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Introducéo

Os corantes artificiais séo frequentemente empregados em alimentos industrializados
para conferir cor ao produto final, visando aumentar sua atratividade para os consumidores.
Contudo, esses corantes ndo possuem valor nutricional e podem acarretar riscos de toxicidade
para a saude humana, dependendo da concentracdo ingerida (Kraemer et al., 2022). Atualmente,
0s principais corantes artificiais utilizados em alimentos sdo: Amaranto, Vermelho de
Eritrosina, Ponceau 4R, Amarelo Creplsculo, Amarelo Tartrazina, Azul Brilhante FCF e
especialmente o Vermelho allura AC, de férmula molecular C1gH1aN2Na>0gS>, devido a sua
estabilidade a luz, temperatura e acidez. Estes corantes proporcionam coloragdes diversas, cuja
producdo é de baixo custo, tornando-0s economicamente viaveis para as inddstrias alimenticias
(Dey; Nagababu., 2022).

Um estudo indicou a possibilidade do corante Vermelho allura AC ocasionar doencas
inflamatdrias no intestino (Kwon, et al., 2022). Ainda, em pessoas alérgicas a esse corante, 0s
sintomas podem variar, desde coceira em todo o corpo até em casos mais intensos, como choque
anafilatico, representando riscos mais significativos a salde (Feketea; Tsabouri., 2017),
especialmente para criangas, as quais sdo as maiores consumidoras de doces em geral,
principalmente as balas alimenticias (ENANI., 2019).

Devido a esses potenciais riscos adversos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA), atualizou uma regulamentacdo técnica, definindo o Limite Maximo Permitido
(LMP) de 0,30 mg mL* do corante Vermelho allura AC em balas alimenticias, considerando a
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) de 7 mg kg™ conforme a Instrugdo Normativa 211/2023, nos
termos da Resolugéo de Diretoria Colegiada— RDC N° 778, de 1° de margo de 2023 (ANVISA.,
2023). Ainda, a lei N° 6.437, de 20 de agosto de 1977, indica entre outras sancGes, que as
indUstrias alimenticias devem seguir as normas de seguranca vigentes a legislacdo sanitaria
federal, sob risco de infragbes sanitarias e/ou multas por meio da reincidéncia de fraudar,
falsificar ou adulterar alimentos/bebidas, fora da regulamentagéo exigida (Lei N° 6.437/1977).

Desse modo, a literatura cientifica, traz diversos métodos e técnicas analiticas visando
a determinacéo e quantificacdo de corantes artificiais em produtos alimenticios, de modo a
avaliar o controle de qualidade. As principais técnicas usadas sdo: Espectroscopia de absor¢ado
na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) e a Espectrofotometria de absorcao eletrénica na regido do UV-Vis
(Lyrio et al., 2023). No entanto, essas técnicas estdo associadas a preparo de amostras que nao
atendem aos critérios da Quimica Analitica Verde (GAC), tendo em vista principalmente a
utilizacdo de solventes toxicos, como também processos demorados de extracdo da amostra
(Shi et al., 2023).

Como exemplo, temos 0 método descrito na revista do Instituto Adolfo Lutz que utiliza
metanol amoniacal como solvente extrator de amostras, para a quantificacdo de corantes
artificiais em balas alimenticias, em analises por UV-Vis (Instituto Adolfo Lutz., 2008). Nesse
método, é necessaria uma extra¢do prévia no preparo de amostra, um procedimento demorado,
com geracao de residuos toxicos devido ao uso de metanol, o qual pode causar efeitos adversos
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a saude humana, como intoxicacéo (Kaewput et al., 2021), além do hidréxido de aménio, que
pode causar queimadura severa e dificuldades respiratorias (Monerd; Santos., 2014).

