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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHOD TO DETERMINATION OF BENZOATE, SORBATE,
METHYL AND PROPYLPARABEN IN FOODSTUFFS BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS. In this work, a rapid and simple
method using capillary electrophoresis (CE) was developed for the determination of the benzoate, sorbate, methyl and propylparaben
in foodstuffs. A running buffer consisting of 20 mmol L' (pH = 9.3) tetraborate enabled separation of the analytes in less than 5

min. The detector wavelength was set at 220 nm. The method was successfully applied to the analysis of sodas, sweeteners, sauces

and juices. The range of preservatives found were from 478.5-466.6 mg kg™ for methylparaben , 83.7-231.3 mg kg™ for sorbate and

336.7-428.3 mg kg! for benzoate.
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INTRODUCAO

Preservar alimentos foi sempre essencial a vida do homem no
ambiente. Alimentos preservados permitem nio sé a sobrevivéncia
em periodos de escassez, mas também deslocamentos de grandes
distancias. Descobertas de novos continentes no passado e viagens
interplanetdrias futuras ttm em comum a necessidade de alimentos
preservados. A adi¢do de compostos quimicos para atuarem como
preservativos em alimentos e bebidas ¢ uma prética cada vez mais
comum presente da industria alimenticia. A principal fungio desses
aditivos € impedir o crescimento e a germinacdo de micro-organismos
mantendo, desta forma, a aparéncia e o sabor do mesmo e protegendo os
consumidores dos riscos provocados por bactérias, fungos e leveduras,
responsdveis por diversas patologias e infecgdes. Entre os compostos
com propriedades conservantes mais utilizados em refrigerantes, sucos
concentrados, dguas gaseificadas e outras bebidas de pH ligeiramente
acido, estdo os dcidos sorbico e benzoico e seus respectivos sais, sorbato
e benzoato.'” Estas condi¢des dcidas favorecem a forma ndo ionizada
do 4cido organico, que € responsavel pela acdo antimicrobiana dos con-
servantes.*’ A eficiéncia destas espécies de atuarem como conservantes
estd diretamente relacionada com a fraciio de moléculas que estdo na
forma nao ionizada. Os ésteres do dcido p-hidroxibenzoico (metil e
propilparabeno) sdo utilizados como preservativos desde a década de
40.° Os parabenos sdo frequentemente utilizados em condimentos,
adogantes e sucos. O metilparabeno € mais eficaz contra bolores e o
propilparabeno contra proliferac@o de leveduras. Entretanto, sua utili-
zagdo € limitada devido a sua baixa solublidade em dgua.'

O amplo uso desses agentes antimicrobianos em alimentos tem
como inconvenientes efeitos adversos a saide como, por exemplo,
convulsdes, acidose metabdlica e alergias. O surgimento de rea¢des
alérgicas, como urticdria e asma, relacionada com a ingestio de ben-
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zoatos tem sido reportado na literatura.”> Os sorbatos possuem baixa
toxicidade, resultado do fato de serem rapidamente metabolizados,
entretanto, existem relatos de casos de convulsdes, alergias e inflama-
¢des em pessoas com sensibilidade a esses compostos.®

As concentragdes maximas aceitdveis de preservativos em ali-
mentos e bebidas sdo controladas pela legislacdo. No Brasil, o 6rgio
responsavel pela regulagdo do uso destes compostos € a ANVISA que
estabeleceu, através da RDC n° 5 de 15/1/2007, o uso desses conser-
vantes em sucos, refrigerantes e bebidas nao alco6licas para no maximo
500 mg kg™! de dcido benzoico e seus respectivos sais, 300 mg kg (em
bebidas sem gds) e 800 mg kg! (em bebidas com gés) de dcido sérbico
e seus respectivos sais e 300 mg kg! para metil e propilparabeno.’

