

v Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (100 — 1000 pL)

(Labmate, Polbnia);
v" pHmetro modelo pH20pH21 com eletrodo de vidro combinado (Hanna, Brasil);
v Sistema de filtragdo em membrana (Phenomenex, Estados Unidos);

v' Sistema de Purificagdo de agua modelo Milli-Q Direct-Q UV3® (Millipore,
Estados Unidos);

v Ultrassom modelo Q335D (Quimis aparelhos cientificos, Brasil).

4.3. Reagentes, solventes e materiais

Todos os reagentes, solventes e materiais utilizados no desenvolvimento dos

meétodos para determinagao de conservantes em alimentos estao descritos abaixo:
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v Acetonitrila (CH3CN) grau HPLC (J.T Baker, Estados Unidos);
v Acetato de amonio (CH3COONH,4) 99% (Merck, Brasil);

v' Acido acético (CH3COOH) glacial 96% (Merck, Brasil);

v Acido fosférico (H3PO,) 85% (Merck, Brasil);

v' Agua destilada;

v Agua Ultrapura, obtida através de sistema de purificacdo Direct-Q UV3®
Millipore (resistividade 18,2 MQ cm™);

v Cloreto de sodio (NaCl) P.A. (Merck, Brasil);

v' Detergente Extran® neutro (Merck, Brasil);

v Dispenser Boeco 10 - 50 mL;

v Frascos de vidro (vial) com capacidade de 2,0 mL;
v Hidréxido de sédio (NaOH) 99% (Merck, Brasil);

v" Membrana filtrante de nylon 0,45 uym de didmetro de poro e 47 mm de

diametro (Millipore, Brasil);

v' Padrdes analiticos de pureza superior a 99%: metilparabeno e propilparabeno
foram adquiridos da Sigma Aldrich (Estados Unidos); etilparabeno foi adquirido da
Chem Service (Estados Unidos); sorbato de potassio e acido benzoico foram

adquiridos da Dinamica (Brasil).
v Sulfato de magnésio (MgSOy,) anidro (J.T. Baker, Estados Unidos);

v" Tubos tipo Falcon de polipropileno, com tampas rosqueaveis, capacidade de
15 e 50 mL (Sarstedt, Alemanha);

v Vidrarias em geral, como balbes volumétricos, pipetas volumétricas, béquer

entre outras.
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4.4. Processamento das amostras

As amostras avaliadas neste trabalho foram processadas conforme descrito

abaixo:

a) Amostras carbonatadas — porgbes de aproximadamente 50 mL foram
desgaseificadas até eliminagdo do gas carbdnico antes de serem submetidas
ao processo de extragao;

b) Amostras solidas — por¢cbes de aproximadamente 50 g foram processadas
com auxilio do homogeneizador do tipo ultra turrax antes de serem
submetidas ao processo de extracéo;

c) Demais amostras — todo o conteudo da embalagem foi homogeneizado por
agitagdo ou com auxilio de bastdo de vidro antes de ser submetido ao

processo de extragao.
4.5. Preparo das solugdes analiticas

As solugdes estoque contendo 10000 mg L' de cada conservante foram
preparadas pela dissolucdo dos padrdes solidos em MeCN ou agua ultrapura, de
acordo com a solubilidade, considerando o grau de pureza. As solugdes foram
armazenadas em frasco ambar e estocadas a -18 °C. A partir das solugdes estoque
de 10000 mg L™ foram preparadas solugdes intermediarias de concentracdes de
1000 mg L™ de cada composto em MeCN.

Para a padronizacdo e validacdo dos métodos foi preparada uma solucéo
trabalho contendo a mistura dos conservantes na concentragdo de 100 mg L de
cada analito. As solugdes trabalho da mistura dos conservantes foram armazenadas

em freezer a -18 °C.

4.6. Padronizacao do sistema cromatografico para determinagiao de

conservantes em alimentos

Para padronizagcdo das condi¢des cromatograficas foram injetados padroes

dos conservantes individuais na concentragdo de 10 mg L™, observando o tempo de
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retencao de cada analito. Os comprimentos de onda foram selecionados a partir de
revisao bibliografica, sendo confirmado experimentalmente.

A selecdo dos solventes a serem utilizados como fase movel foi realizada a
partir de conhecimentos prévios e revisdo de trabalhos na literatura. Foi selecionada
a MeCN como solvente organico, apés ser filtrada a vacuo através de membranas
de nylon (0,45 um), e agua ultrapura (resistividade 18,2 MQ cm). Modificagdes
necessarias na fase aquosa foram avaliadas durante o desenvolvimento do método,
buscando sempre trabalhar no modo isocratico de eluicdo. Dessa forma, foram
avaliadas as seguintes composi¢cdes de fase movel:

e MeCN:agua ultrapura — diferentes composigdes;

e MeCN:agua ultrapura acidificada a pH 3 com H3;PO, (1:1) — diferentes
composigoes;

¢ MeCN:tampao acetato pH 4,2 — diferentes composicdes.

Para determinar a melhor condigdo de separagédo cromatografica, foi avaliada
a resolucao dos picos, pela Equacéo 1:

Ry =2x (—tm_tR1 ) (1)
Wp1+Wh2

Onde:
Rs = resolugao entre dois picos adjacentes;
tr1 € tro = tempo de retencéo de dois picos adjacentes;

W1 € Wy, = largura dos picos na base, em unidades de tempo.

Maiores valores de Ry indicam melhor separagao entre os picos. Em resumo,
valores maiores que 1,5 indicam que ha 100% de separagdo para picos gaussianos
(COLLINS et al., 2006).

Todos os solventes foram desgaseificados em banho de ultrassom durante
30 minutos, a temperatura ambiente. Os experimentos foram realizados com a

vazao da fase movel em 1 mL min™.



48

4.7. Selecao das amostras para padronizagao e validagao dos métodos

Uma vez que os métodos desenvolvidos seriam aplicados para determinagao
de conservantes em diferentes tipos de alimentos processados, buscou-se durante o
desenvolvimento dos mesmos uma matriz representativa de diferentes alimentos, de
forma a minimizar o numero de experimentos. Assim, amostras de leite longa vida
(UHT) integral foram obtidas no mercado local do municipio de Rio Grande, sendo
sempre observado o prazo de validade das mesmas. Foi selecionado o leite integral
devido a sua complexidade, rico em proteinas, vitaminas, gordura, carboidratos e
sais minerais, além de ser isento dos conservantes selecionados. Foi utilizada uma
unica marca de leite para padronizagdo dos métodos. Enquanto fechadas, as
amostras de leite foram acondicionadas ao abrigo da luz e calor. Apos abertas, as
amostras foram mantidas refrigeradas a 4 °C, sendo utilizadas por no maximo dois
dias. Essas amostras foram utilizadas para padronizacado e validacdo dos métodos
QuEChERS e SILLME. Além disso, foram selecionadas amostras de refrigerante,
ketchup, geleia de fruta, iogurte e picles, representando desde amostras liquidas até
amostras sélidas e pastosas, como amostras representativas dos diferentes grupos
avaliados para validagdo do método QUEChERS, conforme recomendado pelo guia
SANTE de validagao (SANTE, 2017).

4.8. Desenvolvimento de método para determinacao de conservantes em

alimentos processados empregando QUEChERS e HPLC-UV

Inicialmente, foi avaliado o uso do método QUEChERS desenvolvido no
LACOM para determinagao de residuos de medicamentos veterinarios em amostras
de leite (ARIAS et al., 2018). A partir deste método foram realizadas as modificagdes
necessarias de forma a obter melhor perfil cromatografico e recuperagdes proximas
de 100%.
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4.8.1. Método QUEChERS proposto por Arias et al. (2018)

O método consiste das seguintes etapas: 10 g de amostra em um tubo de
polipropileno de 50 mL; em seguida, adiciona-se 10 mL de MeCN como solvente
extrator e 100 uL de CH3COOH, seguido de 15 segundos de agitagdo manual e 1
minuto de agitacdo em vortex; adiciona-se 4 g de MgSO, anidro e repete-se a etapa
de agitagao; centrifuga-se por 5 minutos a 7000 rpm (7793 g). Uma aliquota de 2 mL
do extrato é transferida para um tubo de polipropileno de 15 mL de capacidade,
contendo 150 mg de MgSO4 e 50 mg de quitosana, sendo agitado por 1 minuto em
vortex e centrifugado a 7000 rpm (7793 g) por 5 minutos. Apds, uma aliquota do
sobrenadante é transferida para um frasco tipo vial e injetada no sistema

cromatografico.
4.8.2. Modificagao do método QUEChERS proposto por Arias et al. (2018)

Foi avaliada a redu¢cao na massa de amostra e posterior diluicdo dos extratos,
de forma a evitar a realizagao da etapa de limpeza. Assim, o método foi realizado
através das seguintes etapas: 1 g de amostra em um tubo de polipropileno de 50
mL; em seguida, adiciona-se 10 mL de agua ultrapura para homogeneizar as
amostras, 10 mL de MeCN como solvente extrator e 100 uL de CH3COOH, seguido
de 15 segundos de agitacdo manual e 1 minuto de agitagdo em vortex; adiciona-se 4
g de MgSO4 anidro e repete-se a etapa de agitagéo; centrifuga-se por 5 minutos a
7000 rpm (7793 g). Apds, uma aliquota de 500 uL do sobrenadante é diluida a 1 mL

com agua ultrapura em um frasco tipo vial e injetada no sistema cromatografico.
4.8.3. Influéncia do NaCl na recuperagao dos conservantes

Para avaliar a influéncia da adicao de NaCl na recuperacao dos conservantes
foi realizado procedimento conforme descrito no item 4.8.2, variando a massa de
NaCl (0, 1 e 2 g) adicionada juntamente com 4 g de MgSO4. As amostras foram

fortificadas em triplicata na concentragéo de 10 mg kg™
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Além da avaliagao das recuperacgoes, foi avaliado o efeito matriz para cada
um dos conservantes de acordo com a massa de NaCl utilizada, visto que ha
relacao entre a massa de sal no método QUEChERS e a quantidade de coextrativos

da matriz.

4.8.4. Avaliagaio do método QUEChERS frente a diferentes alimentos

processados

O desenvolvimento do método foi realizado utilizando amostras de leite UHT
integral, devido as caracteristicas ja mencionadas. Entretanto, o método
desenvolvido seria aplicado a diferentes amostras de alimentos processados, com
caracteristicas diferentes do leite. Deste modo, € importante avaliar a exatidao e
precisdo do método quando diferentes amostras sdo empregadas para garantir a
confiabilidade dos dados que serdo gerados.

Para avaliar o método frente a diferentes amostras, foram selecionadas
amostras isentas de conservantes, que fossem representativas das categorias de
alimentos que seriam analisados posteriormente. Para tal, uma amostra de
refrigerante, ketchup, iogurte, geleia de fruta e picles foram selecionadas, devido a
sua complexidade e disponibilidade de marcas sem a adicdo de conservantes
(isentas). As amostras foram fortificadas em triplicata na concentragdo de 10 mg kg™
e submetidas ao procedimento otimizado. Também foram realizados ensaios em
branco para confirmar que as amostras eram isentas de conservantes. Foram
avaliadas as recuperacgdes, RSD e efeito matriz para cada um dos conservantes nas

diferentes amostras.
4.8.5. Avaliagao da massa de amostra

Uma vez que a solubilidade dos conservantes pode variar de amostras
liquidas para amostras soélidas e pastosas, foi avaliada a massa de amostra
empregada, uma vez que o uso de apenas 1 g de amostra no método QUEChERS
poderia ndo estar representando uma aliquota homogénea da amostra. Para tal,
amostras que continham conservantes em sua composi¢cao foram submetidas ao
método QUEChERS proposto, empregando 1 e 5 g de amostra. As amostras

selecionadas para este ensaio foram: adogante artificial, refrigerante, ketchup,
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requeijdo e doce de fruta, representando tanto amostras liquidas quanto amostras
pastosas. Todas as amostras continham ao menos um dos conservantes em estudo
listado nos ingredientes. Os resultados em termos de concentragdo para cada um

dos conservantes foram comparados.

4.8.6. Aplicabilidade do método proposto

Ap0Os a validagao do método, o mesmo foi aplicado em amostras de alimentos
processados comercializadas no municipio de Rio Grande, RS, Brasil, obtidas
durante o periodo de maio a julho de 2018.

Pela pesquisa no mercado local, foram identificados alimentos processados
que apresentavam na lista de ingredientes do rotulo ao menos um dos conservantes
selecionados para estudo. Os alimentos foram categorizados, e, para cada tipo,

foram adquiridas ao menos 3 marcas diferentes:

e Bebidas ndo alcodlicas: refrigerante (9), sucos de frutas (6), energético (3),
isoténico (3);

e Laticinios: iogurte (3), queijo petit suisse (3), queijo ralado (3), margarina (3),
bebida lactea (3), requeijao (3), doce de leite (3);

¢ Molhos e condimentos: ketchup (4), mostarda (3), maionese (3), molho shoyu
3);

e Adocantes artificiais: adogante de mesa liquido (5);

e Doces e geleias: doces de fruta (3), geleia de fruta (3);

e Conservas: azeitona (4);

e Fast food: hamburguer (3), batata frita (3), bebida (3), sorvete (3).

A Tabela A1 apresenta a composicdo média dos diferentes alimentos
avaliados neste trabalho, obtida através da Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos (TBCA, 2019), além da informagcdo em relacdo aos conservantes
presentes nas amostras, obtidas nos rétulos dos alimentos.

As amostras de fast food avaliadas neste trabalho foram adquiridas de trés
companhias globais presentes no municipio de Rio Grande. Foram selecionadas

como amostras opg¢des oferecidas no cardapio infantil, compostas de hamburguer,
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bebida (refrigerante e agua de coco foram encontrados) e batatas fritas, além da
opc¢ao tradicional de sorvete.

A quantificacdo de cada conservante foi realizada com as curvas de
calibragdo, sendo a concentracdo de cada conservante nas amostras calculada

através da Equacao 2:

Csolucio X Vextracio
Camostra = 2 X( : : ) (2)
Mamostra

Onde:
Camostra = Concentragéo da amostra, em mg kg™';

Csolucao = Concentragéo de cada conservante calculado pela curva analitica, em mg
L'1;

Vextragio = Volume de MeCN empregado na extragdo pelo método QUEChERS, em L;
Mamostra = Massa de amostra, em kg.

Por fim, o resultado é multiplicado por 2, uma vez que ao final da extracao, a
amostra € diluida por um fator de diluigdo de 2 vezes (500 uL de amostra + 500 uL

de agua ultrapura).
4.8.7. Estimativa da ingestao diaria de conservantes

Os resultados obtidos na aplicabilidade do método QUEChERS proposto
foram utilizados para realizar a estimativa da ingestao diaria (EDI, do inglés Estimate
of Daily Intake) de conservantes pelos alimentos processados analisados. Para tal
avaliacdo, foram utilizados os dados mais recentes da Pesquisa de Orcamentos
Familiares (POF), realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
durante o periodo de 2008 a 2009 em todo o pais (IBGE, 2011). Neste estudo,
dados sobre o consumo de alimentos, expressos em g per capita por dia, foram
reportados para diferentes categorias, como consumo médio nacional. O calculo da
EDI foi realizado conforme apresentado na Equacgao 3.

CM x IDM
EDI = “o0kg (3)
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Onde

EDI = Estimativa da ingestao diaria;
CM = Concentragcdo média, determinada experimentalmente, em mg kg'1;

IDM = Ingest&o diaria média, em kg pessoa™ dia™;

O denominador de 60 kg foi utilizado como um representativo da massa
corporal média de um adulto (TFOUNI e TOLEDO, 2002b). Os resultados obtidos a

partir deste calculo foram comparados com a IDA.

