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RESUMO

No Brasil, estima-se que cerca de 8% das criancas menores de 3 anos possuem alergias
alimentares, ocasionadas pela resposta inflamatdria apos a ingestdo de determinados alimentos,
especialmente os doces. Esse efeito nocivo pode estar associado a presenca de corantes
artificiais, como o Vermelho allura Ac (INS-129), que é comumente adicionado em balas
alimenticias. Assim, as industrias devem seguir as normas estabelecidas pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), uma vez que o excesso da Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA)
desse corante pode ocasionar potenciais riscos adversos, como reacoes de hipersensibilidade,
semelhantes a alergia, hiperatividade em criancas, assim como o risco de desenvolvimento de
doencas inflamatdrias no intestino, sendo importante desenvolver métodos para quantificar esse
corante em alimentos. Diante dessa problematica, objetiva-se desenvolver uma metodologia
analitica sustentavel capaz de realizar a determinacdo e quantificacdo do corante Vermelho
allura Ac em balas alimenticias, por meio de um método simples, de facil execucdo e
economicamente acessivel, utilizando a técnica de Espectrofotometria UV-Vis. Ao realizar as
analises experimentais, foram obtidas as curvas analiticas com solucdes padrdes do corante
Vermelho allura Ac, onde foi constatado a relagéo da intensidade da coloragdo em decorréncia
do aumento da concentracdo do analito, sendo obtido entéo, correlacéo linear entre absorbancia
versus concentracdo, com coeficiente de determinacdo (R2) nas analises por Espectrofotometria
de absorcdo molecular no UV-Vis. Foi realizado a quantificacdo de trés balas distintas em trés
protocolos analiticos: I) o método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz que emprega metanol
amoniacal; II) o método proposto utilizando agua como solvente; III) o método de referéncia
do Instituto Adolfo Lutz com adaptagdes. Foi verificado uma concentragdo de corante mais
elevada quando o método proposto era empregado, com Nivel de confianga = 95%. Assim, foi
possivel realizar a quantificacdo do corante Vermelho allura Ac em dez balas alimenticias
comercializadas no Brasil por meio da Quimica Verde. O método proposto possui potencial de

ser implementado como um método de rotina no controle de qualidade de balas comerciais.

Palavras-chave: Corante Vermelho allura Ac; balas alimenticias; quantificacéo;

espectrofotometria; Quimica Verde.



ABSTRACT

In Brazil, it is estimated that around 8% of children under 3 years of age have food allergies,
caused by the inflammatory response after eating certain foods, especially sweets. This harmful
effect may be associated with the presence of artificial colorings, such as Allura Red Ac (INS-
129), which is commonly added to food candies. Therefore, industries must follow the standards
established by the National Health Surveillance Agency (ANVISA), since excess of the
Acceptable Daily Intake (ADI) of this dye can cause potential adverse risks, such as
hypersensitivity reactions, similar to allergies, hyperactivity in children, as well as the risk of
developing inflammatory diseases in the intestine, making it important to develop methods to
quantify this dye in foods. Faced with this problem, the objective is to develop a sustainable
analytical methodology capable of carrying out the determination and quantification of the
Allura Red Ac dye in food candies, through a simple, easy-to-execute and economically
accessible method, using the UV-Vis Spectrophotometry technique. . When carrying out the
experimental analyses, analytical curves were obtained with standard solutions of the Allura
Red Ac dye, where the relationship between the intensity of the coloring as a result of the
increase in the concentration of the analyte was verified, thus obtaining a linear correlation
between absorbance versus concentration, with coefficient of determination (R?) in analyzes by
UV-Vis molecular absorption spectrophotometry. Quantification of three different bullets was
carried out in three analytical protocols: I) the reference method of the Adolfo Lutz Institute
that uses ammonia methanol; IT) the proposed method using water as a solvent; IIT) the Adolfo
Lutz Institute reference method with adaptations. A higher dye concentration was observed
when the proposed method was used, with Confidence Level = 95%. Thus, it was possible to
quantify the Red allura Ac dye in ten food candies sold in Brazil through Quimica Verde. The
proposed method has the potential to be implemented as a routine method in the quality control

of commercial candies.

Keywords: Allura Ac Red Dye; food candy; quantification; spectrophotometry; Green
Chemistry.
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1 INTRODUCAO

O grande consumo de alimentos ultraprocessados esta atrelado ao aumento no uso de
aditivos adicionados intencionalmente aos produtos alimenticios, como por exemplo, 0s
flavorizantes, substancias como alcoois aromaticos, aldeidos e fendis, que possuem como
principal fungdo a intensificagdo de um aroma especifico (Weerawatanakorn et al., 2015).
Ainda, tem-se os emulsificantes, formados em sua maioria por €steres, os quais melhoram os
aspectos fisico-quimicos dos alimentos, como a consisténcia e textura (Park et al., 2024).
Destaca-se como principais aditivos, os corantes alimenticios, que tem como fungdo atribuir
coloracdo ao produto final, tornando-o mais atrativo ao publico consumidor de todas as faixas
etarias (Louzada et al., 2021).

Nas industrias alimenticias os corantes podem ser classificados principalmente em
naturais ou artificiais. Nos ultimos anos, é observado um crescimento no uso de corantes
produzidos quimicamente, em comparagdo com os naturais. Estes, apresentam caracteristicas
mais vantajosas, como estabilidade a luz, temperatura e acidez, como também sdo
economicamente mais acessiveis (Prado; Godoy, 2003). Ainda, possuem maior intensidade de

coloracdo, podendo ser atrelado as cores do espectro visivel pelo olho humano (Figura 1).

Figura 1. Espectro visivel das coloragdes de acordo com comprimento de onda.

Espectro visivel

vermelho laranja amarelo verde azul indigo violeta

Fonte: A autora (2024).

O aumento significativo na ingestdo de produtos alimenticios ultraprocessados, que
possuem em sua composicdo aditivos destinados a modificar a coloragdo, sabor e aspectos
fisicos dos alimentos, torna-se cada vez mais recorrente (Louzada et al., 2021). Os principais
corantes artificiais utilizados em alimentos sdo: amaranto, vermelho de eritrosina, ponceau 4R,
amarelo creptsculo, amarelo tartrazina, azul brilhante e especialmente, o Vermelho allura Ac.

Este ultimo proporciona uma coloracdao vermelha/rosa intensa e ¢ amplamente utilizado devido
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a sua produgdo de baixo custo, tornando-o economicamente vidvel para a indistria alimenticia
(Oliveira et al, 2009).