A determinagdo analitica de conservantes nio ¢ somente impor-
tante para a finalidade de controle de qualidade, mas também para
o interesse e a protecio do consumidor. Uma variedade de métodos
analiticos para a determinacdo de benzoato e sorbato ou parabenos tem
sido descrita na literatura, incluindo espectrofotometria,® cromatografia
gasosa (GC, Gas chromatography),’'? cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, High performance liquid chromatography),'*¢
eletroforese capilar (CE, Capillary electrophoresis)."”* A maioria dos
métodos relatados sdo para benzoato e sorbato ou entre os parabenos.
O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método simples e rdpido,
utilizando a eletroforese capilar para a anélise simultanea de benzoato,
sorbato, metilparabeno e propilparabeno em produtos alimenticios
(suco, refrigerante, adogante e molho de soja) para andlises de rotina.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes
Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico.

Os sais de sorbato de sédio e benzoato de s6dio foram obtidos da
Riedel-de Haen, (Alemanha), metilparabeno e propilparabeno foram
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obtidos da Reagen (Brasil). As solugdes estoque de benzoato e sorbato
(1000 mg L) foram preparadas pela dissolucdo de uma quantidade
apropriada dos sais de s6dio em dgua deionizada (Milli-Q, Millipore,
EUA) e estocadas sob refrigeracao.

Solugdes estoque de metil e propilparabeno (1000 mg L!) foram
preparadas pela dissolugdo de uma quantidade apropriada de cada
conservante em etanol (J.T. Baker, México) e estocadas sob refrigera-
¢do por 1 més. As solugdes de trabalho foram preparadas diariamente
por dilui¢do da solugdo estoque em dgua deionizada.

Solucdes estoque de tetraborato de sédio e mono-hidrogeno-
fosfato de sédio (NaHPO,) foram preparadas na concentragdo 100
mmol L' e di-hidrogenofosto de sédio (NaH,PO,) na concentragdo
200 mmol L.

Amostras

As amostras de refrigerante, suco concentrado, dgua gaseificada,
adocante e molho de soja foram adquiridas no comércio local.

As amostras de refrigerante e 4gua foram mantidas em banho de
ultrassom por 5 min. Uma aliquota de 1,000 g de cada amostra foi
transferida para um baldo volumétrico de 50,0 mL e o volume com-
pletado com 4gua deionizada. A solucdo foi filtrada em membrana
de 0,45 um para posteriormente ser analisada por CE.

As amostras de suco, molho e adogante foram preparadas
pesando-se 1,000 g de cada amostra, transferindo para um baldo vo-
lumétrico de 50 mL e ajustando o volume final com dgua deionizada.
Antes de serem analisadas as amostras foram mantidas em banho
de ultrassom por 5 min e filtradas utilizando membrana de 0,45 um.

Recuperacao

Para determinar a exatiddo do método proposto, foram realizados
ensaios de recuperacdo. Os testes de recuperacdo foram feitos forti-
ficando-se a amostra com benzoato, sorbato, metil e propilparabeno,
em trés diferentes niveis de concentragdo (75, 250 e 500 mg kg™).
A porcentagem de recuperacao foi determinada pela comparacao de
diferentes determinacdes feitas em triplicata das amostras fortificadas
e as amostras nao fortificadas todas submetidas ao mesmo procedi-
mento de extragdo. Foi considerada como 100% de recuperagdo a
area do pico da solugdo padrido, com concentragdo equivalente, que
nao foi submetida ao processo de extracao.

A porcentagem de recuperagdo foi calculada de acordo com a
Equacio 1:

(A4, — Ay )x100

Recuperagio (%) = . (D
P

onde: A, = Area do analito em amostra fortificada; Ay, = Area do
analito em amostra sem fortificar; A, = Area do analito em solugdo
aquosa padrdo.

