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RESUMO

A eletroforese capilar ¢ uma técnica versatil que vem sendo muito utilizada para controle de
alimentos devido a simplicidade dos seus métodos de execugdo e menor custo em relagdo a
outras técnicas de separacdo. Com o objetivo de estender sua utilizacao ao controle de aditivos
alimentares, foram desenvolvidos dois métodos de detec¢ao indireta no UV-Vis. O primeiro
método foi desenvolvido para a determinagdo de sulfito em pescado, utilizando a derivatizagao
com formaldeido para formar o hidroximetilsulfonato e aumentar a estabilidade do sulfito. A
concentracdo de formaldeido estabelecida foi de 0,3%, e foram propostos dois procedimentos
de extragdo: extracdo solido-liquido e extracdo liquido pressurizada com o sistema EDGE®.
Nao houve diferenga entre os dois tipos de extragao ¢ ambos foram considerados adequados
para a extracdo de sulfito. A avaliacdo do desempenho analitico dos dois processos de extracao
apresentou excelentes resultados, em conformidade com os parametros de validacao. A
seletividade foi comprovada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.
Os limites de detec¢do menores que 3,50 mg kg™!, limites de quantificacdo menores que 15,4
mg kg'! e recuperagdes entre 99% e 103% foram adequados. Foram analisadas 12 amostras, €
em 8§ dessas amostras, seus valores foram comparados com o método volumétrico de referéncia
(Monier-Williams). Esse método foi publicado em 2022 no manual de métodos oficiais para
analise de produtos de origem animal, como alternativa oficial do Ministério da Agricultura e
Pecuaria para determinacao de sulfito em pescado. O segundo método foi desenvolvido para a
determinagao de ortofosfato, pirofosfato, tripolifosfato e trimetafosfato em pescados e produtos
carneos, empregando capilares de silica revestidos com sal de quitosana quaternizada. As
mobilidades dos analitos foram determinadas e utilizadas para otimizag¢do do eletrolito de
corrida no software Peakmaster®, que foi composto de 30 mmol L-1 de acido fumadrico e 60
mmol L-1 de &cido amicocaproico, pH=4,08. A extragdo aquosa dos analitos foi realizada apds
inativacao da fosfatase enddgena por aquecimento em micro-ondas. Os limites de detecgdo
variaram de 2,0 a 11,7 mg L', e os limites de quantificacio ficaram entre 6,7 ¢ 41,5 mg L!. O
método apresentou recuperagdes satisfatorias entre 93,5% e 101,1%. Foram analisadas 5
amostras de pescado e produtos carneos, sendo que em duas amostras (presunto e salsicha),
apresentaram teores de ortofosfato, expresso como P>Os, acima do estipulado pela legislagao.
Os dois métodos apresentados nesse trabalho demonstraram ser adequados para analises em
laboratorios de alta frequéncia analitica e foram considerados adequados segundo os principios
da quimica verde e os valores medidos da eco-escala.

Palavras-chave: Aditivos alimentares; analise de alimentos; EDGE; métodos
indiretos; polifosfatos; sal quaternizado de amonia; sulfito.



ABSTRACT

Capillary electrophoresis is a versatile technique that has been widely used for food control due
to the simplicity of its execution methods and lower cost compared to other separation
techniques. With the objective of extending its use to the control of food additives, two methods
of indirect detection in UV-Vis were developed. The first method was developed for the
determination of sulfite in seafood, using derivatization with formaldehyde to form
hydroxymethylsulfonate and increase sulfite stability. The formaldehyde concentration was set
to 0.3% and two extraction procedures were proposed: solid-liquid extraction and pressurized
liquid extraction with the EDGE® system. There was no difference between the two types of
extraction, and both were considered suitable for extraction. The evaluation of the analytical
performance of the two extraction methods yielded excellent results, in accordance with the
validation parameters. Selectivity was confirmed by liquid chromatography coupled to mass
spectrometry. Detection limits lower than 3.50 mg kg™!, quantification limits lower than 15.4
mg kg™ and recoveries between 99% and 103% were adequate. Twelve samples were analyzed,
and in 8 of these samples, their values were compared with the reference titrimetric method
(Monier-Williams). The new method was published in 2022 as an official alternative by the
Ministry of Agriculture and Livestock for determining sulfite in seafood. The second method
was developed for the determination of orthophosphate, pyrophosphate, tripolyphosphate, and
trimetaphosphate in seafood and meat products using silica capillaries coated with quaternized
chitosan salt. The mobilities of the analytes were determined and used for optimization of the
background electrolyte in the Peakmaster® software. The electrolyte (pH=4.08) was composed
of 30 mmol L' of fumaric acid and 60 mmol L of amicocaproic acid. Aqueous extraction of
analytes was performed after inactivation of endogenous phosphatase by microwave heating.
The limits of detection ranged from 2.0 to 11.7 mg L!, and the limits of quantification were
between 6.7 and 41.5 mg L. The polyphosphates method yielded satisfactory recoveries
between 93.5% and 101.1%. Five samples of seafood and meat products were analyzed. Two
samples (ham and sausage) presented orthophosphate levels (expressed as P2Os) above the
regulatory limit. The two methods developed in this work proved to be suitable for high
throughput laboratories. Both methods were also suitable to the principles of green chemistry
and the measured values of the eco-scale.

Keywords: EDGE; Food additives; food analysis; indirect methods; polyphosphates;
quaternized ammonium salt; sulfite.
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INTRODUCAO

Aditivos alimentares sdo utilizados em peixes, carnes e produtos derivados para
diversas finalidades e auxiliam na preservacdo da qualidade desses produtos aumentando o
tempo de armazenamento. Apesar de os aditivos alimentares propiciarem satisfacao sensorial
aos consumidores, vantagens comerciais ¢ de conservagdo, ¢ conhecido que alguns deles
apresentam potenciais riscos a saide humana e podem gerar fraudes economicas. Portanto, ¢
necessario efetuar avaliagdes quantitativas do teor de alguns desses aditivos. As andlises de
alimentos fornecem informagdes essenciais sobre a qualidade dos produtos, auxiliam a
avaliag¢do de padrdes de qualidade e a conformidade com a legislacao.

Dentre os aditivos estudados, esta o sulfito, que ¢ utilizado em camardes e outros
crustaceos para evitar o processo de escurecimento enzimatico conhecido como melanose. A
presenca desse aditivo pode ocasionar reagdes alérgicas graves e ataques asmaticos em
individuos sensiveis ao sulfito. Outra classe de aditivos estudados sdo os fosfatos, que sdo
empregados em pescado, carnes e produtos derivados, tendo como principal fungdo aumentar
a capacidade de retencao de agua dos alimentos. Esses compostos também podem ser usados
como emulsificantes e inibidores de rancidez. Dentre as espécies de fosfatos usadas como
aditivo, estdo o ortofosfato, o pirofosfato, o tripolifosfato e o trimetafosfato. Apesar de suas
vantagens, o uso excessivo desses aditivos ¢ caracterizado como fraude econdmica.

O método classico utilizado para o monitoramento dos fosfatos consiste em um método
de conversiao de todo o fosforo da amostra em ortofosfato, que ¢ detectado
espectrofotometricamente na forma de um complexo com molibdato. Para a analise de espécies
diferentes de fosfato, ¢ empregado um método qualitativo por cromatografia liquida com
derivatizacdo pos-coluna. Ja o controle do sulfito ¢ realizado pelo método conhecido como
Monier Williams, no qual o sulfito ¢ convertido em SO» por destilagdo com &cido cloridrico,
levado por um fluxo de nitrogénio até uma solugdo de peroxido de hidrogénio, onde ¢ oxidado
a acido sulfurico e titulado com hidroxido de sédio.

Os métodos oficiais utilizados pelo Ministério da Agricultura sao métodos classicos,
laboriosos e ndo estdo atualizados com os principios da quimica verde. Demandam longos
tempos de andlise, grande consumo de reagentes e geracdo de grandes volumes de residuos.

Esses problemas, juntamente com a grande demanda de analises para a fiscalizagdo e o controle
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de qualidade de pescados e carneos, demonstram a necessidade de novos métodos menos
laboriosos € com boa frequéncia analitica para a quantificagdo desses aditivos, para aplicagdo
em laboratorios de andlise de alimentos.

No cenario apresentado, a técnica de eletroforese capilar ¢ vantajosa para o
desenvolvimento de métodos que visam o monitoramento desses aditivos, pois possui tempos
de andlise curtos € menor custo em comparagdo com outras técnicas de separagdo, permitindo
que analises de rotina sejam realizadas com boa frequéncia analitica e de forma eficiente.

Este trabalho esta dividido em trés capitulos. No capitulo 1, ¢ apresentada a revisdo da
literatura. No capitulo 2, ¢ apresentado um novo método por eletroforese capilar para
determinagao de sulfito com derivatizacdo com formaldeido, e dois procedimentos de extragao
foram otimizados, extra¢do solido-liquido e extracdo liquido-pressurizada automatizada. No
capitulo 3, foi desenvolvido um método para determina¢do de ortofosfato, pirofosfato,
trimetafosfato e tripolifosfato por eletroforese capilar, utilizando capilares de silica revestidos

com sal de quitosana quaternizada.
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CAPITULO 1 - REVISAO DA LITERATURA
1.1. USO DE ADITIVOS EM CARNE, PESCADO E DERIVADOS

Carne, pescado e seus derivados sdo fontes de proteina animal ricas em diversos
constituintes benéficos a saude humana como acidos graxos insaturados e grandes quantidades
de vitaminas e minerais. Entretanto, esses alimentos possuem composi¢cdes que os tornam
altamente suscetiveis a deterioragao (SILVERS; SCOTT, 2002). Dentre as diversas fontes de
proteina animal, os produtos advindos de fontes aquaticas carregam uma grande variedade de
microrganismos provenientes de fontes terrestres e aqudticas, proteinas musculares labeis e
possuem também uma grande concentracdo de dgua livre, nutrientes e enzimas proteoliticas.
Devido a esses fatores o pescado € a proteina animal mais suscetivel a deterioracdo (SUN,
2016).

O emprego de boas praticas de fabricacdo, manuten¢do de condi¢des de higiene,
controle das condigdes sanitarias para manter baixos niveis iniciais da microbiota e conter os
mecanismos de degradagdo, ajudam a garantir a qualidade do produto (SOUZU; SATO;
KOJIMA, 1989; SUN, 2016). Outro recurso que ¢ utilizado para a entrega de um produto final
de boa qualidade ¢ o emprego de aditivos alimentares, que sdo definidos como, qualquer
ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem o propdsito de nutrir, € com
objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a
fabricagdo, processamento, preparacdo, tratamento, acondicionamento, armazenagem,
transporte ou manipulacdo (BRASIL, 2023a).

A instru¢do normativa (IN) n°® 211 de margo 2023 dispde os aditivos alimentares que
sdo permitidos no Brasil em pescado, carneos e produtos derivados. A lista de aditivos
permitidos ¢ extensa e incluem compostos com as fungdes de corantes, estabilizantes,
espessantes, antioxidantes, aromatizantes, reguladores de sabor e acidez, antiumectantes e
umectantes, emulsificantes e realgadores de sabor (BRASIL, 2023b). Compete a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a regulamentag¢ao do uso de aditivos em alimentos
no Brasil, e somente podem ser utilizados esses compostos que estejam previstos na legislagao
especifica para a categoria de alimento correspondente. Embora os aditivos alimentares possam
proporcionar grande satisfagdo sensorial, conveniéncia comercial e vantagens na conservagao

dos alimentos ¢ conhecido que alguns aditivos apresentam possiveis riscos a saude humana, e
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podem gerar fraude econdmica. Sendo assim, ¢ crucial realizar andlises quantitativas do teor de
aditivos alimentares (WU et al., 2022).

O interesse e a preocupacao dos consumidores em relagdo a qualidade dos alimentos,
seu valor nutricional, presenga de aditivos e residuos perigosos tém aumentado nos ultimos
anos, tornando-se assuntos de interesse publico. Isso tem levado, em muitos casos, a mudangas
nos requisitos de rotulagem, monitoramento e controle de adulteragdes e fraudes econdmicas
em alimentos (SIMO; BARBAS; CIFUENTES, 2005; WU et al., 2022).

Desenvolver novos procedimentos analiticos para alimentos ¢é crucial para detectar as
mais sofisticadas adultera¢des, atendendo as exigéncias cada vez mais rigorosas dos
consumidores, agéncias reguladoras e laboratérios. Foram desenvolvidos diversos métodos
para substituir as técnicas classicas utilizadas na analise de aditivos, incluindo métodos com

técnicas espectrofotométricas, gravimétricas, cromatograficas e eletroforéticas.

1.2. ELETROFORESE CAPILAR

Nos ultimos dez anos a eletroforese capilar tem emergido como uma técnica
promissora para analise de uma ampla variedade de substincias, gracas as suas altas
capacidades de separagdo, colunas e consumiveis acessiveis e tempos de andlise rapidos
(BOYCE, 2001; FRAZIER; AMES; NURSTEN, 1999).

A eletroforese ¢ uma técnica de separacdo que consiste na diferenca de migracao de
compostos 16nicos ou ionizaveis sob a influéncia de um campo elétrico. Essa técnica foi
pioneiramente apresentada por Arne Tiselius na década de 1930 para separacgdo parcial de
proteinas do soro sanguineo, sendo esse trabalho reconhecido com o prémio Nobel em 1948
(TAVARES, 1996). A técnica de eletroforese foi entdo aprimorada com o intuito de alcancar
uma maior eficiéncia e reduzir os efeitos térmicos causados pela aplicacao do campo elétrico.
Foram entdo incorporadas colunas capilares para a separacdo no sistema de eletroforese
denominando assim a técnica como Eletroforese Capilar (CE, do inglés Capillary
Electrophoresis) (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012). Somente em 1981 Jorgenson e
Lukacs, reportaram o uso de capilares de silica fundida com didmetros internos de 75 um e
descreveram os parametros operacionais € de qualidade da separacdo (JORGENSON;

LUKACS, 1981). Ao longo das ultimas décadas, a eletroforese capilar se consolidou como uma
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técnica de separacdo, sustentada por uma extensa literatura que aborda aspectos tedricos e
iniimeras aplicagdes.

A eletroforese capilar tem um impacto significativo, ndo s6 devido a sua simplicidade
instrumental e desempenho, mas especialmente por causa da grande diversidade de modos de
separacao que podem ser realizados como a cromatografia eletrocinética micelar (MEKC, do
inglés Micellar Electrokinectic Chromatography) que ¢ utilizada principalmente para a
separagdo de compostos neutros com o auxilio de micelas para a separagao; eletroforese capilar
em gel (CGE, do inglés Capillary Gel Electrophoresis) onde a separagdo ¢ baseada no tamanho
relativo dos analitos em um capilar preenchido com uma matriz polimérica e costuma ser
aplicada para analises de proteinas e 4cidos nucleicos; cromatografia eletrocinética (EKC, do
inglés Eletrokinetic Chromatography) que combina as vantagens da cromatografia liquida e CE
utilizando capilares recheados com uma fase estacionaria, dentre outras. O modo de operagado
mais utilizado ¢ a eletroforese capilar em solucdo livre (FSCE, do inglés Free Solution
Capillary Electrophoresis) chamada também de eletroforese capilar de zona (CZE, do inglés
Capillary Zone Electrophoresis), que consiste na separagdo quimica de compostos ionizados
pela diferenca de velocidade de migragdao dos mesmos frente a solucdo de um eletrélito de
corrida (BGE, do inglés Background Electrolyte), o qual deve preencher completamente o
interior do capilar. Ao aplicar potencial, um campo elétrico ¢ gerado fazendo com que os solutos

migrem em zonas distintas dentro do capilar (LANDERS, 2008).

1.2.1. Instrumentacio

Comparados a outros equipamentos de outras técnicas de separacao, os instrumentos
comerciais utilizados em CE sao relativamente simples, como mostrado no diagrama da figura
1. Os componentes basicos do instrumento incluem uma fonte de alta tensdo (operada com
voltagens de 0 a 50 kV), capilares (normalmente de silica fundida, com didmetro interno de 15
a 200 pum e comprimento entre 30 e 150 cm), dois eletrodos de material inerte (comumente de
platina), um detector apropriado e um computador para o tratamento dos dados (TAVARES,
1996).

O processo de introducao da amostra em um capilar pode ser realizado por meio de

um método eletrocinético, que consiste na aplicacdo de um potencial no reservatério da amostra
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por um determinado tempo. Esse modo de injecao ¢ dependente da mobilidade de cada analito
presente na amostra, podendo, assim, ocorrer a injecdo de quantidades diferentes de cada
analito, o que, em alguns casos, pode ser uma desvantagem. O modo de introdug@o de amostra
mais utilizado em CE ¢ a inje¢do hidrodindmica, na qual uma porcdo representativa da
composi¢ao do soluto presente na amostra ¢ inserida no capilar através da aplicagao de pressao
no reservatorio da amostra por um curto periodo de tempo, transferindo um volume

determinado para o interior do capilar (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

Figura 1. Representagdo esquematica de um equipamento de
eletroforese capilar

CAPILAR 4

AQUISICAO DE
DADOS
ELETRODO ELETRODO l

H
RECIPIENTES DE RECIPIENTE DE i
ELETROLITO ELETROLITO N

TS = Tempo

A : ELETROFEROGRAMA
FONTE DE ALTA :
TENSAO

Fonte: Adaptado de (PIOVEZAN, 2012)

1.2.2. Modos de detec¢ao e detecgao indireta

Muitos tipos de detectores podem ser utilizados em CE, como espectrometria de
massas (MS, do inglés Mass Spectrometry), detectores eletroquimicos e fluorescéncia, porém
os detectores usuais mais empregados sdo baseados em medi¢do da absorbancia UV-Vis, como

o DAD (do inglés, Diode Array Detector). A escolha deste detector esta relacionada com a
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medida direta da absor¢ao, o que deixa limitado aos compostos que possuem uma absortividade
molar relativamente alta. Compostos com baixa absortividade molar, como alguns ions
inorganicos, ndo sao detectados diretamente. Contudo, em CE ¢ possivel utilizar o modo de
detec¢do indireto, utilizando um componente cromoéforo no BGE (SPUDEIT; DOLZAN;
MICKE, 2012).

O modo de detecgdo indireta ¢ uma grande vantagem da CE em relacdo a outras
técnicas de separacdo, pois possibilita a detec¢do de compostos que ndao possuem grupos
cromoéforos ou que possuem baixa absortividade molar, sem o uso de derivatizagdo (DOBLE;
HADDAD, 1999; ZUNIC et al., 2002). Este modo de detecgao ¢ fundamentado na capacidade
do componente do eletrolito, que absorve radiacdo na regido do UV-Vis, tem de deslocar o
analito, que ndo absorve. Como resultado ¢ observado no eletroferograma o decréscimo do
sinal, gerando um pico negativo, que pode ser detectado e quantificado. No entanto, ¢ possivel
transformar os picos negativos em um sinal positivo por meio da sele¢do de um comprimento
de onda de referéncia que possa inverter o sinal. A instrumentagdo necessaria € equivalente a
utilizada na detecgdo direta, que ¢ facilmente encontrada comercialmente e ¢ simples de ser

utilizada (DOBLE; HADDAD, 1999).

1.2.3. Fluxo eletrosmotico

Um fendmeno inerente a técnica de eletroforese e importante para o entendimento da
separacdo quimica que ocorre no interior do capilar, € o fluxo eletrosmético. Este fenomeno
ocorre devido a presenca dos grupos silandis (SiOH) presentes na silica, a qual compde os
capilares utilizados em CE, que possuem um carater 4cido e em contato com uma solugdo de
pH acima de 2 sdo ionizados (SiO"). A ionizacdo dos silandis aumenta a concentragdo de ions
H" presentes na solugdo que preenche o capilar e carregando sua parede interna negativamente.
A certa distancia da parede negativa do capilar, chamado plano de cisalhamento, ndo hé mais
atracdo entre o proton solvatado e os grupos SiO". A aplicagdo de um potencial faz com que
esses protons se movam em direcdo ao eletrodo de carga negativa (catodo), gerando um
deslocamento denominado de fluxo eletrosmdtico normal (EOF, do inglés Electroosmotic
Flow) ou também chamado de fluxo catodico, conforme ilustra a Figura 2 (SEGATO; SILVA;
JARDIM, 2009).
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A magnitude do EOF depende do grau de ionizacao da parede do capilar, por isso o
eletrolito utilizado deve ser tamponado no pH desejado, para que nao haja variagdes do fluxo
durante a analise. Uma solugdo de eletrolito com pH inferior a 2 gera um EOF desprezivel, pois
a maioria dos grupos silanois permanecem protonados, no entanto em pHs elevados o EOF
apresenta uma magnitude muito alta devido ao alto grau de ionizacao da parede do capilar e,
portanto, o fluxo ¢ muito forte. Desta maneira, o pH do meio deve considerar tanto a ionizagao
dos analitos quanto a for¢ca do EOF, para que condi¢des adequadas sejam utilizadas
(LANDERS, 2008; SEGATO; SILVA; JARDIM, 2009). Quando os analitos migram na mesma
direcdo do EQOF, a andlise ¢ denominada coeletrosmotica, enquanto quando a migragao ocorre

em diregOes opostas, a analise € do tipo contraeletrosmotica.

