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Artigo

USE OF CHITOSAN FILMS TO REMOVE BORDEAUX S FOOD COLORING WITH QUANTIFICATION BY DIGITAL IMAGE
ANALYSIS. Bordeaux S is a food dye still allowed in Brazil, being present in soft drinks, gelatins, chewing gums, candies and many

other industrialized foodstuffs. Because of its carcinogenic potential, it is forbidden to be added to food in Japan, in the USA and in

most of the European Union. Many studies related to the employment of digital images analysis to food quality control have been

published in recent years mainly due to its low costs of implementation. Nevertheless, one of the few drawbacks of applying this

technique is its poor sensitivity, which can be significantly improved by employing solid substrates, such as chitosan films. In this

work, chitosan sorbent films were synthesized, characterized and used to retain Bordeaux S present in gelatin samples, followed

by recording the films’ images and quantifying the analyte by digital images analysis. The proposed method was able to extract the

analyte and eliminate interferences present in the matrixes in a single step. LOD of 20 pug L' and LOQ of 74 ug L' were obtained,

allowing adequate quantification when considering the recommendations of the Brazilian Health Regulatory Agency (ANVISA).

Keywords: Bordeaux S; food dyes; digital image analysis.

INTRODUCAO

A coloracdo € uma propriedade considerada importante por
consumidores ao avaliarem alimentos. Assim sendo, uma grande
variedade de corantes alimenticios de origens tanto naturais quanto
sintéticas € frequentemente adicionada a alimentos, a fim de torné-los
esteticamente mais atrativos.'

De acordo com o Regulamento Técnico No. 540/1997 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), corantes sdo
intencionalmente adicionados aos alimentos, a fim de modificar
suas caracteristicas fisicas, quimicas, ou sensoriais, sem propdsito
nutricional, durante os processos de manufatura, processamento,
preparo, tratamento, embalagem, condicionamento, estocagem
transporte ou manuseio.’

O azocorante sintético Bordeaux S (Figura 1), comercializado
sob diferentes nomes, incluindo E 123, FD&C No. 2, Food Red 9,
CI-16185," € um corante sintético obtido pela diazotagdo do
dcido 4-amino-1-naftaleno sulfénico com o dcido 3-hidroxi-2,7-
naftaleno dissulfénico. Em sua forma em pé6 adquire coloracio
vermelho-amarronzada, tornando-se rosado em solucdes diluidas.
Estd presente em diversos alimentos industrializados, tais como
refrigerantes, doces, sucos em pd, sorvetes, chicletes, gelatinas,
vinhos, café e chocolate.

Embora banido nos EUA, na maior parte da Unido Europeia e
no Japao devido ao seu potencial genot6xico e carcinogénico,** este
corante € permitido no Brasil em produtos alimenticios pela ANVISA
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Figura 1. Azocorante sintético Bordeaux S
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em concentracdo de até 0,50 mg kg de massa corporal do individuo
que o ingere.’ Por tal motivo, é importantissimo o desenvolvimento
de métodos analiticos para a sua determinacdo em alimentos.
Muitos destes métodos sido baseados em sensores eletroquimicos,®®
espectrometria de absor¢do molecular na regido do UV-Vis,”!2
espectrometria de fluorescéncia molecular,'® espectroscopia no
infravermelho,'* métodos cromatograficos com deteccéo por absor¢do
molecular no UV-Vis?>!'7 ¢ métodos eletroforéticos.'®!* Contudo,
essas metodologias empregam aparatos de custo mais elevado® do
que andlises quimicas baseadas em altera¢oes de cor registradas por
dispositivos de imagem.?!23

A técnica de andlise de imagens digitais (DIA, do inglés digital
images analysis), aplicada ao controle de qualidade de produtos
tem ganhado espago no campo da industria nos anos mais recentes,
devido aos seus baixos custos de implementacdo, possibilidade de
automacdo do monitoramento de linhas produtivas e de avaliacio
de numerosos parametros, tais como coloragdo, homogeneidade e
imperfeicoes de produtos simultaneamente.** DIA também tem sido
empregada para monitoramento de saide ocupacional, na andlise
de amostras perigosas como carcinogénicas, altamente téxicas ou
potencialmente explosivas.?!