Dessa forma, surge a necessidade de desenvolver metodologias analiticas mais
sustentaveis, que sejam caracterizadas pela simplicidade, reducdo do uso de solventes, menor
tempo de andlise e minimizag&o na geracdo de residuos. Essas metodologias visam atender 0s
principios da GAC, sendo uma alternativa de substituicdo de métodos analiticos classicos,
visando a utilizagdo de préaticas mais sustentaveis, com o objetivo de contornar a problematica
da falta de sustentabilidade (Sajid; Plotka-Wasylka., 2022).

Sendo assim, se faz necessario a avaliagdo dos Parametros do indice de Procedimento
Analitico Verde (GAPI), que tem como objetivo avaliar qualitativamente os procedimentos
analiticos, para promover praticas mais sustentaveis e eficientes, otimizando consumo de
energia, custo-beneficio, seguranca e tempo (Plotka-Wasylka., 2018). De forma quantitativa,
foi utilizado um sistema métrico a partir da ferramenta Analytical Greenness Calculator
considerando os 12 principios da GAC, com o uso do software gratuito AGREE®, indicando o
método mais ecoldgico (Pena-Pereira; Wojnowski; Tobiszewski., 2020).

Nesse contexto, a proposta deste trabalho é a substituicdo de solventes toxicos por um
solvente mais sustentavel, neste caso a 4gua, no procedimento de preparo de amostras de balas
alimenticias. Essa troca ndo apenas reduz o emprego de solventes prejudiciais, como também
resulta em uma diminuicdo de residuos, custo econdmico e tempo de analise.

Material e Métodos

Os reagentes utilizados para 0 método de referéncia apresentavam grau analitico. A
solucdo de metanol amoniacal 5% (v/v) foi preparada mediante a adicdo de metanol em
hidréxido de amonio. As solucdes estoques do padrdao foram realizadas dissolvendo o corante
Vermelho allura AC (Sigma-Aldrich®) em ambos os solventes: metanol amoniacal e agua
ultrapura (resistividade > 18.0 MQ cm).

Foram adquiridas 10 amostras de balas em um estabelecimento da cidade do Recife (PE,
Brasil), e foram nomeadas de Al até A10. Todos os procedimentos foram realizados no
Laboratorio de Medicamentos, Energias e Solu¢cdes Ambientais (LaMTESA) do departamento
de Quimica da UFRPE, em Recife, PE, Brasil.

As curvas analiticas padrdo foram definidas no intervalo de 2x10*a 2x102 mg mL™* em
ambos os solventes: metanol amoniacal, conforme definido pelo método de referéncia do
Instituto Adolfo Lutz (Instituto Adolfo Lutz., 2008) e agua (método proposto). Posteriormente,
as solucoes foram analisadas no espectrofotdmetro de absorcao eletronica na regido do UV-Vis
(modelo UV-1280, Shimadzu®) no comprimento de onda maximo (Amax) = 504 nm, respectivo
do corante.

Os métodos conduzidos nesse estudo foram divididos em trés protocolos analiticos:
Primeiramente, para a realizacdo do método de referéncia [1], foi utilizada a solugdo de metanol
amoniacal 5% (v/v) como solvente extrator. Foi preparada uma solugio de 0,07 mol L? da
amostra. A solucéo foi, entdo, centrifugada e posteriormente filtrada em papel de filtro 80 g,
sendo em seguida analisada no equipamento, N0 Amax= 504 nm.

Posteriormente, foi realizado uma adaptacao desse método [11], de forma a avaliar qual
0 melhor sistema de filtragdo. Para isso foram avaliados: papel de filtro qualitativo 80 g, filtro
de seringa de 0,45 um e fibra de vidro de 2,7 um no solvente metanol amoniacal. Para 0 método
proposto [111], foi preparada uma solugéo de 0,07 mol L™ da amostra em agua, sob aquecimento
de 45 °C durante 3 min. Em seguida, as solugdes foram filtradas, avaliando também os trés
sistemas de filtragcOes citados anteriormente. Todas as solucGes foram analisadas no
equipamento No Amax= 504 nm.