Figura 2. Representagdo esquematica do fluxo eletrosmético normal.
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Fonte: (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012)

1.2.4. Modificacao de capilares

Devido a essa dependéncia da magnitude do EOF com o pH do eletrélito e a superficie
do capilar, uma das maneiras de alterar o sentido do EOF e/ou a sua magnitude ¢ a partir do uso

de capilares modificados. Essas modificacdes podem ser feitas de trés formas diferentes: A
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partir do uso de pequenas moléculas como aditivos na solucdo de separagdo; a partir de
revestimento polimérico covalentemente ligado a silica; e revestimento usando polimero
adsorvido fisicamente na silica. A modifica¢do por adsorcdo fisica dos polimeros nos capilares
¢ um dos procedimentos que traz mais vantagens em relacdo aos outros modos, uma vez que
nao interfere nas propriedades de alguns analitos como os surfactantes, nao necessita de longos
tempos de equilibro para revestir a parede interna do capilar e compativel com o uso de
detectores como MS e hé possibilidade de regenerar o revestimento (VITALI, 2012).

A partir dos revestimentos dos capilares de silica € possivel obter diferentes perfis de
EOF em funcdo do pH e promover melhorias em alguns métodos de separacdao por CE. Uma
das principais vantagens do uso de capilares revestidos ¢ a diminui¢do de interagdes
indesejaveis de substancias presente nas matrizes com a parede do capilar que modificam o
EOF e prejudicam a reprodutibilidade dos métodos. Para amostras complexas como carneos ¢
pescado os revestimentos previnem a adsor¢ao de proteinas nas paredes do capilar de silica
minimizando a variagdo do EOF e aumentando a durabilidade dos capilares por reduzir a
necessidade de processos de limpeza agressivos que causam desgastes (DA SILVA et al., 2020;
VITALI et al., 2014).

Nas ultimas décadas o sal de quitosana quaternizada (SAQQ), um derivado da
quitosana (Figura 3A), vem sendo aplicado como modificador de capilar. Com o uso do SAQQ
novos grupos funcionais sdo introduzidos na parede do capilar gerando uma inversao € um novo
perfil do EOF, quando comparado ao capilar de silica sem revestimento com SAQQ (Figura
3B). O uso do SAQQ foi descrito para modificacdo de capilares para diferentes matrizes e
analitos, como analises de nitrato e nitrito em leite (DA SILVA et al., 2020), creatina em urina
(VITALI et al., 2017), iodeto em formulagdes farmacéuticas (VITALI et al., 2011), residuos de
sulfonamidas em frango, carne e mel (MA et al., 2007) e outros. Esses trabalhos demostram a
diversidade de aplicacdo do revestimento com SAQQ em capilares de CE, que propicia
vantagens como estabilidade do EOF, reprodutibilidade das andlises e preparos de amostras

mais simples que necessitam de menos etapas e limpeza.
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Figura 3. (A) Estrutura do sal de quitosana quaternizada. (B) Perfil das curvas de mobilidade
do fluxo eletrosmoético em fungdo do pH, para capilares de silica ndo revestidos e capilares
revestidos com o sal de quitosana quaternizada (SAQQ).
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Fonte: Adaptado de Vitali (VITALI, 2012)

1.3. QUIMICA VERDE EM ANALISE DE ALIMENTO

O conceito de quimica verde foi introduzido por Anastas e Warner em 1998 e surgiu
como uma resposta a necessidade de modificacdes nas condutas quimicas, visando

principalmente a prevengao das consequéncias negativas causadas por algumas atividades e/ou

produtos (ANASTAS; WARNER, 1998).
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A quimica verde, também chamada de quimica sustentavel, pode ser definida como a
criacdo, desenvolvimento e aplicagdo de produtos quimicos e processos para reduzir ou eliminar
o uso e a geragdo de substancias prejudiciais a saide humana e ao meio ambiente. Esse conceito,
que também estd relacionado a tecnologia limpa, vem crescendo em aplicagdes industriais
principalmente em paises com indudstria quimica avancada e que possuem maior rigor no
controle de poluentes. No meio académico tanto em ensino quanto na pesquisa os preceitos da
quimica verde estdo sendo incorporados ao longo das tltimas décadas (SHELDON, 2018).

Os 12 principios da quimica verde proposto por Anastas ¢ Warner estdo na Figura 4.

Figura 4. Os 12 principios da quimica verde
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Visando aplicar os conceitos da quimica verde em outras areas como a quimica
analitica, Gatuszka e colaboradores (GALUSZKA et al., 2012) adaptaram e reformularam os
12 preceitos da quimica verde para que dessa forma procedimentos analiticos como métodos,

preparo de amostras e outras etapas fossem considerados:

1. Optar por técnicas analiticas que possibilitem analise direta, evitando assim a
necessidade de preparo de amostras;

2. Reduzir a quantidade e o nimero de amostras necessarias para as analises;

3. Utilizar preferencialmente medidas in situ;

4. Integrar as etapas do procedimento analitico para economizar energia e reduzir
o consumo de reagentes;

5. Métodos automatizados e miniaturizados devem ser preferiveis;

6. Evitar procedimentos de derivatizagao;

7. Evitar a geracdo de grandes volumes de residuos e garantir o tratamento e
destinagdo adequados desses materiais;

8. Preferir métodos que determinam varios analitos e/ou parametros
simultaneamente;

9. Reduzir o consumo de energia elétrica;

10. Dar preferéncia ao uso de reagentes provenientes de fontes renovaveis;

11. Eliminar ou substituir reagentes toxicos utilizados no método;

12. Priorizar a seguranc¢a do analista.

Nos ultimos anos, ocorreram muitos avan¢os no desenvolvimento de métodos e
procedimentos analiticos ecologicamente mais conscientes. Com esses progressos surgiram
diversas ferramentas métricas para avaliagdo quantitativa e qualitativa da conformidade desses
métodos com os principios da quimica verde. Dentre as principais ferramentas utilizadas podem
ser citados o NEMI, do inglés, National Enviromental Methods Index e o GAPI, do inglés,
Green Analytical Procedure Index, que utilizam pictogramas em escalas de cores que vai de
verde a vermelho para indicar o grau de aceitabilidade ecoldgica. A ferramenta AGREE do

inglés, Analytical Greenness Calculator, utiliza um algoritmo para expressar
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quantitativamente, de 0 a 1 a concordancia do método com a quimica verde (NOWAK;
WIETECHA-POSLUSZNY; PAWLISZYN, 2021).

A eco-escala ¢ uma ferramenta métrica proposta por Gatluszka e colaboradores no qual
sdo contabilizados todos os pardmetros do método que podem acarretar algum tipo de prejuizo
ambiental como: a quantidade de energia consumida, quantidade de residuo gerada, quantidade
de reagentes gastos e suas toxicidades. Sao atribuidos pontos de penalidade aos parametros que
se afastam do ideal, e esses valores sdo subtraidos de 100 pontos. A pontuacdo resultante
classifica os procedimentos analiticos em excelente para quimica verde (>75 pontos), aceitavel
para quimica verde (<75 e >50 pontos) e inadequado para quimica verde (<50 pontos) (DELLA
BETTA et al., 2016; GALUSZKA et al., 2012).

A avaliagdo de risco dos reagentes ¢ feita pelo sistema harmonizado de classificagdo e
rotulagem de produtos quimicos (GHS, do inglés, Globally Harmonized System of
Classification and Labelling of Chemicals). Para cada pictograma de risco correspondente ao
composto quimico, ¢ atribuida uma penalizacdo e se o composto for considerado perigoso €
aplicado um fator multiplicador de 2, ja4 os reagentes que apenas requerem aten¢do sao
multiplicados por 1. O volume de residuo também ¢ contabilizado e residuos em excesso geram
mais penalizagdes, que aumentam se ndo forem tratados adequadamente. E a energia gasta pelos
equipamentos na andlise também ¢ penalizada (GALUSZKA et al., 2012). A Tabela 1

demonstra a constru¢do da tabela da eco-escala e suas penalidades.
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Tabela 1. — ParAmetros e penaliza¢des para determinac¢do da Eco-escala

REAGENTES
Subtotal Total
(penalizacdes) (penalizacoes)
Quantidade <10 mL (g) 1 Quantidade
10-100 mL (g) 2 X
> 100 mL (g) 3 risco
Risco (fisico, Nenhum 0
ambiental, a Baixo 1
saude) Alto 2
RESIDUOS
Nenhum 0
Quantidade ;_f&ﬁi%g)) ;
> 10 mL (g) 5
Reciclagem ou reuso 0
Caracteristica Degradagao 1
Passivacao 2
INSTRUMENTOS
< 0,1 kWh por amostra 0
Energia <1,5 kWh por amostra 1
>1,5 kWh por amostra 2
Risco Hermetizagdo do processo 0
ocupacional Emissao de gases ou vapores no ar 3
Somatorio
dos pontos TOTAL

Fonte: Adaptado de (GALUSZKA et al., 2012)

As ferramentas métricas citadas sdo amplamente reportadas na literatura para
avalia¢do de novos procedimentos analiticos destinados a anélise de alimentos, como preparo
de amostra para extracdo de polifendis em vinho (PEREIRA-COELHO et al., 2023), método
de separacdo de nitrato e nitrito em produtos carneos (DELLA BETTA et al., 2016),
sulfonamidas em leite e produtos carneos (DUAN et al., 2021), determinacdo de colageno em
produtos carneos e suplementos alimentares (ALVES et al., 2023), determinacao de aminas
biogénicas em carneos (WOINOWSKI; NAMIESNIK; PLOTKA-WASYLKA, 2019).

O uso de métodos instrumentais modernos gera procedimentos analiticos com
caracteristicas adequadas a quimica verde, pois estes sdo geralmente automatizados, possuem
maior eficiéncia energética e usam menores quantidades de amostra, quando comparados com
métodos classicos, como métodos volumétricos. A técnica de eletroforese capilar ¢ uma das
mais compativeis com os principios da quimica verde, ja que usa principalmente agua como

solvente, quantidades de amostras reduzidas e produz poucos residuos. Além disso, o nimero
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de experimentos durante o desenvolvimento do método pode ser diminuido e algumas vezes
até eliminado quando utilizados softwares de simulagdo como o Peakmaster® (DELLA BETTA

etal., 2016).
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1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo Geral

Desenvolver e validar dois métodos para determinacdao de sulfito e fosfatos em

amostras de pescado e produtos carneos empregando eletroforese capilar com detecgao indireta.

1.4.2.

Objetivos especificos

Otimizar as condi¢des de extracao do sulfito com derivatizagdo com formaldeido;
Desenvolver um procedimento de extracao solido-liquido para sulfito em amostras de
pescado;

Desenvolver um procedimento de extragao liquido pressurizada automatizada no
sistema EDGE®;

Otimizar os pardmetros instrumentais para desenvolver um método de separagdo para
determinagao de sulfito derivatizado;

Validar o método proposto seguindo protocolo de validagdo do INMETRO e AOAC;
Aplicar o método em amostras de analise fiscal;

Determinar as mobilidades dos fosfatos e otimizar as condi¢des de separacao pelo
software Peakmaster®™;

Otimizar a separa¢do dos fosfatos em um capilar de silica revestido com SAQQ e avaliar
a estabilidade dos capilares revestidos;

Otimizar a extragdo dos polifosfatos com inativagcdo da fosfatase por aquecimento em
micro-ondas;

Aplicar o método em amostras comerciais de produtos carneos e pescado;

Utilizar a eco-escala para avaliar se os métodos propostos estdo adequados aos

principios da quimica verde.
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CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE METODO POR ELETROFORESE
CAPILAR DE ZONA PARA DETERMINACAO DE SULFITO EM AMOSTRAS DE
PESCADO

2.1. INTRODUCAO AO CAPITULO

2.1.1. Sulfito e agentes sulfitantes

Sulfito e agente sulfitante sdo termos utilizados para referir-se a compostos que
liberam di6xido de enxofre (SO,), sulfito (SO3%") ou bissulfito (HSO3") quando adicionados aos
alimentos. Esses agentes sdo multifuncionais e atuam como conservantes, antimicrobianos,
antioxidantes, branqueadores e no controle de reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas. Por isso
sao amplamente utilizados em alimentos como pescado, produtos carneos, vinhos, sucos,
geleias, frutas e legumes desidratados entre outros (AUN et al., 2011; FAVERO; RIBEIRO;
DE AQUINO, 2011).

Em camardes e outros crustaceos o sulfito ¢ empregado para prevenir a melanose,
também conhecida por mancha preta ou ainda black spots, que consiste em um processo
bioquimico post mortem e leva ao aparecimento de manchas escuras ao longo dos corpos dos
animais. Este fenomeno ocorre devido a oxidacao enzimatica de compostos fendlicos que sao
convertidos a quinonas pela polifenoloxidase, formando melanina (KHAN; LIVELY, 2020).
Apesar de ndo ser prejudicial a satde dos consumidores, a melanose afeta as caracteristicas
sensoriais ¢ reduz o tempo Uutil, a qualidade e o valor comercial desses produtos
(GONCALVES; DE OLIVEIRA, 2016). No Brasil, a ANVISA estabelece quais compostos
podem ser empregados como agentes sulfitantes em alimentos por meio da instru¢do normativa

n° 211 de 2023 (Tabela 2).
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Tabela 2. Agentes sulfitantes permitidos para uso em camardes e outros crustdceos de acordo

com a ANVISA
Agente sulfitante Férmula molecular INS*
Diodxido de enxofre SO, 220
Sulfito de sodio NaxSO3 221
Bissulfito de sédio NaHSO3 222
Metabissulfito de sédio NazS20s 223
Metabissulfito de potéssio K>S,05 224
Sulfito de potassio K2SO0O3 225
Sulfito de calcio CaSO0; 226
Bissulfito de potassio KHSO3 228
Tiossulfato de calcio CaS;03 539

“INS — International Numbering System (Sistema Internacional de Numerac?o)

Fonte: Adaptado da IN n° 211/2023

Embora os agentes sulfitantes possuam vantagens na conservacao de alimentos, ja sdo
conhecidos seus potenciais patologicos, como o desencadeamento de reagdes alérgicas graves,
anafilaxia, ataques asmaticos, urticaria e outros sintomas recorrentes em individuos sensiveis
ao sulfito (COLLINS-WILLIAMS, 1983; GONCALVES; DE OLIVEIRA, 2016). No nosso
organismo, o sulfito ¢ inativado pela enzima sulfito-oxidase, que o transforma em sulfato (SO4),
que ¢ biologicamente inerte e prontamente excretado pela urina. A auséncia ou diminui¢do da
enzima sulfito-oxidase pode explicar por que alguns individuos sdo mais intolerantes aos
agentes sulfitantes do que outros (AUN et al., 2011).

Devido essa problematica os o6rgaos reguladores estipulam limites de concentracao de
sulfito em camardes e outros crustaceos que variam conforme seus processamentos. No Brasil,
segundo a ANVISA sdo permitidos camardes e crustaceos contendo concentracdes residuais
maximas de SO2 em 100 e 150 mg kg™ para produtos crus e cozidos respectivamente, e para
produtos salgados 30 mg kg!' (BRASIL, 2023b). Outros paises, como na Unifio Europeia,
estabelecem limites regulatdrios para valores entre 50 e 300 mg kg™!, dependendo do tipo e
quantidade de unidades por kg de frutos do mar. A regulamentacdo dos Estados Unidos exige
que o uso de sulfito seja declarado nos rétulos dos alimentos sempre que a concentragdo

residual de SO, for superior a 10 mg kg"! (EUROPEAN COMMISSION, 2015; FDA, 2022).
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2.1.2. Métodos para determinacio de sulfito

Os sulfitos, quando adicionados aos alimentos, podem permanecer em sua forma livre,
podem se ligar de forma reversivel ou irreversivel a componentes presentes nos alimentos,
originando derivados desse aditivo. O sulfito ligado reversivelmente ¢ formado principalmente
a partir da reacdo com compostos carbonilados, agucares, aldeidos, acidos organicos e
substancias como antocianinas, folatos e derivados de nicotinamida. Esses derivados ligados de
forma reversivel podem retornar a forma livre a partir do ajuste do pH e aquecimento. O sulfito
forma ligacdes altamente estaveis com compostos aromaticos e alcanos, levando a formacao do
sulfito irreversivelmente ligado. Essa alta estabilidade torna dificil a sua extracdo e
quantificagdo, e mesmo sob condi¢des extremas de destilacdo acida ou extragdes fortemente
alcalinas, ndo € possivel recuperar o sulfito que esta ligado de forma irreversivel. (MACHADO;
TOLEDO, 2006; TAYLOR; HIGLEY; BUSH, 1986). A forma livre do sulfito ¢ mais facil de
analisar do que a forma ligada reversivelmente, que requer etapas e processos adicionais.
Devido as distintas formas de sulfito e a instabilidade de sua forma livre, diferentes métodos
para a determinacao desses analitos sdo relatados (ROBBINS et al., 2015a).

O método volumétrico oficial da AOAC 990.28, conhecido como método otimizado
de Monier-Williams, ¢ a abordagem analitica mais utilizada e considerada referéncia para
medi¢ao de sulfito. Nesse método a amostra ¢ adicionada em um baldo de destilagao com acido
cloridrico, onde ¢ aquecida e deixada em refluxo. O sulfito € convertido em SO2 e conduzido
por um fluxo de nitrogénio até uma solug¢do de peroxido de hidrogénio, onde sera oxidado a
H>S04. O teor de sulfitos na amostra ¢ determinado por meio da titulagdo com uma solugdo de
NaOH padronizada (AOAC, 2000).Devido ao seu baixo custo e simplicidade, o método de
Monier-Williams tem sido o método analitico mais comumente implementado em laboratorios
de controle de alimentos. Porém, mesmo atendendo aos rigorosos requisitos metrologicos da
AOAC. Este método possui desvantagens como o emprego de grandes volumes de amostra e
reagentes, alta geragcdo de residuos e longos tempos de andlise que prejudicam a frequéncia
analitica.

Métodos alternativos ao Monier-Williams foram propostos para determinagdo de
sulfito, dentre eles estdo métodos eletroquimicos (AMATATONGCHALI et al., 2015; WANG
etal.,2019; WINIARSKI et al., 2017), espectrofotométricos (FILIK; CETINTAS, 2012; LENG
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et al., 2019), métodos por cromatografia ionica (IAMMARINO; DI TARANTO; IENTILE,
2014a; YOSHIKAWA; UEKUSA; SAKURAGAWA, 2015), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (ROBBINS et al., 2015a; THEISEN et al., 2010; YANG et al., 2019) e eletroforese
capilar (GONCALVES et al, 2020; JANKOVSKIENE; DAUNORAVICIUS;
PADARAUSKAS, 2001).

Para contornar os problemas devido a alta instabilidade do sulfito diferentes
alternativas foram propostas, como o controle do pH (GONCALVES et al, 2020),
determinagdes indiretas por reagdes com iodo (JANKOVSKIENE; DAUNORAVICIUS;
PADARAUSKAS, 2001), formagao de adutos a partir de reagdes com alcoois, agucares ¢
piridina (DE CARVALHO; SCHWEDT, 2000, 2005; YANG et al., 2019). Apesar de
adequados a maioria desses métodos apresentam dificuldades para implementagdo em analises
de rotina em amostras complexas como camardes € crustaceos.

Uma alternativa para contornar a instabilidade foi proposta por Warner e colaboradores
(WARNER et al., 1987) por meio da reagao do sulfito com formaldeido para formagao do
derivado anidnico estavel hidroximetilsufonato (HMS). Em ambientes com pH entre 3 ¢ 7, a
espécie HSO;™ ¢ predominante e a reacdo com formaldeido gera HMS (Equacdo 1). A

estabilidade HMS ¢ dependente da faixa de pH, que acima de 7 se decompde.

HSO,™ + CH,0 < HOCH,SO;~ 1)

O HMS tem sido utilizado para a quantificagdo de sulfito analisado em diversas
matrizes de alimentos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
tandem (LC-MS/MS) no método oficial da Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos (CARLOS; DE JAGER, 2017; ROBBINS et al., 2015a). Apesar do alto desempenho
do LC-MS/MS, tais instrumentos possuem altos custos de aquisi¢do e manutencdo, além de
geralmente utilizarem grandes volumes de solventes organicos toxicos. Uma alternativa mais
simples e barata a analise LC-MS/MS ¢ a eletroforese de zona capilar no modo indireto, que
permite a separagao de anions que ndo absorvem a radiagdo UV-VIS, como o HMS. Além disso,
requer pequenas quantidades de amostras e reagentes, procedimentos simples de preparagdo de

amostras e tempos de analise curtos. No entanto, at¢ o0 momento, nenhum método baseado em
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CZE para determinagdo de sulfito em frutos do mar, utilizando o derivado HMS, esta
disponivel.

Dentre os trabalhos encontrados na literatura que obtiveram bons resultados utilizando
formaldeido, sdo encontrados somente procedimentos de extragcdo classicos e com muitas
etapas de preparo e limpeza, como a extragao solido-liquido (ROBBINS et al., 2015a). Novas
técnicas de extracdo que possam melhorar a frequéncia analitica e simplificar os processos sao

fundamentais em analises de rotina com grandes nimeros de amostras.

2.1.3. Extracao liquido pressurizada automatizada

A extracdo de compostos de interesse em matrizes solidas pode ser realizada por
diferentes procedimentos, que vao desde métodos simples, como a extracao sélido-liquido
utilizando solventes sob agitagdo, até técnicas mais avancgadas, como separagdes que fazem uso
de solventes pressurizados. A extragdo por liquido pressurizada (PLE, do inglés Pressurized
Liquid Extraction) refere-se a extragdes que utilizam solventes sob pressdo superior a pressao
atmosférica de 1 atm. Isso mantém o solvente abaixo de seu ponto de ebuli¢ao atmosférico,
garantindo que, mesmo em temperaturas elevadas, o solvente de extracdo permanega no estado
liquido. A manipulagdo da temperatura e da pressao altera as caracteristicas fisico-quimicas dos
solventes, melhorando a eficiéncia da extragdo e reduzindo o tempo e o consumo de solventes.
Esses atributos destacam a PLE como uma técnica de extragdo em conformidade com os
principios da quimica verde (HOFF; PIZZOLATO, 2018).