No entanto, tais corantes artificiais ndo apresentam valor nutricional e podem apresentar
riscos de toxicidade a satde humana, a depender da sua concentragdo ingerida (Kraemer et al.,
2022). As estruturas quimicas dos principais corantes artificiais apresentam semelhangas entre
si, pois sdo classificados como corantes azdicos (azocorantes), caracterizados por conter uma
ou mais ligagdes entre nitrogénios, ligados a anéis aromaticos (Prado; Godoy, 2007).

A Tabela 1 apresenta a estrutura quimica do corante Vermelho allura Ac, de nome oficial
IUPAC — Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (do inglés, International Union of
Pure and Applied Chemistry) “dissodico;6-hidroxi-5-[(2-metoxi-5-metil-4-

sulfonatofenil)diazenil] naftaleno-2-sulfonato” (PubChem, s.d.).

Tabela 1. Representacdes da estrutura quimica do corante Vermelho allura Ac.

Representacao Corante Vermelho allura Ac (Ci1sH14N2Na20sS2).

Modelo de representaciao

de bola e bastao

HO

) NaO,s N
Formula estrutural plana

tipo traco

SO,Na

Fonte: A autora (2024).
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Dados inéditos do Estudo Nacional de Alimentagdo e Nutri¢do Infantil (ENANI)
indicam que, de cada dez criangas brasileiras com até cinco anos, oito consomem alimentos de
baixo valor nutritivo, com elevadas quantidades de aditivos/corantes artificiais e substancias
maléficas que sdo acessiveis e de grande oferta (ENANI, 2019). Esses aditivos sdo encontrados
principalmente em alimentos como balas alimenticias, refrigerantes, embutidos, bebidas e
sobremesas (Lehmkubhler et al., 2022).

Atrelado ao grande consumo dos corantes artificiais, emerge uma problematica
associada aos impactos ocasionados pela ingestdo dos mesmos. A ingestao do corante Vermelho
allura Ac tem o potencial de causar diversos danos a satide humana, como reacdes de
hipersensibilidade, semelhantes a alergia e hiperatividade em criangas (McCann et al., 2007),
especialmente quando associado ao benzoato de sodio (Polonio; Peres, 2009).

Devido a esses potenciais riscos adversos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), criou uma regulamentagao técnica, definindo o Limite Maximo Permitido (LMP)
de 0,30 mg mL! do corante Vermelho allura Ac em balas alimenticias, considerando a Ingestio
Diaria Aceitavel (IDA) de 7 mg kg™ conforme a Instru¢io Normativa 211/2023, nos termos da
Resolucao de Diretoria Colegiada — RDC N° 778, de 1° de marco de 2023 (ANVISA, 2023).

Ainda, a lei N° 6.437, de 20 de agosto de 1977, indica entre outras sangdes, que 0s
produtos alimenticios devem seguir as normas de seguranca vigentes a legislacdo sanitaria
federal, sob risco de infragdes sanitdrias e/ou multas por meio da reincidéncia de fraudar,
falsificar ou adulterar alimentos/bebidas, fora da regulamentacao exigida (Lei N°® 6.437/1977).

Com isso, a literatura cientifica, traz diversos métodos analiticos visando a identificacao
e quantificacdo de corantes artificiais em alimentos e bebidas, de modo a analisar o controle
sanitario da producdo desses produtos. As principais técnicas sdo: Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e a Espectrofotometria UV-Vis (Lyrio ef al., 2023). No entanto, os métodos de andlises
descritos estdo associados a preparo de amostras que nao atendem aos critérios da Quimica
Verde, tendo em vista principalmente a utilizagdo de solventes toxicos, processos demorados
de extra¢do da amostra, além do alto custo energético (Shi et al., 2023).

Como exemplo, temos o método proposto pelo Instituto Adolfo Lutz (2008) que utiliza
metanol amoniacal como solvente de extragdo de amostras para a quantificacdo de corantes
artificiais em balas alimenticias, em anélises por UV-Vis. Nesse método, ¢ necessaria uma
extracdo prévia da amostra em um procedimento demorado e com geragdo de residuos toxicos,

devido ao uso de metanol, que ¢ uma substincia capaz de causar efeitos nocivos a satde



17

humana, como intoxica¢ao (Kaewput et al., 2021), além do hidroxido de amonio, que pode
causar queimadura severa e dificuldades respiratdrias (Monero; Santos, 2014).

Diante disso, surge uma necessidade em desenvolver metodologias analiticas
sustentaveis, caracterizadas pela simplicidade, reducao do uso de solventes, menor tempo de
analise e minimizagao na geragao de residuos, buscando atender os principios da Quimica Verde
(Lopez-Lorente ef al, 2022; Pacheco-Fernandez; Pino., 2019). Como exemplo, a proposta deste
trabalho ¢ a substituicdo de solventes toxicos por solvente verde, neste caso a agua, no
procedimento de preparo de amostras de balas alimenticias. Essa troca nao apenas reduz o
emprego de solventes prejudiciais, como também resulta em uma diminuicdo de residuos, custo
econdmico e tempo de analise.

Assim, o presente estudo traz o seguinte questionamento: "E possivel desenvolver uma
metodologia analitica para a quantificacio do corante Vermelho allura Ac em balas
alimenticias respeitando os principios da Quimica Verde?". Uma vez definido o problema
de pesquisa, a justificativa deste trabalho é fundamentada pela necessidade de validar e
estabelecer a metodologia proposta como uma alternativa no controle de qualidade do corante

Vermelho allura Ac em amostras de balas alimenticias.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CORANTES ALIMENTICIOS ARTIFICIAIS

Os corantes artificiais sdo caracterizados como ingredientes que modificam
intencionalmente a coloragdo de alimentos/bebidas. Esses corantes ndo apresentam valor
nutricional e podem apresentar riscos a saide humana, por isso, se torna necessario a avaliagao
de toxicidade em produtos alimenticios (Zhang et al., 2020).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determina que a utilizagdo
desses aditivos ¢ permitida desde que as substancias em questdo sejam consideradas seguras
para o consumo humano. Isso implica que a concentragdo do corante em uso nao ultrapasse os
Limites Méaximos Permitidos (LMP) de 0,30 mg mL!. Além disso, a ingestdo diaria desse
corante deve seguir as orientagdes da avaliacio toxicolégica de 7 mg kg™! (ANVISA, 2023).

Ainda, a ANVISA publicou um instrumento regulatdrio, de cardter recomendatorio em
formato de guia, para avaliacio do consumo de aditivos alimentares, evidenciando a
necessidade da investigagdo de seguranga desses ingredientes, visando aplicacdes de controle
de qualidade de alimentos (Guia N © 23/2019 — ANVISA).