O método proposto foi validado, a partir do calculo do limite de detecgdo (LOD), limite
de quantificacdo (LOQ), assim como os testes de recuperacdo, nos quais as amostras foram
fortificadas com aliquotas do padrdo analitico do corante Vermelho allura AC para avaliacdo
dos niveis: baixo (5x10* mg mL™?) e alto (1x10? mg mL™). Além disso, foram conduzidas
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andlises de interferéncia, adicionando concentra¢es conhecidas dos corantes: Azul Brilhante
FCF e Amarelo Tartrazina. Finalmente, foram avaliados o GAPI indicado pelas cores: verde
(método mais sustentavel), amarelo (intermediario) e vermelho (menos sustentavel), como
também o sistema métrico do software gratuito AGREE®, indicando o método mais ecoldgico
com pontuacdes gerais proximos a 1.

Resultados e Discussao

Foram construidas curvas analiticas, na faixa de 2x10* a 2x102 mg mL"! em ambos os
métodos (referéncia e proposto). Ao observar as solucdes dos seis niveis das curvas analiticas,
foi observado um aumento na intensidade da coloragdo vermelha/rosa com o incremento na
concentracdo do corante Vermelho allura AC. Essa tendéncia indicou uma relacéo proporcional
entre a concentracéo e a intensidade de cor.

As absorbancias referentes as solucdes da curva analitica para 0 método de referéncia e
método proposto foram plotadas (Figura 1), gerando uma curva com coeficiente de
determinacéo (R?) acima de 0,999 para ambas, apresentando linearidade adequada.
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Figura 1. Curva analitica e gréfico da curva analitica do corante Vermelho allura AC
em metanol amoniacal, conforme o método de referéncia (A) e agua, conforme o método
proposto (B) no UV-Vis.

Primeiramente, foi realizado o preparo de amostra conforme o método de referéncia [1],
na qual o corante Vermelho allura AC presente na bala, foi extraido utilizando o metanol
amoniacal previamente preparado. Para uma extragdo completa do corante, foi necessario
realizar o processo de extracdo em trés etapas, utilizando um volume final de 50 mL desse
solvente. Devido ao longo tempo de anélise, ao alto volume e a geracdo de residuos tdxicos, foi
essencial minimizar o impacto ambiental, incluindo o descarte adequado e 0 uso de capela, a
fim de reduzir a emissdo de vapores tdxicos no procedimento experimental.

Para a adaptagé@o desse metodo [I1], a utilizacdo do filtro de seringa de 0,45 pwm mostrou
ser eficaz na filtragem do corante na amostra, uma vez que ndo houve retencdo do corante e a
solugdo apresentou maior intensidade de coloragdo, com maior volume e um tempo de
preparacdo menor, confirmando a eficacia desse método. Em contrapartida, a utilizacdo de
papel de filtro de 80 g e fibra de vidro de 2,7 um, devido a maior exposi¢do ao ar, ocasionou
perdas do solvente volatil, o que causou uma reducdo na concentragdo do solvente durante os
longos processos de extracdo. Diferentes gramaturas de papel de filtro foram testadas, porem,
nenhuma delas proporcionaram uma filtracdo adequada.

Ao substituir o solvente metanol amoniacal por agua [Ill], na tentativa de tornar o
método mais sustentavel, foi notado que ao utilizar papel de filtro e fibra de vidro de 2,7 pum,
as solucdes resultantes ficaram turvas, com perdas do analito retido nas fibras do papel/vidro,
0 que culminou na falta de repetibilidade das analises. Dessa forma, dentre as filtragens
realizadas, o filtro de seringa de 0,45 um novamente produziu uma solu¢ao mais limpida, com
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maior intensidade de coloracdo em segundos no solvente &gua, sendo mais eficaz para a
finalidade em questao.