O sistema Energized Dispersive Guided Extraction (EDGE®) é um sistema
automatizado que combina a PLE, dispersive solid phase extraction (dASPE) e matrix solid-phase
dispersion (MSPD) e foi introduzido pela CEM Corporation em 2017. Nele a amostra ¢
inicialmente misturada com um material dispersante que aumenta a sua superficie de contato e
em seguida ¢ extraida pressao (KINROSS et al., 2020). Muitos métodos em diversas matrizes
sdo reportados na literatura e em notas de aplicagdo da CEM Corporation, principalmente para
compostos organicos (C.E.M CORPORATION, 2020; DE MELO et al., 2022; HOFF et al.,
2022; KINROSS et al., 2020), porém ainda ¢ pouco utilizado para extragdo de analitos

inorganicos € nao encontramos trabalhos que facam os processos de derivatizagao
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concomitantemente a extragdo como € necessario para manter a estabilidade do sulfito ao longo

do processo de analise.
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2.2. EXPERIMENTAL

2.2.1. Reagentes e solucdes

Foram utilizados reagentes de grau analitico, solventes de grau LC-MS e a 4gua ultra-
pura (sistema Milli-Q®, Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha). Os padrdes analiticos
utilizados foram sulfito de sodio, acido maldnico, 4cido aminocaproico, dacido
benzenossulfonico e acido formico foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
Hidréxido de sédio 1 mol L! foi fornecido pela Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EUA),
acido cloridrico e peroxido de hidrogénio pela Exodo cientifica (Sumaré, SP, Brasil).
Formaldeido foi proveniente da Dindmica (Indaiatuba, SP, Brasil) e acetonitrila (ACN) e foi
obtida na Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha).

A solugio estoque de sulfito foi preparada a 10.000 mg L™ com 3% de formaldeido em
agua ultra-pura para formar o derivado HMS. A solucao padrao interno (PI) foi preparada com
dcido malonico em dgua a 1000 mg L!. Todas as solu¢des foram preparadas diariamente.
Foram utilizadas duas solu¢des para a extragao conforme o procedimento escolhido. A extracao
solido-liquido utilizou uma solug@o com 0,3% de formaldeido e 70% de ACN e a extrag@o por

PLE utilizou uma solu¢ao 0,3% de formaldeido e 40% de ACN.

2.2.2. Programas utilizados e tratamento de dados

O desenvolvimento e otimizagao do método por eletroforese foi realizado com auxilio
do software Peakmaster® versio 5.3 e o tratamento dos dados e as andlises estatisticas foi

conduzido no Statistica® 13.0 e no Excel, pacote Office 365.

2.2.3. Instrumentacio e método analitico

As medidas eletroforéticas foram feitas em um equipamento de eletroforese capilar da
Agilent Technologies modelo 7100 (Palo Alto, CA, USA) equipado com um detector de arranjo
de diodos que abrange de 190 a 600 nm. Os comandos do equipamento assim como a aquisi¢ao
e tratamento dos dados foram realizados pelo software ChemStation®. O método CZE-DAD foi

adaptado de Gongalves e colaboradores, 2020.



39

Para as analises foram empregues capilares de silica revestidos de poli-imida da
Agilent Technologies e da empresa NST (Sao Carlos, SP, Brasil) com 38,5 cm de comprimento
total, 30 cm de comprimento efetivo até o detector e didmetro interno de 75 um. As injegdes
foram realizadas no modo hidrodindmico com pressdo de 50 mbar por 5 segundos. A voltagem
constante aplicada para a separagao foi de 30 kV com polaridade negativa na extremidade de
injecdo. A deteccao dos analitos foi realizado pelo modo indireto e acompanhado em 210 nm.
O eletrélito de corrida composto por 20 mmol L' 4cido benzenossulfonico e 45 mmol L de
acido amicocaproico, pH = 4,5, foi preparado diariamente em dgua. As medidas de pH foram
realizadas em um pHmetro modelo 913 da Metrohm (Herisau, Suica).

Todos os capilares passaram por um condicionamento inicial com pressao de 940 mbar
com hidréxido de sédio 1 mol L', 4gua ultrapura e BGE por 30 min cada uma das solugdes.

Entre as corridas, os capilares foram condicionados com BGE por 1 min.

2.2.3.1. Método comparativo por LC-MS/MS

O espectrometro de massa hibrido triplo quadrupolo (5500 QTrap), equipado com uma
fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI) e acoplado ao cromatoégrafo liquido de alta
performance Exion LC fornecidos pela Sciex (Foster City, EUA), foi usado para avaliar a
seletividade do método. As separagdes cromatograficas foram realizadas em fase reversa
utilizando uma coluna com fase estacionaria polar cianopropila (4,6 x 50 mm, 3,5 um) (Zorbax
300SB-CN, Agilent Technologies, Santa Clara, EUA). As fases moveis A (solu¢do aquosa com
0,1% de acido formico) e B (ACN com 0,1% de &cido formico) foram empregadas em um
gradiente de: 0—4 min (95% A), 4-6 min (10% A), 6—7 min (50% A), 7-8 min (95% A) € 2 min
para auto equilibrio do sistema. A analise LC-MS/MS de HMS foi realizada pelo modo de
monitoramento de reagdo multipla (MRM) com fonte de ionizag¢do negativa (ESI") aplicando:
—4500 V (spray de ions), 20 psi (gas de cortina), 60 psi (gas nebulizador e gas de secagem) e
550 °C (temperatura da fonte). O nitrogénio foi usado como nebulizador e gas de colisdo. O ion
precursor com m/z 110,9 e os ions de fragmento m/z 80,8, 81,8, e 94,0 foram monitorados. Os
softwares Analyst e MultiQuant (Sciex, Framingham, EUA) foram utilizados para controle do

sistema, aquisi¢ao de dados e anélise.
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2.2.3.2. Método comparativo Monier Williams

Em um baldo de fundo redondo de 2 L foram adicionados 50 g de amostra, 350 mL de
dgua morna, 90 mL de 4cido cloridrico 4 mols L' e esferas de vidro. Peroxido de hidrogénio
3% (40 mL) foi adicionado a um frasco recipiente contendo vermelho de metila como
indicador. O frasco contendo a amostra foi aquecido em uma manta sob fluxo suave de
nitrogénio (Figura 5). Apds ferver a amostra por 100 min, o frasco com a solugdo receptora foi
desconectado do sistema de destilacdo. A solugao foi titulada com hidréxido de sédio 0,1 mol
L ! cuja concentrago real foi padronizada com biftalato de potassio (AOAC, 2000). O teor de

sulfito (em mg de SO 7 kg ! de amostra de alimento) foi determinado por:

32.03.v.¢4.1000
w

S0,(mg kg™') = (Equagio 2)

Onde 32,03= peso miliequivalente de SO », v=volume (mL) necessario para a titulacao,

ca= concentragdo de NaOH e w = peso (g) da amostra adicionada ao balao de fundo redondo.

Figura 5. Representacdo esquematica de sistema destilagdo para o método Monier-Williams

= CDHZOZ NaOH
a

<=

50 g amostra

Fonte: Elaborado pela autora
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2.2.4. Desenvolvimento do método

2.2.4.1. Medidas de mobilidade

A mobilidade i6nica (poa ) do HMS foi calculada usando o tempo de migracao
experimental nas condi¢des de separagdo instrumental. Primeiramente, a mobilidade real (pact)

foi calculada utilizando a Equacao (3):

Ldet- Ltot

Hact = v HEoF (Equagao 3)
a

Onde, Lae: = comprimento efetivo do capilar (até o detector), L« = comprimento total
do capilar, ¢, = tempo de migracao do analito, V' = tensdo aplicada e uror = mobilidade do fluxo
eletrosmatico. Em seguida, o valor de pact foi corrigido pela equagdo de Onsager considerando

a forga ionica (/) do BGE (Equagao 4) (COSTA et al., 2008):

Vi
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Hact = Hoa- — [0.23po4- + 31.3x1075] (Equagio 4)

2.2.4.2. Otimizagdo e formagdo do HMS

Seis diferentes concentragdes de formaldeido usado para a derivatizagdo do sulfito
foram avaliadas em amostras de camardo brancas (isentas do analito), extrato de matriz branca
de camardo e em solvente, fortificadas com sulfito em dois niveis de concentragdo (30 mg
kg !'e 150 mg kg !). As concentra¢des de formaldeido avaliadas foram 0,05%, 0,10%, 0,20%,
0,30%, 0,50% e 1,0% (v/v). Extratos de matriz em branco foram preparados com 5 g de
camardo ¢ 10 mL de ACN 70%. A extragdo foi realizada conforme procedimento descrito no
item 2.2.5.1. A concentragio final do PI foi de em 50 mg kg ~! e a concentracio final de ACN

em todas as solugdes analisadas foi de em 14%. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.2.4.3. Otimizagdo dos materiais dispersantes e filtros para extragdo por PLE automatizado

Inicialmente foram realizados ensaios univariados para comparar materiais dispersantes
(celulose, cortica e terra diatomacea) e filtros para a extragdo automatizada de sulfito. Os
materiais foram comparados quanto a sua capacidade de dispersar as amostras e quanto a
presenca de possiveis interferentes na separagao eletroforética.

Sete diferentes filtros e combinagdes de filtros foram testados conforme recomendacdes
do fabricante do sistema de extragdo automatizada (CEM Corporation): filtros de celulose 2.5
um (C1 Q-disc®), 7.0 um (C3 Q-disc®), 11.0 um (C4 Q-disc®) e 20.0 pm (C7 Q-disc®), filtro
de membrana 0.25 pm (M1 Q-disc®) e as combinagdes de filtro de membrana 0.25 um e filtro
de celulose 40 pm (M2 Q-disc®+C9 Q-disc®) e filtros de celulose e filtro de fibra de vidro 0.3
um (C9 Q-disc®+ G1 Q-disc®+ C9 Q-disc®).

Os ensaios foram realizados por meio da extragdo em triplicata de 5.0 £0.1 g de amostra
branca e 2.0 £ 0.1 g de material dispersante, fortificadas em 100 mg kg™ de sulfito e com
posterior adi¢do de malonato (I.S) 40 mg kg™!. As razdes de 4area do pico do analito com a 4rea
do pico do .S para cada filtro testado foram comparadas por andlise de variancia (95%). Para
ambos os testes foram adicionados volumes de 30 mL de solucdo extratora/derivatizante 70%
ACN com 0.3 % formaldeido a cada amostra, seguindo-se de aquecimento a 90 °C por 10 min

(GONCALVES et al., 2022).

2.2.4.3.1. Otimizag¢do multivariada dos parametros da extragdo por PLE automatizado

Um planejamento fatorial fracionado 2% avaliou os efeitos das varidveis porcentagem
de acetonitrila (40% a 70%), temperatura de extragdo (70°C a 110°C), tempo de extracdo (2 a
10 min) e quantidade de dispersante (1 a 3 g de terra diatomécea). No total, foram realizados
oito experimentos em triplicata, de forma aleatéria (Tabela 3). A concentragdo do analito foi
mantida constante em 150 mg kg' nas amostras brancas fortificadas com sulfito. A
concentracio final do padrio interno foi de 40 mg kg™!. As razdes de 4rea dos picos do sulfito

e do PI obtidas no planejamento fatorial foram avaliadas pelo grafico de Pareto.
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Tabela 3. Tabela com niveis e fatores para planejamento fatorial fracionado 2 ! para
otimizagdo da extracdo de HMS por PLE automatizado

Varidvei Niveis
ariaveis 1 0 1
ACN (%) 40 55 70
Temperatura (°C) 70 90 110
Tempo (min) 2 6 10
Dispersante (g) 1 2 3
Ensaio ACN Temperatura Tempo Dispersante
n° (%) (§(®) (min) (8
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1 +1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 +1
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0

Apbs o planejamento fatorial fracionado, foi realizado planejamento Box-Behnken
(Tabela 4) para avaliar as variaveis temperatura (80 °C a 120 °C), porcentagem de acetonitrila
(20% a 60%) e tempo de extragdo (5 a 15 min). As condicdes finais de extracao foram definidas
com 15 experimentos. As razdes de area dos picos do sulfito e do PI obtidas com o planejamento

Box-Behnken foram avaliadas por graficos de superficie de resposta.
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Tabela 4. Tabela com niveis e fatores para planejamento Box-Behnken para otimizagdo da
extragcao de HMS por PLE automatizado

Variaveis Niveis

-1 0 +1

Acetonitrila (%) 20 40 60
Temperatura (°C) 80 100 120
tempo (min) 5 10 15

. ACN Temperatura Tempo
Ensaio n° (%) ?o ) (mig)

1 -1 0 -1

2 +1 0 -1

3 -1 0 1

4 +1 0 1

5 -1 -1 0

6 +1 -1 0

7 -1 +1 0

8 +1 +1 0

9 0 -1 -1

10 0 -1 +1

11 0 +1 -1

12 0 +1 +1

13 0 0 0

14 0 0 0

15 0 0 0

2.2.5. Amostras

Doze amostras de camardo e lagosta de estabelecimentos inspecionados foram
utilizadas. Amostras de camardes de cultivo, sem o uso de qualquer conservante, foram doadas
pelo Laboratorio de camardes marinhos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e

utilizadas como branco analitico. As amostras foram armazenadas a -20 °C até a analise.

2.2.5.1. Preparo da amostra por extra¢do solido-liquido

As amostras foram moidas e homogeneizadas em um triturador Blixer®3 (Robot
Coupe, Paris, Franga). Aliquotas de 5,0 = 0,1 g foram pesadas em tubos de polipropileno de 50
mL, aos quais foram adicionados 10 mL da solucdo extratora e derivatizante contendo 0,3% de

formaldeido e 70% de ACN. Os tubos foram agitados e seu conteudo foi homogeneizado com
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um disruptor de tecidos (Ultra Turrax T18 basic, IKA, Staufen, Alemanha), sonicadas a 60 kHz
a 25 °C por 8 minutos e depois aquecidas a 90 °C em banho-maria por 10 minutos. A eficiéncia
de extracdo de sulfito livre e ligado reversivelmente foi comparada submetendo os mesmos
extratos ao procedimento com e sem aquecimento e sonicagdo. A comparacao foi feita por feste
t (probabilidade de 95%). Por fim, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 4°C e
4500 rpm. Aliquotas do sobrenadante foram diluidas com PI cuja concentragao final foi fixada
em 50 mg kg . Os extratos foram entdo transferidos para frascos de polipropileno e analisados

por CZE-DAD (Figura 6A).

2.2.5.2. Preparo da amostra por extragdo PLE automatizada

As andlises por PLE foram realizadas no sistema automatizado “Energized Dispersive
Guided Extraction” (EDGE®) fabricado pela CEM Corporation (Matthews, NC, USA). As
extragdes foram feitas com 5.0 £ 0.1 g de amostras de camardo e 3 g de terra diatomacea. As
amostras foram homogeneizadas e transferidas para tubos de aluminio (Q-cup®, CEM
Corporation), aos quais foram adicionados um filtro de fibra de vidro 0.3 pm (G1 Q-disc®,
CEM Corporation) e dois filtros de celulose 40 pm (C9 Q-disc®) dispostos na sequéncia
C9+G1+C9. As amostras foram extraidas com 30 mL de uma solugao 40% ACN e 0,3% de
formaldeido por 5 min a temperatura de 96 °C. Os extratos foram coletados em tubos de
polipropileno de 50 mL e deixados por 20 min a -20°C. Em seguida, os tubos foram
centrifugados 4500 rpm a 4 °C por 10 min. Uma aliquota do sobrenadante foi diluida com
padrio interno, de forma que sua concentragio fosse 40 mg kg™!. Os extratos foram entdio
transferidos para vials de polipropileno e analisados por eletroforese capilar de zona (Figura

6B).
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Figura 6. Representagdo esquematica do preparo de amostra utilizando a extragao soélido-liquido (A) e extracdo liquido pressurizada
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2.2.6. Validacao analitica

Foram realizados dois ensaios de validagdo, para o método utilizando a extragao
solido-liquido e para a extragdo por PLE automatizada. As validagdes foram executadas de
acordo com as orientagdes do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) (BRASIL, 2020) e AOAC (do inglés, Association of Official Analytical Chemists)
(AOAC, 2016) em termos de seletividade, linearidade, efeitos de matriz, precisdo, recuperagao,
estabilidade do analito no extrato, limite de detec¢do (LOD) e limite de quantificagdo (LOQ). A
incerteza padrao expandida foi calculada de acordo com a norma ISO 21748 (ISO, 2017).

2.2.6.1. Seletividade

A seletividade para os dois procedimentos de extragdo foi verificada pela andlise de
dez amostras em branco de camardo. Este procedimento teve como objetivo avaliar possiveis
interferéncias enddgenas e exdgenas (cloreto, sulfato, trimetafosfato, tripolifosfato, pirofosfato,
ortofosfato, citrato e lactato), contaminacdo entre corridas e efeitos indesejaveis da
derivatizacdo no capilar e nos eletroferogramas. Os resultados foram verificados quanto a
presenca de sinais interferentes em torno dos tempos de migracdo do analito e do PI
malonato. Corridas de amostras em branco, com e sem fortificagdo, foram comparadas. Os
extratos também foram analisados por LC-MS/MS para assegurar a concordancia dos
resultados quanto a presenca ou auséncia do analito e verificar formacdo do HMS a partir da

derivatizacao do sulfito com formaldeido.

2.2.6.2. Linearidade e efeito de matriz

A avaliagdo da linearidade e do efeito de matriz foi feita utilizando trés diferentes tipos
de curvas de calibracdo com padronizagdo interna: (I) Curva de calibragdo em solugao,
preparado em solvente e fortificada com o analito por meio de dilui¢des sequenciais da solugdao
estoque padrao, (II) Curva de calibracdo em matriz branca, preparada por fortificacdo do analito

diretamente em uma matriz isenta do analito e (III) Curva de calibracdo em extrato de matriz
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branca, preparada a partir do extrato de uma matriz branca e fortificada com o analito por meio
de dilui¢des sequenciais da solugdo estoque padrao. As curvas de calibragdo continham seis
niveis de concentragio, incluindo o zero, na faixa 25 a 200 mg kg™!, visando incluir os limites
regulamentares de 100 e 150 mg kg ~! para amostras frescas e cozidas, respectivamente. Todas
as curvas analiticas foram preparadas em triplicata para cada nivel de concentragao.

O efeito de matriz foi avaliado pela comparacdo das razdes das inclinacdes das
diferentes curvas analisadas. De acordo com (HOFF et al., 2015), se as razoes de inclinagdo
estivessem entre 0,9 e 1,1, os efeitos de matriz poderiam ser desprezados.

A linearidade foi avaliada pela reprodutibilidade de curvas preparadas em matriz com
trés réplicas (n = 3) em trés dias diferentes e com dois analistas diferentes. O critério de
aceitacdo foi a média dos coeficientes de determinacdo (R?), que deve ser de pelo menos 0,99,
a distribuicdo dos residuos e a significancia da regressao linear através do teste F. A incerteza

padrao da interpolagao do sinal analitico no modelo de calibragao também foi estimada.

2.2.6.3. Precisao e Exatiddo

A exatiddo avaliada pela recuperacdo e as precisdes (repetibilidade e precisdo
intermediaria) foram determinadas por meio da anélise da matriz em branco fortificada em trés
niveis (50, 100 e 150 mg kg ~!) com sete replicatas independentes para cada nivel, injetados
aleatoriamente e repetindo os preparos ao longo de trés dias diferentes de andlise com dois
analistas diferentes. Os resultados foram calculados usando curvas de calibracdo em matriz
branca preparadas em triplicata e analisadas no mesmo dia. Os parametros foram calculados

com Anova de fator inico com nivel de significancia de 95%.

2.2.6.4. Incerteza de medicdo

A incerteza de medicao foi estimada pela soma ponderada das incertezas individuais
de acordo com a norma ISO 21748:2017. As fontes de incerteza identificadas, avaliadas e
posteriormente quantificadas foram pesagem de amostras, processos de dilui¢ao e interpolagao
de sinais analiticos no modelo de calibracdo. Efeitos aleatorios do instrumento e do processo

analitico foram considerados apos a exclusdo de outliers pelo teste de Dixon (95%). A incerteza
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padrao expandida (U) foi obtida multiplicando-se a incerteza padrao combinada pelo fator de

abrangéncia (k = 2,0), com base na distribui¢do t de Student (95%).