Instrumentacio

Todos os experimentos foram realizados no equipamento mode-
lo HP 3D CE da Agilent, equipado com fonte de alta tensdo (0-30
kV), detector de arranjo de diodos, que opera na faixa de 190-600
nm, controlador de temperatura e com programa de aquisicdo e
tratamento de dados (ChemStation, USA). Os capilares de silica
fundida utilizados foram da Polymicro Technologies, Phoenix, AZ,
com dimensdes de 75 pm d.i. e 48,5 cm de comprimento total (40
cm até o detector). Uma janela de detecgdo de aproximadamente
0,3 cm foi aberta pela remogdo do revestimento de poli-imida do
capilar por aquecimento.
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O condicionamento do capilar foi feito através da passagem de
solugdo de hidréxido de sédio 1,0 mol L' durante 5 min, seguida de
dgua deionizada durante 5 min e solucdo de eletrélito (40 min), no
inicio de cada dia ou quando foi efetuada mudanga de condicdo de
andlise. Entre as corridas o capilar foi condicionado com eletrdlito
durante 3 min.

Os analitos de interesse foram injetados pelo modo hidrodinamico
com pressdo 30 mBar x 8 s e detectados diretamente em 220 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos métodos existentes na literatura utilizando a eletro-
forese capilar para a andlise de dcidos orgénicos (sorbato e benzoato)
utiliza fosfato como eletrélito de corrida sob inversao de fluxo.** Sob
esta condicdo, um sal quaterndrio de amonio deve ser adicionado ao
eletrélito para inverter a dire¢do do fluxo eletrosmético (EOF, electroo-
mostic flow). Apesar de ser uma alternativa eficiente para a separagdo de
diferentes dcidos organicos, o uso de um inversor de fluxo reduz consi-
deravelmente a janela de separag@o resultando em uma comigragio dos
parabenos, tornando complexa a otimizac¢do do método. A composi¢do
do eletrélito para a determinag@o dos analitos de interesse foi escolhida
de forma a se obter melhor resolug@o entre os pares criticos (metil e
propilparabeno), bem como menor tempo de andlise.

De acordo com a literatura,'8? a separagio entre benzoato (pka =
4,2) e sorbato (pKa = 4,8) pode ser obtida entre pH 3 e 12, enquanto
a separacdo entre metilparabeno (pKa = 8,2) e propilparabeno (pka =
8,3) pode ser obtida entre pH 8 e 11. Entretanto, € interessante utilizar
um valor de pH superior a 8,0 porque todos os solutos estdo totalmente
dissociados, tornando o método mais robusto. Inicialmente utilizou-se
um eletrélito de corrida contendo 20 mmol L' de mono-hidrogeno-
fosfato de sédio (NaHPO,) e 0,2 mmol L' de di-hidrogenofosfato de
sédio (Na,H,PO,), pH de 8,5. O eletrélito selecionado proporcionou
boa separacdo dos anions investigados (benzoato, sorbato, metil e
propilparabeno), mas apresentou instabilidade na linha base (Figura
1) e baixa repetibilidade. Este comportamento deve estar relaciona-
do a perda da capacidade tamponante do eletrdlito no valor de pH
utilizado. Em CE solug¢des tamponadas tendem a ser utilizadas como
eletrdlito de corrida para limitar possiveis variacdes no sistema de
separagdo causadas pela mudanca de pH e para obter resultados com
melhor repetibilidade.??’

Com objetivo de otimizar o sistema de separacdo, 20 mmol L' de
tetraborato de sddio foi selecionado como eletrélito de corrida. Como
mostra a Figura 2, o tetraborato apresentou melhor resolugéo entre
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Figura 1. Eletroferograma da mistura padrdo contendo 20 mg L' de cada
conservante. Capilar de silica fundida de 75 um x 48,5 cm (40,0 cm até o
detector). Eletrdlito: 20 mmol L' NaHPO, e 0,2 mmol.L" Na,H,PO, pH
8,5 ; temperatura: 29 °C; tensdo: 15 kV; inje¢do: 5 s X 30 mBar; detec¢do
direta: 200 nm. 1. metilparabeno, 2. propilparabeno , 3. sorbato e 4.benzoato
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os picos e maior estabilidade da linha de base quando comparado
ao sistema fosfato. Visando diminuir o tempo de corrida, avaliou-se
o comportamento do sistema variando a tensao aplicada de 15 a 25
kV. Valores de tensdo superiores a 20 kV proporcionaram um au-
mento considerdvel na corrente, aumentando as chances de quebra
do capilar devido ao aumento de temperatura no seu interior, como