A legislacdo brasileira permite o uso de onze corantes artificiais em produtos
alimenticios, sendo eles: amarelo tartrazina (E-102), amaranto (E-123), amarelo crepusculo (E-
110), verde rapido (E-143), azorrubina (E-122), azul brilhante (E-133), Vermelho allura Ac (E-
129), vermelho de eritrosina (E-127), azul indigotina (E-132), azul patente V (E-131) e
vermelho ponceau 4R (E-124) (Santo; Costa; Silva, 2023). A Tabela 2 apresenta as informagdes
acerca de suas principais propriedades, aplicagdes e potenciais maleficios desses corantes € a

Tabela 3 suas respectivas estruturas e formulas quimicas e caracteristicas espectrofotométricas.
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Tabela 2. Propriedades, aplicagdes e potenciais riscos adversos dos principais corantes

artificiais encontrados no Brasil.

Corantes

artificiais

Amarelo crepusculo

Amarelo tartrazina

Amaranto/Vermelho

Bordeaux

Vermelho de

eritrosina

Azul de indigotina

Vermelho allura Ac

Propriedades

quimicas

Apresenta

estabilidade a luz,

calor e alguns acidos.

Apresenta

estabilidade a luz,

calor e acido.

Classe de azocorante,

formado por acido

sulfonico.

Apresenta-se na

forma de sal sodico.

Soluivel em agua,

insoluvel em alcool

etilico.

Apresenta maior

estabilidade ao acido

ascorbico.

Principais
aplicacoes na
industria
Cereais, balas
alimenticias e
bebidas.
Doces,
laticinios e
bebidas.
Cereais, balas
alimenticias, e
geleias.
Gelatinas, balas
alimenticias e
laticinios.
Doces, iogurte,
bebidas e
gelatinas.
Cereais, balas
alimenticias e

bebidas.

Potenciais

riscos adversos

Urticaria e
problemas
gastricos.
Alergias e
afeccao da flora
gastrointestinal.
Reagodes de

hipersensibilidade.

Reagoes de

hipersensibilidade

Néauseas, alergia e
problemas
respiratorios.
Hiperatividade em
criangas e alergias

respiratorias

Fonte: Adaptado de Food Ingredients Brasil (2009).
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Tabela 3. Formulas quimicas dos principais corantes artificiais permitidos no Brasil e

seus respectivos comprimento de onda maximo (Amax) no UV-Vis.

Corantes Estruturas Formulas Amax
artificiais quimicas quimicas UV-
Vis
Amarelo i /
crepisculo S R CisH1oN2Na,07S, 481
o N L nm
|
0 \ Q//C'
P

Amarelo Ci6HoN4NazO9S> 426
tartrazina nm
(o] :O|S: (o]
° \SA/D 0&\5/0 Na®
2008

Vermelho s CooH11N2Na3010S3 519
bordeaux nm

Vermelho
de CooHgl4O5 524
eritrosina nm
Azul de = = Ci6H10N202 610
indigotina nm

Fonte: Adaptado de Valdez et al., (2022); Takahashi et al., (1988).
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2.2 CORANTE ARTIFICIAL VERMELHO ALLURA AC

O corante Vermelho allura Ac (Figura 1), de formula molecular C1sH14N2NaxOsS, €
amplamente utilizado em diversos produtos alimenticios. Esse corante pertence ao grupo
azoico, possui boa solubilidade ao solvente agua e sua produgdo ¢ economicamente acessivel
(Oliveira et al., 2009). Além disso, apresenta boa estabilidade a temperatura e aos acidos,
especialmente o acido ascorbico, sem fornecer mudangas fisico-quimicas desagradaveis no
sabor final dos produtos alimenticios (Boyles; Sobeck, 2000).

Por esta razdo, a industria alimenticia utiliza esse corante em diversos produtos
alimenticios, por exemplo, cereais, refrigerantes, recheios, bebidas, pd para sobremesas e
especialmente as balas alimenticias de diversos sabores, como morango, iogurte e cereja
(Pourreza; Rastegarzadeh; Larki. 2011).

Apesar do seu abrangente uso no Brasil, alguns paises, como Estados Unidos (EUA) e
alguns da Unido Européia (UE) proibem seu comércio, devido aos seus potenciais riscos
adversos (Barciela; Perez-Vazquez; Prieto, 2023). Apesar de liberado no Brasil, seu consumo ¢
monitorado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), conforme a Instrucao
Normativa 211/2023, nos termos da Resolu¢ao de Diretoria Colegiada — RDC N° 778, de 1° de
marco de 2023, visando estabelecer o controle de qualidade com Limite Maximo Permitido de
0,30 mg mL™!' (ANVISA, 2023).

Além disso, um estudo recente indicou a possibilidade do corante Vermelho allura Ac
ocasionar doengas inflamatorias no intestino (Kwon, et al., 2022). Ainda, em pessoas alérgicas
a esse corante, os sintomas podem variar de leves a graves, desde coceira em todo o corpo até
em casos mais intensos, como choque anafilatico, representando riscos mais significativos a
satide do individuo (Feketea; Tsabouri, 2017), especialmente as criangas que sd@o as maiores

consumidoras de doces em geral, principalmente as balas alimenticias (ENANI, 2019).

23 CONSUMO DE BALAS ALIMENTICIAS

Dentre a composi¢do das balas alimenticias, tem-se principalmente actcares,
aromatizantes e corantes artificiais, na maioria dos casos. A industria alimenticia utiliza esses
corantes para obter a colora¢do desejada nas balas, como, por exemplo, o uso do corante
amarelo tartrazina para conferir a cor amarelada, o azul de indigotina para proporcionar a

coloracdo azul, entre outros. O corante Vermelho allura Ac ¢ frequentemente empregado em
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balas de tonalidade vermelha/rosa, encontradas em balas de morango, iogurte e cereja (Oliveira
et al., 2009).

Vale destacar que as industrias alimenticias devem seguir as normas sanitarias vigentes
da ANVISA, seguindo o Decreto-Lei N° 986 de 21 de outubro de 1969, o qual indica que
alimentos/bebidas que possuem corantes artificiais devem ser declarados em seus respectivos
rotulos nas embalagens (Lei N° 986/1969). No entanto, ha duas problematicas que merecem
destaque: comumente os rotulos ndo apresentam o nome do corante alimentar utilizado,
especificando apenas o codigo “INS/E-number”, numa tentativa de desviar a atengdo do
consumidor. Ainda, os rétulos das balas frequentemente omitem os teores especificos dos
corantes utilizados, evidenciando a necessidade de um monitoramento mais efetivo desses
produtos alimenticios.