2.2.6.5. Limites de detecgdo, quantificagdo e estabilidade

O limite de detec¢ao (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ) foram determinados

com base na relagdo sinal/ruido (LOD, sinal/ruido > 3; LOQ, sinal/ruido > 10).
A estabilidade do extrato armazenado sob refrigeracao de 0 a 8°C foi avaliada ao longo
de até dez dias. Foram monitorados seis extratos de matriz branca fortificada com sulfito (100
mg kg!). As concentra¢des do analito foram calculadas com curvas de calibragio em matriz,

preparadas e analisadas a cada dia do experimento.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Otimizacio do método do método de separacio

HMS ¢ um anion monovalente em uma ampla faixa de pH (pKa1 =-1,85; pKa2 = 12,95)
(CHEMAXON, 2022). Assim como o seu percursor sulfito, o HMS nao possui absortividade
molar na regido do UV-Vis e necessita de um método com modo de deteccao indireta por CZE-
DAD. Para determinar as melhores condi¢des de separagdo e detecgdo do HMS por CZE-DAD
utilizando o software Peakmaster® foi calculada a mobilidade idnica experimental do HMS,
uma vez que a mobilidade desse analito nao consta no banco de dados e seu valor ¢ necessario
para otimizar os parametros do método. O valor da mobilidade i6nica encontrada para o HMS
foi de —43,2 x 10°m>V!s!e estd proximo do valor de mobilidade do sulfito —51,8 x
10° m?> V! s!. Considerando as semelhangas descritas entre 0 HMS e o sulfito, as otimiza¢des
da separacdo foram conduzidas a partir do método de CZE-DAD proposto por Gongalves e
colaboradores (GONCALVES et al., 2020). O BGE composto por acido benzenossulfonico 20
mmol L ™! e 4cido aminocapréico 45 mmol L™!, pH 4,5, garantiu resultados satisfatorios para os
parimetros de separagdo, como a forga idnica (20,0 mmol L™!) e a capacidade tampio (25,4
mmol L1). Valores de dispersio por eletromigragio (EMD, do inglés “electromigration
dispersion’) iguais a zero levam a picos simétricos. A EMD obtida para o HMS foi de 0,7 x
1073 S m?> mol !, o que levou a uma dispersdo com cauda frontal dos picos (fionting) (Figura
7). No entanto, valores de EMD até + 3,0x10 > S m?mol! ainda sio adequados e ndo

comprometem a separacdo (DOLZAN et al., 2013).
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Figura 7. Eletroferogramas com sulfito (1) hidroximetilsulfonato — HMS (2), 4cido malonico
— padrao interno (3) e sinal desconhecido (*). (A) simulacao no software Peakmaster; (B)
solugdo padrio de sulfito 150 mg kg ! derivatizada com formaldeido 0,003%; (C) solugio
padrio de sulfito 150 mg kg ! derivatizada com formaldeido 0,3%; (D) curva de calibracio

em matriz em 100 mg kg™!; (E) amostra de camarfo analisada.
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As condigdes de separacao foram favoraveis para a analise, uma vez que o pH do meio
auxiliou na estabilidade do HMS e o fluxo eletrosmotico (EOF) teve pouca influéncia no tempo
de migragio devido a sua baixa mobilidade (< 10x10°m?V-'s™) (VITALI; FAVERE; MICKE,
2011). O Peakmaster® permitiu simular e otimizar a separagdo com poucos experimentos,
economizando reagentes e tempo (Figura 7A). O eletroferograma simulado pelo Peakmaster®
foi comparado com eletroferogramas experimentais, confirmando que as condigdes
selecionadas eram adequadas para o HMS (Figura 7B, 7C, 7D e 7E). A separac¢do ocorreu em
menos de 3 min, sendo esse tempo inferior a outros métodos de separagdo cromatograficos
como os descritos por Robbins e colaboradores (ROBBINS et al., 2015) por LC-MS/MS e pelo
método da AOAC 990.31-1995) (AOAC, 1995), que precisam de pelo menos 10 minutos para
separagdo. O tempo total da corrida foi de aproximadamente 5 minutos, incluindo
condicionamento capilar entre as corridas, troca de frascos pelo equipamento, injecdo da
amostra e separagdo do analito. Assim, método proposto neste trabalho permite que os

laboratorios de controle alcancem maior rendimento analitico na quantificagao de sulfito do que

outros métodos de separacao.

2.3.2. Formaciao do HMS

A reagdo de derivatizacao sulfito com formaldeido evitou sua rapida oxidagao a sulfato
no meio aquoso, sendo uma etapa decisiva da analise. O método ser capaz de separar sulfito e
HMS na mesma corrida tornou possivel a avaliacdo da derivatizacdo, pois a presenca de um
pico de sulfito representaria derivatizacdo incompleta, como demonstrado na figura 7B onde a
concentracdo de formaldeido utilizada foi de 0,003%. Na literatura o formaldeido tem sido
usado para formar HMS em concentragdes de 0,2% a 2,0% (CARLOS; DE JAGER, 2017;
ROBBINS et al., 2015a; WARNER et al., 1987, 1990). Os resultados dos experimentos para
avaliar a concentracao ideal de formaldeido corroboram com esses autores, porque as melhores
respostas foram obtidas quando a concentra¢do de formaldeido era igual ou superior a 0,2%
(Figura 8). Quando testada a menor concentragdo de formaldeido (0,05%), o sinal analitico do

HMS foi baixo tanto nos ensaios feitos em solvente quanto em matriz.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922008389#f0005
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Figura 8. Graficos da porcentagem de formaldeido versus razdes de area de pico normalizada
(HMS/PI) em dois niveis de concentracdo (30 e 150 mg kg™!). (A) ensaio realizados em
solvente (70% ACN); (B) ensaio realizado em amostra branca de camarao.
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Quando a concentragao de formaldeido foi maior (1,0%), houve altera¢des na linha de
base e no ruido dos eletroferogramas indicando que ha prejuizos na separacao quando utilizada
concentracoes mais altas de formaldeido. Todas as concentragdes de formaldeido testadas

estavam em excesso para promover a derivatizagdo completa do sulfito, o que foi confirmado
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pela auséncia do sinal do sulfito nos eletroferogramas, em todas as condi¢des avaliadas. Assim,
a concentragdo 6tima de formaldeido foi fixada em 0,3%, pois gerou a resposta maxima para

todas as combinagdes de matriz e/ou sulfito, sem alteracdes nos eletroferograma (Figura 9).

Figura 9. Eletroferogramas com hidroximetilsulfonato (1) e padrdo interno do ion malonato
(2). (A) solugio padrio de sulfito (30 mg kg!) derivatizada com formaldeido 0,3%; (B)
solu¢do padrio de sulfito (30 mg kg!) derivatizado com formaldeido 1,0%.
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Fonte: Elaborado pela autora

2.3.3. Preparo das amostras

2.3.3.1.Preparo por extragado solido-liquido

O preparo de amostras de alimentos em métodos de separacdo costuma ser uma tarefa
dificil, pois se trata de misturas complexas que dificultam a realizagdo de procedimentos de
extracdo como transferéncia de massa, limpeza e derivatizagdo de analito, o que pode
comprometer a precisdo de um método analitico. Na determinag¢do de sulfito, ainda mais
desafios sdo enfrentados, pois o analito pode estar reversivel ou irreversivelmente ligado a

varias macromoléculas, como compostos carbonilados, aglicares e proteinas. Quando o sulfito
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esta irreversivelmente ligado torna-se altamente estavel e sua quantificagdo ¢ dificultada
(TAYLOR; HIGLEY; BUSH, 1986). A extracdo de sulfito ligado reversivelmente pode ser
favorecida pela implementagdo de procedimentos como sonicagdo e aquecimento. Sonicagao
por pelo menos 8 min e aquecimento acima de 80 °C foram relatados para extra¢do de sulfito
com ¢ sem derivatizagdo. (CARLOS; DE JAGER, 2017, GONCALVES et al.,, 2020;
ROBBINS et al., 2015a).

Inicialmente foi proposto um processo de extragao solido-liquido simples a partir dos
resultados obtidos por Gongalves e colaboradores (2020) e Robbins e colaboradores (2015) com
sonicacdo de 8 min e aquecimento da amostra a 90°C por 10 min. Como esperado, observou-
se um aumento significativo do sinal analitico (p < 0,05) ap6s a insercao dessas duas etapas no
procedimento de extragao.

Foram testadas diferentes massas de amostras (2 g, 3 g e 5 g) e diferentes volumes de
solucao extratora contendo formaldeido (5 mL e 10 mL). A melhor combinagao entre massa e
volume de solucdao extratora foi definida considerando o sinal analitico (area de pico) de
amostras com concentragdes de HMS proximas aos limites regulamentares para sulfito. Massas
de 5 g de amostra e volumes de 10 mL de solucao extratora forneceram sensibilidade suficiente
para o proposito do método. A solucdo extratora com 70% de ACN promoveu precipitagdo
efetiva de proteinas, auxiliando no aumento da durabilidade dos capilares utilizados para a
separagao.

O pH do meio reacional na derivatizagdo deve ser mantido entre 3,0 e 7,0 para garantir
a estabilidade do HMS, que se mantém como a espécie predominante nesta faixa de pH. O pH
dos extratos submetidos a extragdo solido, desde o tempo zero até o ultimo dia de avaliagdo,
mantiveram-se estaveis em 6,36 + 0,13, dispensando a necessidade de tamponamento ou
qualquer outro ajuste para manter estavel o HMS. Comparado a outras preparagdes de amostras
e métodos de derivatizagdo de sulfito, este método € simples e rapido, exigindo apenas 30 min
para a extracdo e derivatizacdo simultaneas do analito (incluindo o tempo necessario para as
etapas de sonicagdo, aquecimento e centrifugagdo). Outros métodos como a derivatizagao pos-
coluna requerem aparato especifico e controle detalhado da reacdo de derivatizagcdo, com o
método de referéncia LC-MS/MS da FDA (ROBBINS et al., 2015a) que utiliza extracdo em

fase solida, além das aquecimento e sonica¢do da amostra.
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2.3.3.2. Preparo das amostras por PLE automatizado

2.3.3.2.1. Otimizagao do material dispersante e filtros

Visando desenvolver um preparo de amostras com poucas etapas, automatizado e capaz
de extrair o sulfito livre e ligado reversivelmente, foi proposto um novo preparo de amostra
utilizando um sistema PLE automatizado, EDGE®. Para uma grande quantidade de analitos
organicos sdo reportados métodos usando EDGE® e sugestdes de condi¢des de extracio pelo
proprio fabricante. Porém, para analitos inorganicos, como sulfito, pouco material foi reportado
na literatura e processos envolvendo derivatiza¢des ao longo do processo de extra¢do ndo foram
encontradas. Por isso os parametros tiveram que ser otimizados a partir de dados referentes a
outros tipos de extracdo a fim de encontrar as melhores condi¢des para a extracdao do sulfito
derivatizado com formaldeido.

Para a extrair o analito utilizando o sistema EDGE® é necessario utilizar um material
dispersante. Sem o dispersante ndo ¢ possivel extrair adequadamente a amostra, pois devido a
temperatura e presenga de solvente organico a amostra torna-se rigida e a solugdo extratora nao
¢ capaz de permear toda a amostra, apenas sua superficie como mostrado na Figura 10A. Por
isso a extragdo no EDGE® inicia-se com um processo similar 8 MSPD, onde a amostra ¢

rompida e dispersa em uma fase solida abrasiva para depois ser exposta a solucdo de extragao.

Figura 10. Amostras brancas de camario apos extracdo pelo EDGE®. (A) amostra branca sem
dispersante; (B) amostra branca com terra diatomacea; (C) amostra branca com celulose e (D)
amostra branca com cortica

Fonte: Elaborado pela autora

Os trés materiais dispersantes testados extraidos individualmente (cortica, celulose e
terra diatomdacea) ndo apresentaram nenhum sinal interferente nos eletroferogramas que

pudesse prejudicar a seletividade e os resultados da anélise de sulfito por eletroforese capilar
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(Figura 11). A capacidade de dispersar as amostras de camarao foi diferente entre os materiais
(Figura 10B, 10C e 10D). Visualmente a terra diatomacea foi o material que melhor dispersou
a amostra de camardo, levando em consideragdo sua menor granulometria apds extragdo. A
celulose também foi capaz de dispersar a amostra de camardo, porém apresentou granulos
maiores. A corti¢a nao foi capaz de dispersar bem as amostras, além de visivelmente aglutinar
com a amostra de camardo formando blocos. Com base nos resultados e nos trabalhos
descrevendo o uso da terra diatoméacea como material dispersante (HOFF; PIZZOLATO, 2018;
KINROSS et al., 2020), esta foi escolhida para o método de extragao.

Figura 11. (I) Eletroferogramas sem sulfito e sem padrao interno; (II): Eletroferogramas sem
sulfito e com padrio interno 50 mg kg™!. (A) Extrato de amostra branca dispersa com terra
diatomacea; (B) Extrato de amostra branca dispersa com celulose e (C) Extrato de amostra

branca dispersa com corti¢a. (*) Sinal do padrao interno (malonato).
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Dos sete filtros avaliados, apenas o M1 Q-disc® nao foi capaz de filtrar o extrato devido
entupimentos gerados no equipamento. Esse problema provavelmente ocorreu devido falta de
compatibilidade do filtro com o solvente utilizado. Nao ¢ possivel inferir sobre as causas uma
vez que os materiais do EDGE® sio patenteados e poucas informagdes sio divulgadas. Entre
os filtros de celulose nao houve diferenca significativa entre as razdes de area do sulfito extraido
(p =0.93) e nao houve diferenca comparando os quatro filtros de celulose ¢ o filtro combinado
M2 Q-disc® +C9 Q-disc® (p=0.13). Os valores de razdo de area para cada encontram-se no
apéndice A. Porém, as razdes de area de sulfito utilizando o filtro combinado C9 Q-disc®+ G1
Q-disc®+ C9 Q-disc® foram maiores do que para os outros filtros testados. Esse aumento na
razdo de 4rea indicou uma diferenga significativa (p = 0.015) entre a quantidade de sulfito
extraido e devido esse aumento o filtro com a combinacgio C9 Q-disc®+ G1 Q-disc®+ C9 Q-
disc® foi escolhido. Essa combinagio de filtros utilizado no EDGE® traz ganho em relagio a
limpeza do extrato da amostra quando comparado ao extrato obtido na extragao solido-liquido

que nao passa por nenhum processo semelhante.

2.3.3.2.2. Planejamento experimental multivariado para otimizagdo dos demais pardmetros do

EDGE

Os outros pardmetros da extracdo pelo EDGE®, temperatura, % ACN, quantidade de
terra diatomacea e tempo de extracdo foram estudados por meio de um planejamento fatorial
fracionado 2*! (Tabela 3) e avaliadas pelo grafico de Pareto (Figura 12). As faixas inicialmente
estudadas foram escolhidas com base em extracdes solido-liquido com formaldeido 0,3%. A %
ACN na extragdo da amostra foi variada de 40 a 70%, e o solvente orgéanico foi utilizado para
precipitacdo das proteinas presentes na solugdo, uma vez que durante as analises essas se ligam
irreversivelmente ao capilar de silica e comprometem a separagdo. Concentragdes acima de
70% de ACN nao foram investigadas pois nao solubilizam o analito. A elevagao da temperatura
em torno de 90 °C ¢ necessaria para romper a ligacao reversivel do sulfito com compostos
carbonilados da matriz, e liberar o sulfito para se ligar ao formaldeido da solu¢do e formar o
HMS. Foram selecionados valores entre 70 e 110 °C. O tempo de extragdo foi avaliado de 2 a

10 minutos e a massa de terra diatomacea foi avaliada entre 1 ¢ 3 g.
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O grafico de Pareto mostra que todas as varidveis apresentam influéncia significativa no
processo de extracdo, em um nivel de confianca de 95%. Além disso, a curvatura foi
significante, indicando que foi escolhido um bom intervalo de observacdo. Os efeitos do tempo
de extracdo, temperatura e massa de dispersante mostraram que quanto mais proximo dos
valores maximos (10 minutos, 110 °C e 3 g) melhor a resposta da extracdo. A % ACN
apresentou um valor negativo, mostrando que porcentagens mais proximas do minimo (40%)
tém um melhor efeito sobre a extragdo do sulfito. A utilizagdo de massas maiores que 3 g de
terra diatomacea ndo foi viavel pois excederia a capacidade maxima do compartimento da

amostra para a extracdo. Por esse motivo foi definida a utilizagdo de 3 g de terra diatomécea.

Figura 12. Gréfico de Pareto obtido das intera¢des principais entre as varidveis porcentagem
de acetonitrila, massa de dispersante, tempo, temperatura e checagem da curvatura para o
planejamento fracionado 2% Os efeitos que ultrapassam a linha de p=0,05 sio
estatisticamente significativos sobre a resposta analitica com 95% de confianga. R?= 0,846
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Fonte: Elaborado pela autora

Apoés a triagem foi realizado um planejamento Box-Behnken para determinar as
condi¢des finais de extracdo. As superficies de resposta (Figura 13) foram obtidas através de

um modelo matemadtico quadratico com R? de 0,891 e os residuos seguiram uma distribuicdo



60

normal (p > 0,05). A falta de ajuste, que mede o ajuste dos dados ao modelo, foi significativa
(p=0,009), porém como o erro experimental foi baixo (<0,001) e, portanto, a falta de ajuste foi
desconsidera. De acordo com o grafico da superficie de resposta do tempo e porcentagem de
acetonitrila (Figura 13A), a maxima resposta para % ACN foi obtida no ponto central em 42%.
Sendo estabelecida a utilizacdo de acetonitrila em 40% uma vez que nao houve diferenca
utilizando as duas concentragdes de ACN e tornou mais pratico o preparo da solugdo extratora
durante a rotina de andlises. Nao foi possivel trabalhar com 20% de ACN pois formou-se
espuma durante o processo de extracdo e vazamentos no equipamento de extracdo. Para garantir
uma precipitagdo proteica adequada, todos os extratos foram deixados no freezer a -20 °C por

20 min logo apds a extra¢do no EDGE e em seguida foram centrifugados.



Figura 13. Superficies de resposta do planejamento Box-Behnken para otimizagao da
porcentagem de acetonitrila, tempo e temperatura. As respostas foram obtidas através das
razdes de area de sulfito e padrao interno malonato
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As melhores respostas foram obtidas com 10 min de extracao, porém valores proximos
do maximo ainda foram encontrados com 5 min de extracdo. A redugdo do tempo pelo aumento
a frequéncia analitica sem comprometer a eficiéncia da extragdo. Portanto, definiu-se o tempo
das extragdes em 5 min. As respostas obtidas para a variacdo da temperatura nos graficos de
superficie de resposta (Figuras 13) indicam que a melhor temperatura de extra¢ao foi proxima
do nivel central dos experimentos, 96 °C. As condi¢des otimizadas para a extra¢ao de sulfito
em camarao por PLE no sistema EDGE foram definidas em 3,0 g de terra diatomacea, 40% de

ACN, 5 min de extracdo a 96°C.

2.3.4. Validacao
2.3.4.1. Seletividade

A seletividade do método utilizando a extragao so6lido-liquido foi comprovada pela
auséncia dos sinais interferentes como cloreto, sulfato e fosfato em torno dos tempos de
migracao do analito e do PI (Figura 14 I). Além disso, foi observada concordancia de resultados
entre o método proposto por CZE-DAD e o método LC-MS/MS para amostras com e sem a
presenca de sulfito derivatizado (HMS) (Figura 14 II). O ion precursor m/z —110,9 [M—H] - do
HMS foi abundante nos extratos quantificados por CZE-DAD e foi também detectado os
fragmentos m/z —80.8, que corresponde ao ion sulfito apds a fragmentacdo do HMS e o ion
m/z 30.1 correspondeu a cadeia carbonica do formaldeido que foi adicionada ao sulfito na
reacdo de derivatizacdo. Os mesmos ions precursores e fragmentos foram usados com
condi¢des cromatograficas HILIC por Robbins e colaboradores (2015). Nossos resultados de
LC-MS/MS concordaram com esses autores, destacando o uso dessa ferramenta Util para
confirmar a identidade do analito e monitorar a reacao de derivatizagao.

A seletividade do método usando a extragao PLE automatizada foi avaliada pela analise
de dez amostras brancas diferentes de camarao fortificadas somente com o P.I, onde nao foi

observado nenhum sinal interferente na regido do tempo de migracdo do HMS (Figura 15).



63

Figura 14. Avaliagdo da seletividade. Parte I: (A) amostra em branco de camarao; (B)
amostra branca de camario fortificada com padrio interno (malonato) 50 mg kg ! e (C)
amostra branca de camario fortificada com padrio interno (malonato) a 50 mg kg "' e HMS a
100 mg kg ~'. (1) cloreto, (2) sulfato, (3) espécies desconhecidas, (4) sulfito derivatizado, (5)
padrdo interno (malonato) e (6 e 7) espécies desconhecidas. Parte II: resultados da analise LC-
MS/MS) de amostra contendo HMS (ion precursor: m/z —110,9; fragmento: m/z —80,8).
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Figura 15. Amostras brancas de camarao (A —J), sem a presenga do HMS na regido 1,
fortificadas com padrio interno malonato (2) em 40 mg kg™

S T S e
1 \\ .;:K *'\.,'H:e
5 \,
N 2 B
— ) C
BV
D
\\{2
2

<

e

45
9995 5

2

Fonte: Elaborado pela autora

2.3.4.2. Efeito de matriz e linearidade

As razdes entre as inclinagdes para dos trés tipos de curvas estudas demonstrou que
houve efeito de matriz para ambos os processos de extragdo. A avaliagdo foi realizada por meio

da razdo do coeficiente angular obtido das curvas de calibracao de matriz fortificada e da curva
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em solvente. As razdes dos coeficientes angulares foram de 1,40 e 1,7 para as curvas
comparadas a partir do processo de extragdo soélido-liquido e PLE automatizada
respectivamente. Sendo assim, a calibracdo e todos os experimentos de validagdo foram
realizados por fortificagdo de matriz.

Todas as curvas apresentaram coeficiente de determinacdo (R?) maiores ou iguais a
0,99. Os graficos de residuos ndo apresentaram nenhum valor discrepante € nenhuma tendéncia.
O ajuste ao modelo linear foi confirmado para as curvas preparadas para os dois processos de
extragdo através do teste F, que demonstrou que os valores de Fcaiculado foi maior que o valor do

Ftabelado, cOmo mostrado na Tabela 5.

Tabela 5. Valores de F para verificagdo da a significancia das regressoes lineares através do
teste F das curvas de calibragdo preparadas em matriz branca para sulfito com extragao
solido-liquido e PLE automatizada.

Extragﬁo Fealculado Ftabelado (1;16)
Soélido-liquido 921,84 4,49

PLE automatizada 731,03 4,49
n=18

2.3.4.3.  Precisdo e exatidao

As precisdes e as exatidoes em termos de recuperagdo foram medidas para os dois

processos de extragdo estudados e seus valores estdo compilados na tabela 6.
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Tabela 6. Valores de precisdo e recuperagdo, avaliado em trés niveis de concentragdo, em trés
dias diferentes e com dois analistas diferentes
Nivel de fortificacao

50 mg kg?! 100 mg kg! 150 mg kg!