Essa técnica € baseada na extracio de informagdes de imagens
digitais geradas por substancias coloridas, jd que estas apresentam a
coloragéo da radiagdo refletida, complementar & absorvida,>?’ exceto
quando em modo transmitancia.

Imagens digitais podem ser geradas empregando diferentes
equipamentos, incluindo cameras digitais, webcams, smartphones e
scanners. O processamento dos dados obtidos das imagens € realizado
por um software capaz de prover valores numéricos para definir a
intensidade de colora¢@o numa drea selecionada da imagem.?>$2

Todavia, um dos poucos empecilhos no emprego desta técnica
analitica € sua baixa sensibilidade. Nosso grupo de pesquisa tem
demonstrado que o uso de suportes sortivos sélidos para a retencio
de analitos podem melhorar significativamente a sensibilidade dessa
técnica, em muitos casos alcancando valores equipardveis com as
demais mencionadas anteriormente.>>*%32 Nesse cendrio, uma opgao
de suporte sortivo é dada por quitosana em forma de filmes.
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A quitosana € um poliaminossacarideo natural e abundante,
produzido sinteticamente por desacetilacdo da quitina, consistindo
de cadeias lineares de 3-(1—4)-2-acetamido-2-deoxi-D-glicose com
unidades desacetiladas. O elevado potencial da quitosana de adsorver
moléculas de corantes € atribuido aos vdrios grupos funcionais
reativos e a flexibilidade de sua cadeia polimérica, que também
permite o preparo de materiais como filmes, membranas, aerogéis
e hidrogéis.*

No presente trabalho, quitosana foi empregada sob a forma de filme
para adsorver Bordeaux S, e este analito foi determinado em amostras
de gelatinas, empregando a técnica de andlise de imagens digitais.
Essa abordagem possibilitou a extra¢do do analito e eliminacio de
interferentes, em uma tnica etapa. Os resultados aqui obtidos foram
melhores em termos de limites de detec¢@o e quantificagdo quando
comparados a outros métodos espectrofotométricos, cromatograficos
e eletroforéticos, demonstrando a aplicabilidade do método proposto
para a verificagdo do cumprimento da legislacdo brasileira.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e instrumentaciao

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, ndo sendo
realizadas maiores purificagdes. As solucdes necessarias foram
preparadas com dgua ultrapura (18 MQ cm de resistividade) obtida
através de um sistema purificador Arium Pré Sartorius (Alemanha).
Solucdes estoque 200,0 mg L' do corante Bordeaux S (Roha, India)
foram preparadas a partir da solubiliza¢do do sélido, e diluidas em
meio aquoso a padrdes analiticos de 0,200-4,00 mg L', os quais eram
preparados diariamente. Tampdes citrato/fosfato de sédio 0,200 mol L
e Britton-Robinson® 0,200 mol L' foram preparados pela solubilizacdo
e dilui¢do dos reagentes (Sigma-Aldrich, Alemanha).

Os materiais foram pesados em balanca analitica (Sartorius,
Alemanha). Um scanner HP DeskJet GT 5822 (EUA) foi empregado
para obter as imagens digitais em 300 dpi, 24 bits e formato .tiff,
em tamanho de 2550 x 3507 pixels. O software ImageJ** (National
Institutes of Health, EUA) foi utilizado para o processamento dos
dados. Uma mesa agitadora KASVI K45 (Hong Kong) foi também
empregada, e medidas de pH tomadas com pHmetro (Sensorglass,
Brasil). O alongamento dos filmes de quitosana foi determinado
com um paquimetro digital (Mitutoyo, Japao), com resolucdo de
0,010 = 0,005 mm.

Procedimento geral

Padrdes analiticos do corante foram preparados em baldes
volumétricos de 50,00 mL, por adi¢do de incrementos crescentes da
solugdo estoque e tamponados com tampao citrato/fosfato de sédio
0,200 mol L' em pH 7,5. Em seguida, 10,0 mL de cada solugio
foi transferida para tubos de polipropileno de 15,0 mL. Filmes de
quitosana de 1,0 cm? foram adicionados a cada tubo, os quais foram
colocados sobre mesa agitadora por 90 min a 90 rpm. Brancos
analiticos foram preparados da mesma forma, porém sem conterem
o analito.