Algumas técnicas analiticas sdo utilizadas para realizar a quantificacdo de corantes
artificiais em balas alimenticias, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(Palme; Johnson; Wyllie, 2024). A técnica amperométrica de pulsos multiplos (MPA) descrita
por Deroco et al. (2018). Destacando-se o método oficial brasileiro para determinacao de
corantes artificiais em alimentos, baseados em espectrofotometria de absor¢ao molecular no
UV-Vis (Instituto Adolfo Lutz, 2008). Essas técnicas frequentemente sdo associadas a preparo

de amostras que ndo seguem o principio da Quimica Verde.

2.4  ANALISES POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

A espectrofotometria ¢ uma técnica analitica que se fundamenta na interagdo entre
espécies quimicas e as suas interacdes com a radiacdo eletromagnética, em comprimentos de
ondas na regido do ultravioleta-visivel. Nessa abordagem, ocorre o fendmeno da absor¢ao
molecular, que envolve transi¢gdes eletronicas entre niveis de energia (Rocha; Teixeira, 2004).

O equipamento consiste em uma fonte de luz, que pode ser em lampadas de deutério
(UV) e tungsténio (Vis), ou, para abranger toda a regido do UV-Vis, pode-se empregar lampadas
de arco de xenonio (Figura 2). A parte Optica desse equipamento pode ser de duplo feixe ou
feixe simples, ambos apresentam respostas analiticas concordantes, sendo que o feixe duplo
possibilita um maior direcionamento da luz incidente pela amostra, com a possibilidade de se
realizar um background com o branco analitico (Pavia; Lampman; Kris, 2009).

O monocromador € responsavel por filtrar o comprimento de onda de interesse da
andlise. A cubeta em quartzo ¢ utilizada como compartimento de amostra para a regido do

ultravioleta, a depender do comprimento de onda de interesse, em contraste, se utiliza uma
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cubeta de vidro apenas para a regido do visivel. Por fim, sdo usados transdutores de radiacao
para a deteccao da radiagdo transmitida, assim, gerando o espectro de absor¢do com um grafico

de absorbancia x comprimento de onda (A) (Skoog et al., 2005).

Figura 2. Esquema de um instrumento tipico de espectrofotometria no UV-Vis.

Seletor de

Fenda de entrada comprimento de onda
Detector

o Ey =

Fonte luminosa

« UV: lampadas de deutério ~ Monocromador Cubetas (amostra)
*  Vis: lampadas de tungsténio + Prisma * UV cubeta de quartzo
«  UV-Vis: arco de xenénio « Grade de difracdo * Vis: cubeta de vidro

» Ensaios rapidos: cubeta de acrilico

Fonte: A autora (2024).

A espectrofotometria € uma das técnicas analiticas mais utilizadas para quantificagdo
de espécies quimicas em amostras de diversas matrizes, em decorréncia de seus beneficios,
como a velocidade de aquisi¢do de espectros e andlise, auséncia ou baixos ruidos, boa
sensibilidade, além da facilidade de sua operacdo (Pietta, 2000). Associado a esta técnica, €
aplicado a Lei de Lambert-Beer (Equacio 1), considerando a radiacdo incidente para uma ou
mais espécies absorventes, desde que ndo ocorra interagdo entre elas, essa lei ¢ utilizada para

determinar a concentracao de uma determinada substancia que esta em solugcdo (Lima, 2013).

Equacio 1. Lei de Lambert-Beer
A=¢g.b.c
Onde:
e A ¢ aabsorbancia de um composto
e ¢ ¢ aabsortividade molar de um composto (L cm™ mol L)
e b ¢ o caminho 6ptico da cubeta (cm)

e ¢ ¢ a concentracdo da espécie (mol L)
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As principais aplicagdes da espectrofotometria no UV-Vis abrangem diversas areas,
como em estudos de quimica forense em documentoscopia descrito por Zieba-Palus et al.
(2020), em analitica ambiental em estudos de detec¢ao de ferro em amostras de matriz
complexante descrito por Cheng et al. (2022). Pesquisadores como EL-Gindy e Hadad (2012)
propuseram uma revisao bibliografica considerando métodos quimiométricos com o uso da
espectrofotometria no UV-Vis para anélises farmacéuticas. Ainda, Li e Wang (2020) realizaram
analises em amostras de combustiveis e Chen et al. (2021) em produtos alimenticios.

Apesar da extensa aplicabilidade e vantagens, essa técnica frequentemente esta
associada entre outros fatores, a preparo de amostras demorados, pois a solu¢do para ser
analisada no UV-Vis ndo pode apresentar turbidez, com particulas em suspensao, corroborando
para a interferéncia na analise (Abadi et al., 2012). Este processo frequentemente envolve o uso
de solventes toxicos em quantidades significativas, altas temperaturas e longos periodos,
resultando em um consumo energético consideravel (Rocha et al., 2013). Portanto, ¢ importante
ressaltar que esse procedimento prévio a analise, comumente requerido para utilizagdo dessa

técnica, esta em desacordo com os principios da Quimica Verde.

2.5  QUIMICA VERDE

Paul Anastas e John Warner (1998) foram os pioneiros na introducao da Quimica Verde
de modo global, esses pesquisadores desenvolveram alternativas para contornar a problematica
da falta de sustentabilidade, frequentemente empregadas em processos quimicos. Com isso,
postularam doze principios, mencionados na Tabela 4, que consistem a partir do
desenvolvimento de parametros analiticos criticos, como a reprodutibilidade, custo energético,

tempo de amostragem e a reducdo de solventes toxicos.
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Tabela 4. Principios da GC, conforme descritos por John Warner e Paul Anastas (1990)

e suas principais caracteristicas.

Principios da Quimica Verde

Prevencao de residuos

Economia analitica

Sintese segura

Produtos seguros

Solventes e auxiliares seguros

Eficiéncia energética

Fontes renovaveis de matéria-prima

Evitar a formacao de derivados

Catalise

Produtos degradaveis

Analise in situ

Prevenciao de acidentes

Principais caracteristicas
Técnicas analiticas diretas devem ser
aplicadas para evitar o tratamento da

amostra.

Tamanho minimo de amostra e nimero
minimo de amostras s3o objetivos.
Medicoes in situ devem ser realizadas.
A integrag@o de processos e operagodes
analiticas economiza energia e reduz o
uso de reagentes.

Métodos automatizados e
miniaturizados devem ser selecionados.
A derivatizagao deve ser evitada.

A geragdo de um grande volume de
residuos analiticos deve ser evitada.
M¢étodos multianalitos ou
multiparametros sdo preferidos em vez
de métodos que usam um analito de
cada vez.

O uso de energia deve ser minimizado.
Os reagentes obtidos de fontes
renovaveis devem ser utilizados.

Os reagentes toxicos devem ser
eliminados ou substituidos.

A seguranga do operador deve ser

aumentada.

Fonte: Adaptado de Nowak et al., (2021); Lenardao et al., (2003).