Parametros - Extracao solido-liquido

Precisdo (CV,%) - Repetibilidade® 5,1 3,1 3,4
Precisdo (CV%) - Precisdo intermediria® 5,5 3.9 3,8
Recuperacio (%)° 992+29 100,8+2,7 103,1+2,2

Nivel de fortificacao

50 mg kg! 100 mg kg 150 mg kg™!

Parametros — PLE automatizada

Precisdo (CV,%) — Repetibilidade® 2.9 2.8 2.7
Precisdo (CV%) - Precisdo intermediaria® 3.2 2.9 3.8
Recuperagio (%)° 99,0 +1,7 96,9 +1,3 98,1 £2,9

a(n=7);%(n=21)

Os valores de CV obtidos nos ensaios de precisdo foram satisfatorios para os dois
métodos propostos. Valores < 5,1% para repetibilidade e < 5,5% para precisao intermedidria
indicam que os dois métodos foram precisos para o nivel de concentragdo estudados. A AOAC
considera adequados CV de até¢ 11% (AOAC, 2016). Dentre os dois métodos de extracdo
propostos, o PLE automatizado foi o que obteve menores valores de CV. Uma maior precisao
era esperada pois, consiste em uma técnica onde quase todo o processo de extracdo ¢
automatizado, diminuindo os erros relacionados a precisdao humana. A precisdo também foi
considerada satisfatoria quando comparada ao método LC-MS/MS desenvolvido por Robbins
e colaboradores (2015) para andlise de sulfito em camarao cru, que alcangou CV de 11%. Esses
autores também compararam seu método com o MW cléssico, cujo CV era 28%. As
recuperagdes do CZE-DAD ficaram entre 96,9 e 103,1 % e atenderam aos critérios exigidos
pelo INMETRO de 90 a 107% e pela AOAC de 80 a 110%. A recuperagdo deste método por
CZE-DAD foi maior do que a recuperagdo minima de 80% estabelecida pelo método
volumétrico oficial da AOAC no método de Monier Williams. A derivatizagdo proporcionou
estabilidade do analito que melhorou a recuperagao em comparagao ao método CZE-DAD sem

derivatizacdo, cujas taxas de recuperacao ficaram entre 81 e 84% (GONCALVES et al., 2020).
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2.3.4.4. Limites de detec¢do e quantifica¢do

Os limites obtidos para extracao por PLE automatizado e pela extragao sélido-liquido
foram proximos. Os valores de 4,40 e 14,6 mg kg ! para limites de detec¢do e quantificagio,
respectivamente, foram obtidos para a extracio solido-liquido e de 4,6 e 15,4 mg kg ! para
limites de deteccdo e quantificacdo, respectivamente, foram obtidos para PLE automatizada.
Esses valores demonstram que a sensibilidade adequada foi alcangada pelo método. A exatidao
e a precisdo no nivel de concentragdo do limite de quantificagdo foram avaliadas. A precisdo
apresentou um coeficiente de variacao (CV) de 5% (n=7) e a exatidao foi de 105% (n=7)

H4 uma grande varia¢do nos métodos de calculo dos limites analiticos, a comparagdo
dos valores estabelecidos pela relagdo sinal/ruido com a literatura disponivel ¢ uma tarefa
bastante dificil. Os limites de quantificacdo para SO; foram definidos pela fun¢do linear de
calibracido (IAMMARINO; DI TARANTO; IENTILE, 2014a) ou pelo desvio padrdao de
amostras em branco (Robbins et al., 2015), levando a valores como 0,72 mgkg ' e 8,2 mgkg !,
respectivamente. Os limites de quantificagdo foram estabelecidos considerando que a adi¢ao de
pequenas quantidades de sulfito ndo faz sentido tecnologico e/ou econdmico para o
processamento de frutos do mar. O método foi projetado para abranger faixas lineares usuais
de sulfito em amostras submetidas a rotina analitica, cujos resultados sdo esperados em torno

dos limites regulamentares.

2.3.4.5. Incerteza

As incertezas de medigdo obtidas foram de 10% para a extracdo solido liquido e de
12% para a PLE automatizada. Os principais fatores de contribui¢do para a incerteza padrao
expandida (k = 2,15, distribui¢cdo t-Student = 95,45%) foram os erros relacionados a curva
analitica, o processo volumétrico e a variabilidade aleatoria calculada pela analise de varidncia
dos dados de precisdo. Outras fontes de incerteza, como bias (precisdo interna) e pesagem da
amostra, tiveram influéncia insignificante na incerteza geral da faixa de medi¢ao estimada. A
incerteza relativa geral foi menor do que a incerteza relativa do método MW (16%). Este era
informacao ja esperada, pois sabe-se que a recuperagdo do método titrimétrico € menor,

tornando-o uma grande fonte de incerteza (viés). O método MW requer longo tempo de analise,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996922008389#b0100
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restringindo o numero de medigdes e rendimento analitico. Como geralmente esta relacionado
a acuidade visual do analista para realizar leituras em buretas, a variabilidade aleatoria de MW

aumenta, fazendo com que sua incerteza relativa seja maior.

2.3.4.6. Estabilidade

Para o método utilizando a extracdo sélido liquido os extratos permaneceram estaveis
por trés dias sob refrigeracdo (Figura 16A). Porém, a partir do terceiro dia, observou-se
diferenca significativa na concentracdo média em relacdo a referéncia (p < 0,05). Os extratos
obtidos pela extragdo PLE automatizada permaneceram estidveis até o décimo dia de
armazenamento ¢ nenhuma mudanga significativa da sua concentragdo foi observada (p > 0,05)
(Figura 16B). O aumentou de mais 7 dias de estabilidade ao extrato pode ser devido a melhora
na limpeza durante a extragio com o EDGE® o que é til em laboratérios com grandes nimeros
de amostras na rotina.

Portanto, se o processo analitico precisar ser interrompido devido a algum problema
técnico, a reandlise ¢ possivel em até trés dias para os extratos obtidos por extragdo sélido-
liquido e dez dias para as amostras extraidas por PLE automatizado. A estabilidade
proporcionada pela derivatizagdo foi a responsavel por essa funcionalidade, pois, sem
derivatizacdao o sulfito permanece estavel por menos de trés horas, prejudicando a reandlise

(GONCALVES et al., 2020).



Figura 16. Graficos da estabilidade dos extratos contendo 100 mg kg™! de sulfito para: (A)
extragao solido liquido e (B) extracao PLE automatizada
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2.4. APLICACAO DO METODO

Onze dentre as doze amostras nao apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) entre
PLE automatizado e extracao so6lido-liquido pela quantificagdo por CZE-DAD (Tabela 7). A
amostra 5 apresentou diferenca entre as extragdes (p = 0,007). Porém, o resultado obtido pelo
método Monier Williams para a mesma amostra foi préximo ao valor médio das duas extragoes.
Além da variag¢do decorrente do processo analitico, variagcdes de concentragdes em amostras de
camardo ja vém sendo observadas em outros trabalhos (IAMMARINO; DI TARANTO;
IENTILE, 2014b; ROBBINS et al., 2015) e podem ocorrer devido aos diferentes processos de

aplicagdo de sulfito em camardes tornando o valor residual variavel.

Tabela 7. Concentracdo de sulfito como SO, em amostras de camarao pelo método de CZE-
DAD com extragdes solido-liquido e PLE automatizado e pelo método Monier Williams

SO (mg kg™)

Samples . R
SLE — CZE-DAD PLE - CZE-DAD Monier Williams
1 16.22 £0.60 18.05 £1.37 -
2 16.77 £ 0.74 17.28 £0.32 -
3 20.14+£2.20 2397 +£2.18 -
4 ND ND -
5 48.88 +1.20 64.75+2.32 55.67 £ 8.08
6 24.78 +£ 0.58 22,77 £ 1.66 20.50+2.12
7 43.51+1.21 4337 +£2.15 42.00 +3.00
8 80.71 £ 1.57 79.67 £2.55 130.00 + 6.00
9 80.85+3.44 78.17+1.12 106.67 +£10.21
10 165.92 £ 1,07 153.87 £5.56 240.00 + 16.82
11 ND ND ND
12 ND ND ND
n=3

Quando comparadas as amostras analisadas por CZE-DAD com ambas as extragoes ¢
pelo método de Monier Williams verificou-se que ndo houve diferenga significativa entre as
andlises quando as concentragdes de sulfito foram inferiores a 80 mg kg™! de SO», porém para
concentragdes acima dessa tem-se uma diferenga entre os valores, que € acentuada quanto maior

a concentracdo de sulfito. Essa mesma tendéncia foi observada por (ROBBINS et al., 2015)
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utilizando um método por LC-MS/MS em amostras de frutas secas e cristalizadas, onde o
método volumétrico Monier Williams tende a fornecer valores superiores de sulfito quando
esse esta presente em altas concentragdes.

A grande quantidade de agentes sulfitantes (dioxido de enxofre, metabissulfitos, sulfitos
e bissulfitos) que podem ser adicionados diretamente em matrizes complexas como pescado
acabam resultando em resultados divergentes como os observados, uma vez que diferentes
espécies podem ser geradas e as técnicas utilizadas possuem principios distintos. A técnica de
CZE-DAD e LC-MS/MS sdo especificas para o ion sulfito, enquanto a volumetria pelo Monier-
Williams € menos especifica, e o analito passa por processos de oxirredugdo até a formagao de

acido sulfurico que ¢ titulado e relacionado com a concentragdo em SO».

2.5. ECO-ESCALA

Para avaliar a adequagdo dos métodos propostos em relagao aos principios da quimica
verde foram calculados os valores para a eco-escala de cada procedimento (Tabelas 7 e 8). O
método CZE com extragado solido liquido foi considerado excelente para quimica verde, pois o
valor da eco-escala foi de 76, e o método CZE com extragao PLE-automatizada foi considera
adequado para a quimica verde por ter obtido um valor de eco-escala de 66, a diminui¢do no
valor ocorreu devido ao aumento do volume das solugdes usadas nesse sistema de extragao.

Os componentes da solu¢do extratora, acetonitrila e formaldeido, sdo os maiores
contribuintes das penalizacdes pois sdo reagentes toxicos de alto risco. Além disse, esses
reagentes geram residuos dificeis de serem tratados. Os reagentes que ndo possuiam risco a
saide e ao meio ambiente ndo foram adicionados nas tabelas, uma vez que ndo geraram
penalidades. O consumo de energia pelos equipamentos utilizados foi menor que 0,1 kW/h e

nao receberam penalizagoes.
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Tabela 8. Eco-escala para o método de determinacao de sulfito por CZE com extragao solido-

liquido

Reagente Quantidade | Pictogramas Risco Penalizacio
Acetonitrila 1 2 2 4
Formaldeido 1 3 2 6
Acido benzenossulfonico 1 2 2 4
Hidroxido de sodio 1 1 1 1
(1 mol L)
Residuos Quantidade Risco Penalizacao

3 3 9
Risco ocupacional Risco
0 0
Consumo de Energia Quantidade Penalizaciao
CE < 0,1 kWh por amostra 0
Banho-Maria <0,1 kWh por amostra 0
Ultrassom < 0,1 kWh por amostra 0
Somatoério dos pontos TOTAL 24
ECO-ESCALA 76

Tabela 9. Eco-escala para o método de determinacao de sulfito por CZE com PLE

automatizado
Reagente Quantidade | Pictogramas Risco Penalizacio
Acetonitrila 2 2 2 8
Formaldeido 1 3 2 6
Ac. benzenossulfonico 1 2 2 4
Hidroxido de soédio 1 1 1 1
(1 mol L)
Residuos Quantidade Risco Penalizacao
5 3 15
Risco ocupacional Risco
0 0
Consumo de Energia Quantidade Penalizacao
CE < 0,1 kWh por amostra 0
EDGE < 0,1 kWh por amostra 0
Somatoério dos pontos TOTAL 34
ECO-ESCALA 66

O método AOAC Monier Williams apresenta um total de 34 penalidades, somando

um valor de eco-escala de 66 (Tabela 10), o mesmo valor obtido pelo método CZE com extracao
PLE automatizada. As principais razdes para as penalidades no método Monier Williams sdo o
elevado volume de 4cido cloridrico utilizado e a consideravel geracao de residuos decorrente

desse procedimento. Com um valor de eco-escala de 66, o método ¢ classificado como
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adequado com os principios da quimica verde. Contudo, o célculo da eco-escala nao abrange a
grande quantidade de amostra utilizada. No método AOAC, sao empregados 50 g de amostra,
ao passo que nas abordagens alternativas apresentadas apenas 5 g sdo necessarios. A reducao

na quantidade de amostra estd em conformidade com os fundamentos da quimica verde.

Tabela 10. Eco-escala para o método de determinagdo de sulfito pelo método de Monier-

Williams
Reagente Quantidade | Pictogramas Risco Penalizacio
Acido cloridrico 2 2 2 8
Per6xido de hidrogénio 1 2 2 4
Hidroéxido de soédio 1 1 1 1
(0,1 mol L)
Nitrogénio 1 1 1 1
Residuos Quantidade Risco Penalizacio
5 3 15
Risco ocupacional — Risco Penalizacao
Emissdo de gases no ar 3 3
Consumo de Energia Quantidade Penalizacio
Titulagdo < 0,1 kWh por amostra 0
éhzilp)a de aquecimento > 1,5 kWh por amostra 2
Somatodrio dos pontos TOTAL 34
ECO-ESCALA 66
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2.6.CONCLUSOES

O método CZE-DAD otimizado destaca-se como uma abordagem eficaz e veloz para
analisar sulfitos, especialmente devido a sua simplicidade de extragdo e rapida separagao por
eletroforese. As otimizagdes baseadas na abordagem de Gongalves et al. (2020) revelaram-se
apropriadas para a andlise de sulfito na forma de HMS. A derivatizagdo do sulfito com
formaldeido a uma concentracdo de 0,3% demonstrou a maxima eficacia analitica com
diferentes combinagdes de matriz e/ou concentragdo de sulfito. Comparado a métodos
convencionais, a técnica mostrou um tempo de separacdo reduzido. Duas metodologias de
extracdo, solido-liquido e PLE automatizado, foram introduzidas e ambas aderiram aos
principios da quimica verde. Esse foi o primeiro relato na literatura da utilizacdo de PLE
utilizando o sistema EDGE® para extracdo e derivatizacio simultinea do sulfito com
formaldeido em camardes. A validacdo do método atendeu as diretrizes do INMETRO ¢
AOAC, e a aplicacio em amostras de camardes confirmou a eficicia das extragdes EDGE® e
solido-liquido. Comparado ao método oficial Monier-Williams, o método PLE-CZE-DAD
demonstrou concordancia em concentragdes baixas, porém o método oficial tendeu a retornar
resultados mais altos em concentragdes elevadas de sulfito. Esse método foi oficialmente
reconhecido pelo MAPA em 2022 como o padrdo para determinagdo de sulfitos em pescado,

listado no Manual de Métodos Oficiais para andlise de produtos de origem animal.
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CAPITULO 3 - DETERMINACAO DE POLIFOSFATOS EM PESCADO E
PRODUTOS CARNEOS POR ELETROFORESE CAPILAR EMPREGANDO
CAPILAR MODIFICADO COM SAL DE QUITOSANA QUATERNIZADA

3.1. INTRODUCAO AO CAPITULO
3.1.1. Fosfatos

O fosfato é um sal do 4cido fosforico, também chamado de ortofosfato (PO4"). Quando
varias unidades de ortofosfato se ligam, formam uma estrutura mais complexa conhecida como
fosfatos condensados ou polifosfatos. O termo "fosfatos" refere-se as espécies formadas por
ortofosfato e fosfatos condensados. Nao hd consenso na literatura quanto a classificagdo e
nomenclatura dessas espécies, mas a classificacdo mais utilizada divide os fosfatos em quatro
grupos: ortofosfato ou monofosfato (1 grupo fosfato); pirofosfato ou difosfato (2 grupos
fosfato); trifosfato ou tripolifosfato (3 grupos fosfato) e polifosfatos (4 ou mais grupos de
fosfato). Apesar de o pirofosfato ser a menor cadeia formada por fosfatos condensados, alguns
autores classificam essa espécie e o trifosfato como polifosfatos, pois apresentam mais de um
grupo ortofosfato em sua estrutura (ELLINGER, 2017).

Fosfatos sdo amplamente utilizados como aditivo alimentar na categoria de
estabilizantes em inumeros tipos de produtos, como pescado, carnes, frangos, paes, laticinios,
bebidas e outros. Em produtos carneos e pescado as principais fungdes desses aditivos sdo
retencdo da umidade, por meio da inibicdo da perda de liquidos durante a distribuigdo e
comercializacdo; emulsificacdo (principalmente de produtos como salsichas); inibicdo da
rancidez oxidativa por meio de quelacao de ion metélicos; estabilizacdao da cor e sabor e efeito
de crioprotecdo que reduz os danos de queimaduras por congelamento (BJORKEVOLL;
REBOREDO; FOSSEN, 2017; ELLINGER, 2017; GONCALVES; RIBEIRO, 2008).

A ANVISA por meio da IN n° 211 de 2023 n° 329 estabelece quais fosfatos podem

ser empregados como aditivos em pescado, carnes e produtos carneos (Tabela 11).
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Tabela 11. Principais fosfatos permitidos como aditivo em carnes, produtos carneos e pescado
de acordo com a ANVISA

Fosfato INS*

Acido fosforico, acido ortofosforico 338
Fosfato de sddio monobasico; Fosfato dissodico;
Fosfato trissodico

Fosfato de potassio monobasico; Fosfato de potassio
dibasico

Fosfato monobasico de célcio; Fosfato de calcio
dibasico; Fosfato tribasico de calcio

Pirofosfato dissddico; Pirofosfato trissodico;
Pirofosfato tetrassodico

Pirofosfato de potassio; Pirofosfato de calcio;
Pirofosfato monobasico

Tripolifosfato de sddio; Tripolifosfato de potassio 4511; 45111

Hexametafosfato de sodio; polimetafosfato de
potassio; Polifosfato de célcio e sodio
“INS — International Numbering System (Sistema Internacional de Numerac?o)

Fonte: Adaptado da RDC n° 329/2019 ¢ RDC n° 272/2019

3391; 33911; 339ii1
3401; 34011; 340111
3411; 34111; 341111
4501; 45011; 450111

450v; 450vi; 450vii

4521; 4521i; 452iii

Quando utilizado da maneira correta os fosfatos possibilitam a entrega de um produto
de boa qualidade com a maciez e suculéncia adequada. Entretanto, quando utilizado em excesso
e de maneira inadequada ocorre uma absor¢do excessiva de dgua levando a uma adulteragdo
caracterizada como fraude econémica, podendo inclusive mascarar produtos com mé qualidade
e deteriorados (GONCALVES; SOUZA; REGIS, 2018; GUIMARAES et al., 2016). Além
disso, a exposi¢do excessiva do ser humano ao fosfato pode causar problemas de saude como
descalcificagdo, calcificacdo vascular, disfuncdo renal, redu¢ao da fertilidade, entre outros
(BROWN; RAZZAQUE, 2016; RITZ et al., 2012; STEVENS, 2014).

Para evitar o uso excessivo desses aditivos, a legislagdo brasileira estipula um limite
méximo de fosfatos residuais de 5 g kg™ (0,5%), expresso como P2Os, em pescados, carnes e

produtos carneos. E nos pescados o uso € permitido apenas na etapa de glaciamento.

3.1.2. Métodos para a determinacao de fosfatos

O Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) estabelece os métodos fisico-quimicos
oficiais para o controle do fosfato no pescado. Para a determinacdo desse aditivo emprega-se

um método fundamentado na conversao do fosforo presente na amostra em ortofosfato. A
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reacao deste com molibdato em meio acido produz um complexo misto molibdato/fosfato que,
na presenca do ion vanadato, forma o 4acido molibdovanado fosférico de cor amarelada. A
intensidade da cor amarela é proporcional a concentragdo de ions fosfato na amostra e
quantificada espectrofotometricamente a 420 nm (BRASIL, 2022). Esse ¢ um método analitico
classico laborioso, no qual para a sua realizagdo ¢ necessaria uma grande quantidade de
vidrarias e de reagentes que sao toxicos e corrosivos, gerando um grande risco para o analista
e para o meio ambiente, uma vez que grandes quantidades de residuos sdo geradas através desse
método. Outra caracteristica desse método € a impossibilidade de analisar as espécies de fosfato
individualmente, pois todo o fosforo da amostra ¢ convertido em ortofosfato. A falta de
seletividade desse método impede a identificagdo do tipo de aditivo de fosfato usado no
pescado. Como diferentes espécies de fosfato podem ser empregadas, € interessante a aplicagao
de um método que permita analisar essas espécies, principalmente as que sdo mais utilizadas
na producdo de pescado e carneos (ortofosfato, pirofosfafato e tripolifosfato), pois cada uma
delas possui diferentes capacidades de retencdo de agua e estabilidade afetando de maneira
diferencial as caracteristicas do produto (LEE et al., 2018).