4.9. Desenvolvimento de método para determinagao de conservantes em

alimentos processados empregando SILLME e HPLC-UV

As condicdes iniciais do método empregando a SILLME foram baseadas no
trabalho de Du e colaboradores, sendo avaliadas as modificacbes necessarias para
obtencdo de recuperagbes proximas a 100% perfil cromatografico adequado para

todos os conservantes (DU et al., 2014).
4.9.1. Modificagdo do método proposto por Du et al. (2014)

Para o desenvolvimento do método empregando SILLME, foram realizadas
modificagdes no método original, de forma a adequar os experimentos a
necessidade deste trabalho. Assim, os experimentos foram realizados da seguinte
forma: 0,5 g de amostra e 4,5 mL de agua ultrapura foram adicionados em um tubo
de polipropileno de 15 mL; em seguida, adiciona-se 1 mL de MeCN como solvente
extrator e o tubo é agitado por 1 minuto em vortex; adiciona-se o MgSO,4 anidro e
agita-se por 3 minutos; centrifuga-se por 5 minutos a 7000 rpm (7793 g); 500 pL do
sobrenadante séo diluidos a 1 mL com agua ultrapura para posterior determinagéo

cromatografica.
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4.9.2. Influéncia da massa de MgSO4 na recuperagao dos conservantes

Para avaliar a influéncia da massa de MgSO, no método SILLME, foi
realizado procedimento conforme descrito no item 4.9.1. Foram selecionados 1,5,
2,0 e 2,5 g de MgSO,. Foi utilizada agua ultrapura, sem modificacdo no seu pH, para
solubilizar as amostras. As amostras foram fortificadas em triplicata na concentragao

de 10 mg kg™.
4.9.3. Influéncia do pH na recuperagao dos conservantes

Para avaliar a influéncia do pH no método SILLME, foi realizado procedimento
conforme descrito no item 4.9.1, sendo fixada a massa de MgSO4 e variado o pH do
meio. Foi avaliado o pH da agua ultrapura adicionada nos valores de 2, 3, 4, 5 e 6,
ajustado com solugdes de H3PO,4 (1:1, v/v) e NaOH 0,1 M, além de avaliar a adigéo
de solugdo de acido acético 1% e do tampéao acetato pH 4,2. As amostras foram

fortificadas em triplicata na concentragéo de 10 mg kg™.
4.9.4. Influéncia da adicao de NaCl na recuperagao dos conservantes

Para avaliar a influéncia da adicado de NaCl no método SILLME, foi realizado
procedimento conforme descrito no item 4.9.1, mantendo fixa a massa de MgSO4 e o
pH do meio, variando apenas a massa de NaCl adicionada. Foi avaliada a adi¢ao de
0,5 g e 1 g de NaCl, além do experimento sem a adicdo deste sal. As amostras

foram fortificadas em triplicata na concentragdo de 10 mg kg™.

49.5. Avaliagaio do método SILLME frente a diferentes alimentos

processados

Da mesma forma que foi avaliado para o método QUEChERS, amostras de
refrigerante, ketchup, iogurte, geleia de fruta e picles foram selecionadas, devido a
sua complexidade e disponibilidade de marcas sem a adi¢do de conservantes. As
amostras foram fortificadas em triplicata na concentracdo de 10 mg kg’ e

submetidas ao procedimento otimizado. Também foram realizados ensaios em
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branco para confirmar que as amostras eram isentas de conservantes. Foram
avaliadas as recuperagdes, RSD e efeito matriz para cada um dos conservantes nas

diferentes amostras.

4.10. Validagao dos métodos

Cada um dos métodos propostos foi validado seguindo parametros propostos
pelo guia do INMETRO, que séao: limite de deteccdo (LD); limite de quantificagao
(LQ); curvas analiticas (calibragdo externa no solvente e superposi¢cdo na matriz);
faixa linear; exatidao (através de ensaio de recuperacéao), precisédo (repetitividade e
precisado intermediaria) e seletividade (INMETRO, 2018). Além desses parametros,
também foi avaliada a incerteza das medicbes e o efeito matriz, através da
comparagao das areas dos padrbes e das inclinagdes das curvas analiticas

preparadas na fase movel e no extrato (SANTE, 2017).

4.10.1. Limites de detecgao e quantificagcao

Os limites de deteccao instrumental (LD;) e de quantificagao instrumental (LQ;)
foram estimados pela relagdo sinal/ruido (s/n) calculada com auxilio do software
LabSolutions®, sendo estabelecido como LD; as concentracbes na qual a relagao
s/n 2 3 e como LQ; as concentragdes na qual a relagcdo s/n =2 10. Os limites
instrumentais foram obtidos pela padronizacdo externa no solvente, através do
preparo de solugdes analiticas com diferentes concentragdes na fase mével.

Os limites de detecgdo do método (LD,) e de quantificagdo do método (LQn)
foram obtidos pela relacédo entre os limites instrumentais com os fatores de diluicao
dos métodos QUEChERS e SILLME. Foram buscados sempre valores de LQ, que
fossem iguais ou inferiores aos niveis maximos permitidos pelas legislagdes para

cada um dos analitos nos diferentes métodos propostos.
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4.10.2. Curva analitica e linearidade

A faixa linear instrumental foi avaliada utilizando calibracdo externa na fase
movel, enquanto a faixa linear do método foi avaliada pela construgdo da curva por
superposi¢ao da matriz.

As curvas analiticas foram preparadas, em triplicata, em pelo menos sete
niveis de concentragao para cada conservante. Foram preparadas solugdes trabalho
contendo a mistura dos analitos, e através de diluicdes sucessivas destas solugdes,
foram construidas as curvas analiticas (na fase movel e no extrato da matriz).

Os dados de regressédo linear foram obtidos com auxilio do software
LabSolutions® Shimadzu, além de outros softwares apropriados.

A linearidade do método foi obtida pela equacdo da regressao linear, sendo
verificada a presenca de dados discrepantes para cada nivel de concentracédo pelo
teste de Huber (VALENTE et al., 2006). Para rejeitar dados anémalos com base na
curva de linearidade usando o teste de Huber, € necessario estabelecer um valor
central e os respectivos intervalos de confianca, que definem quais dados sé&o
aceitaveis, isto €, que pertencem ao intervalo de confianca. Inicialmente é realizada
a divisao das areas (A) pelas respectivas concentragdes (C), obtendo os valores das
razdes A/C. O valor central é obtido pela mediana das razées A/C. Apds, € obtida a
mediana das diferencas absolutas entre as razées A/C e a mediana, obtendo o valor
de Med.

Os limites de confianca superior (LCS) e inferior (LCI) sdo entdo obtidos com
a férmula LCS = LCI = Mediana * k x Med, onde k é um fator que pode variar de 2 a
8. Quanto menor o valor de k maior é a rigidez com que os dados sé&o desprezados.
Neste trabalho foi utilizado valor de k = 2 para garantir que os valores utilizados para
a construcdo da curva analitica estivessem dentro da faixa de linearidade, sendo
removidos os valores discrepantes (fora dos intervalos de confianga LCS e LCI

estabelecidos).
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4.10.3. Exatidao

Foram realizados ensaios de recuperagao para avaliar a exatiddo dos
métodos propostos. Para cada um dos métodos, buscou-se realizar ensaios de
exatiddo em niveis menores.

A exatidao foi avaliada fortificando as amostras em trés niveis: baixo, médio e
alto, para cada analito, cada nivel avaliado em ftriplicata. Apds a fortificacdo, as
amostras foram agitadas em vortex por 1 minuto, sendo mantidas em repouso por
30 minutos. As amostras foram submetidas aos procedimentos de preparo de
amostra otimizados.

A exatidao foi avaliada em termos de recuperacao, conforme a Equacgao 4:

C1—C;

R(%) =

x 100 (4)
3
Onde:
C4 = Média das areas da amostra fortificada antes da extracao (pré-fortificacao);
C, = Média das areas da amostra nao fortificada (branco);

C3; = Média das areas da amostra fortificada depois da extragéo (pds-fortificagéo).

4.10.4. Precisao

A precisao dos métodos, expressa pela estimativa do desvio padrao relativo
(RSD, do inglés Relative Standard Deviation) foi avaliada em funcdo da
repetibilidade (RSD;) e da precisdo intermediaria (RSDy;). Para a repetibilidade, as
amostras foram fortificadas em diferentes niveis em triplicada, sendo submetidas ao
procedimento de extracdo pelo método selecionado, injetadas no mesmo dia, pelo
mesmo analista e nas mesmas condigdes cromatograficas. A partir dos valores das
determinagdes realizadas (n = 3), foi calculado o RSD. A precisédo intermediaria foi
avaliada da mesma forma, porém em dias diferentes. Para os calculos de RSD foi

utilizada a Equacéo 5:

RSD (%) = — x 100 (5)
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Onde:
s = Estimativa do desvio padrao absoluto;

Xm = Média de uma série de medidas
4.10.5. Incerteza das medigdes

A incerteza associada com a etapa de quantificacdo foi estimada a partir da
seguinte sequéncia de equagdes (ELISSON e WILLIAMS, 2012; MARTINS et al.,
2016). Inicialmente, obtém-se a incerteza (u) para cada nivel de fortificacao,

conforme descrito na Equacgéao 6.

S

U = 5 (6)

Onde:

U« = incerteza associada ao nivel de fortificagao x;
s = estimativa do desvio padréao absoluto;

n = numero de replicatas.

ApoOs obter-se a incerteza (U) para cada um dos niveis de fortificacdo, é
obtida a incerteza combinada dos trés niveis de fortificacdo avaliados, conforme

descrito na Equacéo 7.

U = JUE+UEUD o

Onde:

U = incerteza combinada dos trés niveis de fortificagéo avaliados;

U ,2,3) = incerteza de cada nivel de fortificacgo.

A incerteza relacionada com a veracidade do método é calculada conforme

descrito na Equacéo 8.
Uep = 100 = X, (8)

Onde:
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U = veracidade do método;
Xm = média das recuperacdes nos trés niveis avaliados.

A partir dos dados da incerteza combinada dos trés niveis de fortificacdo U,
e da veracidade do método Uy é obtida a incerteza combinada U, conforme

descrito na equagao 9.

Uece) = \/ Uéy + UG, (9)

Finalmente, a incerteza combinada € multiplicada por um fator de 2, obtendo

a incerteza da medig¢ao para cada analito considerando, conforme Equacéao 10.

U=2U0¢pn (10)

4.10.6. Efeito matriz

A avaliagdo do efeito matriz foi realizada de duas maneiras. Inicialmente,
comparando as areas obtidas das solugcdes analiticas preparadas no solvente e no
extrato, conforme descrito na Equacédo 11 (MATUSZEWSKI et al., 2003). Essa
abordagem empregando comparagdo das areas permite uma rapida avaliagdo do

efeito matriz.

a—a
EM (%) = % x 100 (11)
2
Onde:
a1 = Média das areas obtidas pela injecdo de solugdes analiticas preparadas no
extrato da matriz;
ap = Média das areas obtidas pela inje¢ao de solugdes analiticas preparadas na fase

movel.
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Apoés otimizagdo do método, a avaliagdo do efeito matriz foi realizada por
meio de comparagdes dos coeficientes angulares das curvas analiticas preparadas
no solvente e no extrato (SANTE, 2017), conforme a Equacgéo 12 (ECONOMOU et
al., 2009):

a
EM (%) = (a—m— 1) x100 (12)
S

Onde:
am = Coeficiente angular da curva analitica preparada no extrato da matriz;

as = Coeficiente angular da curva analitica preparada na fase moével.

Valores de efeito matriz entre + 20% sao considerados baixos; valores entre +
50% sao considerados médios; e valores fora da faixa de + 50% sao considerados
valores elevados de efeito matriz (ECONOMOU et al., 2009).

4.10.7. Seletividade

A seletividade mede o grau em que o método pode quantificar o(s) analito(s)
na presenca de outros analitos, matrizes ou de qualquer interferente. Um método
que produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um
analito da de outros, € chamado seletivo (INMETRO, 2018).

Neste trabalho, a avaliacdo da seletividade foi realizada através da
comparagao de cromatogramas de amostras branco e fortificadas com os
conservantes na concentracdo de 10 mg kg™, submetidas aos dois procedimentos

de extracao padronizados.
4.11. Comparagao entre os métodos QUEChERS e SILLME

Apos a otimizacdo e validagdo dos métodos empregando QUEChERS e
SILLME, amostras de adogante, ketchup, refrigerante, iogurte, requeijao, doce de
fruta e suco de fruta foram submetidas aos dois procedimentos. As concentracoes
obtidas para cada conservante em cada amostra pelos dois métodos foram
comparadas estatisticamente e a concordancia entre os resultados foi avaliada.
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4.12. Controle de qualidade nas determinagoes

Para assegurar a qualidade dos resultados, alguns critérios foram aplicados
durante a realizacdo das determinacbes. Foram realizadas diariamente
determinagcdées em “branco” das amostras e das vidrarias, antes das analises, para
verificar e eliminar resultados falsos positivos por contaminagdo no processo de
extracdo, instrumento, materiais ou reagentes utilizados durante todo o
procedimento. Também foram realizadas injecbes de solugbes da mistura dos
padrées na concentragdo de 10 mg L' no HPLC-UV preparadas diariamente para
verificar a sensibilidade e linearidade na faixa de trabalho das concentragdes. Assim,
os erros de quantificacdo causados por efeitos de matriz, além de possiveis

flutuagdes instrumentais podem ser evitados.
4.13. Limpeza das vidrarias

Antes de serem utilizados, os materiais empregados neste estudo foram
submetidos a um processo de limpeza, composto das seguintes etapas: lavagem
exaustiva com agua da torneira, seguido de enxague com agua destilada. Em
seguida, os materiais foram mergulhados em detergente neutro 5% por 24 horas,
seguido novamente de lavagem exaustiva com agua da torneira e agua destilada,
além de serem rinsados com acetona. Posteriormente foram secos em estufa a 50
°C, com exceg¢ao da vidraria volumétrica, € armazenada em ambiente limpo e

fechado.
4.14. Tratamento estatistico dos dados

Para avaliacdo dos resultados de recuperacdo durante a otimizagdo dos
métodos, foram realizadas analises de variancia (ANOVA), com teste de post-hoc de
Tukey realizado com o auxilio do software Statistica, versao 5.0 - Copyright © 1984-
2007 Statsoft Inc.
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5.RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Desenvolvimento de método para determinagdo de conservantes em

alimentos processados empregando QUEChERS e HPLC-UV

5.1.1. Padronizagao do sistema de determinagao por HPLC-UV

Inicialmente, foi realizada a avaliagdo das melhores condi¢cdes de separacao
para determinacdo dos conservantes selecionados. Uma vez que os métodos de
preparo de amostra empregando QUEChERS e SILLME utilizam MeCN como
solvente, esse foi selecionado como fase mdvel orgéanica, aumentando a
compatibilidade dos extratos. Adicionalmente, foram realizados testes com agua
ultrapura e modificadores, tentando trabalhar com a composi¢ao mais simples de
fase moével. A Tabela 6 apresenta as diferentes proporcdes de fase movel testadas e
os respectivos tempos de retencao dos analitos e a resolucao entre os picos.

Dentre as composicdes apresentadas na Tabela 6, a que forneceu melhor
separacgao cromatografica foi a mistura MeCN:tampao acetato pH 4,2 (40:60, v/v),
com resolucao entre os picos acima de 1,5 para todos os pares de picos adjacentes.
Devido ao fato dos conservantes benzoato e sorbato, determinados na forma dos
acidos correspondentes, apresentarem valores de pKa baixos (4,21 e 4,76,
respectivamente), torna-se necessaria a acidificagao da fase movel, para favorecer a
interacdo com a fase estacionaria. Entretanto, apenas a acidificagdo a pH 3 nao foi
suficiente para melhorar a resolugcdo entre os picos, resolvendo apenas o problema
de alargamento. Desta forma, apds revisdo na literatura, optou-se por utilizar o
tamponamento da fase moével (TFOUNI e TOLEDO, 2002a; KAMANKESH et al.,
2013; DING et al., 2015).



Tabela 6. Composigdes de fase moével testadas na otimizagdo da separagao dos conservantes por HPLC-UV e as influéncias no tempo

de retencao

Proporgao

dos solventes (%)

Tempo de retencao (minutos) e Resolugao - Ry

Observagoes
A B C D Benz. Sorb. Rs MePB R, EtPB R, PpPB R,
Benz-Sorb Sorb-MePB MePB-EtPB EtPB-PpPB
55 45 3,474 3,634 0,6 3,879 1 ,0 4,527 2,7 5,594 4,0 Co-eluigéo entre
50 50 3,634 3,859 0,6 4,260 15 5,189 34 6.799 53 benzoato e sorbato.
Picos com alargamento
45 55 3,744 4,065 0,7 4,696 2,0 6,004 4,3 8,369 6,7 frontal
45 55 4,544 4,525 0,1 4,702 0,6 5,995 4,1 8,358 6,5 Bom formato dos picos.
Co-eluigéo entre
40 60 5,169 5,152 0,1 5,391 0,7 7,381 5.4 11,281 8,7 benzoato & sorbato.
30 70 7,430 7,429 0,0 7,915 1,0 > 12 n.d > 20 n.d Tempo de analise
aumenta diminuindo a
20 80 14,380 14,461 0,1 15,868 1,7 > 20 n.d > 20 n.d forca da fase mével
20 80 9464 11,892 2,8 15,738 4.6 > 20 n.d > 20 n.d Boa resolucdo. Tempo
30 70 5,576 6,490 3,3 7,904 4.8 12,994 13,8 24,350 19,2 de analise longo.
Boa resolugéo. Tempo
Ali i |
40 60 4248 4713 2.1 5,437 3,2 7,452 7.9 11318 12,0  C¢@ndlisereduzidopelo

aumento da forga da fase

movel.