Nos ultimos anos, com o incentivo ao desenvolvimento sustentavel, pesquisadores

reforgaram a importancia da prote¢do ao meio ambiente sob a perspectiva de redugdo do uso de

reagentes toxicos, tempo de andlise e preparo de amostra que consomem alta energia (Nowak


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/derivatization
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et al., 2021). Armenta et al. (2008) conduziram uma pesquisa bibliografica considerando as
principais bases de dados do mundo, como Chemical Abstracts Service (CAS), e Science
Citation Index (SCI), evidenciando que cada vez mais, o desenvolvimento de metodologias
analiticas exige a necessidade de controlar os residuos quimicos provenientes de analises

quimicas (Gama et al., 2019).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica sustentavel para a determinagao e quantificacao
do corante artificial Vermelho allura Ac (INS-129) em balas alimenticias, por meio de um
método simples, de facil execucdo e economicamente acessivel, via Espectrofotometria UV-

Vis.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Aplicar o método de referéncia de determinacdo quantitativa de corantes artificiais em
alimentos, do Instituto Adolfo Lutz, para a quantificagdo do corante artificial Vermelho allura
Ac em balas alimenticias;

o Desenvolver uma metodologia analitica sustentdvel de determinacdo quantitativa do
corante Vermelho allura Ac em amostras de balas alimenticias adquiridas no Brasil;

. Adaptar o método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz com a utilizacao de diferentes
sistemas de filtracdo, de modo a avaliar a melhor resposta analitica para a quantificagdo do
corante artificial Vermelho allura Ac em balas alimenticias;

° Analisar a similaridade entre o método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz, método
proposto e o método de referéncia adaptado com diferentes sistemas de filtragdes, por meio de
testes estatisticos, a fim de estabelecer comparagdes e determinar a significancia estatistica
entre eles;

. Monitorar os Limites Maximos Permitidos (LMP) estabelecidos pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), visando aplicagdes de controle de qualidade de amostras de

balas alimenticias comerciais.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os reagentes/solugdes utilizados no estudo estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Reagentes/solucgdes utilizados na execugao do trabalho.
Reagentes
Agua destilada (H20)
Corante Vermelho allura Ac (C1sH14N2NaxOsS2) 80% - Sigma-Aldrich Brasil
Ltda — SP Brasil
Metanol (CH3OH) P.A. — J.T. Baker
Hidroxido de Amonio (NH4OH) P.A. — Quimica Moderna Industria e Comércio —
SP Brasil
Fonte: A autora (2024).

42  EQUIPAMENTOS E CONDICOES UTILIZADAS

Os equipamentos/condi¢des utilizadas no estudo estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Equipamentos utilizados na execugao do trabalho.
Equipamentos
Balanca Analitica — Shimadzu®
Chapa de aquecimento 60 Hz 230 V — Fisatom®
UV-Visivel Espectrofotometro (UV-1280) Shimadzu® — Faixa espectral 190 a
1100 nm
Centrifuga analdgica para tubos (220V) — QUIMIS Q222T2
Fonte: A autora (2024).

4.3 PREPARO DE AMOSTRA

Os métodos conduzidos nesse estudo foram divididos em trés protocolos analiticos: I) o

método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz (Instituto Adolfo Lutz, 2008); II) o método
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proposto utilizando 4gua como solvente; III) o método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz
com adaptagdes, avaliando a adi¢do de etapas de filtragdo com diferentes sistemas. As segdes

abaixo descrevem as informagdes de metodologia dos trés protocolos.

43.1 METODO DE REFERENCIA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

Primeiramente, foi preparado uma solucdo de metanol amoniacal 5% (v/v) mediante a
adi¢dao de 5 mL de hidroxido de amoénio (NH4OH) a 95 mL de metanol (CH30OH), no baldao
volumétrico de 100 mL. Em seguida, foi realizado uma solu¢do de 0,07 mol L' da amostra de
bala alimenticia em metanol amoniacal previamente preparado. Quando necessario, a solugao
foi centrifugada para garantir a extracdo total do corante presente na amostra.

Por fim, as solugdes foram filtradas em papel de filtro qualitativo 80 g e analisadas no
espectrofotometro UV-Vis (modelo UV-1280, Shimadzu®), no comprimento de onda de 504
nm, referente a absorbancia maxima do corante Vermelho allura Ac. A Figura 3, mostra o
esquema representativo do procedimento de extracdo da amostra da bala alimenticia realizada
com o preparo de amostra do método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz (Instituto Adolfo

Lutz, 2008).

Figura 3. Esquema representativo do método de referéncia (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

Solucéo de Metanol 3,5gdeamostra 15 mL de Uma extracdo UV-Vis
Centrifugacéo

amoniacal 5% (V/v) dividida em 3 Metanol dividida em trés 504 nm
porgoes amoniacal etapas
(0,07 mol L)

Fonte: A autora (2024).

4.3.2 METODO PROPOSTO
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A fim de tornar o método mais sustentavel, foi realizada a substitui¢do do solvente
metanol amoniacal por 4gua. Assim, foi realizado uma solugio de 0,07 mol L' da amostra de
bala alimenticia em agua, sob aquecimento de 45 °C durante 3 min, para a dissolugado total da
amostra. Em seguida, as solu¢des foram filtradas, avaliando trés sistemas de filtragdes: papel
de filtro qualitativo 80 g, filtro de seringa de 0,45 um e fibra de vidro de 2,7 um. Por fim, as
solucdes das amostras foram analisadas no espectrofotometro UV-Vis (modelo UV-1280,
Shimadzu®), no comprimento de onda de 504 nm, referente a absorbancia maxima do corante

Vermelho allura Ac (Figura 4).

Figura 4. Esquema representativo do método proposto utilizando agua.

Filtracdo em papel de filtro 80 g

~ N

Filtragdo em filtro de seringa 0,45 um

006 _, e _ &
\ o> T &b

-—

‘M(

UV-Vis
1,759 de Solugdo da Aguecimento ~ _ 504 nm
amostra bala em agua 45°C/3 min
0,07 mol L1

Filtragdo em fibra de vidro 2,7 um

Fonte: A autora (2024).

4.3.3 METODO DE REFERENCIA ADAPTADO

O preparo de amostra do método de referéncia adaptado seguiu o0 mesmo procedimento
descrito na secdo 4.3.1. Entretanto, foi adicionada uma etapa para avaliagao do efeito da
filtracdo nas solugdes, empregando filtro de seringa de 0,45 um e fibra de vidro 2,7 um, tendo
em vista a necessidade em utilizar os mesmos parametros utilizados no método proposto e

realizar a comparagdo com papel de filtro. As solugdes foram entdo, posteriormente analisadas
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no espectrofotometro UV-Vis (modelo UV-1280, Shimadzu®), no comprimento de onda de 504

nm, referente a absorbancia méxima do corante Vermelho allura Ac (Figura 5).