Para a verificacdo desses aditivos o MAPA utiliza um segundo método a fim de
identificar os principais tipos de fosfatos utilizados em pescado, que sdo tripolifosfato,
pirofosfato, trimetafosfato e ortofosfato. Esse método ¢ feito por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC - do inglés, high performance liquid chromatography) empregando
mecanismo de separacao por troca i0nica,com um modulo de derivatizacao pds coluna e com
detector na faixa UV-Vis (BRASIL, 2022; YOZA et al., 1991). Este ¢ um método que envolve
uma série de reagentes e materiais especificos, e com tempos de separacdo relativamente
longos, acima de 40 minutos. Além disso, o método ¢ usado apenas de forma qualitativa e ndo
possibilita determinar a concentracao de cada uma das espécies de fosfatos no pescado e atrelar
esses teores a limites maximos permitidos que futuramente poderiam ser estabelecidos por
orgdos reguladores. A legislagdo brasileira ndo recomenda nenhum método que seja
quantitativo e que permita determinar as concentragdes das espécies de fosfatos
individualmente e devido as caracteristicas intrinsecas desses aditivos esse monitoramento seria
um aprimoramento importante do método para analise de fosfatos em pescados.

Além desses métodos sao encontrados na literatura (Tabela 12) outros métodos

espectrofotométricos com conversao total do fésforo, métodos por HPLC com mecanismo de
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troca i6nica, derivatizagao pos coluna e detecgdo UV-Vis, HPLC em fase reversa com detecgao
UV-Vis, métodos por cromatografia ionica com a utilizagdo de detectores de condutividade ou
modulo de derivatizagdo pos coluna e com deteccdo UV-Vis. Sdo reportados também métodos
com multi-analitos incluindo fosfatos por HPLC acoplado com espectrometria de massas
sequencial (MS, do inglés Mass Spectrometry) (KAUFMANN et al., 2018) e métodos
utilizando espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de fosforo31 (HRYNCZYSZYN;
JASTRZEBSKA; SZLYK, 2010; MISSONG et al., 2016; RULLIERE et al., 2013).

Os métodos por eletroforese mais recorrentes na literatura utilizam o modo de
Isotacoforese Capilar com detectores de condutividade. Um modo de CE que também pode ser
utilizado para andlise de espécies de fosfato, mas que ainda € pouco explorado para a de
determinagdo de fosfatos em alimentos ¢ o modo de Eletroforese capilar de Zona (CZE, do
inglés, Capillary Zone Electrophoresis) com detecgdo por UV-vis indireta, um sistema de
detecgdo simples, relativamente sensivel e acessivel a todos os equipamnetos de CE
potencializando sua aplicabilidade em analises de rotina. A maioria dos métodos por CZE para
a determinagdo de fosfatos sdo aplicados em matrizes como detergentes ou solugdes aquosas.
O tnico método relatado com CZE com deteccdo indireta em pescado foi reportado por Wang
e colaboradores (WANG; LI; ZHANG, 2015).

Nos métodos de analise de fosfatos em alimentos, ¢ importante ter um cuidado especial
devido a presenca da enzima fosfatase, que catalisa a conversao natural de polifosfatos em
ortofosfato por meio da reacao de hidrolise. Para garantir boa precisdo na determinagdo de
polifosfatos € necessario aplicar algum método de inibicdo da reacdo de hidrolise antes da
analise (MOLINS; KRAFT; OLSON, 1985; WANG:; LI; ZHANG, 2015). Na literatura nem
todos os métodos para a determinagdo de fosfatos apresentam alguma forma de inativar a
fosfatase, o que nao ¢ o recomendado, pois a conversao dos polifosfatos em ortofosfato ira gerar
uma falsa resposta a respeito das concentragdes das espécies de fosfato. Dentre as técnicas mais
recorrentes para o controle da hidrélise de fosfato usam a altas temperaturas no processo de
cocgdo da amostra para inativar a fosfatase, o controle do pH na solucdo de extracdo, uso de
acido tricloroacético (TCA), micro-ondas e pré-tratamento de alta pressao (DAFFLON et al.,
2003; KAUFMANN et al., 2018; VAN NGUYEN et al., 2012; WANG; LI; ZHANG, 2015).

A extragdo solido-liquido ¢ o tipo de extragdo mais empregado nos trabalhos de

determinagio de fosfatos em pescado. E recorrente o uso de solugdes de TCA na extragdo pelo
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fato dele também auxiliar na inativacao da enzima fosfatase, essa extra¢ao costuma ser feita por
agitacdo e ultrassom, e a separagdo do extrato costuma ser feito por centrifugacao e filtragao.
Por serem aditivos alimentares os limites estipulados na legislacdo sdo relativamente altos, logo
ndo ¢ necessario um método altamente sensivel, e o preparo da amostra pode ser simplificado
sem o uso de métodos de pré-concentragdo, apenas um clean-up do extrato para retirada da

matriz complexa de pescado.



Tabela 12. Métodos encontrados na literatura para determinag@o de fosfatos com as formas de inativacdo da fosfatase
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Técnica Analitos LD /LQ F:)xatldao Amostra / Preparo da Amostra Inativagao da Referéncia
(%) Fosfatase
) . Camarao e salame / Amostras foram Tratamento
Or.tofo‘sfato, Pirofosfato,  [n.i] / homogeneizadas com EDTA, aquecidas em térmico com KAUFMANN et
LC-MS Tripolifosfato 3-30 15-234 . . ,
. 1 banho de 4gua fervendo por 20 min e banho de 4gua  al., 2018
e outros 16 aditivos (mg kg™) .
analisadas. fervente
IC- UV-Vis Ortofosfato, Pirofosfato, Materiais de fabricacio de detergentes / LINARES_; DE
o L . . . . . CASTRO;
(Derivatizacdo Tripolifosfato e [n.i] [n.i] Amostras foram dissolvidas em KC1 0,1 mol  [n.i]
. : 3 . VALCARCEL,
pos coluna) Trimetafosfato L™ e analisadas. 1991
1C- UV-Vis Camardes / Amostras trituradas, agitadas com
.. . Ortofosfato, Pirofosfato 500/ [n.i] agua por 30 min, centrifugadas e filtradas. Os . HEITKEMPER et
(Derivatizacao .. 1 88 - 106 [n.1]
. e Tripolifosfato (mg kg™) extratos passaram por cartuchos de SPE com al., 1993
pOs coluna) ~ .
C18 e entdo as analisados.
. Bacalhau e Camardo / Amostra congelada foi
Or.tofo‘sfato, Pirofosfato, 0’1. - 04/ homogeneizada com TCA, ajustada o pH com Adi¢do de TCA GAO; YUAN;
IC-CD Tripolifosfato e [n.1] 99 - 111 . :
1 NaOH até pH>8, colocada em ultrassom por e ajustede pH YU, 2012
Hexametafosfato (umol L) . . )
8 min, centrifugada e analisada.
Orj:oqufato Pirofosfato 0,1. -0,5/ ‘ Presunto, peixe em pasta e queijo /10\mostras Adiciio de SEKIGUCHI et
IC-CD Tripolifosfato [n.1] [n.i] foram homogeneizadas com TCA 4%, TCA al.. 2000
Tetrapolifosfato (umol L) centrifugadas por 10 min, diluidas e filtradas. "
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Técnica Analitos LD/LQ Exz:)tldao Amostra / Preparo da Amostra Inativacio da Referéncia
(%) Fosfatase
Bacalhau / A amostra foi triturada, agitada
Ortofosfato com agua por 1 min, colocada no ultrassom
1C-CD Pirofosfato, n.i] [n.i] por 10 min, centrifugada, adicionado TCAno Adicdo de TCA VAN NGUYEN et
Tripolifosfato ' ' sobrenadante e centrifugada novamente por e ajustede pH  al., 2012
Trimetafosfato 15 min. Ajustou-se o pH e a solucdo foi
filtrada e analisada.
Pirofosfato R 33/ Presunto cozido, salsicha, carne enlatada,
1C-CD Tripolifosfato 24 -99 ’7 - 101 queijo processado, surimi, peixes € camaroes [n.i] IAMMARINO; DI
Trimetafosfato Ko! / Amostras homogeneizadas com agua, ' TARANTO, 2012
Tetrapolifosfato (mg kg™) agitadas por 1 min e centrifugadas por 5 min.
O sobrenadante foi filtrado e analisado.
Vieira e bacalhau / As amostras foram
trituradas e a extragdo foi realizada com agua ) )
IC-CD Tripolifosfato 5,0/ [n.] 88 -105  no ultrassom por 10 min, depois foram U.SO de TCAe  CUL CAL XU,
(mg Kg™) filtradas e diluidas com 5 ml de TCA. ajuste de pH 2000
Amostras foram filtradas e entdo utilizado o
NaOH par ajustar o pH>S8.
Carne enlatada, queijo, camardes, lulas e
Ortofosfato 04-3.0/ misturas de frutos do mar / Amostras
CITP - CD Pirofosfato ’ : trituradas foram extraidas com dgua destilada . JASTRZEBSKA,
Tripolifosfato 1,5-108 89 - 117 sando um agitador orbital por 30 min. Os [n.1] 2011
politosia (mg L) g p

Nitrato e Nitrito

extratos foram centrifugados por 30 min,
filtrados, diluidos para 50 ml e analisados.




Técnica Analitos LD /LQ Exz:)tldao Amostra / Preparo da Amostra Inativagio da Referéncia
(%) Fosfatase
Oil:(?fio:f?[?’ 04-1,1/ 08 Carne de porco / Amostra foi triturada, [n.i] %{AOSI"JF I;ZZ];:E{SKKA’
CITP-CD fri olifosfato 1,2-3,7 agitada com NaOH por 60 min, centrifugada ' 20 08’ ’
p (mg L) por 30 min, filtrada, diluidas e analisadas.
Carne de porco crua, cozida e defumada /
Amostras foram trituradas, extraidas com Contole do
CITP - CD Tripolifosfato g’f /E_’ 17) 97-98 NaOH com agitagdo por 30 min, pH no final ;S’(? 6T RZEBSKA,
& centrifugadas e filtradas. Foi corrigid o pH da extragao
para 8, e entdo as amostras foram diluidas e
analisadas
i, femene st e e o
CITP - CD Pirofosfato 0,3/1,0 [n.i] pe dacos e extraidas em deua com banho de [n.i] BARTOS;
Tripolifosfato  (mgL™) pecag gua com 5 MIKYSEK, 2012
ultrassom. As amostras foram diluidas e
analisadas
Presunto, salsichas, mortadela, paté, carne de
Crrp-cp OMoRosfio 20750 gt e com fua destlada (0] DUSEK etal.
Pirofosfato (wmol L) ' & gy ' 2003

em banho de ultrassom por 30 min, diluidas,
filtradas com filtro de membrana 0,45mm e
analisadas

82



83

Técnica Analitos LD /LQ Exz:)tldao Amostra / Preparo da Amostra Inativagio da Referéncia
(%) Fosfatase
CE-UV I(Biitc())ff;()) :E:S 51(1),1(]) -0.0/ 91-106 Detergentes comerciais / Foi feita apenas [n.i] WANG:; LI, 1996
Indireto Tripolifosfato (umol L) diluicdo da amostra
CE - UV Ortofosfato . . N N ) o . STOVER;
Indireto Pirofosfato [n.i] [n.i] Solug:oes. pE}dEoes dos analitos / Foi feita [n.1] KEFFER., 1993
. apenas dilui¢do da amostra.
Tripolifosfato
Peixe e Camardo / As amostras foram Pré-tratamento

Ortofosfato 0,23-0,33/ trituradas e extraidas com TCA (4%), ~
CE -UV . de alta pressato  WANG; LI;
Indireto Pirofosfato 0,77-1,00  79-105 colocadas em ultrassom com 40 Hz por 10 (HPP) ZHANG. 2015

Tripolifosfato (mg g!) min, centrifugadas por 10 min e filtradas. O ’

pH foi ajustado para pH>8, feita diluicdo com
TCA 4%, e a amostra filtrada e analisada.

400MPa/10min

LD — Limite de detecgdo; LQ - Limite de quantificagdo
[n.i] — Nédo informado
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3.2. EXPERIMENTAL

3.2.1. Reagentes e solucoes

Os padroes analiticos utilizados foram fosfato de so6dio (Na3POs), pirofosfato de
potéassio (K4P207), tripolifosfato de sodio (NasP3O1o), trimetafosfato trisodico (NazP3Oo) e
acido malonico, adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Seus estoques individuais
de 1000 mg L' foram preparados em 4gua ultrapura (sistema Milli-Q®, Merck Millipore,
Darmstadt, Alemanha) e armazenados sob refrigeracio até o momento do uso. Acido
aminocaproico, acido fumadrico, acido maleico, acido ftalico, B-alanina, butilamina,
Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS), Bis(2-hidroxietil)Jaminotris(hidroximetil)-
aminometano (BIS-TRIS) provenientes da Sigma Aldrich foram empregados no
desenvolvimento do método e na escolha do eletrolito de corrida, suas solugdes foram
preparadas com agua ultrapura no momento da andalise nas concentracdes descritas na Tabela
13. Hidroxido de sédio 1 mol L' (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA), 4cido cloridrico
(Synth, Diadema, SP, Brasil) e acetona da Tédia (Fairfield, OH, EUA) também foram
utilizados.

Para modificagdo das paredes internas dos capilares foi utilizado recobrimento com
sal de quitosana quaternizada (SAQQ) 0,2% (m/v) preparada com &cido cloridrico 0,01 mol L"
!. SAQQ foi sintetizado seguindo os procedimentos de (QIN et al., 2004)) e (VITALI et al.,
2014)) a partir da quitosana com 90% de desacetilagdao adquirida da Purifarma (Sao Paulo, SP,
Brasil).

3.2.2. Programas utilizados e tratamento de dados
O desenvolvimento e otimizag¢do do método por eletroforese foi realizado com auxilio

do software Peakmaster® versdo 5.3, SIMULSC® e Chemicalize. O tratamento dos dados e as

analises estatisticas foi conduzido no Statistica® 13.0 e no Excel, pacote Office 365.

3.2.3. Instrumentaciao e método analitico

Todas as analises de eletroforéticas foram realizadas em um equipamento de

eletroforese capilar da Agilent Technologies modelo 7100 (Palo Alto, CA, USA) equipado com
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um detector de arranjo de diodos que abrange de 190 a 600 nm. Os comandos do equipamento
assim como a aquisi¢do e tratamento dos dados foram realizados pelo software ChemStation®.
Foram utilizados capilares de silica fundida revestido de poli-imida da Agilent Technologies e
da empresa NST (Sao Carlos, SP, Brasil) com comprimento total de 48,5 cm, comprimento
efetivo até o detector de 40 cm e didmetro interno de 75 pum. As inje¢des foram realizadas no
modo hidrodindmico com pressdao de 50 mbar por 5 segundos. A tensdo aplicada para a
separacao foi de 20 kV com polaridade negativa na extremidade de injecdo e a temperatura foi
mantida em 15 °C. A deteccao dos analitos foi realizado pelo modo indireto e acompanhado
em 220 nm. O eletrolito de corrida otimizado composto por 30 mmol L 4cido fumarico e 60
mmol L' de 4cido amicocaproico, pH = 4,08, foi preparado diariamente em 4dgua. As medidas
de pH foram realizadas em um pHmetro modelo 913 da Metrohm (Herisau, Suica) e no modelo
B474 da Micronal (Sao Paulo, SP, Brasil).

Todos os capilares passaram por um condicionamento inicial com pressao de 940 mbar
com hidréxido de soédio 1 mol L por 30 min e depois 4gua ultrapura por 30 min. Os capilares
que foram revestidos com SAQQ passaram pelo condicionamento inicial citado e em seguida
foram lavados com a solugdo 0,2% (m/v) de SAQQ em 4cido cloridrico 0,01 mol L™ por 15
min, foi mantido contato estatico por mais 15 min e em seguida foi condicionado com eletrolito
de corrida por 15 min. No inicio de cada dia de analise os capilares revestidos foram lavados
somente com 15 min de eletrolito e entre as corridas o capilar foi lavado com eletrolito por 1
min. Quando necessario refazer o revestimento o capilar era novamente lavado com SAQQ

0,2% por 15 min e mantido contato com a solu¢do por mais 15 min.

3.2.4. Medida da estabilidade do capilar revestido com SAQQ

A estabilidade do revestimento com SAQQ foi avaliada por meio de injecdes
consecutivas de amostras de salsicha e camardo fortificadas com os analitos ortofosfato,
pirofosfato, tripolifosfato, trimetafosfato em seis niveis de concentragdo e o padrdo interno
acido maldnico. Foram realizadas 80 injegdes e a estabilidade foi avaliada pelo coeficiente de
variacdo dos tempos e das razdes dos tempos dos analitos para verificar o momento de refazer

o revestimento com SAQQ no capilar.
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3.2.5. Desenvolvimento do método

3.2.5.1.Determinagdo das mobilidades pelo método de Williams e Vigh

Para determinar as mobilidades i6nicas dos analitos foi utilizado o método
desenvolvido por Williams e Vigh por eletroforese capilar e a equacao de Onsanger (VISTUBA
et al., 2015; WILLIAMS; VIGH, 1996). A execucdo do método de Williams e Vigh esta
descrita na Figura 17. Resumidamente, ¢ feita uma sequéncia de injecdes com um marcador
neutro (nesse caso foi usado a acetona) e o analito, suas transferéncias pelo capilar ¢ realizada
via aplicacdo de pressdo e voltagem. A determina¢do da mobilidade i6nica dos analitos levou
em consideragdo a relagdo do tempo entre os analitos e os marcadores neutros, além dos
parametros utilizados no método como voltagem, tempo de aplicacdo de voltagem, tamanho do

capilar, entre outros.

Figura 17. Etapas do método de Williams e Vigh para determinag¢do da mobilidade dos
polifosfatos.
Regido termostatizada
)

Np,A
Detector .
0 T [) Injecdo da amostra
1 Li (marcador neutro 1 + analito)
NuLA
2 0 | i ) Transferéncia por pressao

N,

Separagdo eletroforética

N

F N w
T
— —
| = | =
-
+

l) Injecdo do marcador neutro 2

N, A N,

Transferéncia até o detector por
pressao

]

Fonte: Adaptado de Williams; Vigh (1996).

Antes de iniciar as sequéncias de injecdes ¢ realizado o condicionamento do capilar
com o eletrolito adequado. Em seguida na etapa 1 ¢ injetado um plugue de uma solug¢ao do
eletrélito contendo o marcador neutro (N1) e o analito (A), neste caso anidnico. Na sequéncia,
na etapa 2, ¢ feito a transferéncia da banda Ni,A por pressdo ao longo de um tempo até essa

banda chegar na regido termostatizada do capilar, o que minimiza efeitos da temperatura na
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medida das mobilidades. Na etapa 3 ¢ aplicada uma tensdo por um determinado tempo para a
separagdo do analito anidnico do marcador neutro. O marcador neutro migra para o catodo
(eletrodo negativo), por ser arrastado pelo fluxo eletrosmdtico normal (também chamado de
fluxo catddico) com uma mobilidade o, € 0 analito anidénico migra também para o catodo,
porém com a combinacdo da sua mobilidade real pacta- € [eo. Depois dessa etapa a voltagem
retorna ao zero, € na etapa 4, um segundo plugue ¢ injetado, porém nessa solugdo nio ha o
analito, somente uma solugdo do eletrolito com marcador neutro (N2). Por tltimo, na etapa 5 ¢
realizada uma injecao de eletrdlito por pressao até as bandas dos marcadores e do analito
chegarem a janela de detecgao.

Para determinar as mobilidades dos analitos os seguintes calculos sdo empregados:

LaoXLt

Hacta~ = tramp-up ‘ramp—down
Vapl(tmigr_ 2 - 2 )

(Equacao 5)

Onde, piger 4~ ¢ a mobilidade real (cm® V' s™); V€ a voltagem aplicada (V) ; tp;gr
¢ o tempo que o potencial ¢ aplicado (8); trgmp-up € 0 tempo que o equipamento leva para
atingir a voltagem programada € trqmp-aown€ © tempo para a voltar a voltagem a zero; Lo, €
o comprimento total do capilar (cm) e L, representa a distdncia entre o analito anidnico e o

marcador N1, esse termo pode ser calculado pela equagdo abaixo:
Ly = (ta —ty)Vn (Equagio 6)
Nessa equagdo ty € ty,sdo os tempos de migragdo do anion e do primeiro marcador

neutro (s) respectivamente. V,, ¢ a velocidade de mobilizagdo final por pressdo aplicada (cm s

1) e ¢ calculada pela equacio:

v, = —det (Equagdo 7)

Na qual Lg,; € o comprimento do capilar até a janela de detec¢do (cm); N, é o tempo

do segundo marcador neutro (s); t;,; € o tempo de injegdo de cada plugue(s).
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Depois de calculada a fig¢, 4-, a mobilidade idnica ug 4~ (cm? V' s1) foi obtida com a

equagao de Onsanger abaixo (VISTUBA et al., 2015).

_gq VI ~
Hact,a- = Mo,a~ — [0,23u9 4~ +31,3 X 10 °] B (Equagdo 8)

Onde I ¢ a forca idnica do meio, e os valores da equagio de 0,23 e 31,3x10 estdo

relacionados com a permissividade do composto no vacuo e a viscosidade.

A inser¢do dos analitos no capilar foi realizada por pressdo de 50 mbar por 3 s. Em
todas as andlises foi aplicada uma tensao de 15 kV que variou de 30 a 60 s, os valores de tramp-
up foram de 6 s e os valores de tramp-down foram de 2 s. A pressao utilizada para levar os analitos
até o detector foi de 100 mbar. As determinagdes das mobilidades foram realizadas em capilar
de silica fundida sem revestimento e os experimentos foram feitos em triplicata utilizando
solucdes padrao dos analitos e simultaneamente foi analisado uma solugdo padrao de cloreto
que possui seu valor de mobilidade conhecida, para verificar se o0 método estava adequado e
calcular os erros experimentais das medidas.