A — MeCN, B — Agua ultrapura, C — Agua ultrapura pH 3,0, D — Tampao acetato pH 4,2, Benz — benzoato, Sorb — Sorbato, MePB — Metilparabeno, EtPB —

Etilparabeno, PpPB — Propilparabeno, n.d — ndo determinado

€9
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Quando se faz a separagdo de compostos acidos ou basicos em
cromatografia liquida, o controle adequado do pH é de extrema importancia. E muito
comum o uso de solugbes acidificadas, entretanto, em algumas situagdes, é
necessario recorrer ao uso de solugdes tampao (NETO, 2010), como € o caso neste
trabalho. Uma vez que o pKa dos conservantes benzoato e sorbato sdao baixos
(Tabela 5), pode ser observado pelo grafico de espécies na Figura 8 que estes
conservantes tendem a se dissociar em valores de pH acima de 3,0. Quando é
utilizado tampéo acetato pH 4,2, aproximadamente 50% das moléculas de acido
benzoico estdo na forma dissociada, enquanto que apenas 20% das moléculas de
acido soérbico estdo na forma dissociada. Essa diferenca entre as moléculas na
forma molecular e ionizada altera também a polaridade das mesmas, modificando a
interacdo com a fase estacionaria, consequentemente, separando as mesmas. Uma
vez que a forma mais polar interage menos com a coluna de C18, o acido benzoico

(benzoato) elui primeiro, seguido do acido soérbico (sorbato).

Figura 8. Grafico de espécies em fungédo do pH para os conservantes benzoato,
sorbato e metilparabeno

—g— Acido benzoico Benzoato e Acid0 sOrbico === Sorbato
=== Metilparabeno Metilparabeno - = == pH 4,2
100% >% '®,

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

Distribuicdo das espécies

0% 11— —_— =il
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH

Desta forma, as melhores condicbes cromatograficas obtidas para a
separacao e quantificacdo dos conservantes por HPLC-UV sao apresentadas na
Tabela 7.
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Tabela 7. Condigdes cromatograficas padronizadas para o sistema HPLC-UV na
determinacdo de conservantes

Shimadzu Shim-pack CLC (M) series C18

Coluna analitica )
5 um 100 A (250 x 4,6 mm d.i.)

Fase moével MeCN:tampao acetato pH 4,2 (40:60)
Vazdo da fase movel 1,0 mL min™*
Volume de injecéo 20 pL
Detector uv
Comprimento de onda 230 e 254 nm
Tempo de analise 13 minutos

Nestas condigdes, o perfil cromatografico dos conservantes em estudo pode
ser observado na Figura 9, de uma solugdo padrdao contendo a mistura dos
compostos na concentracdo de 10 mg L”. Uma vez que foi obtida separacéo
adequada entre os conservantes benzoato e sorbato, foi possivel alterar o
comprimento de onda para 230 nm para determinagao do benzoato entre 4,0 e 4,5
minutos, sendo em seguida alterado para 254 nm para a determinacdo dos demais

conservantes.

Figura 9. Cromatograma obtido por HPLC-UV nas condi¢des padronizadas a partir
de uma solugao padrdo 10 mg L™ dos conservantes em estudo

mi
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Com as condicbes de separacdo definidas, foi possivel realizar a

padronizagao do preparo de amostras empregando QUEChERS e SILLME.
5.1.2. Padronizagcao do método QUEChERS de preparo de amostras

5.1.2.1. Avaliagao do método Arias ef al. 2018

Inicialmente, foi aplicado o método QUEChERS desenvolvido em nosso
laboratorio conforme procedimento descrito no item 4.8.1 (ARIAS et al., 2018). Este
método foi desenvolvido para a extracao de residuos de medicamentos veterinarios
em amostras de leite de diferentes tipos com determinagcdo por LC-MS/MS.
Entretanto, quando foi aplicado diretamente na determinagdo de conservantes nao
apresentou resultados satisfatorios, principalmente no que diz respeito a qualidade
dos cromatogramas gerados.

Uma vez que a técnica de LC-MS/MS é mais seletiva que a HPLC-UV, era
esperado que os cromatogramas obtidos pela segunda fossem mais afetados pela
presenca da matriz. Adicionalmente, uma vez que a concentragao dos conservantes
nas amostras normalmente estaria na faixa de 100 a 1000 mg kg™, foi necessario
avaliar uma estratégia para reduzir a carga da matriz nos extratos finais.

Dessa forma, foi realizada a modificacdo do método conforme descrito no
item 4.8.2. Para tal, a massa de amostra foi reduzida de 10 para 1 g; foi realizada
adicdo de 10 mL de agua logo apos a pesagem das amostras, para homogeneizar
as mesmas (slurry); e, ao final, a etapa de limpeza originalmente realizada foi
descartada, enquanto que o extrato obtido foi diluido (1:1) com agua ultrapura. Essa
etapa de diluicdo foi adicionada para aproximar o extrato da composicao da fase
movel, contribuindo assim para a simetria dos picos nos cromatogramas. Foram

obtidas recuperacgdes entre 81 e 83%, com RSD entre 2,7 € 9,6%.

5.1.2.2. Influéncia da adicao de NaCl na recuperagao dos conservantes

A etapa de particdo do método QUEChERS tradicionalmente é realizada pela
adicdo de MgSO4 e NaCl ou outros sais, com efeito tamponante. Esta etapa é de
suma importancia, pois favorece a migracdo dos compostos polares na fase aquosa
para a fase extratora, pela diminuigcdo da solubilidade, ocasionando em melhoras

nas recuperagdes (PRESTES et al, 2009). Além disso, o MgSO, também atua
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reduzindo a quantidade de agua na fase organica, sendo a sua hidratacdo uma
reacao exotérmica, liberando calor para a amostra, consequentemente, elevando a
sua temperatura, o que favorece a extracdo de compostos menos polares
(ANASTASSIADES et al., 2003).

O uso de MgSO4 no método QUEChERS ¢ indispensavel, visto que sem ele,
nao ocorre a separagao entre as fases organica (MeCN) e aquosa, altamente
misciveis entre si. O uso de NaCl tém se mostrado opcional, visto que alguns
trabalhos tem relatado boas recuperagbes (70-120%) mesmo sem O seu USO
(RODRIGUES et al., 2011; SAMPAIO et al., 2013; ARIAS et al., 2018). O NaCl é
responsavel pelo efeito salting-out, que é a precipitacdo de substancias polares pela
diminuicdo da solubilidade causada pela solubilizagdo do sal. No caso, quando o
NaCl é adicionado, espera-se favorecer a extracdo de analitos mais polares. Desta
forma, foi avaliado o uso de NaCl no método conforme descrito no item 4.8.3. A
Figura 10 apresenta o resumo dos resultados obtidos durante a avaliagdo do método
QUEChERS.

Figura 10. Influéncia da massa de NaCl nas recuperagdes dos conservantes.
Experimentos foram realizados utilizando 1 g de leite UHT fortificado a 10 mg kg™,
10 mL de MeCN e 4 g de MgSO,. As barras de erro indicam RSD (%). Letras
diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05)
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Conforme pode ser observado na Figura 10, houve uma tendéncia no
aumento das recuperagdes com o aumento da massa de NaCl no método.
Recuperacdes entre 89 e 99% (RSD =< 2,5%) foram obtidas quando foi utilizado 1 g
de NaCl e entre 96 e 99% (RSD < 4,5%) quando 2 g de NaCl foram utilizados.
Embora valores ainda mais proximos de 100% foram obtidos quando 2 g de NaCl
foram utilizados, n&o foi observado diferenga significativa (p < 0,05) para 1 g.

Durante o desenvolvimento do método QUEChERS, originalmente proposto
para determinacdo de agrotdxicos em frutas e vegetais, Anastassiades observou
que ha uma relacdo estequiométrica entre as quantidades dos sais utilizados na
particdo. O aumento da massa de NaCl no método ocasiona ndo somente o efeito
salting-out dos analitos de interesse, mas também dos componentes da matriz
(ANASTASSIADES et al., 2003). Assim, embora a adigdo de 2 g de NaCl também
proporcionasse resultados satisfatorios em termos de recuperagdo, maior seria a
possibilidade de interferentes da matriz no extrato final.

A Figura 11 apresenta os resultados para a avaliagdo do efeito matriz. Para
tal, foi utilizada a Equacao 11, que correlaciona as areas dos padrbes preparados na
presenga e na auséncia da matriz. Baixos valores de efeito matriz foram obtidos,
uma vez que foi assegurado previamente que a separacao fosse seletiva, ou seja,
que os analitos apresentassem tempo de retencédo suficientemente diferente dos
interferentes.

Assim, optou-se por trabalhar com 1 g de NaCl, visto que os resultados de
recuperacao foram significativamente diferentes quando o mesmo nao foi usado, e

de forma a economizar o reagente em relagdo ao uso de 2 g.
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Figura 11. Avaliagdo do efeito matriz na determinagéo de conservantes frente a
diferentes massas de NaCl no método QUEChERS

OSem NaCl E1gNaCl m2gNacCl

N
o
|

[
o
1

Efeito Matriz (%)
5 o

N
o
L

Benzoato Sorbato Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno
Conservantes

5.1.2.3. Influéncia da massa de amostra na concentragao dos conservantes

Uma vez que a solubilidade dos conservantes nos alimentos pode ser
diferente nas amostras liquidas, como as bebidas nio alcodlicas, em comparacgao as
amostras solidas e pastosas, como requeijao, iogurte e doces, por exemplo, &
importante avaliar a representatividade da amostra tomada para analise. Uma vez
que é proposto pelo método o uso de apenas 1 g de amostra, € necessario garantir
que esta quantidade de amostra seja representativa da amostra como um todo. Para
tal, selecionaram-se amostras que continham ao menos um dos conservantes em
estudo e submeteu-as ao método QUEChERS proposto, empregando 1 e 5 g de
amostra. Os resultados obtidos para esta avaliacdo sao apresentados na Tabela 8.

Pode ser observado que as concentracbes obtidas para as amostras
avaliadas foram similares, com a concordéancia entre os dados variando entre 92 a
99%. Nao foram observadas diferengas significativas (p > 0,05) pelo teste de Tukey
com significancia de 95%. Este resultado foi importante para confirmar que as
amostras estavam sendo suficientemente homogeneizadas antes da extragdo e que
1 g de amostra era uma porgao representativa, o que aumenta a confiabilidade dos
resultados gerados a partir deste trabalho, além de permitir trabalhar com menor
quantidade de amostra, simplificando o método e gerando menos residuos.



Tabela 8. Comparacgéao das concentragdes * desvio padrao (mg kg'1) de conservantes observadas quando
diferentes massas de amostra sao utilizadas.

Benzoato Sorbato Metilparabeno

Amostras
19 59 19 59 19 59

Adocante artifical 451+18,8 417 +10,2 n.d n.d 448 + 11,4 479+ 20,5

Ketchup 729 £15,0 725 + 3,1 663+ 7,8 671 + 30,2 n.d n.d
Refrigerante 237 +2.8 239+ 3,6 146 + 1,8 142 +1,2 n.d n.d
Requeijao n.d n.d 1111 +£79,8 1096 £ 43,8 n.d n.d
Doce de fruta 726 £ 154 713 +£51,9 234 +1,7 238+ 3,9 n.d n.d

n.d — Nao detectado

0L
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5.1.2.4. Método QUEChERS padronizado

A partir dos testes realizados, foi possivel avaliar as melhores condigbes para
a extracdo e determinagcdo de conservantes em alimentos. As etapas do
procedimento padronizado estdo descritas na Figura 12.

Uma vez que resultados satisfatorios foram obtidos pela modificagdo da
massa de amostra e adi¢ao de NaCl, optou-se por ndo modificar as demais variaveis
do método, como por exemplo, o uso de acido acético, que em teoria, atua no
deslocamento do equilibrio dos analitos acidos, como o benzoato e o sorbato.

O método consiste de uma etapa de acidificagdo da amostra com acido
aceético, extracdo com MeCN, particdo pela adigdo de MgSO,4 e NaCl, e diluicao,
para posterior determinagdo por HPLC-UV. O método se caracteriza por sua
simplicidade de etapas, ideal para ser implementado em um laboratério de analise
de rotina ou mesmo substituir os meétodos tradicionalmente empregados.

O método padronizado foi submetido ao procedimento de validacéo, para

garantir a confiabilidade dos resultados gerados.
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Figura 12. Esquema do método QUEChERS padronizado para determinagéo de
conservantes em alimentos

amostra em tubo de acido acéticoe 10 mL por 1 minuto
polipropileno de 50 mL do solvente
e adicdo de 10 mL de acetonitrila
dgua ultrapura

Pesagem de 1 g de } Adicdo de 100 pL de [ Agitagdo em vortex ]

<
N

-Eu

[ Centrifugacao ] Agitacdo em vortex Adicdo de
por 1 minuto 4 g de MgSO,
e 1l g de NaCl

-

Retiradade 500 pLde | 1N
extrato e diluicdo com
500 pL de dgua
ultrapura

l Determinagdo por HPLC-UV ]
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5.1.2.5. Avaliagao do método QUEChERS frente a diferentes amostras

Uma vez que o método seria aplicado a determinagdo de conservantes em
diferentes alimentos processados, foi realizada a avaliagdo do método frente a
diferentes amostras isentas de conservantes. Os resultados obtidos sé&o
apresentados na Tabela 9.

Como pode ser observado, foram obtidas recuperacdes entre 87 e 100%, com
RSD menores que 8,5% para todos os conservantes em estudo nas amostras
avaliadas. Mesmo as amostras apresentando caracteristicas bem distintas, como,
por exemplo, teor de agua, agucares, sais, pigmentos, gordura, entre outros
constituintes, podemos observar que o método se comportou de maneira
satisfatéria, com recuperacdes dentro da faixa de 70 a 120%, considerada ideal
quando se trabalha com determinag¢des de residuos e contaminantes empregando
técnicas cromatograficas (SANTE, 2017). Ainda, seguindo as recomendagdes do
Comité Diretivo de Pesquisa em Ciéncia de Alimentos e Medicina Veterinaria (Foods
And Veterinary Medicine Science and Research Steering Committee, FDA), o critério
de recuperagbes entre 80 e 110% com RSD < 6% foi atingido em 96% das
avaliagbes. Esta avaliagdo é crucial, uma vez que o método seria aplicado na
determinacao de conservantes em diferentes matrizes.

Juntamente com a exatiddo e a precisdo, foi avaliado o efeito matriz,
conforme descrito na Equacado 11, pela comparacdo dos padrées preparados no
extrato e na fase mével. Conforme pode ser observado na Figura 13, o efeito matriz
variou de — 21% a 16%, para os 5 conservantes nas 5 amostras avaliadas. Estes
valores sao considerados efeito matriz baixo (ECONOMOU et al., 2009), ajudando
na decisao de quantificar as diferentes amostras pelas curvas analiticas preparadas

na fase movel.



Tabela 9. Recuperacdes (R%) e desvio padrao relativo (RSD) para os conservantes em diferentes alimentos processados empregando
o método QUEChERS de preparo de amostras. Experimentos foram realizados em triplicata na concentracédo de 10 mg kg'1 para cada
conservante em cada amostra.

Benzoato Sorbato Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno
Amostras

R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%) R (%) RSD (%)
Refrigerante 89 1,7 88 0,5 87 0,2 89 0,5 89 0,2
Ketchup 93 3,1 93 2,8 93 3,0 94 2,5 95 2,4
logurte 99 0,5 94 0,8 92 0,7 93 0,5 94 0,6
Geleia de fruta 98 1,8 92 2,3 90 3,0 91 29 92 29
Picles 93 2,5 93 1,2 100 8,5 92 1,2 92 0,9

v,
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Figura 13. Avaliagdo do efeito matriz na determinagéo de conservantes frente a
diferentes amostras no método QUEChERS
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Selecionar matrizes representativas de um conjunto de diferentes alimentos é
uma estratégia interessante no desenvolvimento de métodos de preparo de amostra
para determinacdo de compostos organicos. A partir dessa abordagem, € possivel
garantir resultados confiaveis ao método sem a necessidade de avaliar a exatidao e
a precisdo do método em todas as matrizes das quais se pretende avaliar,
economizando tempo e consumo de reagentes. Ao mesmo tempo, o método
desenvolvido favorece a execugdo de experimentos empregando matrizes
representativas, pois utiliza menor massa de amostra e adiciona 10 mL de agua,
diluindo todas as amostras por igual, tornando-as mais parecidas. Este fato explica
as recuperacbes satisfatorias, baixos efeitos de matriz e a similaridade dos

resultados mesmo quando diferentes matrizes sdo empregadas.
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5.1.3. Validacado do método empregando QuUEChERS e HPLC-UV para

determinagao de conservantes em alimentos

Uma vez que foram obtidos resultados satisfatérios para exatidao e precisao
para o método quando diferentes matrizes foram utilizadas, foi realizada a etapa de

validacdo do método.