Figura 5. Esquema representativo do método de referéncia adaptado.

~ ~ 0,07 mol L
»—j Papel de filtro 80 g\
9 — - — 'S © — oomi
; Voo ] Filtro de seringa
\&, z 0,45 um
4 -
3,5 g de bala 15 mL de . ,07 mol Lt
g Centrifugagio ™~ 007 mo —
dividida em 3 Metanol Fibra de vidro
porcdes amoniacal 2,7 um

Fonte: A autora (2024).

4.4  PREPARO DA CURVA ANALITICA

(

UV-Vis
504 nm

Solugdes de concentragdes de 10 mg mL™! do corante artificial Vermelho allura Ac foram

preparadas em baldo volumétrico de 50 mL. Dois tipos de solventes foram utilizados para essa

finalidade: metanol amoniacal, conforme definido pelo método de referéncia por UV-Vis do

Instituto Adolfo Lutz (Instituto Adolfo Lutz, 2008) ou 4gua destilada (método proposto). Foram

feitas diluicdes para obter concentracdes na faixa de 2x10* a 2x102 mg mL™!, em baldes

volumétricos de 25 mL, totalizando uma curva analitica com seis niveis (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo da curva analitica do corante Vermelho allura Ac em seis niveis.

r{_ = - N ‘{‘ - \ = = N—{_§ i - “\‘ o — \_. iy
o N —
[ — .
| .'- .-'..
| U \ . ! _ N l . |
o= A== B P L PR
UV-Vi
2.10* 5.10* 1.10°3 5.10°3 1.102 2.102 19
mgmL?  mgmL1 mgmL?  mgmL1 mg mL! mg mL! 504 nm
Fonte: A autora (2024).

4.5  ANALISE ESTATISTICA

Para investigar a melhor otimiza¢do do método proposto, foi realizado um planejamento
experimental 2° utilizando o software Design Expert-7, no qual os parimetros operacionais
foram avaliados em duplicata, com cinco pontos centrais, considerando fatores como massa da

bala alimenticia (g), volume do solvente (mL), assim como a temperatura (°C) do aquecimento.

4.6  DETERMINACAO EM AMOSTRAS REAIS

Foi realizado inicialmente a quantificacdo de trés amostras reais de balas alimenticias
frente aos trés protocolos analiticos: I) o método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz que
emprega metanol amoniacal e papel de filtro; II) o método proposto utilizando agua e filtro de
seringa; III) o método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz com filtro de seringa, a partir da
concentragio de 0,07 mg mL™! da solugiio da bala alimenticia em ambos os solventes (metanol
amoniacal e agua). Foi quantificado posteriormente dez amostras reais de balas alimenticias a

partir do método proposto.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO DA AMOSTRA DE BALA A PARTIR DO METODO DE
REFERENCIA
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Os resultados referentes a extragdo da amostra de bala alimenticia a partir do método de
referéncia (Instituto Adolfo Lutz, 2008), utilizando metanol amoniacal como solvente, estao
apresentados na Figura 7. Devido a inviabilidade de extracdo em apenas uma etapa, foi
necessario realizar uma extracdo dividida em trés etapas com metanol amoniacal. Esse
procedimento resultou na completa extracdo do corante Vermelho allura Ac presente na amostra
de bala alimenticia, observada pela coloragdo branca da bala ao final de todo processo de

extracao.

Figura 7. Esquema representativo da extracao da amostra de bala em trés etapas, seguido da
extracdo final de 3,5 g em 50 mL de metanol amoniacal e amostra de coloracdo branca.
3,5 gde balaem 15 mL Filtracio da segunda Filtracdo da terceira  Extracio total de

apos a centrifugacgio por¢io de 15 mL por¢io de 15 mL 3,5 g em 50 mL
Amostra de bala ao

—— final da extracio
.—‘: ) (colorag¢io branca)
— A |
: Wk

Fonte: A autora (2024).

52 EXTRACAO DA AMOSTRA DE BALA A PARTIR DO METODO
PROPOSTO

Ao substituir o solvente metanol amoniacal por 4gua, na tentativa de tornar o método
mais sustentavel, foi notado que ao utilizar papel de filtro, assim como no método de referéncia,
as solugdes resultantes ficaram turvas (Figura 8). Diante disso, foram realizados testes com
sete tipos diferentes de papéis de filtros, buscando uma filtragdo mais efetiva (Tabela 7).
Entretanto, apesar de apresentarem resposta analitica (absorbancia) nas analises, nenhum papel
de filtro conseguiu filtrar a bala dissolvida em dgua sem que resultasse em solucdes turvas ou
perda do analito retido nos papéis, o que culminou na falta de repetibilidade das andlises

realizadas em triplicata, descritos na Tabela 7.
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Figura 8. Filtragdes com diferentes tipos de papéis de filtro no solvente agua.

Fonte: A autora (2024).

Tabela 7. Resultados dos testes experimentais realizados para a filtragdo utilizando o
método proposto com diferentes gramaturas de papéis de filtro, absorbancias e seus respectivos

desvios-padrdes com a concentracio de 0,07 mg mL™! (Nivel de confianga = 95%)).

Papéis de filtro Absorbancia £ DP
(N=3)
Papel de filtro qualitativo 80 g 1,6 £3,1x 107
Papel de filtro 80 g 1,1 £1,1x10?
Papel de filtro 87 g 1,2+1,0x 102
Papel de filtro — 80 g filtracio lenta 1,6 +£1,2x 107
Papel de filtro quantitativo faixa azul — 80 g 0,7+ 1,0x 102
Papel de filtro quantitativo faixa preta — 80 g 1,4+1,0x 107
Papel de filtro qualitativo 80 g 0,6+50x 1073

Fonte: A autora (2024).
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Com isso, foi observado que as analises em triplicata ndo apresentaram repetibilidade,
em decorréncia da ineficiéncia do papel de filtro em realizar a filtragdo da solugdo com agua,
além da turbidez das amostras obtidas a partir do método proposto com papel de filtro, as fibras
dos papéis ficaram retidas junto a coloracdo do corante Vermelho allura Ac (Figura 9).

Figura 9. Fotografia da reten¢do do corante Vermelho allura Ac com a filtracdo com papel de

filtro no solvente agua.

Fonte: A autora (2024).