Por fim, os filmes foram separados das solugdes, secos em
dessecador por cerca de 15 min e tiveram suas imagens obtidas com
auxilio do scanner, a fim de ser determinada a relac@o entre coloracio
do filme e concentracdo das solugdes.

Preparo das amostras

Aliquotas de 1,0 g de amostras de gelatinas foram transferidas
para béqueres e dissolvidas em 80,0 mL de dgua ultrapura a 65 °C
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até total solubiliza¢do. Em seguida as solucdes foram resfriadas a
temperatura ambiente (25 °C) e quantitativamente transferidas a
baldes volumétricos de 100,00 mL, cujos volumes foram completados
com dgua ultrapura.

500 pL de amostras assim diluidas de gelatinas comuns foram
transferidas para tubos de polipropileno e tamponadas com citrato/
fosfato de sédio 0,200 mol L' em pH 7,5 até volume final de 10,0 mL.
Amostras de gelatinas diet e zero, por apresentarem maior contetdo
do corante, foram preparadas de modo andlogo, porém empregando-se
200 pL das solugdes diluidas.

Obtencio do sinal analitico

As imagens obtidas dos filmes de quitosana em que o
analito se encontrava retido foram analisadas empregando-se o
software ImageJ** e os sinais analiticos (S) foram dados conforme a
Equagdo 1, em que P, corresponde a intensidade de cor obtida para
os brancos analiticos e P aos padrdes ou amostras. Ja que o corante
Bordeaux S adsorvido nos filmes de quitosana apresentam coloragao
rosa-avermelhada, o canal verde foi selecionado, por ser a coloragio
complementar a visualizada e assim fornecer maior sensibilidade

analitica.
— _1oc P
S=-log AO (D

Preparo dos filmes de quitosana

Os filmes poliméricos foram produzidos empregando-se o método
de fundi¢@o por solvente,* dissolvendo-se 3,33 g de quitosana em
pé (Sigma Aldrich, Alemanha) em 1,0 L de solucéo aquosa de acido
acético 2,0% v v!' a temperatura ambiente (25 °C), sob agitag¢do
magnética durante periodo de 6 h. A mistura resultante foi filtrada a
véacuo e 150 mL do filtrado foram depositados sobre placas de petri
de 15 cm de didmetro, as quais foram aquecidas a 65 °C por 48 h,
a fim de eliminar o 4acido acético residual. Por fim, os filmes foram
removidos das placas, cortados em por¢des de 1 cm? com auxilio de
um bisturi e armazenados em dessecadores a 25 °C.

Caracterizacio dos filmes de quitosana

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR)

Os estudos de infravermelho com os filmes de quitosana puros e
ap6s adsorverem o corante foram realizados com um espectrometro
Agilent Cary FT-IR 660 com atenuéncia total de transmitancia (ATR) de
400 a 4000 cm!, empregando-se reflectancia difusa e pastilhas de KBr.

Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A morfologia dos filmes de quitosana puros foi determinada com
auxilio de equipamento Thermo Scientific SEM Quanta Feg 250 de
5 a 10 kV e faixa de magnificagdo de 100 a 1600 vezes, tendo sido
necessdrio depdsito de filme fino de ouro na superficie da amostra
para torna-la condutora.

Grau de desacetilacdo

O grau de desacetilagio da quitosana foi determinado por método
de titulagdo potenciométrica,’* dissolvendo-se 0,25 g de quitosana
em 20,0 mL de solug@o padronizada de HC10,10 mol L, transferindo-
se a mistura para baldo volumétrico de 100,00 mL e completando-se
o volume deste com dgua ultrapura.