5.1.3.1. Limites de deteccao e quantificagcao

Os valores de LD; variaram entre 0,002 e 0,005 mg L™, enquanto que para o
LQ; os valores variaram entre 0,006 e 0,016 mg L. Esses valores representam as
menores concentragdes que o instrumento pode determinar e quantificar,
respectivamente, com precisdo e exatiddo aceitaveis. Para os LD, e LQn, foi
considerado todo o procedimento, envolvendo o método de preparo de amostra por
QuUEChERS. Um fator de diluicdo de 20 vezes € aplicado, uma vez que 1 g de
amostra é extraido com 10 mL de acetonitrila, e, ao final da extracdo, 500 uL séo
diluidos a 1 mL com agua ultrapura. A Tabela 10 apresenta os dados obtidos para
os LD e LQ, tanto instrumental quanto do método.

Os valores de LD e LQ obtidos neste trabalho sdo comparaveis ou até
melhores que os observados por outros trabalhos na literatura. Abedi e
colaboradores determinaram benzoato e sorbato em derivados de leite empregando
DLLME e GC-FID. LD, de 0,150 mg kg™ e 0,140 mg kg™ e LQn, de 0,500 mg kg™ e
0,473 mg kg™, foram obtidos, para sorbato e benzoato, respectivamente (ABEDI et
al., 2014). Ding e colaboradores obtiveram LDy, de 0,2 mg L e 0,1 mg L™ para
benzoato e sorbato, respectivamente, na determinagdo em molho shoyu
empregando LLE e HPLC-UV (DING et al, 2015). Além disso, os valores
observados para os LD, e LQn, sdo adequados para as determinagbes propostas,
uma vez que sao menores que as concentracbes maximas permitidas de

conservantes em alimentos.



Tabela 10. Limite de deteccao instrumental (LD;), limite de quantificagao instrumental (LQ;), limite de detec¢do do método (LD),
limite de quantificagdo do método (LQ.), faixa linear, coeficiente angular (a), intercepto (b), coeficiente de determinacéo (R?) para
as curvas analiticas preparadas no solvente e no extrato e efeito matriz. Foi utilizado como matriz o leite UHT integral.

mg L mg kg™ Faixa de trabalho Curvas analiticas
Efeito matriz
Conservantes Solvente Extrato
LD, LQ; LD, LQn mg L mg kg’
a b R2 a b R2 %

Benzoato 0,005 0,016 0,11 0,33 0,056-50 1-1000 951994 -935,983 0,99996 95542 5262,37  0,99996 0,36
Sorbato 0,002 0,006 0,04 0,13 0,05-50 1-1000 241954 -1840,13 0,99995 242477 -8345,7 0,99996 0,22
Metilparabeno 0,004 0,013 0,09 0,26 0,05-50 1-1000 119128 -2263,89 0,99996 119769 -7122,94 0,99996 0,54
Etilparabeno 0,004 0,012 0,08 0,24 0,05-50 1-1000 128057 -2757,64 0,99996 128748 -7780,36 0,99996 0,54
Propilparabeno 0,003 0,009 0,06 0,19 0,05-50 1-1000 164960 -1996,67 0,99995 166053 -9224,81 0,99996 0,66

LL
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5.1.3.2. Curva analitica, linearidade e faixa de trabalho

A Tabela 10 apresenta, além dos valores de LD e LQ, os dados das curvas
analiticas, preparadas na fase moével e no extrato. Embora os valores de LQn
obtidos fossem de até 0,33 mg kg'1, optou-se por trabalhar com as curvas analiticas,
para todos os conservantes, em concentragdes maiores, a partir de 1 mg kg'1. Esta
escolha foi realizada uma vez que os conservantes estariam presentes nas amostras
apenas em concentragdes maiores que esta, e, até superiores a 1000 mg kg'1, de
acordo com o alimento analisado. Desta forma, foi selecionada a faixa entre 1 a
1000 mg kg para todos os conservantes, de maneira a garantir que estariamos
trabalhando com curvas analiticas na faixa de concentragao presente nas amostras.
Para amostras com concentragdes maiores que esta uma diluicdo poderia ser
realizada.

A Figura 14 apresenta um exemplo da curva de linearidade obtida pelas areas
sobre a concentragéo (eixo y), pela concentragao (eixo x), para o benzoato. Com a
aplicacdo do teste de Huber, foi obtido um intervalo de confianga, representado
pelas linhas tracejadas na figura. Os pontos situados dentro deste intervalo sao
pertencentes ao intervalo linear dinamico, sendo utilizados para a construgéo da
curva analitica. Os dados anémalos, fora da faixa, foram rejeitados.

A avaliacéo pelo teste de Huber foi realizada para todos os conservantes em
estudo neste trabalho. Apds a aplicacdo deste teste, foram obtidas as curvas
analiticas no solvente e no extrato. Os resultados sdo apresentados na Tabela 10.
As curvas analiticas preparadas no solvente e no extrato apresentaram coeficientes
de correlagao (r) maiores que 0,99 para todos os conservantes, estando dentro da
faixa recomendada pela ANVISA (r > 0,99) (ANVISA, 2017).



79

Figura 14. Grafico de linearidade para o conservante benzoato na curva analitica
preparada na fase mével
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5.1.3.3. Exatidao, precisao e incerteza das medigoes

Para avaliagdo da exatiddo do método foram realizados ensaios de
recuperagdo em trés niveis, nas concentracdes de 1, 5 e 10 mg kg™, conforme
procedimento otimizado descrito no item 5.1.2.4. A precisdo do método foi avaliada
em termos de repetibilidade (RSD), nos mesmos trés niveis. Ambos 0s ensaios
foram realizados em termos de repetibilidade e reprodutibilidade.

Para garantir a confiabilidade do método proposto e reduzir o numero de
experimentos necessarios, a validagdo do método foi realizada empregando o uso
de matrizes representativas, conforme descrito pelo guia SANTE. O mesmo sugere o
uso de matrizes representativas para validar métodos multirresiduos e multimatrizes,
selecionando uma amostra que seja representativa de um grupo maior de amostras.
Por exemplo, o uso de uma amostra de iogurte como representativa de derivados
lacteos (SANTE, 2017). Desta forma, foram utilizadas amostras isentas dos
conservantes de leite UHT integral, refrigerante, ketchup, iogurte, geleia e picles
durante a validagao. A Tabela 11 apresenta os dados de exatidao e precisao para a



80

amostra de leite UHT integral, enquanto para as demais matrizes os resultados
estdo disponiveis no Apéndice A (Tabelas A2-A6).

Em resumo, as recuperagdes variaram entre 77 e 109%, com RSD < 20%,
para todos os conservantes em todas as seis amostras validadas, tanto na
repetibilidade quanto na precisdo intermediaria. De acordo com a orientagcdo para
validacao de métodos cromatograficos, valores de recuperacao dentro da faixa entre
70 e 120%, com valores de RSD < 20%, sdo considerados satisfatorios (SANTE,
2017). Ainda, seguindo as recomendacbes do Comité Diretivo de Pesquisa em
Ciéncia de Alimentos e Medicina Veterinaria (Foods And Veterinary Medicine
Science and Research Steering Committee, FDA) em 99% das avaliagbes de
exatiddo e precisdo no nivel 1 mg kg™ e em 94% das avaliagdes no nivel 10 mg kg™
os valores estdo dentro da faixa de recuperacao de 80 a 110% com RSD menores
que 8 e 6%, respectivamente (FDA, 2015). Desta forma, os resultados obtidos s&o
adequados para determinagdes de conservantes em analises de rotina.

A incerteza das medigdes associada com a quantificagcao foi avaliada para o
método proposto, sendo os resultados apresentados também na Tabela 11 para a
amostra de leite UHT integral, enquanto que para as demais matrizes os resultados
estdo no Apéndice A (Tabelas A2-A6). Para todas as matrizes e conservantes
avaliados a incerteza variou entre 3,2 a 39,1%. De acordo com as diretrizes do
SANTE, os resultados das determinagdes nao precisam ser ajustados para
recuperacdo quando a média estiver dentro da faixa de 80 a 120% e o critério de
50% de incerteza de medigdo expandida for cumprido (SANTE, 2017). Este
resultado reflete a capacidade do método analitico em fornecer resultados
confiaveis, uma vez que a incerteza observada encontra-se abaixo do valor de 50%

estabelecido como adequado.



Tabela 11. Avaliacdo da exatiddo, em termos de recuperagao (R%), precisdo, em termos de repetibilidade (RSD;) e preciséo
intermediaria (RSDy;) e incerteza da medi¢éo (U %) do método QUEChERS. Experimentos foram realizados utilizando como

amostra representativa o leite UHT integral, isenta de conservantes.

Repetibilidade

Precisao intermediaria

Conservante 1 mg kg’ 5mg kg™’ 10 mg kg~ ] 1 mg kg™’ 5mg kg™’ 10 mg kg’ .
R% RSD, R% RSD; R% RSD, o R% RSD, R% RSD, R% RSD, o
Benzoato 103 3,2 104 24 98 1,8 6,2 91 4.4 95 4,9 105 4,6 13,5
Sorbato 99 2,4 100 0,8 96 1,1 4,6 93 1,8 92 5,3 100 1,1 12,3
Metilparabeno 106 1,6 102 0,7 96 1,4 3,6 100 0,9 94 3,9 100 0,9 6,4
Etilparabeno 105 1,8 101 0,6 96 1,4 3,2 100 1,1 98 2,7 103 1,7 3,8
Propilparabeno 107 2,2 102 0,6 96 1,3 4,4 100 1,8 94 4,5 100 0,9 71

18
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5.1.3.4. Efeito matriz

O efeito matriz foi avaliado para verificar se os padroes preparados na fase
movel seriam adequados para quantificar os conservantes em diferentes matrizes.
Esta avaliacao foi realizada pela comparacédo dos coeficientes angulares das curvas
analiticas preparadas na fase movel e no extrato do leite UHT integral, apos
procedimento de extragdo, conforme proposto na Equacédo 12. Os resultados séo
apresentados na Tabela 10.

Pode ser observado que valores de efeito matriz baixo (x 20%) foram obtidos,
0 que significa que a matriz apresenta baixa influéncia na area dos analitos. Este
fato pode ser explicado pela seletividade do método cromatografico, ndo havendo a
presenga de outros picos no cromatograma no mesmo tempo de retengdo dos
analitos e, também, pela eficiéncia do método de preparo de amostra em isolar os
analitos de interesse dos possiveis interferentes. Desta forma, pela avaliagdo do
efeito matriz, foi possivel comprovar que o preparo das curvas analiticas na fase
movel seria adequado para quantificar as diferentes amostras propostas neste

trabalho.

5.1.3.5. Seletividade do método QUEChERS

A avaliagdo da seletividade foi realizada pela comparagao dos
cromatogramas de amostras que nao continham os conservantes em sua
composicao (branco) com as amostras fortificadas, permitindo distinguir o sinal dos
analitos dos possiveis interferentes da determinacdo. Uma vez que o detector UV
utilizado neste trabalho ndo € o mais seletivo dos detectores, ou seja, no caso de
coeluicdo, ndo é possivel realizar a distingdo entre os sinais, € importante garantir
que os analitos estejam suficientemente separados dos interferentes.

Desta forma, sdo apresentados nas Figura 15, 16 e 17, cromatogramas
representando a avaliagcao da seletividade do método QUEChERS padronizado para
amostras de refrigerante, ketchup e picles, representando amostras liquidas,
pastosas e solidas, respectivamente. Pode ser observado nos cromatogramas das
amostras branco que os analitos ndo apresentam nenhum sinal de interferentes no

mesmo tempo de retencdo, destacando assim, a seletividade do método proposto



para a determinacdo de conservantes. O mesmo perfil foi observado para as

diferentes amostras avaliadas neste trabalho.

Figura 15. Cromatogramas para uma amostra de refrigerante (a) branco e (b)
fortificada na concentracéo de 10 mg kg™, submetida a0 QUEChERS padronizado
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Figura 16. Cromatogramas para uma amostra de ketchup (a) branco e (b) fortificada
na concentragdo de 10 mg kg™, submetida a0 QUEChERS padronizado
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Figura 17. Cromatogramas para uma amostra de picles (a) branco e (b) fortificada
na concentragao de 10 mg kg'1, submetida ao QUEChERS padronizado
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5.1.4. Aplicabilidade

Depois de validado, o método proposto foi aplicado na determinacdo de
conservantes em 82 amostras de alimentos processados comercializados no
municipio de Rio Grande, RS, nos meses de maio a agosto de 2018. E importante
ressaltar que os conservantes foram determinados em todos os alimentos cujos
rétulos mencionaram o seu uso, enquanto que nos rétulos de produtos que nao
mencionavam a presenga destes conservantes estes nao foram detectados.

De maneira geral, os sorbatos foram os principais conservantes determinados
nos derivados de leite, enquanto que o benzoato foi o majoritario nas bebidas nao
alcodlicas, embora alguns alimentos utilizem ambos os conservantes, como alguns
refrigerantes, conforme pode ser visto na Figura 18. O metilparabeno, que foi o unico
dos parabenos quantificado, constava apenas nos rétulos dos adogantes artificiais, o

que explica a baixa concentracao e frequéncia nas amostras.
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Figura 18. Cromatograma para uma amostra de refrigerante, positiva para os
conservantes benzoato (260 mg kg™') e sorbato (46 mg kg™).
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Quando comparado com os dados fornecidos de concentragdo maxima
permitida de conservantes em alimentos, podemos observar que de maneira geral
as amostras se enquadraram na legislagdo. Das 82 amostras analisadas apenas
uma amostra de molho shoyu apresentou concentragdo de benzoato (2040 mg kg™)
maior do que a permitida pela legislagdo (1000 mg kg™) para este tipo de alimento.
Para o sorbato, uma amostra de queijo (3185 mg kg™'), uma amostra de margarina
(722 mg kg') e uma amostra de maionese (912 mg kg') apresentaram
concentracdes acima da permitida pela legislacdo (2000, 500 e 800 mg kg™,
respectivamente).

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para a determinacdo de
benzoato em alimentos processados, enquanto que na Figura 19 ha um
cromatograma para uma amostra de azeitona, positiva para o conservante benzoato.
Pode ser observado que as concentragdes variaram entre nao detectado (< LOQ)
até 2040 mg kg™, com RSD < 6,5%. As amostras de molho shoyu e adocante de
mesa liquido foram as que apresentaram a maior média de concentragdo de
benzoato.

Ding e colaboradores determinaram benzoato em amostras de molho shoyu
comercializadas na China em concentragdes que variaram de 238,7 a 661,3 mg kg™
empregando LLE e HPLC-UV (DING et al., 2015). Em outro trabalho dos mesmos

autores, empregando DLLME e GC-MS, foi determinado benzoato em amostras de
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molho shoyu, vinagre, refrigerante e suco de fruta em concentragbes entre 71,6 e
681,3 mg kg'1, sendo as maiores concentragbes observadas também para molho
shoyu (DING et al., 2018). Javanmardi e colaboradores determinaram benzoato em
92,5% das amostras avaliadas de refrigerante, leite UHT, ketchup e péao
comercializadas no Ira, em concentragdes entre 3,5 e 1520 mg L (JAVANMARDI et
al., 2015). Tfouni e Toledo determinaram benzoato em concentra¢des de até 804 mg
L™ em amostras de refrigerante, margarina e suco de fruta comercializados no Brasil
(TFOUNI e TOLEDO, 2002a). Abedi e colaboradores determinaram benzoato em
baixas concentracdes em amostras de derivados de leite comercializados no Ira
empregando DLLME e GC-FID (ABEDI et al., 2014). Todos os dados obtidos neste

trabalho estdo consistentes com os dados disponiveis na literatura.

Figura 19. Cromatograma para uma amostra de azeitona, positiva para o
conservante benzoato (858 mg kg™).
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Tabela 12. Concentragcdo de benzoato em diferentes alimentos e estimativa da ingestéo diaria baseada nos dados de consumo

diario médio do IBGE (2011).