resultado do efeito Joule. Com base nos resultados obtidos a tensao
foi fixada em 20 kV.
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Figura 2. Eletroferograma da mistura padrdo contendo 20 mg L' de cada
conservante. Capilar de silica fundida de 75 um x 48,5 cm (40,0 cm até o
detector). Eletrolito: 20 mmol L tetraborato de sédio, pH 9,3, temperatura:
29 °C; tensdo: 20 kV; inje¢do: 5 s X 30 mBar; detecgdo direta: 220 nm. 1.
metilparabeno, 2. propilparabeno, 3. sorbato e 4.benzoato

Um dos parametros mais simples a ser otimizado na detecgdo di-
reta € o comprimento de onda. A Figura 3 apresenta o comportamento
do sinal analitico em func@o do comprimento de onda utilizado para as
andlises dos conservantes. Este estudo foi feito utilizando uma mistura
padrao contendo 20 mg L' de cada analito de interesse. Apesar de
cada analito apresentar um médximo de absorbancia, o comprimento
de onda de 220 nm foi selecionado para as analises, pois apresentou
menor variagdo de sinal analitico entre os conservantes.

A precisio do método foi determinada em relagdo ao tempo de
migragdo e drea dos picos. Os valores de coeficiente de variagdo
foram inferiores a 1,90% para tempo de migragdo e 1,5% para drea
dos picos (Tabela 1).

A exatiddo do método proposto foi calculada como a porcentagem
de recuperagdo de uma quantidade conhecida de analito adicionada a
amostra. Os resultados estdo apresentados na Tabela 2. Os testes de
recuperagdo mostraram valores que variaram de 98,8 a 104,7% para
os niveis de concentragdo estudados.

Para estabelecer a linearidade do método, foram construidas
curvas analiticas utilizando uma mistura padrdo dos conservantes
em 6 diferentes niveis de concentracdo. Os pardmetros estatisticos
apresentados na Tabela 3 mostram que as curvas de calibragdo apre-
sentaram boa linearidade (r > 0,998) na faixa de concentrag@o avaliada
(0,94-24,7 mg kg'). Cabe mencionar que os limites de deteccio
instrumentais variam de 0,53-1,46 mg kg'.

Tabela 2. Teste de recuperacio
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Figura 3. Espectro de absor¢do dos analitos estudados. Mistura padrdo
contendo 20 mg L' de cada conservante

Tabela 1. Coeficiente de variacdo dos tempos de migracdo e drea picos dos

conservantes

Anion Tempo de Tempo de Area CV
migracao migracido CV(%) (%)

Metilparabeno 3,3 1,9 1,4

Propilparabeno 3,6 1,6 1,3

Sorbato 4,2 0,86 1,3

Benzoato 4,5 1,4 1,2

Injecao hidrodinamica (8 s x 30 mBar ); CV = Coeficiente de variacdo (n=10)

Para demonstrar a aplicabilidade do método desenvolvido, dife-
rentes amostras de suco, refrigerante, adocante e molho de soja foram
analisadas. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 4 e
Tabela 4. Com base na Figura 4 foi possivel observar que o conser-
vante benzoato estava presente em todas as amostras analisadas, com
excecdo da amostra de molho de soja. O conservante propilparabeno
ndo foi encontrado em nenhuma amostra e metilparabeno apenas nas
amostras de adogante. Em nenhuma das amostras analisadas foram
encontradas concentracdes dos conservantes acima do permitido pela
legislacdo brasileira.