O pH das solugdes assim preparadas foi ajustado a aproxi-
madamente 2,0 com solugdo padronizada de NaOH 0,10 mol L,
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condicdo tomada como o ponto inicial da titulagdo, a qual prosseguiu
ate atingir-se pH préximo de 11,0. A curva de titulagdo foi gerada
tomando-se o pH em funcio do volume de NaOH adicionado, dada
pela Equacdo 2.

pH = [va] x([H' —OH]) ®)

B

Em que V (mL) € o volume de NaOH gasto na titulacdo, V, (mL)
€ o volume da solugdo de quitosana analisada, e My a concentracio
molar da solu¢d@o de NaOH. O ponto final foi calculado segundo a
Equacdo 3, e este foi empregado na Equagdo 4 para determinar o
grau desacetilacdo ().

— MAVA _ M BVf (3)
1000
GD (%) = = 4

&

Em que M, (mol L") e V, (mL) sdo, respectivamente,
concentracdo e volume da solucéo de HCI adicionada, My (mol L)
a concentracdo da soluc@o padrdo de NaOH, e V, (mL) o volume de
titulante adicionado no ponto final da titulagdo. W (g) corresponde
a massa adicionada de quitosana, e os termos 161 e 204 as massas
molares (g mol ™) de quitosana e quitina, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacio dos filmes de quitosana

Os espectros de FI-IR (Figura 1S, material suplementar) mostram
0s picos caracteristicos da quitosana. Bandas em 3365 e 3261 cm'!
referem-se ao estiramento das ligacdes O-H e H-N-H. Ainda que
com elevado grau de desacetilagdo, discutido a seguir, ainda hd a
presenga do estiramento da ligacdo C=0 proveniente dos grupos
funcionais amida da quitina, em aproximadamente 1640 cm™', banda
esta que se sobrepde com aquela referente as vibragdes angulares da
ligagdo N-H em 1580 cm™.

Quando comparamos o espectro de infravermelho do filme de
quitosana antes e depois do processo sortivo, notamos alteracdes. O
espectro do filme contendo o corante Bordeaux S sorvido apresenta
uma mais banda proeminente em 3446 cm™!, quando comparado ao
filme puro. Em 1586 e 1419 cm! hd um significativo aumento no sinal
devido ao estiramento vibracional C=C e N=N, respectivamente. Tais
grupos estdo presentes apenas no corante.’

Pelas imagens de microscopia eletronica (Figura 2S, material
suplementar) € possivel notar a baixa porosidade da estrutura do
filme, caracteristico de filmes poliméricos de quitosana produzidos
empregando-se o método de fundi¢do por solvente.** As imagens
mostram que a superficie do filme €, de fato, homogénea e apresenta
sulcos cruzando sua estrutura inteira, provavelmente devido aos
cortes em sua superficie feitos com o bisturi para moldar o filme e
remové-lo da placa de petri.

O grau de desacetilagdo é uma das caracteristicas mais importantes
dos filmes de quitosana e pode influenciar sua performance em
muitos aspectos, como sua atividade microbiana e antioxidante.*
Quando calculado por titulagio potenciométrica (Figura 3S, material
suplementar), foi obtido percentual de 85,6 + 0,5%, mostrando que
restam poucas moléculas de quitina no filme sintetizado. Portanto,
a maior parte dos mondmeros presentes ¢ de quitosana, o que leva
a uma maior solubilidade em solugdes dcidas diluidas, bem como

Uso de filmes de quitosana para extra¢do do corante alimentar Bordeaux S 3

um comportamento mais pronunciadamente cationico devido a
protonagdo dos grupos amino em sua estrutura. Tal fato viabiliza
interacdes eletrostdticas entre corante e sorvente, resultando numa
maior capacidade de adsor¢do.’>%’

O grau de inchamento dos filmes de quitosana foi avaliado em
diferentes niveis de pH empregando-se tampao Britton-Robinson
0,200 mol L. Filmes de quitosana de 1,0 cm? foram pesados antes e
depois de entrarem em contato com o tampao, sob agitacdo. Os filmes
foram pesados ap6s determinados intervalos de tempo, e o grau de
inchamento foi dado como a variag@o percentual de massa antes e
apods o processo, como mostra a Figura 2. Percebe-se, entdo, que o
grau de inchamento dos filmes de quitosana € maior em pH fortemente
acido. Tal fato se dd devido a protonagdo dos grupos amino presentes
na quitosana, que, em condi¢des extremas, provoca repulsio entre os
diversos mondmeros deste biopolimero, levando ao inchamento.*'#?