Concentragao Benzoato - mg kg’ . IDM EDI
Amostra n  maxima permitida Faixa de kg
h A di i RSD (% -1 qig! mg Kg
mg kg’ Média Faixa (%) g pessoa’ dia peso corporal”
. Margarina 3 1000 202 nd-362 0,4-4,3 6,6 0,02
Laticinios
Doce de leite 3 1000 17 nd-50 0-3,2 55 0,002
Suco de fruta 6 500 338 158-468 0,2-6,5 145 0,8
Bebidas nio Refrigerante 9 500 144 nd-260 0,2-3,1 94,7 0,2
alcodlicas Energético 3 500 221 218-224 0,1-0,5 2,7 0,01
Bebida isotbnica 3 500 78 nd-234 0-0,5 2,7 0,004
Ketchup 4 1000 198 nd-792 0-0,7 0,5 0,002
Molhos e
. Mostarda 3 1000 632 181-936 0,2-1,1 0,5 0,005
condimentos
Molho shoyu 3 1000 1059 452-2040 0,5-1,0 0,5 0,009
. Geleia de fruta 3 1000 101 nd-302 0-1,1 2,3 0,004
Doces e geleias
Doce de fruta 3 1000 557 293-733 0,5-3,4 2,3 0,02
Conservas Azeitona 4 1000 315 nd-858 0-3,5 0,6 0,003
Fast Food Bebida 3 1000 29 nd-87 0-0,2 94,7 0,05
Adogantes Adocante g 2000 671 67-1248 0,1-1,3 0,9 0,01
artificiais de mesa liquido
Total 1,18

n — nimero de amostras avaliadas, IDM — Ingestdo Diaria Média, EDI — Estimativa da Ingestéo Diaria, do inglés Estimate of Daily Intake, n.d. — ndo detectado

(< LD)

L8
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Todos os derivados lacteos apresentaram concentragdes de sorbato acima do
LOQ. Em geral, as concentragdes variaram entre < LD até 3185 mg kg'1, com RSD <
19,6%. Um exemplo de cromatograma para a determinagdo do conservante sorbato
pode ser visto na Figura 20, para uma amostra de requeijdo. Ding e colaboradores
determinaram sorbato em amostras de molho shoyu comercializadas na China em
concentragdes que variaram de 246,4 a 311,7 mg kg'1 empregando LLE e HPLC-UV
(DING et al., 2015), enquanto que no método empregando DLLME e GC-MS eles
determinaram em uma amostra a concentragdo de 256,4 mg kg™ (DING et al., 2018).
Javanmardi e colaboradores determinaram sorbato em 50,3% das amostras de
refrigerante, leite UHT, ketchup e pao comercializadas no Ira, em concentracdes
entre 0,8 e 2305 mg L™ (JAVANMARDI et al., 2015). Tfouni e Toledo determinaram
sorbato em amostras de refrigerante, margarina, suco de fruta, iogurte, petit suisse e
queijo, com concentracdes de até 1371 mg kg™, sendo as maiores concentragdes
também observadas para as amostras de queijo (TFOUNI e TOLEDO, 2002a).
Kamankesh e colaboradores determinaram sorbato em 25% das amostras de iogurte
avaliadas empregando DLLME e HPLC, em concentragdes entre 3,4 e 45 mg L™
(KAMANKESH et al., 2013). Abedi e colaboradores determinaram sorbato em todas
as amostras de derivados de leite avaliadas empregando DLLME e GC-FID, em
concentracdes entre 1,50 e 9,85 mg kg”' (ABEDI et al., 2014). Os valores

determinados neste trabalho estio consistentes com os dados da literatura.
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Figura 20. Cromatograma para uma amostra de requeijao, positiva para o
conservante sorbato (681 mg kg™).
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Para as amostras de fast food, que neste trabalho consistiram de
hamburguer, bebida, batata frita e sorvete, o conservante benzoato foi determinado
apenas nas amostras de refrigerante, enquanto o sorbato foi determinado nas
amostras de refrigerante e hamburgueres em concentragdes de até 200 mg kg™,
provavelmente devido a adigdo de condimentos nos lanches, como ketchup,
mostarda e maionese, que apresentaram concentragdes de sorbato até 930 mg kg’
neste trabalho. As amostras de sorvete apresentaram apenas baixas concentracoes

(< 10 mg kg™") de metilparabeno.



Tabela 13 Concentracdo de sorbato em diferentes alimentos e estimativa. da ingestdo diaria baseada nos dados de consumo

diario médio do IBGE (2011).

Concentragao Sorbato - mg kg™ . IDM EDI
Amostra n maxima permitida o . I;asl)[()a :/ie A et mg kg’
mg kg™ Média Faixa (%) g pessoa’ dia peso corporal”

logurte 3 1000 283 148-416 0,8-1,9 9,8 0,05

Petit suisse 3 1000 293 223-420 0,7-1,8 6.8 0,03

Derivados Queijp 3 2000 1952 978-3185 6,1-19,6 6,8 0,22
lacteos Margarina 3 500 431 227-722 0,9-4,1 6.6 0,05
Bebida lactea 3 1000 322 221-386 0,3-2,4 1,0 0,01

Requeijao 3 1000 697 681-719 0,5-1,9 6.8 0,08

Doce de leite 3 1000 479 348-625 0,5-1,3 5,5 0,04

Suco de fruta 6 1000 193 114-268 0,4-1,6 145 0,47

Bebidas nao Refrigerante 9 1000 48 nd-142 0-0,8 94,7 0,08
alcodlicas Energético 3 1000 21 nd-64 0-0,6 2,7 0,001
Bebida isotbnica 3 1000 24 nd-71 0-0,7 2,7 0,001

Ketchup 4 1000 674 nd-930 0-13,5 0,5 0,01

Molhos e Mostarda 3 1000 102 nd-307 0-0,4 0,5 0,001
condimentos Maionese 3 800 766 666-912 0,5-1,7 6,6 0,08
Molho shoyu 3 1000 210 nd-629 0-0,2 0,5 0,002

Doces e geleias Geleia de fruta 3 1000 202 0-605 0-2,3 2,3 0,01
Doce de fruta 3 1000 460 340-646 0,5-3,1 2,3 0,02
Conservas Azeitona 4 1000 152 4-255 0,6-2,2 0,6 0,002
Fast food Sanduiche 3 - 184 173-199 0-10,9 11,8 0,04
Bebida 3 1000 48 nd-144 0-0,5 94,7 0,08
Adocantes Adocante
arti?iciais de mes% liquido 5 1000 0.058 nd-0.3 0-2,6 0,9 8,6E-07

Total 1,25

n — numero de amostras avaliadas, IDM — Ingestédo Diaria Média, EDI — Estimativa da Ingestéo Diaria, do inglés Estimate of Daily Intake, n.d. — ndo detectado

(< LD)

06



91

Em relagdo aos parabenos, o metilparabeno, que foi determinado principalmente
em amostras de adogantes de mesa liquido, a concentragdo maxima permitida € de
1500 mg kg'1. A Figura 21 apresenta um cromatograma de uma amostra de adogante
de mesa liquido, positiva para os conservantes benzoato e metilparabeno. Para as 5
amostras de adogantes avaliadas neste trabalho a maior concentragdo determinada foi
de 452 mg kg'1. Para as demais amostras na qual o metilparabeno foi determinado,
devido as baixas concentragdes observadas, ndo se sugere que 0 mesmo esteja
presente como um conservante. O etilparabeno, que também é permitido para uso
como conservante em alimentos, foi determinado apenas em baixas concentragdes (<
LOQ). O propilparabeno, que foi banido recentemente para uso como conservante em
alimento, ndo foi detectado em nenhuma das amostras avaliadas. A Tabela 14
apresenta os resultados obtidos para a determinacdo de metilparabeno em alimentos
processados. As concentragdes variaram entre ndo detectado (< LQ) até 452 mg kg™,
com RSD < 5,0%.

Figura 21. Cromatograma para uma amostra de adogante de mesa liquido, positiva
para os conservantes benzoato (429 mg kg™') e metilparabeno (452 mg kg™).
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Da mesma forma que foi observada neste trabalho, a concentracido de
parabenos nas amostras de alimentos é geralmente baixa, além da sua presenca ser
limitada a alguns alimentos, diferentemente dos conservantes sorbato e benzoato. Jain

e colaboradores determinaram metilparabeno em uma amostra de suco de fruta na
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concentragéo de 0,13 mg L™" e propilparabeno em uma amostra de molho de tomate na
concentragdo de 26,1 mg kg™' empregando DLLME e GC-FID, confirmando por GC-MS
(JAIN et al., 2013). Ye e colaboradores determinaram parabenos em amostras de
molho de frutos do mar comercializadas em diferentes regides da China, das quais
apenas uma amostra apresentou o etilparabeno na concentragdo de 0,12 mg L
empregando UAE e HPLC-PDA (YE et al., 2015). He e colaboradores determinaram
parabenos (metil, etil e propil) em amostras de molho shoyu na faixa de 0,011 a 0,014
mg L' empregando SPME e GC-FID (HE et al., 2012). Liao e colaboradores realizaram
um estudo abrangente para determinagdo de parabenos em diversas amostras de
alimentos adquiridas na China e nos Estados Unidos, das quais foi possivel determinar
0s parabenos em mais de 90% das amostras para ambos os estudos, porém, em
baixas concentracdes, na ordem de ng g™ (LIAO et al., 2013a; LIAO et al., 2013b). Das
oito amostras de alimentos avaliadas por Ding e colaboradores apenas uma amostra
de vinagre apresentou concentragdo de etilparabeno de 69,6 mg kg™ (DING et al.,
2018). Yang e colaboradores determinaram seis parabenos em 19 amostras de
alimentos, dos quais o metil e o etilparabeno foram os principais parabenos
determinados, em concentragdes entre 56,9 e 312,6 mg kg'. Eles também
determinaram alguns parabenos que sao proibidos para uso em alimentos, como o
propilparabeno e o isopropilparabeno, com concentragdes entre 52,3 e 170,6 mg kg™
(YANG et al., 2014).



Tabela 14. Concentracédo de metilparabeno em diferentes alimentos e estimativa da ingestdo diaria baseada nos dados de
consumo diario médio do IBGE (2011).

Concentragao Metilparabeno - mg kg . IDM EDI
Amostra N  maxima permitida Faixa de mg kg™
. Adi i RSD (% 1 dia™!
mg kg Média Faixa (%) g pessoa™ dia beso corporal”
Bebidas ndo oo gy 3 300 2 13-2,3 0,4-18 2.7 0,00008
alcoédlicas
Doces e Doce de fruta 3 - 1 nd-1,8 0-1,4 2,3 0,00004
geleias
Conservas Azeitona 4 - 1 0,7-1,4 0,5-5,0 0,6 0,00001
Fast Food Sorvete 3 - 4 nd-10 0-1,3 4.6 0,0003
Adocantes Adogante g 1500 193 nd-452 0-0,7 0,9 0,003
artificiais de mesa liquido
Total 0.003

n — nimero de amostras avaliadas, IDM — Ingestédo Diaria Média, EDI — Estimativa da Ingestao Diaria, do inglés Estimate of Daily Intake, n.d. — ndo detectado
(<LD)

€6
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5.1.5. Estimativa da ingestao diaria de conservantes

Usando os dados de concentracdo média obtidos na determinacdo de
conservantes em alimentos empregando QUEChERS e HPLC-UV e dos dados mais
atualizados da Pesquisa de Orgamentos Familiares, realizada pelo IBGE, o qual
contém dados sobre o consumo de alimentos, expressos em g per capita por dia,
para diferentes categorias, como consumo médio nacional, foi realizado o calculo da
EDI, conforme descrito no item 4.8.7. Os resultados obtidos para essa avaliagao sao
reportados nas Tabelas 12, 13 e 14, para o benzoato, sorbato e metilparabeno,
respectivamente.

Embora para alguns conservantes em alimentos a concentragdo determinada
seja elevada, sendo permitido pela legislacdo concentracdes de até 2000 mg kg™
para os alimentos avaliados neste trabalho, a EDI determinada nao ultrapassou a
IDA para nenhum dos conservantes em estudo. Em resumo, os maiores valores de
EDI foram observados para o benzoato, com aproximadamente 25% da IDA,
enquanto para o sorbato a EDI obtida foi de 5% da IDA e para os parabenos a EDI
foi bem menor que 1% da IDA. E importante enfatizar que esses valores de EDI
foram obtidos considerando os dados médios, tanto de consumo de cada um dos
alimentos (IDM) quanto os valores determinados para os alimentos em estudo. Além
disso, procurou-se trabalhar com amostras que apresentavam conservantes em sua
composic¢ao, sem ter sido realizado um estudo de mercado a respeito das marcas
mais vendidas. Mesmo assim, a EDI para o benzoato, que apresentou os maiores
valores neste trabalho em comparacao com a IDA, esta de acordo com a faixa de
0,18 a 2,3 mg kg'1 peso corporal” identificada pelo JECFA como ideal para
consumidores deste conservante (WHO, 2016), e para os demais conservantes nao
foram observados valores discrepantes daqueles observados por outros estudos.

Quando se trata de consumidores extremos das principais fontes de
benzoatos, como os refrigerantes e os sucos, que representaram 85% da EDI, os
dados de IDM nao sao apropriados. As Diretrizes para Estudo da Ingestao Diaria de
Contaminantes Quimicos (Guidelines for the Study of Dietary Intake of Chemicals
Contaminants) sugere multiplicar a EDI por 3 para se obter uma estimativa em

relagdo a consumidores extremos (WHO, 1985). Desta forma, a ingestao de 3,54 mg
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kg'1 peso corporal”, correspondente a 71% da IDA, foi estimada para o benzoato.
Outros estudos sugerem ainda elevado consumo de bebidas nao alcodlicas, até 2 L
por individuo (CAMARGO et al, 1999). Levando em consideracdo este dado,
consumidores extremos de refrigerante (4,8 mg kg™ peso corporal” — 96% da IDA) e
suco de fruta (11,3 mg kg™ peso corporal” — 226% da IDA) poderiam estar ingerindo
quantidades de conservantes maiores que aquelas recomendadas pelo JECFA.

As bebidas nao alcodlicas representam a principal fonte de exposicao aos
benzoatos na maioria dos paises (WHO, 2016), o que também foi observado neste
trabalho, com contribuicdo de aproximadamente 85%. Tfouni e Toledo observaram
para as amostras determinadas que o refrigerante contribuiu com mais de 80% da
EDI, em um dos poucos estudos desta natureza realizados no Brasil (TFOUNI e
TOLEDO, 2002b). Lazarevic e colaboradores realizaram a EDI de benzoato na
populacdo adulta do sudeste da Sérvia, através da coleta de dados de ingestao
alimentar de 620 adultos entre 18 e 65 anos e analise de 748 amostras. Foi
observado a EDI de 0,36 mg kg™ peso corporal”, que representa 7,2% da IDA. Os
principais contribuintes da ingestdo de benzoato foram as bebidas ndo alcodlicas
(43,1%), ketchup e produtos a base de tomate (36,1%) e conservas domésticas
(19,4%) (LAZAREVIC et al., 2011).

Em estudo realizado na Dinamarca, Leth e colaboradores avaliaram a EDI de
benzoato e sorbato. Foram realizados 17 avaliagdes entre 2001 e 2006, com um
total de 1526 amostras, das quais 3% estiveram acima das concentragdes maximas
permitidas. Os dados de ingestao diaria utilizados foram obtidos com a Pesquisa
Nacional Dinamarquesa de Habitos Alimentares e Atividade Fisica (Danish National
Survey of Dietary Habits and Physical Activity), com 5785 individuos entre 4 e 75
anos. Em geral, os autores observaram que as EDI estavam dentro da IDA para
ambos o0s conservantes, e, que os refrigerantes foram um dos principais
contribuintes para a ingestdo de benzoatos (LETH et al, 2010). Conclusdes
semelhantes foram obtidas em estudos realizados em outros paises (BEMRAH et
al.,, 2008; CRESSEY e JONES, 2009; MISCHEK e KRAPFENBAUER-CERMAK,
2011; LING et al., 2015; OKTAVIANY et al., 2018).

Embora a EDI avaliada neste trabalho n&o tenha considerado a faixa etéria, é

um consenso que as criangas sao mais facilmente expostas aos conservantes em
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comparacgao aos adultos. Uma vez que a massa corporal média de 60 kg foi utilizada
neste trabalho, a EDI pode nao refletir a realidade do consumo de uma crianga, que,
em geral, apresenta massa corporal bem inferior. Sendo assim, criangas que
consomem elevadas quantidades de bebidas ndo alcodlicas industrializadas, como
os refrigerantes e sucos, podem estar ingerindo quantidades acima da IDA. Da
mesma forma, também é importante ressaltar que para este estudo foram
selecionadas amostras levando em consideragdo o consumo, popularidade da
marca e a presenga dos conservantes na lista de ingredientes nas embalagens dos
alimentos. Desta forma, € possivel filtrar o consumo de conservantes pela selegao

de alimentos que nao contenham estes aditivos em sua composicéao.

5.2. Desenvolvimento de método para determinagao de conservantes em

alimentos processados empregando SILLME e HPLC-UV

Para a determinacdo de conservantes empregando a técnica SILLME foi
utilizado o mesmo método cromatografico desenvolvido para a determinacgao
empregando QuEChERS. Desta forma, apenas os parametros envolvendo a

extracado foram avaliados.

5.2.1. Padronizacao da técnica SILLME de preparo de amostras

5.2.1.1. Influéncia da massa de MgSO,4 nas recuperagoes dos conservantes

A técnica desenvolvido por Du e colaboradores avaliou o uso de diferentes
combinagdes de sais (MgSO4, Na;SO4, (NH4)2SO4 € NH4Cl O MgSO.) e solventes
(MeCN, acetona e isopropanol), tendo observado tanto a separagéo entre as fases
organica e aquosa quanto recuperagdes satisfatorias apenas para as misturas de
MeCN com MgSO, e acetona com Na,SO,. Porém, a segunda combinagao
apresentou volume de extrato maior que o volume de solvente adicionado
inicialmente (DU et al., 2014). Da mesma maneira, foi avaliado em nosso grupo a
combinagdao do MgSO, com outros solventes, como etanol e acetato de etila.
Entretanto, também nao foi observada separacdo de fases tdo eficiente quanto é
observada quando a MeCN é empregada. Outros fatores determinantes para o uso

da MeCN como solvente extrator sdo a sua capacidade de precipitar proteinas,
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polaridade favoravel para a extracdo de ampla faixa de compostos, boa solubilidade
em agua e baixa toxicidade. Ainda, uma vez que uma das fases moveis empregada
no sistema de cromatografia liquida € a MeCN, é interessante que a amostra esteja
no mesmo solvente. Desta forma, foram fixados como solvente e sal,
respectivamente, a MeCN e o MgSOs,.