Dessa forma, foi necessario buscar outros meios de filtragdes. Entdo, foi testada a
utilizacdo de filtro de seringa de 0,45 pum e fibra de vidro de 2,7 um, como mostra a Figura 10.
Primeiramente, foi possivel observar que ha uma grande diferenca entre as solugdes filtradas
presentes nas cubetas. A cubeta (A) apresenta uma solucdo mais limpida, obtida apos a filtracéo
com filtro seringa de 0,45 um. Em contrapartida, a solu¢do da cubeta (B), obtida apos filtracdo
com fibra de vidro 2,7 um, apresentando particulas em suspens&o, o que interfere na analise por
UV-Vis, devido a interferéncia na passagem do feixe de luz e o direcionamento da luz pela

amostra.
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Figura 10. Comparacdo entre a filtracao obtida entre o filtro de seringa (A) e fibra de vidro

(B) com o solvente agua.

Fonte: A autora (2024).

53  EXTRACAO DA AMOSTRA DE BALA A PARTIR DO METODO DE
REFERENCIA ADAPTADO

Considerando a necessidade de avaliar alternativas de filtragdes para o método proposto,
foi necessario observar o comportamento do método de referéncia ao empregar os outros
sistemas de filtragdes (filtro de seringa de 0,45 um e a fibra de vidro de 2,7 um), com o intuito
de efetuar comparagdes. E possivel observar na Figura 11 as solugdes resultantes do método
de referéncia quando foi utilizado os distintos sistemas de filtragao. O filtro seringa de 0,45 pm,
além de ndo reter o corante, resultou em uma solugdo com maior intensidade da coloragéo,
maior volume de amostra e menor tempo, confirmando a sua eficacia na adaptacdo desse
método. O papel de filtro 80 g e a fibra de vidro de 2,7 um estiveram em maior exposicao do
solvente voléatil, metanol amoniacal, em contato com 0 ar, 0 que ocasionou perdas na

concentracdo do solvente em decorréncia de processos demorados de extragao.
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Figura 11. Avaliacdo dos trés sistemas de filtragdes (papel de filtro, filtro de seringa e fibra de

vidro) para o solvente metanol amoniacal.

Fonte: A autora (2024).

54  COMPARACAO ENTRE AMBOS OS METODOS COM DIFERENTES
SISTEMAS DE FILTRACOES

A Tabela 8 apresenta os resultados provenientes dos testes utilizando os diferentes
sistemas de filtragdes para ambos os métodos nas solugdes de 0,07 mg mL™". E possivel verificar
uma maior concentragdo do analito (corante Vermelho allura Ac) quando foi utilizado o método
proposto com filtro de seringa de 0,45 um e solvente de extragao agua, com a redugdo do tempo
de extragdo. O método oficial brasileiro teve seu preparo de amostra com a duragdo de até oito
horas seguidas para extrair todo o corante presente na bala alimenticia ¢ o método proposto
utilizou apenas cinco minutos para realizar a homogeneizagao e posterior analise no UV-Vis.
Além disso, como a bala ¢ totalmente dissolvida no método proposto com o solvente 4gua, ndo

houve perdas do analito durante o processo de extragao.
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Tabela 8. Resultados dos testes experimentais de filtracdes para os métodos (referéncia
do Instituto Adolfo Lutz, proposto e referéncia adaptado) a partir da média de suas
concentragdes e respectivos desvios-padroes na quantificagdo do Vermelho allura Ac em

amostra de bala (Nivel de confianga = 95%).

Métodos experimentais Concentrac¢io (mg mL) + DP

Método de referéncia (papel de filtro) 1,3x 103 £5,0x 10*

Método proposto (filtro de seringa) 3,3x103+4,0x 107
Método proposto (papel de filtro) -

Método proposto (fibra de vidro) 1,2x102+2,1 x 102

Método de referéncia adaptado (filtro 1,6 x103+50x 10

de seringa)
Método de referéncia adaptado (fibra 1,9x 103+ 1,1 x 102
de vidro)

Fonte: A autora (2024).

-: Nao foi possivel realizar a quantificagdo devido a turbidez da solugdo.

Ainda analisando a Tabela 8, ¢é possivel verificar que a concentragdo do corante na bala
por meio do método de referéncia, ao utilizar o filtro seringa, foi superior que o método
utilizando o papel de filtro. A solucdo filtrada em fibra de vidro apresentou leve turbidez, o que
explicou a sua maior intensidade na absorbancia no método de referéncia adaptado, pois
apresentou particulas em suspensdo, interferindo na analise por UV-Vis. Além disso, o método
proposto ao utilizar filtro seringa apresentou uma concentragao do corante Vermelho allura Ac
o dobro do valor obtido no método de referéncia utilizando o mesmo tipo de filtragdo, no
entanto, todas as amostras analisadas tiveram seus valores de concentragdes inferiores a 0,30

mg mL™!, exigidas pela ANVISA.

5.5 CURVAS ANALITICAS DOS METODOS REFERENCIA VERSUS
PROPOSTO

Assim, definida a filtragdo adequada para o preparo de amostra, foram analisadas as
solucdes padrdes das curvas analiticas, tanto para o método de referéncia quanto para o método
proposto, utilizando filtragdo com filtro de seringa para ambos. Ao observar as solugdes dos

seis niveis das curvas analiticas, foi notado um aumento na intensidade da coloragdo
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vermelha/rosa @ medida que se aumentava a concentragdo do corante Vermelho allura Ac
(Figuras 12 e 14). Essa tendéncia sugere uma relagdo proporcional entre a concentragdo e a
linearidade.

As absorbancias referentes as solugdes da curva analitica para o método de referéncia,
utilizando metanol amoniacal (Figura 12) foram plotadas, gerando uma curva com coeficiente
de determinagdo (R?) de 0,9997 (Figura 13), confirmando que o método apresenta linearidade
adequada.

E vélido ressaltar que o método de referéncia adaptado seguiu o mesmo procedimento
descrito pelo método de referéncia, acrescentando apenas uma etapa para avaliagdo do efeito
da filtracdo nas solugdes, visto isso, foi utilizado a mesma curva analitica para ambos os

protocolos analiticos.

Figura 12. Solugdes utilizadas para construg¢do da curva analitica com concentragdes de 2x10
4. 5%x10%; 1x1073; 5x107%; 1x1072 e 2x102 mg mL™! do padrio do corante Vermelho allura Ac

(método de referéncia).

Fonte: A autora (2024).



39

Figura 13. Gréfico da curva analitica do padrido corante Vermelho allura Ac aplicando o

método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz (2008).

Curva analitica do corante vermelho allura Ac - metanol amoniacal

14
12 y = 56,853x + 0,0108
' R? = 0,9997
1
@
(&)
(% 0,8
2
2 06
O
<
0,4
0,2
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Concentragdo mg mL™!

Fonte: A autora (2024).