Foram utilizados para esse método dezoito eletrolitos com pH variando de 2,5 a 9,50

e suas composic¢des estdo descritas na Tabela 13.
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Tabela 13. Composi¢ao e pH dos eletrolitos usados no método de Williams e Vigh para
determinagdo das mobilidades dos analitos

pH Composicao do eletrdlito

2,50  Acido Maleico 20,0 mmol L' e p-alanina 14,0 mmol L™

2,75 Acido Maleico 20,0 mmol L' e p-alanina 18,7 mmol L™’

3,00  Acido Maleico 20,0 mmol L' e B-alanina 24,0 mmol L™

3,25 Acido Maleico 20,0 mmol L' e B-alanina 30,0 mmol L!

3,50  Acido Maleico 20,0 mmol L' e B-alanina 40,0 mmol L™

3,75 Acido Maleico 20,0 mmol L™ e Acido aminocapréico 23,7 mmol L

4,00 Acido Maleico 20,0 mmol L™ e Acido aminocapréico 28,0 mmol L!
4,25  Acido Maleico 20,0 mmol L' ¢ Acido aminocapréico 33,5 mmol L™!
4,50 Acido Maleico 20,0 mmol L™ e Acido aminocaproéico 45,0 mmol L™
4,75 Acido Maleico 20,0 mmol L™ e Acido aminocapréico 64,0 mmol L™
5,00 Acido Maleico 20,0 mmol L™ e Acido aminocapréico 100,0 mmol L™
5,50 Acido Maleico 15,0 mmol L™ e Acido aminocapréico 130,0 mmol L
6,00  Acido Maleico 15,0 mmol L' ¢ BISTRIS 21,8 mmol L'

6,50  Acido Maleico 15,0 mmol L' e BISTRIS 30,0 mmol L’

7,00 Acido Maleico 15,0 mmol L' e BISTRIS 50,0 mmol L™

7,50 Acido Maleico 15,0 mmol L' e BISTRIS 120,0 mmol L™

8,00 Acido Maleico 15,0 mmol L' e TRIS 51,0 mmol L™!

9,50  Acido Maleico 15,0 mmol L' e Butilamina 32,5 mmol L™!

3.2.5.2. Otimizag¢do do eletrolito de corrida

Foram construidas as curvas de mobilidade efetiva versus pH utilizando o software
SIMULSC para determinar a faixa de pH para a separacao e depois foi utilizado o software
Peakmaster® para otimizar as melhores composigdes do eletrélito de corrida com base na
resolucdo entre os sinais dos analitos, padrdo interno e possiveis interferentes presente em
amostras de carneos e pescado, considerando também capacidade tamponante adequada e
minima assimetria dos sinais ocasionados por efeitos de dispersao por eletromigracao (EMD,
do inglés “Electromigration Dispersion”. Quatro eletrolitos foram selecionados para serem
testados experimentalmente: Acido fumérico 20 mmol L' e B-alanina 120 mmol L' pH = 4,03,
4cido ftalico 20 mmol L' e 4cido aminocaprdico 40 mmol L pH = 4,36, 4cido maleico 30
mmol L' e 4cido aminocapréico 60 mmol L' pH = 4,36, 4cido maleico 20 mmol L e 4cido

aminocaproéico 40 mmol L™ pH = 4,42 e 4cido fumarico 30 mmol L' e 4cido aminocapréico 60
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mmol L' pH = 4,08. A mobilidade do fluxo eletrosmético foi medida experimentalmente e com

o auxilio do Peakmaster® para usar nas simulacdes.

3.2.5.3. Otimizag¢do multivariada da voltagem e temperatura

Os parametros temperatura e voltagem foram avaliados por meio de um planejamento
fatorial em trés niveis (minimo, ponto central ¢ maximo). Os fatores, os niveis ¢ a matriz do

planejamento estudado estdo na Tabela 14 abaixo:

Tabela 14. Matriz de experimento com fatores e niveis para otimizacdo dos parametros de
separa¢ao do método de polifosfatos por eletroforese capilar

Ensaio Fatores e niveis codificados Fatores e niveis experimentais
Temperatura (°C) Voltagem (kV) Temperatura (°C) Voltagem (kV)
1 -1 -1 10 -15
2 -1 0 10 -20
3 -1 +1 10 -25
4 0 -1 15 -15
5 0 0 15 -20
6 0 +1 15 -25
7 +1 -1 20 -15
8 +1 0 20 -20
9 +1 +1 20 -25
10 0 0 15 -20
11 0 0 15 -20
12 0 0 15 -20

A avaliagao foi feita por meio de um fator resposta considerando a resolugdo entre os

pares criticos dos analitos e interferentes e o tempo de migracao do tltimo analito (Equacao 9).

Resolugdo do par critico (Sulfito e Pirofosfato)

Fator resposta = (Equacao 9)

Tempo de migragio do Gltimo analito

3.2.5.4. Otimizag¢do do preparo da amostra

A partir de uma massa de 5 gramas de uma amostra homogeneizada de presunto com
inativagdo da fosfatase por micro-ondas avaliou-se univariadamente os volumes 10, 15, 20 e 25
ml de dgua para extragdo considerando dilui¢des posteriores de 5 e 10 vezes. O melhor volume

foi determinado com base na area do pirofosfato presente na amostra e no ruido da linha base.
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O tempo de agitagdo e o tempo de ultrassom foram avaliados por um planejamento
Dochlert com dois fatores. Para os experimentos foram usadas uma amostra comercial de
presunto contendo pirofosfato e ortofosfato. A amostra foi aquecida até 72°C em micro-ondas,
triturada e homogeneizada. Foram utilizados 5 g com 15 mL de agua, o extrato foi
homogeneizado em ultraturrax e a extracao foi seguida conforme a Tabela 15 do planejamento
Dochlert. A resposta do planejamento foi avaliada pelo somatério das razdes de éarea do

pirofosfato presente na amostra.

Tabela 15. Matriz de experimento com fatores e niveis para otimizacao do tempo de agitacdo
e tempo de ultrassom para extragdo de polifosfatos por eletroforese capilar

Fatores e niveis codificados Fatores e niveis experimentais
Ensaio Tempo de Tempo de Tempo de Tempo de
Ultrassom Agitacio Ultrassom (min) Agitacio (min)

1 +1 0 30 15
2 +0,5 +0,866 22,5 30
3 -1 0 0 15
4 -0,5 -0,866 7,5 0
5 +0,5 -0,866 22,5 0
6 -0,5 +0,866 7,5 30
7 0 0 15 15
8 0 0 15 15
9 0 0 15 15

3.2.6. Amostras

Foram analisadas ao todo cinco amostras, sendo duas amostras de presunto, uma
amostra de fil¢ de peixe, uma amostra de camarao e uma amostra de salsicha. Todas as amostras
foram adquiridas do comercio local das cidades de Florianopolis e Sdo José no estado de Santa

Catarina.

3.2.6.1. Preparo das amostras

Primeiramente a amostra foi colocada em um recipiente de vidro, cortada em pedacgos
menores quando necessdrio, € levada a micro-ondas doméstico em poténcia maxima (modelo
Piccolo light 800W — Panasonic, Osaka Japao) de 1 a 2 min, ou até atingir a temperatura de
72°C. A amostra foi entio homogeneizada em um homogeneizador modelo Blixer®3 (Robot

Coupe, Paris, Franca) e uma aliquota de 5,0 + 0,1 g foi coletada em tubos de fundo conico de
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polipropilenotipo de 50 mL e adicionados 15 mL de agua ultrapura. A amostra foi
homogeneizada em disruptor de tecidos ultra-turrax (modelo T18, IKA® Staufen, Alemanha)
425000 rpm e depois levada a centrifugacao por 10 min 4 4500 rpm a 4°C. O sobrenadante foi
coletado diluido adequadamente com padrao interno e esta solugdo foi agitada em vortex,
centrifugada & 13300 rpm por 5 min 4 4 °C em uma centrifuga de microtubos. O sobrenadante
foi coletado e reservado para andlise (Figura 18). A concentracdo do padrao interno malonato

em todas as amostras foram 70 mg L.

Figura 18. Representacdo esquematica do preparo de amostra para o método de determinacdo
de fosfatos por CZE.
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Fonte: Elaborado pela autora

3.2.7. Validacao analitica

A validacdo do método proposto foi realizada de acordo com as orientagdes do
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) (BRASIL, 2020) e
AOAC (AOAC, 2016) os parametros avaliados foram: Seletividade, linearidade e faixa de
trabalho, limite de deteccdo e quantificagdo, precisdo e recuperagdo. A incerteza padrdo

expandida foi calculada de acordo com a norma ISO 21748 (ISO, 2017).
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3.2.7.1. Seletividade

Para avaliar a seletividade, foram realizadas simulacdes das separacdes dos analitos e
interferentes usando o software Peakmaster®. Depois, foram feitos testes experimentais para
separar os analitos, o padrdo interno e possiveis interferentes endégenos e exdgenos, como
cloreto, sulfato, sulfito, citrato e lactato, adicionados em solventes e extratos de amostras de
camario e carne bovina. Os analitos foram adicionados em uma concentragio de 150 mg L' e
os interferentes em 50 mg L. Além disso, foram examinadas 10 amostras brancas para

polifosfatos para verificar se havia interferentes proximos aos tempos de migragao dos analitos.

3.2.7.2. Linearidade e efeito de matriz

A avaliacdo da linearidade e do efeito de matriz foi feita utilizando trés diferentes tipos
de curvas de calibracdo com padronizagdo interna: (I) Curva de calibragdo em solugao,
preparado em solvente e fortificada com o analito por meio de dilui¢des sequenciais da solugao
estoque padrao, (II) Curva de calibracdo em matriz branca, preparada por fortificagao do analito
diretamente em uma matriz isenta do analito e (III) Curva de calibracdo em extrato de matriz
branca, preparada a partir do extrato de uma matriz branca e fortificada com o analito por meio
de diluicdes sequenciais da solugdo estoque padrdo. As curvas de calibracdo continham sete
niveis de concentragio, incluindo o zero. A faixa foi de 10 a 125 mg L! para o trimetafosfato
e o pirofosfato, e de 40 a 140 mg L para o tripolitafosfato e o ortofosfato Todas as curvas
analiticas foram preparadas em triplicata para cada nivel de concentragao.

O efeito de matriz foi avaliado pela comparacdo das razdes das inclinagdes das
diferentes curvas analisadas. De acordo com (HOFF et al., 2015), se as razdes de inclinagao
estivessem entre 0,9 e 1,1, os efeitos de matriz poderiam ser desprezados.

A linearidade foi estudada a partir de curvas preparadas em solvente com trés réplicas
(n = 3) em trés dias diferentes e com dois analistas diferentes. Foi avaliada a média dos
coeficientes de determinacgio (R?), que deve ser de pelo menos 0,99, a distribuicdo dos residuos

e a significancia da regressao linear através do teste F.
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3.2.7.3. Precisdo e exatiddo

A exatidao avaliada pela recuperagdo e as precisdes (repetibilidade e precisdo
intermediaria) para os polifosfatos foram determinadas por meio da analise da matriz em branco
fortificada em trés niveis 10, 75 e 125 mg L™! para trimetafosfato e pirofosfato e 40, 100 e 140
mg L™! para tripolifosfato). Para o ortofosfato a recuperagio e a precisdo foram determinadas
por meio da analise em extrato de matriz fortificado em trés niveis 40, 100 e 140 mg L', Foram
avaliadas sete replicatas independentes para cada nivel, injetados aleatoriamente e repetindo os
preparos ao longo de trés dias diferentes de analise, com dois analistas diferentes e matrizes
diferentes. Nos dias 1 ¢ 3 de validacao foi usada como matriz carne bovina moida e no dia 2 foi
utilizado camarao. Os resultados foram calculados usando curvas de calibragao em solvente
preparadas em triplicata analisadas no mesmo dia. Os parametros foram calculados com Anova

de fator inico com nivel de significancia de 95%.

3.2.7.4. Limites de detec¢do, quantificag¢do

O limite de detec¢ao (LD) e o limite de quantificacao (LQ) foram determinados com

base na relagdo sinal/ruido (LD, sinal/ruido > 3; LQ, sinal/ruido > 10).
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Desenvolvimento do método

A utilizagdo do software Peakmaster®™ auxilia no desenvolvimento de métodos por
CZE, pois ¢ possivel determinar os componentes do eletrolito de corrida e alguns dos
parametros experimentais com um numero reduzido de experimentos (SPUDEIT et al., 2016).
Para poder utilizar o software Peakmaster® é necessario conhecer os valores de pKa e
mobilidade i6nica dos analitos. Essa ferramenta possui em sua biblioteca as informacdes de
muitas substancias, inclusive o ortofosfato, entretanto ndo constam os dados dos polifosfatos
(pirofosfato, tripolifosfato e trimetafosfato). Por esse motivo, foi necessario inserir no software
os valores de pKa calculados pelo software Chemicalize e determinar experimentalmente suas
mobilidades idnicas para também serem inseridas no banco de dados do Peakmaster®. Os
valores que ja estavam listados no software e os valores inseridos de mobilidade e pKa e

encontram-se na Tabela 16.

Tabela 16. Medidas de mobilidades i6nicas calculadas pelo método de Williams e Vigh e
valores de referéncia do Peakmaster

. [o experimental Dados do
Analit K
natio piha (105cm? V1's)  Peakmaster®
Cloreto -2,0 80,6 +2,1 79,1
Ortofosfato 2,2:72e12,7 - 34,6;61,4¢71,5

Pirofosfato 1,70; 3,06; 6,98 ¢ 8,17 50,9 + 8,0 -
Trimetafosfato 0,4; 1,30 ¢ 2,24 66,8 £5,1 -
Tripolifosfato 1,0;2,3;3,7¢e 8.5 56,0 £ 8,1 -

Os dados de mobilidade para compostos com mais de um hidrogénio dissociavel
costumam gerar valores crescentes de mobilidade de acordo com o aumento do nimero de
hidrogénios dissociados, como observado para o acido fosférico. Entretanto, para os acidos
pirofosforico, trimetafosforico e tripolifosforico foi observada uma variacdo da mobilidade
diferente do que se era esperado. Foi observado que variando o pH do eletrélito, mesmo em
grandes amplitudes, a mobilidade dos polifosfatos variava pouco. De acordo com a literatura,
os polianions, como os derivados dos acidos citados, possuem comportamento diferenciado que

faz com que as variagdes de suas mobilidades ndo dependam significativamente do pH do meio
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(STOVER; KEFFER, 1993; WANG; LI; ZHANG, 2015). Esse comportamento andémalo ¢
explicado em alguns trabalhos pela interagdo dos polifosfatos com o eletrolito e com o proprio
capilar que acaba afetando a mobilidade desses, sendo assim a migracao dos polifosfatos nao
sao completamente explicadas pelas consideracdes de pKa e mobilidade convencionais. Além
disso, a forca idnica do meio afeta as mobilidades dos ions polivalentes numa maior extensao
do que os ions de menor carga (STOVER, 1999; WANG; LI; ZHANG, 2015). Dessa forma,
um tratamento adequado que pode ser adotado ¢ o calculo da média das mobilidades obtidas na
faixa de pH estudada. Com essas mobilidades médias e pKa foi possivel construir as curvas de
mobilidade dos analitos de interesse usando o software SIMULSC® e o grafico esta apresentado

na Figura 19.

Figura 19. Grafico de mobilidade efetiva versus pH para os valores das mobilidades médias
dos polifosfatos
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Fonte: Elaborado pela autora

Com as curvas de mobilidade foi possivel constatar que a faixa de pH entre 3,5 ¢ 5,0
foi a melhor para a separagao dos polifosfatos, ortofosfato e o malonato, escolhido como padrao
interno por possuir mobilidade proxima dos analitos e por ja ser conhecido por atuar como um
bom padrao interno para métodos indiretos de determinagdo de anions por CZE (GONCALVES
et al., 2020).
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O sofiware Peakmaster® foi utilizado para otimizar as composi¢des dos eletrolitos de
corrida e alguns pardmetros da andlise. Foram selecionados e testados experimentalmente
quatro eletrolitos de corrida diferentes na faixa de pH ideal. Os &cidos ftalico, maleico e
fumarico foram testados como co-ion por absorverem na regidao do UV, permitindo assim o
modo de deteccdo indireta, e por possuirem mobilidades proximas das mobilidades dos
polifosfatos minimizando assim os efeitos de dispersao e assimetria dos picos. Como contra-
ion foram testados a P-alanina e acido aminocaproico que possuem pKa de 3,4 e 44
respectivamente, e fornecem capacidade tamponante.

Em solugdes de pH igual ou inferior a 4, a mobilidade do fluxo eletroosmotico (EOF)
¢ praticamente insignificante. No entanto, ao se recorrer a inversdo do fluxo, ¢ possivel
aumentar a mobilidade do EOF, o que contribui para a eficicia na separacdo dos analitos.
Inicialmente, o Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), uma substancia comumente utilizada
para promover a inversao do fluxo em CZE, foi testado, porém ndo resultou na obtengdo da
resolugdo adequada entre os analitos. Consequentemente, optou-se pela utilizacdo do SAQQ,
que possibilitou a inversdo do fluxo do EOF e, por conseguinte, a separacdo eficiente dos
analitos.

Os eletroferogramas com as melhores separacdes em termos de linha de base,
estabilidade do eletrdlito e capilar, bem como resolu¢do entre os analitos e os possiveis
interferentes, foram obtidos utilizando o eletrélito de corrida contendo 30 mmol L' de 4cido
fumarico e 60 mmol L 4cido aminocaproéico, com pH de 4,08, forga idnica 55,9 mmol L'le
capacidade tamponante de 50,7 mmol L. A Figura 20 demonstra que a otimizagdo dos
principais parametros de separagdo com o auxilio do Peakmaster® foi capaz de fornecer um

método por eletroforese capilar capaz de separar os analitos e o padrao interno.
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Figura 20. Eletroferogramas para a separacao dos analitos. (A) simulacdo utilizando o
software Peakmaster® e (B) eletroferograma experimental em solugio padrio. 1-
trimetafosfato; 2- tripolifosfato; 3- pirofosfato; 4- P.I malonato e 5- ortofosfato.
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Fonte: Elaborado pela autora

Os parametros temperatura e voltagem foram otimizados por meio do planejamento
fatorial completo em trés niveis. A resposta foi avaliada com base no tempo total de anélise e a
resolucdo entre o par critico formado pelo sinal do pirofosfato e do possivel interferente das
amostras, o sulfito, que pode estar presente em amostras de camardes e outros crustaceos.
Apesar de ser um ion instdvel em sua forma livre, facilmente convertido em sulfato durante o
processo de extragdo, optou-se por obter a maior resolugdo com o pirofosfato, visando possiveis

amostras com concentracdes elevadas de sulfito. Os resultados do planejamento estdo
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apresentados no apéndice B e a superficie de resposta na Figura 21. A melhor condi¢do foi
alcangada com 22,1 kV (polaridade negativa) e temperatura de 13,8 °C. A temperatura final do
método foi estabelecida em 15 °C para que o equipamento de eletroforese capilar pudesse
alcanca-la e manté-la com mais facilidade, ¢ a voltagem foi definida como 22 kV com a

polaridade negativa na extremidade de inje¢ao do capilar.

Figura 21. Superficie de resposta gerada através da otimizacao simultanea da temperatura e da
voltagem utilizada na separagao por eletroforese capilar
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Fonte: Elaborado pela autora

Com base nas condi¢des otimizadas, foi possivel separar os analitos e interferentes
presentes em amostras de carne e peixe em menos de 6 minutos, com resolucdes iguais ou
superiores a 1,5, utilizando um capilar de silica revestido internamente com SAQQ. A Figura
22 demonstra que as condi¢des simuladas no Peakmaster estavam de acordo com os resultados
experimentais, tanto para a analise de padroes (Figura 22B) quanto para analises em amostras

de alimentos, como camardes (Figura 22C).
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Figura 22. Eletroferogramas para a separacao dos analitos e interferentes. (A) simulagdo
utilizando o software Peakmaster®, (B) eletroferograma experimental com solugdo padrio dos
analitos e (C) eletroferograma experimental de uma amostra de camarao fortificada com
solugdo padrdo dos analitos. 1- Cloreto; 2- sulfato; 3- trimetafosfato; 4- tripolifosfato; 5-
sulfito; 6- pirofosfato; 7- P.I malonato; 8- ortofosfato; 9- citrato e 10- lactato.
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3.3.2. Estabilidade do capilar revestido com SAQQ

Com o objetivo de verificar a durabilidade dos capilares com revestimento interno de
SAQQ, foram realizadas 81 inje¢des consecutivas de trés solugdes contendo os padrdes dos
analitos em solvente, uma solucdo de amostra de camarao e outra de carne, ambas fortificadas
com os analitos. O revestimento ndo foi destruido ao longo da sequéncia de andlises. No
entanto, devido ao desgaste que ocorre durante as corridas, uma variacao no tempo de migragao
dos analitos era esperada. Os tempos de migragcdo foram medidos em cada uma das corridas e,
na ultima inje¢@o dentre as 81 realizadas, a maior variacdo de tempo observada foi de 4,8%
parao P.L

Para garantir a reproducao adequada do método foi estabelecida uma variagdo maxima
de tempo dos analitos de 5%. Quando atingida essa variacao para qualquer dos analitos ou P.I

o capilar era condicionado novamente com SAQQ conforme o item 2.2.3.

3.3.3. Preparo das amostras

Devido a presenga enddgena da enzima fosfatase nas matrizes alimenticias, €
necessario aplicar um procedimento que garanta a inativagao dessa enzima para que nao ocorra
catalise da reacdo de hidrolise, que converte os polifosfatos em ortofosfato. Em matrizes como
carnes e pescados, existem diferentes espécies de fosfatase que podem ser inativadas em
temperaturas que variam de 55 a 75 °C. Por isso, a forma mais comum de inativar essa enzima
¢ por meio do aquecimento e da cocgdo da amostra (KUDA; TSUDA; YANO, 2004; ZINDER;
HERTZ; OSWALD, 1984).