O MgSO4 é o responsavel por causar a separagao de fases na técnica
SILLME. Desta forma, deve ser adicionada quantidade minima o suficiente para
saturar a amostra e, por consequéncia, promover tal fenbmeno. Assim, foram
avaliados o uso de 1,5, 2,0 e 2,5 g de MgSQO4, conforme procedimento descrito no
item 4.9.2. Os resultados obtidos para esta avaliagdo sao apresentados na Figura
22.

Figura 22. Influéncia da massa de MgSQO4 nas recuperagdes dos conservantes
empregando a SILLME. Experimentos foram realizados utilizando 0,5 g de leite UHT
fortificado a 10 mg kg™, 4,5 mL de agua ultrapura e 1 mL de MeCN. As barras de
erro indicam RSD (%).
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Pode ser observado que os trés parabenos em estudo foram extraidos de
forma eficiente, independentemente da quantidade de MgSO, empregada.

Entretanto, para o benzoato e o sorbato, baixas recuperacbes foram observadas,
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provavelmente devido a ionizacdo destes compostos em meio aquoso, uma vez que
o pH da amostra nao foi avaliado nesta etapa e o pKa destes conservantes é baixo
(< 4,8). Desta forma, seria necessario realizar alguma modificagdo no pH das
amostras para promover a extracao do benzoato e sorbato. Assim, foi selecionado 2
g de MgSO4 para garantir a saturagcado da fase aquosa em relagédo ao usode 1,5ge
economizar reagente em relagao ao uso de 2,5 g.

Du e colaboradores utilizaram 2 g de MgSO4 para promover a separagao das
fases no método SILLME desenvolvido para a determinagao de fluoroquinolonas em
amostras de agua, alimentos e matrizes bioldgicas (DU et al., 2014). Outros
trabalhos que empregam técnicas envolvendo o efeito salting-out utilizam diferentes
combinagdes de sais e solvente na extragcdo (Tabela 4). Marifo-Repizo e
colaboradores empregaram uma mistura de 1,5 mL de tolueno, 3,5 mL de acetona e
1,0 g de (NH4)2.SO4 para a determinacédo de ocratoxina A em amostras de cerveja
por UHPLC-MS/MS (MARINO-REPIZO et al., 2018). Koltsakidou e colaboradores
utilizaram 1,7 mL de MeCN e 1 g de NaCl na determinagdo de HPAs em de mel
(KOLTSAKIDOU et al., 2015). Akram e colaboradores empregaram uma combinagao
de MeCN, NaCl e Na,SO4 na determinacao de tiacloprido, um inseticida, em frutas e
vegetais (AKRAM et al., 2017). Tighrine e colaboradores determinaram conservantes
e adocantes artificiais em amostras de suco utilizando 1,7 g de (NH4).SO4 e 0,5 mL
de uma mistura de acetona e etanol (1:1, v:v) (TIGHRINE et al., 2019).

5.2.1.2. Influéncia do pH na recuperagao dos conservantes

Foi avaliado o pH da solugcdo aquosa adicionada nas amostras para o método
SILLME, conforme descrito no item 4.9.3. Apenas durante a avaliagdo empregando
pH 6 nao foi possivel retirar o sobrenadante, devido a precipitagdo de substancias
que impediram a separacao das fases. Os resultados obtidos sao apresentados na
Figura 23.

De forma resumida, todos os conservantes apresentaram recuperacoes
satisfatorias independentemente da condigdo de ajuste de pH utilizada (entre 83 a
110%). Apenas o conservante benzoato apresentou diferenga significativa nos
resultados (p<0,05). Pode ser observado na Figura 23 que os melhores resultados
foram obtidos quando a solugdo tampdo acetato pH 4,2 foi utilizada, sendo
estatisticamente equivalente ao uso de solugao pH 2 e solugao de acido acético 1%
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(p > 0,05). Entretanto, foi escolhido trabalhar com a solugéo tampéao acetato pH 4,2
devido aos menores valores de RSD obtidos, entre 1,0 e 1,4%, comparado com a
solugédo pH 2 (5,3 a 6,1%) e solugao acido acético 1% (7,3 a 8,5%). Além disso,
quando utilizada a solugcdo tampao acetato pH 4,2, pode ser observada a maior

precipitacdo de coextrativos em comparagao as demais opgdes avaliadas.

Figura 23. Influéncia do pH nas recuperagdes dos conservantes empregando a
técnica SILLME. Experimentos foram realizados utilizando 0,5 g de leite UHT
fortificado a 10 mg kg™, 4,5 mL de agua ultrapura nos diferentes valores de pH, 2 g
de MgSO4 e 1 mL de MeCN. As barras de erro indicam RSD (%). Letras diferentes
indicam diferenca significativa (p < 0,05).
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O pH desempenha um papel fundamental na eficiéncia de extragcdo dos
analitos da fase aquosa para a fase organica. De maneira geral, para melhorar a
extracdo dos compostos, o pH da amostra deve ser variado de maneira a suprimir a
ionizacdo de espécies acidas ou basicas. Enquanto os parabenos apresentam pKa
acima de 8,0, o benzoato e o sorbato apresentam pKa 4,21 e 4,26, respectivamente,
em suas formas acidas (Tabela 5). Desta forma, é esperado que em pH acido os
analitos se apresentassem em sua maioria na forma molecular. Porém, quando

analisamos o grafico de espécies em fungdo do pH (Figura 8), percebemos que no
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pH 4,2 utilizado, a concentragdo de benzoato e sorbato na forma molecular sdo de
aproximadamente 50% e 80%, respectivamente, se apresentando em equilibrio com
seus respectivos anions, mais polares. Mesmo assim, devido a elevada forga ibnica
do meio, saturado pelos ions M92+, S04* e da prépria solucdo tampao, & possivel
obter recuperacdes na volta de 100% para esses dois analitos. Também pode ser
observado, tanto para o benzoato quanto para o sorbato, ligeiro decréscimo nas
recuperagdes conforme o pH vai aumentando de 2 para 5, sendo estatisticamente
diferente para o benzoato (p < 0,05) e estatisticamente equivalente para o sorbato (p
> 0,05).

Devido ao comportamento acido dos conservantes benzoato e sorbato, a
maioria dos trabalhos que realizam a determinagdo destes compostos emprega
alguma etapa de acidificagdo do meio. Ding e colaboradores ajustaram o pH das
amostras de alimentos avaliadas empregando solu¢do de HCI 1 mol L até 4,0 para
a determinagdo de conservantes empregando DLLME, seguido da adigdo de 0,5 g
de NaCl, responsavel por promover a migracdo dos analitos para a fase organica
(DING et al., 2018). Javanmardi e colaboradores realizaram procedimento
semelhante de acidificagcdo da amostra a pH 4,0 e posterior adicdo de 0,75 g de
NaCl (JAVANMARDI et al., 2015). Para estes dois trabalhos apresentados, pelo
grafico de espécies para os conservantes sorbato e benzoato, sugere-se decréscimo
nas recuperagcoes para estes compostos. Entretanto, os autores obtem
recuperacoes entre 96 e 107% e 101 e 106%, respectivamente. Kamankesh e
colaboradores observaram através de planejamento experimental que ha uma
relacdo entre a concentracdo de NaCl adicionada e o pH do meio para a
determinacdo dos conservantes sorbato e benzoato (KAMANKESH et al., 2013).
Assim, mesmo que o pH ndo seja acido o suficiente para garantir que estes
conservantes nao estejam ionizados, € possivel obter recuperagdes satisfatorias
devido ao efeito salting-out, ocasionado pela elevada concentragdo de sais
presentes, tanto nas técnicas mencionadas quanto neste trabalho.

Para os parabenos nao foram observadas diferencas significativas nas
recuperagdes (p > 0,05) independentemente do pH utilizado. Devido ao elevado
valor de pKa dos parabenos, seria necessario pH a partir de 7 para causar a
desprotonagdo do grupamento hidroxila dos parabenos. Para avaliagbes em pH
acido, a protonacao da carbonila ocorre abaixo de 3, entretanto, ela € menos
evidente para os parabenos de cadeia curta (BLEDZKA et al., 2014; GRECCO et al.,
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2018). Desta forma, a determinag¢ao dos parabenos pode ser realizada em diferentes
faixas de pH. Grecco e colaboradores empregaram pH 4,0 para a determinacéo de
parabenos em amostras de leite materno empregando DLLME e UHPLC-MS/MS
(GRECCO et al., 2018). Yin e colaboradores empregaram pH 7,0 na determinagao
de parabenos em bebidas por UHPLC-MS/MS (YIN et al., 2017). Ja Ye e
colaboradores nem avaliaram qual € o pH 6timo para a determinagao dos parabenos
em amostras de molhos de frutos do mar empregando LLE e UPLC-UV,
provavelmente devido a ampla faixa de estabilidade de pH dos parabenos (YE et al.,
2015). Neste trabalho, as recuperag¢des para os parabenos ndo foram levadas em
conta na decisdo, uma vez que nao houve diferenga entre os experimentos e os
resultados estarem de acordo com o que esta disponivel na literatura. Assim, foi
selecionado o uso da solugdo tampao acetato pH 4,2, devido aos valores de
recuperacao e RSD obtidos. Além disto, o fato das solu¢des tampdes nao sofrerem
alteracdo de pH mesmo quando sao adicionados acidos ou bases ao meio € uma
caracteristica interessante no desenvolvimento de métodos para determinagbes em
diferentes amostras de alimento, uma vez que o pH do extrato pode ser alterado de

acordo com a caracteristica do alimento ao qual é submetido a extragao.

5.2.1.3. Influéncia da adicao de NaCl na recuperacao dos conservantes

Um dos parametros que influencia a extragdo no método desenvolvido é a
forca ibnica do meio. O MgSO, adicionado apresenta importancia inicialmente por
promover a separagao das aquosa e organica, além de promover a migragdao dos
analitos, pelo efeito salting-out. Embora as recuperacdes ja fossem satisfatorias
antes desta avaliacdo, algumas amostras com elevada concentracdo de sal
poderiam comprometer os resultados. Assim, foi realizado um teste para saber até
qual concentracdo de NaCl na amostra o método se comportaria de forma
adequada. Foi avaliada a adicado de NaCl até a concentragcao de 20%. Os resultados

obtidos sao apresentados na Figura 24.
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Figura 24. Influéncia da adigdo de NaCl nas recuperag¢des dos conservantes
empregando a SILLME. Experimentos foram realizados utilizando 0,5 g de leite UHT
fortificado a 10 mg kg™', 4,5 mL de solugdo tamp3o acetato pH 4,2, 2 g de MgSO, e 1

mL de MeCN. As barras de erro indicam RSD (%).
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Na Figura 24, observa-se uma tendéncia no aumento das recuperagdes com

o aumento da concentragao de NaCl adicionada a amostra. Recuperagdes entre 96

e 101% (RSD =< 1,8%) foram obtidas quando nao foi adicionado NaCl. Quando é

adicionado NaCl na concentracdo de 10%, as recuperacdes variaram entre 113 a

120% (RSD < 3,4%). Para a adigdo de 20% de NaCl as recuperagdes variaram entre

125 e 142% (RSD =< 3,2%). Isto provavelmente ocorreu devido ao aumento de

coextrativos quando aumentou a concentragdao de NaCl no meio. Uma vez que o

procedimento envolve a extracdo de 0,5 g de amostra, a quantidade de NaCl

proveniente da amostra dificilmente causaria variagdes nas recuperagdes. Desta

forma, optou-se por nao adicionar NaCl na extracao.
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5.2.1.4. Método SILLME padronizado

A partir dos testes realizados, foi possivel avaliar as melhores condigbes para
a extracdo e determinagéo de conservantes em alimentos. Foram avaliadas a massa
de MgSO,4, pH e adicdo de NaCl. As etapas do procedimento padronizado est&o
descritas na Figura 25.

O método consiste na homogeneizagao das amostras em solugao tampao pH
4,2, extragdo com um pequeno volume de MeCN, particdo pela adicdo de MgSO4 e
diluicdo, para posterior determinacao por HPLC-UV. O método se caracteriza pela
miniaturizagdo, sendo reduzido o volume de solvente e amostra empregado,
consequentemente, a quantidade de residuos gerados.

Uma vez que todo o método foi desenvolvido utilizando amostras de leite UHT
integral, em seguida foi avaliado o comportamento do método proposto frente a

diferentes matrizes.
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Figura 25. Esquema do método SILLME padronizado para determinagéo de
conservantes em alimentos

Pesagemde0,5g Adicdo de 4,5 mL de Agitagdo em vortex
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5.2.1.5. Avaliagao do método SILLME frente a diferentes amostras

Com o objetivo de comparar o método SILLME proposto com o método
QuUEChERS, foi realizada a avaliagcdo do método frente as mesmas amostras isentas
de conservantes, representativas das diferentes classes de alimentos selecionados
para este trabalho. As amostras foram fortificadas em triplicata na concentragao de
10 mg kg™ e submetidas ao método SILLME modificado conforme descrito na Figura
25, além de ensaios em branco para confirmar a auséncia de conservantes ou
qualquer outro pico no mesmo tempo de retengdo. Os resultados obtidos sio
apresentados na Tabela 15.

Como pode ser observado, foram obtidas recuperagdes entre 87 e 104%, com
RSD menores que 5,2% para todos os conservantes em estudo nas amostras
avaliadas. Da mesma forma que para o método QUEChERS, independentemente
das caracteristicas da amostras ao qual o método foi aplicado, as recuperagdes
obtidas foram satisfatérias, dentro da faixa de 70 a 120%, considerada ideal quando
se trabalha com determinag¢des de residuos e contaminantes empregando técnicas
cromatograficas (SANTE, 2017).

Também foi avaliado o efeito matriz, conforme descrito na Equacado 11,
através da comparagao dos padroes preparados no extrato e na fase movel.
Conforme pode ser observado na Figura 26, o efeito matriz foi de no maximo 14%,
para os 5 conservantes nas 5 amostras avaliadas, sendo considerados baixos
valores de efeito matriz (ECONOMOU et al., 2009). Desta forma, €& possivel
quantificar as amostras pelo método SILLME pelas curvas analiticas preparadas na
fase movel.

Apoés esta etapa de padronizacdo, o método foi submetido ao procedimento

de validacao, para garantir a confiabilidade dos resultados gerados.



Tabela 15. Recuperacgdes (R%) e desvio padréo relativo (RSD) para os conservantes em diferentes alimentos processados
empregando o método SILLME de preparo de amostras. Experimentos foram realizados em triplicata na concentragcédo de 10
mg kg'1 para cada conservante em cada amostra.

Benzoato Sorbato Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno
Amostra
R(%) RSD (%) R(%) RSD (%) R(%) RSD(%) R (%) RSD (%) R(%) RSD (%)
Refrigerante 93 1,1 94 0,8 95 0,6 95 0,8 96 0,9
Ketchup 98 3,1 104 3,8 99 4,0 99 4,0 99 4,2
logurte 92 1,9 92 3,9 95 3,9 95 4,0 95 3,9
Geleia de fruta 90 2,6 91 4,5 91 4,9 92 52 91 4,9

Picles 91 1,4 90 0,5 91 0,5 89 0,6 87 0,8

90T
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Figura 26. Avaliagdo do efeito matriz na determinagéo de conservantes frente a
diferentes amostras no método SILLME
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5.2.2. Validagao do método empregando SILLME e HPLC-UV para

determinagao de conservantes em alimentos

5.2.2.1. Limites de deteccao e quantificagao

Uma vez que foi utilizada a mesma condicdo cromatografica empregada no
método QUEChERS, os LD; e LQ; foram os mesmos, que variaram entre 0,002 e
0,005 mg L™ e 0,006 e 0,016 mg L, respectivamente. As curvas analiticas obtidas
inicialmente (Tabela 10) foram reavaliadas através da verificagdo da concentracéo
de amostras fortificadas extraidas pela SILLME, sendo as mesmas utilizadas para as
determinagdes por ambos os métodos. Para os LD, € LQy, foi considerado todo o
procedimento, envolvendo o método de preparo de amostra por SILLME. Um fator
de diluicdo de 4 vezes é aplicado, uma vez que 0,5 g de amostra é extraido com 1
mL de MeCN, e, ao final da extracdo, 500 uL sao diluidos a 1 mL com agua
ultrapura. A Tabela 16 apresenta os dados obtidos para os LQ,, que variaram de
0,03 a 0,07 mg kg'1, 5 vezes menores que aqueles obtidos para o método
QUEChERS.