CONCLUSAO

O método desenvolvido neste trabalho, quando comparado a
outros métodos utilizando a eletroforese capilar,®* apresenta como
vantagens: a utilizagdo de um eletrélito de corrida contendo simples-
mente tetraborato de sédio para a separagdo simultanea de benzoato,
sorbato, metil e propilparabeno, rapidez (tempo de andlise inferior a 5
min), baixo custo e requer um simples pré-tratamento da amostra. O
método desenvolvido apresentou bons resultados no que diz respeito

Concentragio Recuperagio %

adicionada mg kg ™ Metilparabeno Propilparabeno Sorbato Benzoato

75,00 104,725 102,9 +2,7 99,7+2,0 101,6 +24
250,00 98,8+ 1,8 99,8 £2,0 103,7+2,3 99,7+1,9

500,00 99,8 +2,1 100,5+ 1,7 1049+1,9 100,4 £2,1

Injec@o das amostras em triplicata
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Tabela 3. Validacao do método em termos de linearidade, limites de deteccao (LOD) e quantificagdo (LOQ)

Conservante Equagio da reta® Coeficiente de correlagdo LOD"(mg kg™") LOQ¢ (mg kg™")
Metilparabeno Y =-0,5851+1,737X 0,9998 0,53 1,59
Propilparabeno Y =0,1531 +2,001 X 0,9989 1,46 4,42
Sorbato Y=-1,093+3,577 X 0,9998 0,72 2,17
Benzoato Y=-2119+3354X 0,9995 1,03 3,14

*Curva de calibragdo no intervalo de 0,94-24,7 mg kg''; *calculado de acordo com a literatura: LOD=3,3 SD/B; ‘LOQ=10 SD/B, onde SD € o desvio padrio da
resposta e B € a inclinagdo da curva de calibragdo

Tabela 4. Resultados obtidos para andlises de conservantes em refrigerantes, sucos concentrados, dguas gaseificadas, adogantes e molhos

Amostra Conservantes (mg kg™)

Metilparabeno® Propilparabeno® Sorbato®* Benzoato®
Refrigerante “A” <LOD <LOD <LOD <LOD
Refrigerante “B” <LOD <LOD <LOD 311,1 £5,1
Refrigerante “C” <LOD <LOD <LOD 2244 + 3.7
Refrigerante “D” <LOD <LOD <LOD 341,1 £6,2
Suco goiaba <LOD <LOD 83,825 336,7+54
Suco caju <LOD <LOD 231,3+52 4142 +75
Agua gaseificada “A” <LOD <LOD 196,1 +5,0 395,5+45
Agua gaseificada “B” <LOD <LOD 205,7+3,8 336,4+6,2
Adogante “A” 478,5+6,9 <LOD <LOD 3333+43
Adocante “B” 466,6 + 6,4 <LOD <LOD 428,3 6,1
Molho “Shoyo” <LOD <LOD 1353 +29 <LOD

“triplicata; LOD: limite de detec¢do
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Figura 4. Eletroferogramas das amostras de alimentos. (A) Molho Shoyo, (B) refrigerante, (C) adogante e (D) suco concentrado. Capilar de silica fundida de
75 um x 48,5 cm (40,0 cm até o detector). Eletrolito: 20 mmol L tetraborato de sédio, pH 9,3; temperatura: 29 °C; tensdo: 20 kV: inje¢cdo: 8 s X 30 mBar;
detecgdo direta: 220 nm. 1. metilparabeno, 2. propilparabeno, 3. sorbato, 4.benzoato e # ndo identificado
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a sensibilidade, precisdo e recuperagdo sendo, portanto, perfeita-
mente aplicdvel para determinagdo de conservantes em amostras de
alimentos tanto para fins de controle analitico de produ¢do como de
vigilancia de qualidade de produto comercializado.

E importante ressaltar que as concentragdes dos conservantes
encontradas nas amostras estdo de acordo com os limites maximos
estabelecidos pela ANVISA.
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