Por fim, o método proposto apresentou uma solucdo satisfatdria para a quantificacao do
corante em balas, com residuos reduzidos, tempo de analise mais rapido e maior eficiéncia
analitica, visando o principio da GAC. Ao comparar os valores obtidos das concentracfes para
0s métodos testados com os distintos sistemas de filtracdo, foi observado um melhor resultado
no método proposto com uso de filtragdo com filtro de seringa 0,45 um em agua (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados dos ensaios experimentais de filtracdo para os métodos (referéncia
do Instituto Adolfo Lutz [I], adaptado [II] e proposto [IIl]) com base na média de suas
concentracdes e respectivos desvios-padrdo na quantificacdo de Vermelho allura AC em
amostra de bala alimenticia (Nivel de confianca = 95%).

Meétodos experimentais Concentracéo (mg mLt) + DP
| - (papel de filtro) 1,3x102 £ 5,0x10*
I - (filtro de seringa) 1,6x10° + 5,0x10*
1 - (fibra de vidro) 1,9x103+ 1,1x107?
I11 - (papel de filtro) -
111 - (filtro de seringa) 3,3x103 + 4,0x1073
111 - (fibra de vidro) 1,2x107? + 2,1x107?

-: N&o foi possivel quantificar devido a turbidez da solucdo.

Com a avaliacdo do método mais adequado para quantificacdo do corante Vermelho
allura AC, foi possivel monitorar os LMP estabelecidos pela ANVISA nas demais amostras de
balas alimenticias, usando o método proposto com agua. Todas as amostras estavam em
conformidade com a legislacdo vigente, apresentando concentracGes inferiores a 0,30 mg mL"
! conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Quantificacdo de dez amostras reais de balas comercializados no Brasil.
Método proposto
Concentracéo (mg mLt) + DP

Al 3,2x107° + 1x10°3
A2 5,2x107° + 4x10°3
A3 1,4x107° + 2x10°®
Ad 8,0x10* + 1x10°3
A5 1,5x107° + 2x10°®
A6 4,0x10* + 1x10°3
A7 1,3x107° + 1x10°®
A8 7,0x10* + 1x10°3
A9 4,5x10° + 3x10°3
Al10 2,5x107° + 1x10°®

A validagdo do método proposto a partir dos ensaios de recuperacdo apresentou
efetividade para a determinacdo e quantificagdo do corante Vermelho allura AC, apresentando
LOQ de 2,26x10° mg mL™* e LOD de 7,47x107" mg mL™, conforme a orientagdo sobre
validagdo de metodos analiticos (DOQ-CGCRE-008) do INMETRO, com baixos erros relativos
em comparagdo com o método de referéncia por UV-Vis (Tabela 3). O método apresentou
valores de recuperacgéo de 77,33 a 98,35%, de valor minimo a valor méximo, respectivamente.
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Tabela 3. Valores de recuperacéo para niveis: baixo (5x10“*mg mL™) e alto (1x10 mg
mL1) pelo método proposto.

Amostras Concentracéao Recuperagéo
(UV-Vis) (%)

1 5x10*mgmL? 78,93 +1,96

1x102mgmL? 98,35 +0,07

2 5x10*mgmL?  7851+0,79

1x10?mgmL? 98,19 +0,26

3 5x10*mgmL? 77,33 +1,53

1x102mgmL? 98,32 +0,01

Além disso, a avaliacdo dos estudos de interferéncia na presenca de misturas de
diferentes corantes alimenticios, indicou que a identificacdo do corante Vermelho allura AC na
mistura com a adicdo de: Azul Brilhante FCF [AB] e Amarelo Tartrazina [AT], em comparacao
com a amostra sem adicdo desses padrdes, foi efetiva (Tabela 4), apresentando erros relativos
toleraveis de inferior a 20% (INMETRO., 2006). Dessa forma, foi analisado o comportamento
do analito na presenca de diferentes componentes da matriz.

Tabela 4. Avaliacao de testes de interferéncias pelo método proposto em agua.