Tabela 16. Limite quantificagdo do método (LQn), faixa linear, exatiddo, em termos de recuperacao (R%), precisdo do método, em
termos de repetibilidade (RSD;) e precis&o intermediaria (RSDy;) e incerteza da medigéo (U%). Experimentos foram realizados em
triplicata utilizando como amostra representativa o leite UHT integral, isenta de conservantes.

Repetibilidade

Precisao intermediaria

Conservante LQn P Faixa Iln_?ar 0,2 mg kg™ 1,0mgkg”’  2,0mgkg” 0,2 mg kg™ 1,0 mg kg™ 2,0 mg kg™’

mg kg mg kg U% Up%
R% RSD, R% RSD, R% RSD, R% RSD, R% RSD, R% RSD,

Benzoato 0,07 0,2-200 101 4.4 94 0,7 80 2,5 19,9 103 6,6 93 0,7 81 1,0 21,1
Sorbato 0,03 0,2-200 85 1,3 93 0,1 82 2,8 26,9 82 8,7 89 3,9 85 2,3 31,0
Metilparabeno 0,05 0,2-200 97 11,0 99 0,6 86 1,8 17,0 86 4,8 93 2,8 a0 1,0 21,1
Etilparabeno 0,05 0,2-200 87 6,5 102 3,2 88 2,5 17,4 a0 6,1 94 2,7 91 2,1 18,0
Propilparabeno 0,04 0,2-200 92 0,9 98 0,7 90 2,2 13,5 85 0,9 94 2,4 a0 2,6 21,0

801
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5.2.2.2. Curva analitica, linearidade e faixa de trabalho

A Tabela 16 apresenta além dos valores de LQy, a faixa linear para as curvas
analiticas pelo método SILLME. Os dados das curvas analiticas, preparadas na fase
movel sdo os mesmos ja apresentados na Tabela 10. Uma vez que nao foi
observado efeito matriz para as diferentes amostras avaliadas pela SILLME e pela
experiéncia observada no método QUEChERS da avaliagdo do efeito matriz por
comparagao entre as curvas analiticas, optou-se por nao realizar a curva na matriz
para o método SILLME. Assim, a faixa linear para cada um dos conservantes variou
entre 0,2 e 200 mg kg™, ja considerando o procedimento de extracdo. Da mesma
forma, para amostras com concentragcdes maiores que esta uma diluicdo pode ser

realizada.

5.2.2.3. Exatidao, precisao e incerteza das medicoes

Para avaliagcao da exatiddo do método SILLME foram realizados ensaios de
recuperacao em trés niveis, nas concentragdes de 0,2, 1,0 e 2,0 mg kg'1,
representando 1, 5 e 10 vezes o primeiro ponto da faixa de trabalho, conforme
procedimento padronizado descrito no item 5.2.1.4. A precisdo do método foi
avaliada em termos de repetibilidade (RSD), nos mesmos trés niveis. Ambos os
ensaios foram realizados em termos de repetibilidade e reprodutibilidade.

A validacdo do método SILLME foi realizada empregando apenas uma
amostra de leite UHT integral. Entretanto, a exatiddo do método SILLME foi
posteriormente avaliada pela comparagcdao de método em diferentes amostras de
alimentos processados. A Tabela 16 apresenta os dados de exatidao e precisao
para a amostra de leite UHT integral. As recuperacdes variaram entre 80 e 103%,
com RSD =< 11%, para todos os conservantes, tanto na repetibilidade quanto na
precisdo intermediaria. Estes dados estdo de acordo com a orientacdo para
validacdo de métodos cromatograficos, que considera satisfatérios valores de
recuperagado dentro da faixa entre 70 e 120% com RSD =< 20% (SANTE, 2017).
Seguindo as recomendagdes do Comité Diretivo de Pesquisa em Ciéncia de
Alimentos e Medicina Veterinaria (Foods And Veterinary Medicine Science and

Research Steering Committee, FDA), os resultados obtidos se mostram adequados
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para determinacdes de conservantes em analises de rotina, uma vez que os valores
de exatidao e precisédo estao dentro da faixa de 80 a 110%, com RSD menores que
8% para o nivel 1 mg kg™~ e 11% para o nivel 0,2 mg kg™ (FDA, 2015). A incerteza
das medi¢des associada com a quantificagao foi < 31,0% para o método proposto
(Tabela 16) para a amostra de leite UHT integral, estando de acordo com as
diretrizes do SANTE, confirmando a capacidade do método em fornecer resultados
confiaveis (SANTE, 2017).

5.2.2.4. Seletividade da técnica SILLME

Da mesma forma que para o método QUEChERS, a avaliagédo da seletividade
da técnica SILLME padronizada neste trabalho foi realizada pela comparagéo dos
cromatogramas de amostras que nao continham os conservantes em sua
composicdo com as amostras fortificadas. As Figura 27, 28 e 29 apresentam
cromatogramas representando a avaliacdo da seletividade da técnica SILLME
padronizada para amostras de refrigerante, ketchup e picles, representando
amostras liquidas, pastosas e solidas, respectivamente. Nenhum sinal é observado
nos mesmos tempos de retencdo dos conservantes em estudo, confirmando a
seletividade desta técnica. Para as demais amostras avaliadas o mesmo perfil foi

observado.

Figura 27. Cromatogramas para uma amostra de refrigerante (a) branco e (b)
fortificada na concentracdo de 10 mg kg™, submetida a SILLME padronizada
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Figura 28. Cromatogramas para uma amostra de ketchup (a) branco e (b) fortificada
na concentragdo de 10 mg kg'1, submetida a SILLME padronizada
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Figura 29. Cromatogramas para uma amostra de picles (a) branco e (b) fortificada
na concentragdo de 10 mg kg™, submetida a SILLME padronizada
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5.3. Comparagao entre os métodos desenvolvidos

A exatiddo de um método representa o grau de concordancia entre os

resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de

referéncia aceito como verdadeiro, sendo sempre considerada dentro dos limites da

precisdo. Existem diferentes maneiras de se avaliar a exatidao de um método. Como

rotina, em laboratorios que realizam o desenvolvimento e a validagdo de métodos o

mais comum ¢é a realizagao de ensaios de recuperacgao, conforme foi realizado neste

trabalho para os métodos QUEChERS e SILLME. Outra maneira de se avaliar a



112

exatiddo de um método € pela comparagao com outros. Ela consiste na comparagao
entre resultados obtidos empregando-se o0 método em desenvolvimento e os
resultados conseguidos por um de referéncia, avaliando o grau de proximidade entre
os resultados obtidos pelos dois, ou seja, o grau de exatiddo do método testado em
relacdo ao de referéncia (RIBANI et al.,, 2004). Para tal, o método QUEChERS
padronizado e validado neste trabalho foi considerado como método de referéncia.

ApoOs a validagao do método SILLME padronizado, o mesmo foi submetido a
determinacdo de conservantes em diferentes alimentos processados. De forma a
avaliar a exatiddo do método, as mesmas amostras foram submetidas ao método
QUEChERS validado desenvolvido neste trabalho. Os resultados séo apresentados
na Tabela 17.

Para a comparacido entre os métodos foram selecionados como amostras
alimentos processados que ja haviam sido inicialmente analisados pelo método
QUEChERS. Assim, sabia-se que os conservantes estariam presentes e quais deles
em cada amostra, porém, ndo se conhecia a concentracdo. Também foi dada
preferéncia a amostras que tivessem mais de um conservante presente, além de
buscar variar tanto a composi¢cdo quanto a consisténcia, avaliando desde amostras
liquidas quanto sélidas e pastosas. Desta forma, foi avaliado o grau de proximidade
entre os resultados obtidos pelos dois métodos, assumindo sempre 0 maior valor em
concentracido obtido como sendo o valor verdadeiro para o calculo da concordancia
em percentual.

As concentragdes encontradas para os conservantes por ambos os métodos
sdao similares aquelas encontradas na aplicabilidade do método QUEChERS
(Tabelas 12, 13 e 14), ndo sendo observadas discrepancias nos resultados em
relagdo ao que ja havia sido determinado. Também n&o foram observados valores
que ultrapassassem a concentracdo maxima permitida, com exce¢do da
concentracdo de sorbato na amostra de requeijéo, cujo limite € 1000 mg kg™'. Neste
ensaio, o importante a ser ressaltado € que os valores determinados por ambos os
métodos foram similares. As concordancias entre os resultados ficaram entre 94 e
99% para as amostras avaliadas. Este resultado reafirma a capacidade de ambos os
métodos gerarem resultados confiaveis para a determinagdo de conservantes em
alimentos processados com diferentes composi¢cdes, sendo apropriados para

determinacdes de rotina de conservantes em diferentes alimentos.



Tabela 17. Comparagao das concentragbes + desvio padrdo (mg kg'1) de conservantes em diferentes amostras obtidas
através dos métodos QUEChERS e SILLME. Cada amostra foi analisada em triplicata por cada método.

Amostras Benzoato Sorbato Metilparabeno

QuUEChERS  SILLME C QuUEChERS SILLME C QUEChERS  SILLME C

Adogante 423 +2,3 410+ 3,6 97% nd n.d - 448 + 3,9 461143 97%
Refrigerante 92 +6,3 96+04 96% 140 £ 2,5 144 £ 2,0 97% n.d n.d -
Sucodefruta 253+21,0 25585 99% 146 £ 1,0 155+ 5,2 94% nd nd -
Ketchup 808 +32,6 814747 99% 608 + 2,3 634 + 59,6 96% n.d nd -
logurte n.d n.d - 279+0,5 274 +238 98% n.d n.d -
Requeijao n.d n.d - 1150+4,0 1154 +16,1 100% nd n.d -
Doce de fruta 751 +10,1 762+26,5 99% 298 + 1,8 302 + 3,1 99% n.d nd -

n.d — n&do detectado (< LD)

C - concordancia

€Tt
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Os métodos também foram comparados em termos de custo por amostra
extraida e volume de residuos gerados, conforme pode ser observado na Tabela 18.
Desconsiderando o custo da amostra, que € variavel, e o custo da agua ultrapura
adicionada, chegou-se ao valor de R$ 4,22 por amostra extraida pelo método
QuUEChERS. Considerando todos os reagentes utilizados, sdo gerados
aproximadamente 26 g de residuos para cada amostra extraida. Para o método
empregando a SILLME, o custo por amostra é 2,6 vezes menor, além de gerar
aproximadamente 3,25 vezes menos residuos que o método QUEChERS. Por esta
razao, considerando a escolha de um método para aplicagdo em rotina, o método
empregando a SILLME é mais vantajoso, uma vez que oferece capacidade de
extragcao similar ao método QUEChERS, porém, com menor custo e gerando menos

residuos.

Tabela 18. Comparagcdo de custos e volume de residuos gerados entre o
QuEChERS e a SILLME

QuEChERS SILLME

Propriedades
Massa/volume Custo (R$) Massa/volume  Custo (R$)

Massa de amostra 1,09 n.d 0,59 n.d
Agua ultrapura 10 mL n.d 4,5 mL* n.d
Volume de MeCN 10 mL 0,83 1,0 mL 0,08
Massa de MgSO4 49 3,04 249 1,52

Massa de NaCl 19 0,35 - -
Total ~26¢g 4,22 ~8¢ 1,60

n.d — ndo determinado

* - solucédo tampéo acetato pH 4,2

5.4. Comparagao dos métodos desenvolvidos com os métodos oficiais para

determinagao de conservantes em alimentos

Uma caracteristica em comum entre os métodos QUEChERS e SILLME
desenvolvidos €& a versatilidade. Ambos comprovaram ser adequados para a

determinacdo de conservantes em diferentes alimentos processados,
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independentemente das caracteristicas da matriz ao qual sdo aplicados. Desde
amostras mais simples, como sucos e refrigerantes, compostos principalmente de
agua, agucares e corantes, até amostras mais complexas, com elevados teores de
gordura, como iogurtes, requeijées, margarinas; amostras com elevados teores de
pigmentos, como os molhos e condimentos avaliados; diferentes texturas, desde
amostras liquidas as sdlidas e pastosas; independentemente das caracteristicas da
matriz ao quais os métodos foram submetidos (Tabela A1) os resultados obtidos
foram satisfatorios, em termos de exatidao (77 — 109%) e preciséo (< 20%).

O Codex Alimentarius nao sugere nenhum método geral para alimentos
processados, apenas métodos especificos (CODEX, 1999). Para sucos de fruta e
néctares, métodos como o NMKL124 do Comité Noérdico de Analise de Alimentos
(NMKL, 2007), que prevé a determinagcdo cromatografica de benzoato, sorbato e
metil, etil e propilparabeno, extraidos com uma mistura de metanol e agua. Apos
filtracdo e separagcao em coluna de C18, os conservantes sdo detectados por UV a
235 nm. Entretanto, para este método, sdo necessarios dois conjuntos de fase
movel: um para a determinagao do sorbato e benzoato e outro para a determinagao
dos parabenos, além do fato deste método n&o abranger outros alimentos em seu
escopo.

Métodos da ISO, como o 5518 para a determinagao de benzoato em frutas
vegetais e produtos derivados (ISO, 2007), o 6560, também para determinacao de
benzoato, porém em concentragées maiores (ISO, 1983), e o 5519, para a
determinacao de sorbato (ISO, 2008a), também sao sugeridos pelo Codex
Alimentarius. Porém, todos apresentam como desvantagem a falta de seletividade
da determinacao espectrofotométrica e a necessidade de realizagcdo de multiplas
analises para a determinacéo dos diferentes conservantes. Outros métodos da ISO
sdo sugeridos pelo Codex Alimentarius, como o 22855 para a determinacédo de
sorbato e benzoato em frutas e produtos de origem vegetal (ISO, 2008c) e 0 9231
para determinagdo dos mesmos conservantes em leite e derivados (ISO, 2008b),
ambos empregando HPLC. Porém o baixo escopo dos métodos sugeridos pela ISO
pode ser um problema para analises de rotina de diferentes alimentos.

Quando os métodos desenvolvidos neste trabalho sdo comparados aos
meétodos oficiais propostos pela AOAC, as vantagens sdo evidentes. O método
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960.38 da AOAC para determinacdo de benzoato possui a desvantagem da baixa
seletividade da determinagdo espectrofotométrica, além de seu escopo incluir
apenas bebidas e alimentos n&o sélidos (AOAC, 1964). O método 983.16 da AOAC
para determinacao de benzoato e sorbato em alimentos sdlidos envolve uma etapa
de extracdo com éter em solugao de hidréxido de sédio e diclorometano, conversao
para trimetilsilil ésteres e analise por GC-FID. Além de ser um método demorado,
uma das principais desvantagens € o uso de solvente clorado, sendo este um
método danoso tanto ao meio ambiente quanto ao analista (AOAC, 1983).

Tracando uma comparagao entre alguns métodos oficiais com os métodos
desenvolvidos neste trabalho (Tabela 19), podemos observar que é possivel pelos
métodos QUEChERS e SILLME realizar a determinacdo de conservantes em
alimentos com as vantagens de estar empregando métodos mais rapidos, que
utilizam menores volumes de reagentes, consequentemente geram menos residuos
e possuem menor custo, mantendo a eficiéncia de extragcdo dentro dos limites

aceitaveis.



Tabela 19. Comparagao entre os métodos de referéncia para determinacdo de conservantes em alimentos com os métodos
propostos neste trabalho

Massa/Volume Técnica de Tempo de Técnica de
Amostras Solvente de extragao Método
de amostra extracao extragao determinacgao
Sucos de frutas , Espectrofotometria ISO 5518 e
20 mL Eter dietilico — 150 mL LLE ~ 3 horas
e nectares UV-Vis 6560
NaOH 0,1 mol L™ - 25
Leite e
3-20g mL LLE ~2 horas HPLC-UV ISO 9231
derivados
Metanol - ~75 mL
Tampao acetato de
Suco de frutas e . .
. 5-10mL amonio e metanol LLE ~30 minutos HPLC-UV ISO 22855
vegetais
(60:40, v:v) — 100 mL
Diferentes 109 MeCN - 10 mL QuUEChERS 10 minutos HPLC-UV ,
: Métodos
alimentos ¢
processados 0,59 MeCN - 1 mL SILLME 12 minutos HPLC-UV propostos

LTT
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5.5. Comparacao dos métodos desenvolvidos com métodos disponiveis na

literatura para determinagao de conservantes em alimentos

Diferentes trabalhos na literatura propdem métodos para superar as
limitagdes praticas dos métodos oficiais. Porém, de maneira geral, a maioria deles é
aplicada para uma classe especifica de alimentos, sendo necessario propor
diferentes abordagens de acordo com as caracteristicas das amostras. Por exemplo,
para amostras liquidas, como bebidas nao alcodlicas, geralmente apenas um pré-
tratamento € necessario, como centrifugacgao, filtragcdo e desgaseificacdo antes da
diluicdo da amostra para determinagcédo por HPLC (TFOUNI e TOLEDO, 2002a;
GOREN et al., 2015). Porém, quando é necessario determinar em amostras solidas
ou mesmo em amostras liquidas mais complexas, maior tratamento da amostra é
necessario. Deste ponto de vista, o desenvolvimento de métodos robustos, capazes
de serem aplicados a diferentes amostras, independente das caracteristicas da
matriz, se torna interessante, aumentando a capacidade do laboratério em fornecer
resultados confiaveis e rapidos para qualquer amostra que seja requisitado.