Kim e colaboradores (KIM et al., 2020) utilizaram amostras de camarao para comparar
as duas formas mais recorrentes na literatura de inativar a fosfatase: o procedimento com
aquecimento em micro-ondas € o aquecimento em banho. O tratamento em micro-ondas foi o
mais eficaz para inativar a enzima. Por ser mais pratico e conseguir atingir as temperaturas de
inativacdo mais rapidamente, inclusive em amostras congeladas e resfriadas, o método de
aquecimento por micro-ondas foi escolhido para inativar a fosfatase. Todas as amostras
analisadas foram aquecidas até atingirem 75 °C e s6 entao foram homogeneizadas e extraidas.

Devido a baixa solubilidade dos polifosfatos em solventes organicos, somente dgua foi

utilizada para a extragdo. Nao houve necessidade de precipitar proteina, pois devido ao processo
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de revestimento da parede do capilar com SAQQ, as proteinas ndo sdo capazes de adsorver na
superficie do capilar. Sendo assim, elas ndo alteram o fluxo eletrosmotico e as separagdes por
eletroforese capilar.

Para cada amostra, utilizou-se 5 g de massa, e foram testados volumes de 10, 15,20 ¢
25 mL de dgua para extrac¢ao. O inico volume que nao foi possivel utilizar foi o de 10 mL, que
devido a baixa quantidade de agua e a elevada massa de amostra, dificultou a centrifugagdo e a
coleta dos extratos de amostras de produtos carneos com maior teor de gordura. Os outros trés
volumes foram adequados, no entanto, optou-se por usar o volume de 15 mL de dgua para nao
prejudicar a determinag@o das amostras com baixa concentragdo dos analitos.

Existem diversas abordagens descritas na literatura sobre os procedimentos para
extracdo de polifosfatos, algumas delas baseadas em agitagdo, em ultrassom, algumas que
combinam ambos os métodos ou que nao utilizam nenhum desses, somente homogeneizagao
em ultraturrax. Sendo que em alguns casos, a duragdo dessas etapas pode alcangar até 30
minutos (BRASIL, 2022; CUIL; CAL XU, 2000; KAUFMANN et al., 2018; KIM et al., 2020;
XIE et al., 2020). Por ndo haver consenso na utilizagdo de cada uma dessas técnicas e no tempo
que deve ser utilizado para garantir a extracdao dos polifosfatos, foi realizado um planejamento
experimental com uma matriz Doehlert para dois fatores: tempo de agitacdo e tempo de
ultrassom.

A resposta foi avaliada pela area do pirofosfato, que era o unico polifosfato presente
na amostra, € com base nisso, um grafico de Pareto foi construido, como mostrado na Figura
23. Além da influéncia individual de cada parametro, foi avaliada a influéncia da combinagdo
das variaveis. Os resultados foram adequados e com coeficiente de determinagio (R?) foi 0,80,
nao houve falta de ajuste entre os dados e o modelo matematico (p = 0.73) e o erro puro foi
baixo, seu valor foi 0,003. Com os resultados do Pareto verificou-se que nem a agitacdo nem o
ultrassom foram significativos para a extracdao dos polifosfatos. Neste caso, foi constatado que
apenas o processo de homogeneiza¢ao com agua utilizando o ultraturrax foi suficiente para
extrair os polifosfatos. Essa eficacia pode ser atribuida ao fato de que o homogeneizador ¢ capaz
de agitar vigorosamente as amostras em velocidades que podem chegar até¢ 25000 rpm. Esse
mesmo procedimento utilizando somente ultraturrax no preparo da amostra ¢ apresentado no
manual de métodos oficiais para andlise de produtos de origem animal do MAPA para analise

de polifosfatos em pescado (BRASIL, 2022).
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Figura 23. Grafico de Pareto com o resultado do planejamento Doehlert para avaliar tempo de
agitacdo e tempo de ultrassom.
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Fonte: Elaborado pela autora

3.3.4. Validacao
3.3.4.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada inicialmente com o software Peakmaster® simulando a
presenga dos principais interferentes, que sdo compostos anidnicos com mobilidades
semelhantes as dos analitos e que ndo absorvem na regido do UV-Vis. Diferentes amostras de
produtos carneos e pescados podem conter dnions como cloreto, sulfato, sulfito, citrato e
lactato. As simulagdes realizadas indicaram que esses anions nao afetaram os tempos de
migracao dos analitos (Figura 22A). Além disso, foram realizadas separagdes experimentais
com fortificagdo dos interferentes e dos analitos em solvente, amostras de camarao (Figura 22B
e 22C) e amostras de carne bovina moida, nas quais ndo foram observadas comigracdes dos

analitos com os interferentes.
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3.3.4.2.  Efeito de matriz e linearidade

Para avaliar o efeito da matriz, comparamos as inclina¢des das curvas preparadas em
solucao padrao, em extrato da matriz e fortificadas diretamente na matriz. Foram utilizadas duas
matrizes diferentes, camardo e carne bovina moida, correspondendo as amostras de pescado e
carneos. Foram avaliadas as razdes entre os coeficientes angulares das curvas externas e das
curvas fortificadas nas duas matrizes diferentes para os polifosfatos. Para o ortofosfato foi
avalizada a razao com fortificacao realizada em extrato de matriz diluida (Tabela 17). Como as
razoes das inclinagdes dos fosfatos ficaram entre 0,9 e 1,1, ndo foi observado efeito de matriz,

o que levou a decisdo de estabelecer a calibracdo com curvas externas (HOFF et al., 2015).

Tabela 17. Razdes entre as inclinagdes das curvas externas com as curvas preparadas em
matriz de camardo e carne
Razoes entre as inclinacées das curvas em solvente e matriz

Matriz Ortofosfato® Pirofosfato®  Trimetafosfato® Tripolifosfato®
Camarao 1,05 0,98 0,95 0,97
Carne 1,04 1,02 0,95 1,03

(*) Razdo entre as inclina¢des das curvas em solvente ¢ em extrato de matriz
(°) Razdo entre as inclinagdes das curvas em solvente e em matriz

Todas as curvas apresentaram coeficiente de determinacdo (R?) maiores ou iguais a
0,99. Os graficos de residuos ndo apresentaram nenhum valor discrepante e nenhuma tendéncia.
O ajuste ao modelo linear foi confirmado para as curvas preparadas para os dois processos de
extracdo através do teste F, que demonstrou que os valores de Fcaiculado fo1 maior que o valor do

Ftabelado, como mostrado na Tabela 18.

Tabela 18. Valores de F para verificacdo da significdncia das regressdes lineares para as
curvas de calibragdo para ortofosfato, pirofosfato, trimetafosfato e tripolifosfato.

Analito Fealculado Ftabelado (1519)
Ortofosfato 16014 4,38
Pirofosfato 7129 4,38
Trimetafosfato 16210 4,38
Tripolifosfato 1932 4,38

n=21
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3.3.4.3. Precisdo e exatiddo

A precisao do método foi avaliada por meio dos ensaios de repetibilidade e precisao
intermediaria e os resultados dos coeficientes de variacao obtidos estao apresentados na Tabela
19. A repetibilidade (precisdo intra-ensaio) variou de 1,2 a 3,0% e a precisdo intermediaria
(precisdo inter-ensaio) variou de 2,7 a 4,7%. Esses valores sdo considerados adequados segundo
a AOAC pois sdo inferiores a 11% e sdo adequados segundo o INMETRO pois sdo inferiores

a 5,3% (AOAC, 2016; BRASIL, 2020).

Tabela 19. Valores de precisdo e recuperacao para ortofosfato, pirofosfato, trimetafosfato e
tripolifosfato

Nivel de fortificacao

Parametros para Ortofosfato
40mgL! 100mgL!' 140 mgL!

Precisao (CV,%) - Repetibilidade? 2,8 2.9 3,0
Precisio (CV%) - Precisdo intermediaria® 2,9 3,1 3,7
Recuperacao (%)b 96,6 2,7 938+1,3 943 +2,7

Nivel de fortificacao

Parametros para Pirofosfato
10mgL! 75mgL!' 125mgL’!

Precisdao (CV,%) — Repetibilidade® 2,2 2,5 1,2
Precisdo (CV%) - Precisdo intermediaria® 4.7 4.7 2,7
Recuperacao (%)b 97,6 £4,1 100,0+1,7 1003+24

Nivel de fortificacao

Parametros para Trimetafosfato
40mgL! 100mgL' 140 mgL!

Precisdo (CV,%) — Repetibilidade® 3,0 2,1 1,2
Precisio (CV%) - Precisdo intermediaria® 3.0 4,2 2,8
Recuperacao (%)° 955+1,0 96,2+ 3,6 972+2,5

Nivel de fortificacao

Parametros para Tripolifosfato
40mgL! 100mgL' 140 mgL-!

Precisdo (CV,%) — Repetibilidade® 2.9 1,5 2,6
Precisdo (CV%) - Precisdo intermediria® 3,0 3,4 3,0
Recuperacio (%)° 93,5+0,4 974+45 101,1+1,5

*(n=7);"(n=21)
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Foi realizado um teste de recuperacdo para verificar a precisdo do método, cujos
resultados sdo apresentados na Tabela 19, variando de 93,5% a 101,1%. Esses valores foram
considerados adequados de acordo com as normas estabelecidas pelo INMETRO e pela AOAC.
O INMETRO define que as recuperagdes devem estar entre 90% e 107%, enquanto a AOAC
estabelece um intervalo de 80% a 110% para os valores de recuperagdo (AOAC, 2016;
BRASIL, 2020). Os valores de precisao e recuperacdo do método proposto mostram que a
inativacao da fosfatase foi efetiva e o preparo de amostra adequado para a determinagdo de
polifosfatos em amostras de pescado e produtos carneos. Wang e seus colaboradores (2015)
desenvolveram um método para determinar polifosfatos em pescado, utilizando CZE-DAD com
detecgdo indireta e inativagdo da fosfatase por alta pressdo. Eles obtiveram valores de precisao
variando entre 1,65% ¢ 7,80%. Esses resultados sdao consistentes com 0s nossos e confirmam
que métodos indiretos por CZE-DAD possuem precisdo adequada para medir aditivos em
matrizes complexas. Seus valores das recuperagdes ficaram entre 79,1 e 104,6%, sendo o valor
inferior inadequados para a faixa de concentracdo do método. Os autores relataram que houve
perda do trimetafosfato ao longo do preparo de amostra, o que pode indicar que o procedimento

de inativagdo da enzima fosfatase nao foi adequada para esse analito.

3.3.4.4.  Limites de detec¢do e quantificagdo

Os wvalores de LD e LQ obtidos pela relagdio sinal/ruido dos

eletroferogramas estao apresentados na Tabela 20.

Tabela 20. Valores de limite de deteccao (LD) e limite de quantificacao (LQ)
obtidos através da relacdo sinal/ruido dos eletroferogramas das separagdes dos
analitos sulfito, citrato e fosfato

Analito LD(mgL!) LQ@mgL"
Ortofosfato 2,0 6,7
Pirofosfato 2,1 6,9
Trimetafosfato 3,1 10,3

Tripolifosfato 11,7 39,0
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3.4. APLICABILIDADE DO METODO

O método proposto foi aplicado em amostras pertencentes a categoria de produtos
carneos e pescado. Os resultados de cada espécie de fosfato expresso como g 100g™! de P2Os

em estdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Concentragdo de fosfatos em amostras de produtos carneos e pescado.
Ortofosfato Pirofosfato  Trimetafosfato Tripolifosfato

Amostra como P20s como P20s como P20s como P20s
(g 100g™) (g 100g™) (g100g™) (g 100g™)
Camarao 0,068+0,007 ND ND ND
Filé de peixe 0,283+0,003 ND ND 0.056+0,008
Presunto 1 0,554+0,008 0,058+0,003 ND ND
Presunto 2 0,432+0,008  0,012+0,001 ND ND
Salsicha 0,625+0,010  0,034+0,009 ND ND
n=3

Tripolifosfato foi encontrado somente na amostra de filé de peixe na concentragao de
0,056 g 100g' como P,Os. Pirofosfato foi encontrado nas amostras de produtos carneos
(presunto e salsicha) em concentragdes entre 0,012 e 0,058 g 100g™! e o trimetafosfato néo foi
encontrado em nenhuma das amostras. Individualmente todas essas espécies de fosfatos
estavam de acordo com os limites da legislagdo brasileira.

Ortofosfatos estdo naturalmente presentes nos tecidos musculares e sdo provenientes
das reacdes com adenosina trifosfato (ATP) e adenosina difosfato (ADP), que desempenham
fungdes de regulacdo de energia. As concentracdes endogenas de ortofosfato sdo dificeis de
determinar, pois, além de variarem conforme as espécies de animais e suas regioes geograficas,
outras inlimeras variaveis estdo envolvidas, como atividade da enzima fosfatase, temperatura,
pH, tempo e condi¢des de armazenamento, entre outras. (PANSERI et al., 2020). As amostras
de presunto 1 e salsicha apresentaram concentragdes maiores do que 0,5 g 100g™' de P,Os para
o ortofosfato e o somatorio das espécies de fosfatos. No entanto, apenas com esses dados nao ¢
possivel distinguir se as amostras foram tratadas com concentra¢des acima do estipulado pela
legislacdo, uma vez que € necessario saber o teor de ortofosfato endogeno (TEIXEIRA et al.,
2017). A falta de especificidade da origem do ortofosfato presente nas amostras evidencia a
necessidade de métodos analiticos que separem e determinem os teores individuais das outras

espécies de fosfato, e ndo somente o teor de fosforo total.
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3.5. ECO-ESCALA

O método CZE para determinagdo de fosfatos em pescado, carnes e produtos carneos
demostrou ser excelente para a quimica verde, pois o valor da eco-escala calculada foi de 87
(Tabela 22). A utilizagdo de capilares revestidos com SAQQ propiciou um preparo de amostra
simples e sem a utilizacdo de solventes organicos, que fornecem risco ao meio ambiente e a
saude dos analistas. Os reagentes utilizados em todo o método possuem baixo risco, os
reagentes que nao oferecem risco € nao pontuam na eco-escala ndo foram inseridos na tabela.
O consumo de energia pelos equipamentos utilizados foi menor que 0,1 kW/h e nao receberam

penalizacdes.

Tabela 22. Eco-escala para o método de determinagdo de fosfatos por CZE
Reagente Quantidade | Pictogramas Risco Penalizacio
Pirofosfato de sodio 1 1 1 1
Fosfato de sodio 1 1 1 1
Acido fumarico 1 1 1 1
Acido cloridrico 1 2 2 4
Hidroxido de sédio 1 1 1 1
Residuos Quantidade Risco Penalizacao
5 1 5
Risco ocupacional Risco
0 0
Consumo de Energia Quantidade Penalizacao
CE < 0,1 kWh por amostra 0
Micro-ondas < 0,1 kWh por amostra 0
Somatdério dos pontos TOTAL 13
ECO-ESCALA 87

Foram estabelecidos os valores de eco-escala para os procedimentos oficiais utilizados

na quantificacdo de fosfatos (Tabelas 23 e 24). O método de detec¢do qualitativa por HPLC
com derivatizagdo pos-coluna obteve uma pontuacdo de 74 pontos, enquanto o método
espectrofotométrico para a determinacdo de fosforo total alcangou 61 pontos. Ambos esses
métodos sdo considerados adequados segundo os principios da quimica verde. Enquanto, a
abordagem proposta utilizando eletroforese capilar foi avaliada como excelente, com uma
pontuacdo ainda maior de 87, destacando-se como uma alternativa eficaz alinhada aos

fundamentos da quimica verde.
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Tabela 23. Eco-escala para o método de determinagdo de fosfatos por HPLC com

derivatizagao p6s coluna

Reagente Quantidade | Pictogramas Risco Penalizacio
Pirofosfato de sddio 1 1 1 1
Fosfato 1 1 1 1
Acido sulfiirico 2 1 2 4
Acido borico 1 1 2 2
Molibdato de aménio 1 1 1 1
Hidroxido de potéssio 1 1 2 2
Residuos Quantidade Risco Penalizacao
5 3 15
Risco ocupacional Risco

0 0

Consumo de Energia Quantidade Penalizacao
HPLC < 0,1 kWh por amostra 0
Banho-Maria < 0,1 kWh por amostra 0
Somatoério dos pontos TOTAL 26
ECO-ESCALA 74

Tabela 24. Eco-escala para o método espectrométrico para determinacao de fosfato total

Reagente Quantidade | Pictogramas Risco Penalizacio
Metavanadato de amdnio 1 2 2 4
Acido nitrico 3 2 2 12
Molibdato de amonio 1 1 1 1
Residuos Quantidade Risco Penalizacao
5 3 15
Risco ocupacional Risco

3 3

Consumo de Energia Quantidade Penalizacao
Espectrofotdmetro <0,1 kWh por amostra 0
Mufla > 1,5 kWh por amostra 2
Chapa de aquecimento > 1,5 kWh por amostra 2
Somatdrio dos pontos TOTAL 39
ECO-ESCALA 61
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3.6. CONCLUSOES

O método de Williams e Vigh foi aplicado para determinar as mobilidades dos fosfatos
e, assim, desenvolver um método de separacdo indireta por CZE-DAD para ortofosfato,
pirofosfato, trimetafosfato e tripolifosfato em alimentos como peixes e carnes. Através do
software Peakmaster, os parametros de separagdo foram otimizados, enquanto o processo de
preparacdo da amostra foi estudado e desenvolvido, envolvendo a inativagdo enzimatica da
fosfatase por aquecimento em micro-ondas e extracdo apenas com agua. A separagdo dos
fosfatos ocorreu em menos de 6 minutos, ¢ a validagdo do método atendeu aos critérios
estabelecidos. A adogdo de capilares de silica revestidos internamente com SAQQ permitiu a
separagdo dos analitos e preservou a integridade do capilar contra interagdes com componentes
da matriz, como proteinas, eliminando o uso de solventes organicos. Dessa forma, o método
desenvolvido alcangca uma pontuacdo de 87 na eco-escala, demonstrando exceléncia nos
parametros de quimica verde. Apesar de ter sido aplicado em varias amostras, como camarao,
filé de peixe, presunto e salsicha, para obter conclusdes mais abrangentes sobre os niveis de
fosfatos, é necessario analisar um numero maior de amostras em diferentes matrizes

alimentares.
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CONCLUSAO FINAL

No ambito desta pesquisa, a eletroforese capilar com detec¢do indireta foi aplicada no
desenvolvimento de dois inovadores métodos para a quantificacdo de aditivos em produtos
alimentares. O primeiro capitulo abordou a otimiza¢do de um método de eletroforese capilar
para a determinacdo de sulfito utilizando derivatizacdo com formaldeido (HMS) em amostras
de pescado. Foram propostos dois métodos de extragdo: extragdo soélido-liquida e extragdo
liquido pressurizada automatizada, que foi otimizada por meio de planejamento fatorial. O
método desenvolvido para a quantificagdo de sulfito apresentou seletividade, precisdo,
recuperagdo satisfatoria e limites de deteccdo e quantificagdo adequados. Esses resultados
destacaram a viabilidade do método, que foi posteriormente incorporado no compéndio de
métodos oficiais do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) para analises
de produtos de origem animal.

No segundo capitulo, propds-se uma nova abordagem para a determinacio de fosfatos
em amostras de pescado e produtos carneos, através da eletroforese capilar indireta utilizando
capilares revestidos com SAQQ. A colaboragdao dos softwares Peakmaster® e¢ SIMULSC
desempenhou um papel crucial no desenvolvimento deste método, permitindo aprimorar a
composi¢do do eletrdlito de corrida e determinados pardmetros de separagdo. A otimizagao dos
parametros de voltagem e temperatura, por meio de um planejamento fatorial, possibilitou a
obtencdo de resolugdes adequadas entre os analitos e seus interferentes. Os resultados
experimentais concordaram com as simulagdes, enfatizando a relevancia desses softwares. O
preparo da amostra para analise de fosfatos revelou-se simples, envolvendo apenas a extracao
da amostra com apenas dgua. A utilizagdo de capilares revestidos com SAQQ eliminou a
necessidade de uma etapa de limpeza dos extratos, visto que estes revestimentos conferem
protecdo a parede interna do capilar contra interferentes da matriz, como proteinas.

Os métodos propostos nesse trabalho demonstraram ser adequados a uma rotina
analitica de alta frequéncia analitica, a0 mesmo tempo em que se alinham de maneira

consistente com os principios da quimica verde.
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APENDICE A - RAZOES DE AREA OBTIDAS DAS EXTRACOES COM OS
FILTROS C1, C3, C4, C7, M2+C9 E C9+G1+C9

Razao de area
C1 C3 C4 C7 M2+C9 CI9+G1+C9
1 0474 0450 0.538 0.550 0.602 0.651
2 0.543 0.600 0.521 0.491 0.563 0.614
3 0.530 0481 0.543 0513 0.676 0.775

Ensaio
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APENDICE B — NiVEIS, VARIAVEIS E A RESPOSTA OBTIDA PARA O
PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO 32 PARA DETERMINACAO DAS
CONDICOES DE TEMPERATURA E VOLTAGEM PARA SEPARACAO DE

POLIFOSFATOS.
Ensaio Fatores e niveis experimentais Resposta

Temperatura (°C) Voltagem (kV) Rs/t *
1 10 -15 0,45
2 10 -20 0,59
3 10 -25 0,52
4 15 -15 0,42
5 15 -20 0,60
6 15 -25 0,59
7 20 -15 0,38
8 20 -20 0,47
9 20 -25 0,55
10 15 -20 0,61
11 15 -20 0,64
12 15 -20 0,60

*Rs/t = Resolugdo entre pirofosfato e sulfito/ tempo de analise
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