Amostras Erro relativo (%)
AB 8,31 +1,83
AT 10,15 + 1,66

Finalmente, a utilizacdo do GAPI demonstrou que o método proposto possui um grau
de sustentabilidade superior em comparacao ao método de referéncia (Figura 2). Esse resultado
é evidenciado pela redugdo no tempo de analise, 0 uso de um solvente sustentavel e a auséncia
de geracdo de residuos tdxicos. Esses aspectos contribuem para uma instrumentacdo mais
segura e automatizada. Além disso, o0 metodo inovador substitui a tradicional extracdo com
metanol amoniacal, por uma simples diluicdo em agua.

Meétodo de referéncia Meétodo proposto

Preparacéo da amostra Solventes/Reagentes Preparagéo da amostra  Solventes/Reagentes
Manipulagéo Manipulagéo

QY QA
da amostra Instrumentagéo da amostra Instrumentag&o

Figura 2. Avaliagdo GAPI dos métodos: referéncia e proposto para determinagdo do
corante Vermelho allura AC em balas. (Categorias: manipulacdo da amostra, preparacdo da
amostra, solventes/reagentes, instrumentacéo e tipo de método geral).

Tipo de
método geral

Tipo de
método geral

Em complemento a esse estudo, foi utilizado a ferramenta Analytical Greenness
Calculator, utilizando o software gratuito AGREE®, corroborando com a afirmativa de que o
método proposto apresentou uma maior compatibilidade com os principios da GAC, em
comparagdo com o método de referéncia, apresentando valor proximo a 1 e cores intensas
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majoritariamente verdes em seu pictograma, indicando o grau de sustentabilidade adequado das
metodologias empregadas neste trabalho cientifico (Figura 3).

Método de referéncia Método proposto

2
Y

Figura 3. Avaliacdo métrica dos métodos: referéncia e proposto para determinacgéo do
corante Vermelho allura AC em balas. (Principios: 1: Pré tratamento, 2: Quantidade de amostra,
3: Andlises, 4: Etapas de preparacdo da amostra, 5: Automacao/Miniaturizacdo, 6:
Derivatizacdo, 7: Residuos, 8: Rendimento, 9: Energia, 10: Reagentes, 11: Toxicidade, 12:
Seguranga).

Conclusodes

Foi possivel desenvolver uma nova metodologia analitica rapida, simples e eficiente,
baseada em testes colorimétricos. O método proposto demonstrou ser uma alternativa mais
viavel, com a eliminacgdo de residuos toxicos, menor tempo de analise, com maior seguranca
operacional, substituindo metodologias que ndo sdo sustentaveis. Além disso, foram obtidas
maiores concentragdes do corante Vermelho allura AC nas amostras de balas analisadas com o
método proposto, em comparagdo com a referéncia.

Além disso, foi observado que, em ambos 0os métodos, a intensidade da cor da solucéo
do corante era diretamente proporcional a concentracdo do analito. Essa relacdo linear foi
crucial para a determinacéo e quantificagdo do corante Vermelho allura AC em amostras reais,
utilizando curvas analiticas. As amostras apresentaram conformidade com os valores
estabelecidos pela ANVISA.

As amostras Al, A2 e A9 apresentaram as maiores concentracdes do analito (corante
Vermelho allura AC), com valores de 3,2x10% mg mL?, 5,2x10° mg mL™ e 4,5x10° mg mL"
! respectivamente. No entanto, todas as amostras analisadas apresentaram conformidade com
0s LMP estabelecidos pela ANVISA. Os resultados da validacdo do método demonstraram a
efetividade e confiabilidade do método proposto, evidenciando recuperagdes adequadas e
baixos desvios-padrdes. (INMETRO., 2006).

Assim, o método sustentavel desenvolvido demonstrou um elevado potencial de eficacia
para a quantificacdo do corante Vermelho allura AC em balas comercializadas no Brasil,
alinhando-se aos principios da Quimica Analitica Verde (GAC). Esses resultados ressaltam a
importancia dessa nova metodologia como uma alternativa eficaz para o controle de qualidade
desse corante artificial em balas alimenticias.
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