As absorbancias referentes as solugdes dos seis niveis de concentragdes da curva
analitica para o método proposto com dgua (Figura 14) também foram plotadas, onde foi obtido
o coeficiente de determinacao (R?) de 0,9999 (Figura 15). Foi observado que ambas as curvas
analiticas apresentaram coeficientes de determinagdo e eixos de absorbancia/concentragao
estatisticamente semelhantes.

Sendo assim, esses resultados nos mostram a efetividade em substituir o solvente
metanol amoniacal por 4gua, assim como a substituicao da extragdo do corante pela dissolucao
seguida de filtragdao em filtro seringa no preparo da amostra, contribuindo para os principios da

Quimica Verde.
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Figura 14. Solugdes utilizadas para constru¢do da curva analitica com concentragdes de 2x10

4. 5x10%; 1x1073; 5x107%; 1x102 € 2x102 mg mL"!, respectivamente, do padrio do corante

Vermelho allura Ac (método proposto).

Fonte: A autora (2024).

Figura 15. Grafico da curva analitica do padrdo corante Vermelho allura Ac aplicando o

método proposto.

Curva analitica do corante vermelho allura Ac - agua

1,2
y = 60,005x + 0,002
) Rz =0,9999
< 08
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«Q
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< 04
0,2
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025

Concentragdo mg mL1

Fonte: A autora (2024).

56 QUANTIFICACAO DE AMOSTRAS REAIS DE BALAS ALIMENTICIAS
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Buscando avaliar a efetividade do método proposto frente aos trés protocolos analiticos:
I) o método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz que emprega metanol amoniacal e papel de
filtro; IT) o método proposto utilizando agua e filtro de seringa; III) o método de referéncia do
Instituto Adolfo Lutz com filtro de seringa, foi realizado a quantificagdo de trés amostras
comerciais de balas e os resultados estdo sumarizados na Figura 16.

Ao analisar os resultados, ficou evidente que as trés balas apresentaram uma
concentracao de corante superior quando o método proposto, utilizando agua e filtro de seringa,
foi empregado. Esses resultados estdo de acordo com os testes citados anteriormente, sugerindo
que a metodologia analitica sustentavel proposta é capaz de realizar a quantificagdo do corante

Vermelho allura Ac em balas alimenticias de modo mais eficaz.

Figura 16. Comparacio entre a média da quantificagio (mg mL™") de trés amostras reais de
balas alimenticias com os métodos: I) o método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz; II) o

método proposto; III) o método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz com adaptagdes.

0,006
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=, 0,004
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m Método referéncia Instituto Adolfo Lutz
= Método proposto (filtro de seringa)

Método referéncia adaptado (filtro de seringa)

Fonte: A autora (2024).

57 QUANTIFICACAO DE AMOSTRAS REAIS DE BALAS ALIMENTICIAS
(METODO PROPOSTO)
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Uma vez confirmada a eficacia do método proposto, foi realizado a quantificacao de dez
amostras reais de balas comercializadas no Brasil, com a média e desvio padrao das triplicatas

sumarizadas na Tabela 9.

Tabela 9. Concentracdo e desvio padrio (mg mL') de dez amostras reais de balas
alimenticias comercializadas no Brasil com o método proposto (Nivel de confianga = 95%).

%RSD = desvio padrao relativo.

Concentracao
Amostras %RSD
(mg mL)
Al 3,2x103+1,0x 10 3,1
A2 52x10°+4,0x 10 8,0
A3 1,4x103+£2,0x 10 16,0
A4 2,4x10°+£1,0x 107 1,2
AS 1,5x103+2,0x 10 14,0
A6 7,4x103+1,0x 107 0,4
A7 1,2x 103+ 1,0x 10 4,1
A8 1,0x 103+ 1,0x 10* 5,0
A9 45x103+3,0x10* 6,8
Al10 2,5x10%+1,0x 10* 4,0

Fonte: A autora (2024).

As amostras A2, A6 e A9 apresentaram as maiores concentracdes do analito (corante
Vermelho allura Ac) com valores de 5,2x10° mg mL™!, 7,4x10° mg mL™! e 4,5x10° mg mL"!,
respectivamente. Os desvios-padrdes relativos (%RSD) referentes a quantificagdo das dez
amostras comerciais avaliaram a precisdo dos dados, fornecendo um coeficiente da
variabilidade em relacdo a média das concentracdes do corante Vermelho allura Ac (mg mL™).
Assim, os resultados obtidos indicam uma confiabilidade do método proposto, com baixos
desvios-padroes (INMETRO 2006).

Com isso, foi possivel monitorar os Limites Maximos Permitidos (LMP) estabelecidos
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Todas as amostras de balas

analisadas estavam em conformidade com a legislagao vigente da ANVISA, pois tiveram seus
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valores de concentragdes inferiores a 0,30 mg mL™!, a partir de sua Ingestdo Didria Aceitavel

(IDA) de 7 mg kg™ de peso corpdreo.
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6 CONCLUSAO

Inicialmente surgiu uma necessidade em desenvolver metodologias analiticas visando o
principio da Quimica Verde, neste trabalho foi proposto o desenvolvimento de um método de
preparo de amostras mais sustentavel, utilizando &gua como solvente para determinar e
quantificar o corante Vermelho allura Ac em balas alimenticias, esse método foi caracterizado
pela redugdo do uso de solventes, menor tempo de analise e minimizagao na geracao de residuos
frente o método de referéncia do Instituto Adolf Lutz que emprega metanol amoniacal.

Quando foi comparado a quantificacdo de balas dos trés protocolos analiticos: I) o
método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz que emprega metanol amoniacal; IT) o método
proposto utilizando 4gua como solvente; I1I) o método de referéncia do Instituto Adolfo Lutz
com adaptagdes, o método proposto demonstrou ser uma alternativa mais viavel e em
consonancia com os principios da Quimica Verde, substituindo o metanol amoniacal no
processo de preparo de amostra por agua.

Foi possivel observar na aplicacao dos diferentes métodos de preparo de amostras que
a intensidade da cor da solu¢dao do corante era diretamente proporcional a concentracao do
analito, o que se mostrou fundamental para a determinagao e quantificagdo do corante Vermelho
allura Ac em amostras reais de balas alimenticias, a partir do uso de curvas analiticas, seguindo
uma relagdo linear, de acordo com os valores estabelecidos pela ANVISA.

Assim, o método sustentdvel desenvolvido, possui elevado potencial de eficicia
conforme evidenciado para quantificacdo desse corante em balas comercializadas no Brasil,
atendendo aos principios da Quimica Verde. Esses resultados evidenciam a importancia dessa
nova metodologia como alternativa para o controle de qualidade do corante artificial Vermelho

allura Ac em balas alimenticias.
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