Técnicas inovadoras, como a DLLME, tém sido propostas para a
determinacdo de conservantes. Entretanto, embora esta técnica tenha como
vantagem o uso de pequenos volumes de solvente e a substituicdo de solventes
clorados por solventes menos toxicos, sua aplicabilidade é restrita a amostras
liquidas ou amostras soélidas apdés um pré-tratamento apropriado, como
refrigerantes, leite, ketchup, pao (JAVANMARDI et al., 2015), iogurte (KAMANKESH
et al., 2013), derivados de leite (ABEDI et al., 2014), além da dificuldade na remogao
da gota organica. Métodos baseados na LLE sdo aplicaveis tanto a amostras
liquidas quanto sdlidas, porém, s&do geralmente tediosos, demandam grandes
quantidades de amostra e solventes, além de serem realizados em diferentes
etapas, tornando-os dificeis de serem aplicados em rotina. Métodos envolvendo a
SPE requerem aparatos especificos, além do elevado custo dos cartuchos de
extracao.

Na Tabela 20, os métodos propostos neste trabalho sdo comparados com
outros métodos de preparo de amostra que vem sendo empregados para a
determinacao de conservantes em alimentos. Pode ser observado que os métodos

propostos apresentam LQs, exatiddo e precisdo semelhante ao que vem sendo



119

encontrado por outros trabalhos. Além disso, a maioria destes procedimentos
envolvem etapas de pré-tratamento das amostras para adequa-las aos métodos de
extragdo, além de realizarem evaporagcédo e filtragdo dos extratos ao final do
procedimento, aumentando o numero de etapas, consequentemente, o custo e as
fontes de possiveis erros. Nos métodos desenvolvidos neste trabalho, as amostras
sdo apenas homogeneizadas previamente e os extratos finais sao diretamente
analisados apés diluicdo na composigao da fase movel. Além disso, € utilizado um
equipamento com custo inferior aos equipamentos com deteccao por espectrometria
de massas.

Os métodos propostos baseados no QUEChERS e SILLME utilizam
equipamentos de laboratério comum, como agitadores tipo vortex e centrifugas,
podendo ser executados por qualquer analista com um rapido treinamento. Cada
amostra ndo leva mais do que 15 minutos para estar pronta para analise por cada
método. Quando comparados com os demais mencionados e os oficiais, ambos os
meétodos desenvolvidos neste trabalho comprovaram ser boas opg¢des para a

determinacao de conservantes em diferentes amostras de alimentos processados.
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Tabela 20. Comparagao entre os métodos propostos neste trabalho com outros métodos empregados para determinagéo de

conservantes em alimentos

Massa/
Técnica de Solvente Tempo LOQ Técnica de
Amostras Volume Exatidao Precisao . Referéncias
extracao g ¢ de extragao de extragao mg kg’ determinacgao
e amostra
Eter dietilico _ (DING et al.,
LLE Molho shoyu 1,09 ~30 minutos 96 — 104% <3% 0,1-0,2 HPLC-UV
5mL 2015)
Derivados de 1-octanol . (ABEDI et al.,
DLLME _ 1,0-20g¢g ~30 minutos 88 - 104% < 6% 0,48 - 0,50 GC-FID
leite 60 pL 2014)
MeCN (DJATMIKA et
MSPD Frutos do mar 0,5¢ ~60 minutos 93 -112% < 8% 0,0002-0,001 GC-MS
12 mL al., 2016)
Derivados de MeCN (SEFIDI et al.,
QuEChERS _ 4 mL ~10 minutos 81-112% <9% 0,03 -0,07 LC-MS
leite 4 mL 2018)
Acetona:etanol
Sucos de (TIGHRINE et
SALLE 3 mL (1:1, viv) ~100 minutos 85— 122% <9% 5,01 -5,14 UHPLC-UV
frutas 0.5 mL al., 2019)
,5m
MeCN
QuEChERS Diferentes 1,09 . 10 minutos 77 —109% < 20% 0,13-0,33 Métod
alimentos m HPLC-UV pr:pzsfjs
MeCN
SILLME processados 05g 12 minutos ~ 80-103%  <11%  0,03-0,07

1mL
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6.CONCLUSOES

Os métodos padronizados neste estudo, empregando QUEChERS e SILLME
para a determinagdo de conservantes em alimentos apresentaram valores dentro
dos sugeridos pelos guias de validagdo para todas as figuras de mérito avaliadas,
demonstrando exatidao (77 - 109%), precisao (< 20%) e incerteza das medigdes (<
39%) aceitaveis, além de LOQs menores que 1 mg kg'1, similares a outros trabalhos
na literatura e apropriados para os objetivos propostos.

Os meétodos apresentam as vantagens de serem procedimentos modernos e
dindmicos, que podem ser aplicados a qualquer laboratério, devido a simplificacédo
das etapas lentas e trabalhosas que geralmente sdo associadas aos métodos
oficiais para determinagcao de conservantes em alimentos. Ambos os métodos séo
simples e rapidos, com numero reduzido de etapas analiticas, 0 que minimiza erros,
além de serem baratos e ambientalmente corretos, devido ao baixo consumo de
reagentes e solventes, exposicdo minima do analista e menor geragao de residuos.

O trabalho desenvolvido apresenta carater inovador, contribuindo no
desenvolvimento de métodos analiticos validados empregando técnicas modernas
de extracdo, que podem constituir-se em alternativas aos métodos oficiais. Destaca-
se também a vantagem dos métodos propostos serem aplicados para diferentes
matrizes, simplificando a rotina analitica.

Comparado com os métodos propostos na literatura para determinagao de
conservantes em alimentos, os métodos desenvolvidos neste trabalho apresentam a
vantagem de ndo necessitarem de uma etapa prévia de tratamento da amostra para
extragao, além do escopo abrangente para diversos alimentos. Também, ao final da
etapa de extracdo, ndo é necessario realizar evaporagao, o que reduz o numero de
etapas, consequentemente, o custo e o tempo do método.

Durante a aplicabilidade dos métodos, foi possivel realizar a determinagao em
todas as amostras de alimentos que mencionavam o uso de conservantes em seus
rétulos, em concentragdes de até 2040 mg kg™ para o benzoato, 3185 mg kg™ para
0 sorbato e 452 mg kg'1 para o metilparabeno, enquanto que o etilparabeno e o

propilparabeno nado foram detectados nas amostras. De maneira geral, a
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concentracdo de conservantes nas amostras nao ultrapassou a concentragao
maxima permitida, apenas em alguns casos.

Os métodos QUEChERS e SILLME foram comparados na aplicabilidade e foi
demonstrado que ambos os meétodos fornecem resultados satisfatorios quando
submetidos a determinacédo de conservantes em alimentos, com concordancia entre
os resultados entre 94 e 99%.

Quanto a aplicabilidade com o método QUEChERS foi possivel identificar as
principais fontes de conservantes a populacdo e estimar a ingestdo diaria dos
mesmos, onde foi observado que o benzoato é o que possui dados mais alarmantes,
com EDI de 25% da IDA, quando considerado o consumo médio. No caso de
consumidores extremos, este dado pode ser subestimado.

Enfim, conclui-se que os métodos de extragdo empregando QUEChERS e
SILLME em conjunto com a determinacdo por HPLC-UV sao ferramentas que
podem ser utilizadas em rotina para a quantificacdo de conservantes em diferentes
amostras de alimentos em substituicdo aos métodos oficiais de analise, visto que
todos os parametros de validagdo encontram-se dentro dos limites exigidos pelos
guias de validacdo de métodos, com as vantagens de serem métodos rapidos,
baratos e seguros, que seguem os principios da Quimica Analitica Verde, atendendo

satisfatoriamente os objetivos propostos para este trabalho.
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7.TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

As atividades de um laboratorio envolvem a geragao de grandes quantidades
de residuos, tanto liquidos quanto sélidos, provenientes dos ensaios analiticos.
Estes devem ser tratados e descartados de forma adequada.

Neste trabalho, todos os residuos gerados foram recolhidos, separados em
frascos rotulados e armazenados adequadamente, para recolhimento pela instituicdo

para o tratamento de residuos.
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8.SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar os métodos propostos na determinagao de outros aditivos alimentares,
como corantes, edulcorantes e adocantes artificiais em amostras de alimentos, tal

como estimar a sua ingestao diaria.
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APENDICE A

Tabela A1. Composicéo dos diferentes alimentos avaliados neste trabalho (TBCA, 2019)

Categoria Matriz N Carboidratos Proteinas Gordura n - Benzoato n - Sorbato n - Parabenos
logurte 3 10,9 3,12 217 0 3 0
Petit suisse 3 18,5 5,79 2,84 0 3 0
Queijo ralado 3 4,83 321 36,7 0 3 0
Laticinios Margarina 3 0,0 0,0 711 2 3 0
Bebida lactea 3 10,2 3,01 1,68 0 3 0
Requeijao 3 3,03 9,91 25,5 0 3 0
Doce de leite 3 58,8 6,12 6,26 0 3 0
Suco de fruta 6 16,7 0,0 0,0 6 6 0
Bebidas nao Refrigerante 9 9,73 0,0 0,0 6 4 0
alcodlicas Energético 3 10,2 0,46 0,0 3 0 0
Bebida isotdnica 3 6,40 0,0 0,0 3 1 0
Ketchup 4 29,8 1,74 0,31 1 3 0
Molhos e Mostarda 3 5,83 3,74 3,34 3 1 0
condimentos Maionese 3 7,90 0,58 30,5 0 3 0
Shoyu 3 29,5 3,47 0,24 2 2 0
Doces e Geleia 3 66,5 0,35 0,30 1 1 0
geleias Doce de fruta 3 75,0 0,0 0,0 2 3 0
Conservas Azeitona 4 4,10 0,95 14,2 4 3 0
Hamburguer 3 28,9 8,06 9,14 0 0 0
Batata frita 3 33,7 4,45 12,8 0 0 0
Fast food Bebida 3 9,73 0,0 0,0 0 0 0
Sorvete 3 26,6 3,50 10,1 0 0 0
Adocantes )\ ante de mesa liquido 5 0,0 0,0 0,0 5 1 3

artificiais

Total

82

n — numero de amostras, n — benzoato — nimero de amostras que contém benzoato, n — sorbato — nimero de amostras que contem sorbato, n — parabenos

— nimero de amostras que contém parabenos
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Tabela A2. Avaliagdo da exatiddo, em termos de recuperagdo (R%), precisdo do método QUEChERS, em termos de
repetibilidade (RSD;) e precisdo intermediaria (RSDy;) e incerteza da medigéo (U %). Experimentos foram realizados utilizando
como amostra representativa o ketchup, isenta de conservantes.

Repetibilidade Precisao intermediaria
Conservante 1 mg kg™ 5 mg kg’ 10 mg kg™ 1 mg kg™ 5mg kg’ 10 mg kg’
U% U %
R% RSD; R% RSD; R% RSD, R% RSDp, R% RSDp R% RSDy,

Benzoato 94 6,0 94 1,9 94 0,8 14,7 85 3,3 95 1,1 86 2,4 14,7
Sorbato 90 2,5 89 2,6 92 06 202 94 2,6 95 1,3 92 09 20,2
Metilparabeno 91 4,8 88 3,8 92 05 206 99 3,7 92 2,5 90 20 20,6
Etilparabeno 89 7.1 87 2,9 99 0,4 18,9 102 8,0 90 3,1 95 0,5 18,9
Propilparabeno 87 2,8 88 2,5 92 0,3 22,8 94 1,5 90 2,9 88 0,3 22,8

vt



Tabela A3. Avaliagdo da exatidao, em termos de recuperacéo (R%), precisdo do método QUEChERS, em termos de repetibilidade
(RSDr) e precisao intermediaria (RSDpi) e incerteza da medigdo (U %). Experimentos foram realizados utilizando como amostra
representativa a geleia de fruta, isenta de conservantes.

Repetibilidade Precisao intermediaria
Conservante 1 mg kg™ 5 mg kg’ 10 mg kg™ ) 1 mg kg™ 5 mg kg’ 10 mg kg’ .
R% RSD; R% RSD; R% RSD, o R% RSD, R% RSD, R% RSDy o
Benzoato 109 4,2 100 6,5 92 1,0 93 105 7,2 95 2,1 91 1,1 7,3
Sorbato 93 5,0 87 3,3 99 0,6 16,8 97 1,9 92 1,7 99 0,8 8,0

Metillparabeno 96 6,1 87 5,1 94 0,6 18,0 91 7,7 95 3,3 91 0,8 17,4
Etilparabeno 96 4.4 85 3,6 93 0,3 18,7 97 0,7 93 1,1 93 0,6 11,0
Propilparabeno 92 5,8 86 45 94 0,6 20,8 98 2,2 93 1,3 92 0,6 11,6

i



Tabela A4. Avaliagdo da exatiddo, em termos de recuperacéo (R%), precisdo do método QUEChERS, em termos de repetibilidade
(RSDr) e precisao intermediaria (RSDpi) e incerteza da medicéo (U %). Experimentos foram realizados utilizando como amostra
representativa o picles, isento de conservantes.

Repetibilidade Precisao intermediaria
Conservante 1 mg kg™ 5 mg kg’ 10 mg kg™’ . 1 mg kg™ 5mg kg’ 10 mg kg’ i
R% RSD, R% RSD, R% RSD: o R% RSD, R% RSD, R% RSDy o
Benzoato 100 17,0 86 0,4 90 57 260 103 11,0 85 4,1 89 7,7 26,9
Sorbato 93 14,6 83 0,2 87 43 31,2 97 4,7 92 3,0 93 8,5 16,1

Metilparabeno 94 7,8 81 2,6 85 4.1 26,7 97 7.4 86 3,1 91 8,3 21,7
Etilparabeno 87 8,9 79 2,6 85 0,8 34,5 92 2,9 84 2,1 87 9,4 26,3
Propilparabeno 88 6,3 77 4.4 82 0,8 39,1 91 2.4 81 3,1 87 10,7 29,3

Sl



Tabela AS5. Avaliagdo da exatiddo, em termos de recuperacéo (R%), precisdo do método QUEChERS, em termos de repetibilidade
(RSDr) e precisao intermediaria (RSDpi) e incerteza da medicéo (U %). Experimentos foram realizados utilizando como amostra
representativa o refrigerante, isento de conservantes.

Repetibilidade Precisao intermediaria
Conservante 1 mg kg™ 5 mg kg’ 10 mg kg™ ) 1 mg kg™ 5 mg kg’ 10 mg kg’ .
R% RSD; R% RSD; R% RSD, o R% RSD, R% RSD, R% RSDy o
Benzoato 86 3,1 89 2,2 91 2,7 23,3 96 10,4 89 2,4 87 2,2 25,5
Sorbato 89 2,2 90 1,0 90 24 20,7 98 5,8 90 3,3 91 2,1 15,3

Metilparabeno 81 4.5 86 1,4 89 2,8 30,6 104 2.6 90 2.5 90 2,0 11,4
Etilparabeno 89 1,7 89 0,3 89 2,4 22,1 92 1,0 89 2,5 89 2,2 19,8
Propilparabeno 89 3,2 87 1,3 91 2,6 23,1 91 0,2 89 2,6 89 2,2 20,7

MWl



Tabela A6. Avaliagdo da exatiddo, em termos de recuperacéo (R%), precisdo do método QUEChERS, em termos de repetibilidade
(RSDr) e precisao intermediaria (RSDpi) e incerteza da medicéo (U %). Experimentos foram realizados utilizando como amostra
representativa o iogurte, isento de conservantes.

Repetibilidade Precisao intermediaria
Conservante 1 mg kg’ 5 mg kg™ 10 mg kg™’ . 1 mg kg™’ 5 mg kg™ 10 mg kg™’ i
R% RSD, R% RSD; R% RSD; o R% RSD, R% RSD; R% RSD o
Benzoato 106 2,1 103 1,3 100 24 6,0 105 52 104 58 100 1,2 10,4
Sorbato 84 7,6 91 3,6 89 28 251 94 3,7 85 2,8 88 1,5 253

Metilparabeno 94 2,9 89 0,4 90 3,2 18,6 91 1,8 83 4,7 88 2,3 25,5
Etilparabeno 93 1,0 89 0,6 89 2,7 19,8 94 2,1 84 4,8 90 2,1 22,0
Propilparabeno 93 0,2 90 1,3 77 20,2 30,5 94 1,7 85 4.4 89 2,2 21,8

LT
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