1000 A

800

600

400

200 A

Grau de inchamento (%)

Tempo (min)

Figura 2. Grau de inchamento dos filmes de quitosana em diferentes niveis
de pH (filmes de 1,0 cm?, tampdo Britton-Robinson 0,200 mol L', 90 rpm)

O alongamento do filme de quitosana em fung¢do da variagdo de
pH, que resulta no aumento de sua drea superficial, € mostrado na
Figura 3. A Tabela 1 informa acerca das caracteristicas gerais do filme.
Tais resultados corroboram a ocorréncia da expansdo das cadeias
poliméricas do filme pela protonac@o da estrutura.*'#?
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Figura 3. Alongamento do filme de quitosana em diferentes niveis de pH
(filmes de 1,0 cm?, tampdo Britton-Robinson 0,200 mol L, 90 rpm, 60 min)

Otimizacao do método

A otimiza¢do da metodologia foi realizada de modo univariado,
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Tabela 1. Caracteristicas do filme de quitosana sintetizado

Grau de desacetilacio 85,6 +0,5%

Peso molecular médio 190-310 kDa
Grau de inchamento 200%*
Alongamento 12,3%*

“Nas condi¢des otimizadas: pH 7.5.

tendo sido avaliada a influéncia dos parametros pH, tempo de agitagdo
e drea superficial do filme sobre o sinal analitico. A velocidade de
agitacdo foi fixada em 90 rpm para todos os experimentos, por ser
a maxima oferecida pela mesa agitadora empregada. Tal decisdo foi
tomada tendo em vista que o processo de sor¢do € favorecido por
maiores velocidades de agitagdo, devido a maior transferéncia de
massa adsorvente-adsorvato.*

Influéncia do pH do meio

A influéncia do pH sobre o processo de adsorcido foi avaliada
variando-se o pH de 2,0 a 13,5 empregando-se para tal feito tampao
Britton-Robinson 0,200 mol L. Os resultados deste estudo sdo
mostrados na Figura 4a. Médximo sinal analitico foi obtido na faixa
de pH entre 6,0 e 8,0. Por esse motivo, os experimentos subsequentes
foram realizados em pH 7,5.
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Figura 4. (a) Influéncia do pH sobre o sinal analitico. (b) Imagens digitais
obtidas para os filmes de quitosana contendo Bordeaux S em diferentes niveis
de pH (Bordeaux S 2,00 mg L, filmes de 1,0 cm?, tampdo Britton-Robinson
0,200 mol L, 90 rpm, 60 min)

Sabe-se que o corante em questdo apresenta trés grupos sulfonicos
(Figura 1), dois dos quais estdo sempre ionizados, o que faz com que
o corante esteja sempre negativamente carregado, ainda que o terceiro
grupo sulfénico apresente pK, igual a 6,5.* Visto que a quitosana
pode adquirir carga superficial positiva devido a protonacio de seus
grupos amino,*#* o mecanismo de sorcdo € afetado por interagdes
de cardter eletrostatico entre filme sélido e corante.

Contudo, conforme a acidez do meio € significativamente
aumentada, o excesso de cargas positivas na matriz polimérica faz
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com que haja repulsdo entre os mondmeros, ocasionando um processo
de inchamento do filme,*'*> como ja mencionado e ilustrado na
Figura 4b. Esse inchamento € responsdvel pela maior variabilidade
do sinal analitico em meio significativamente 4cido, j4 que assim o
corante passa a se difundir por maior regido de filme, diminuindo a
intensidade da coloragdo observada.

A diminuicdo do sinal analitico em meio alcalino € atribuida ao
fato de que a superficie polimérica perde sua carga positiva, reduzindo
consideravelmente as intera¢des intermoleculares eletrostdticas entre
filme sélido e corante.

Influéncia da drea superficial do filme de quitosana

Os filmes de quitosana apresentavam espessura de aproxima-
damente 0,09 mm, parametro insignificante quando comparado a
area superficial dos mesmos. Assim, o processo de sor¢do pode ser
entendido bidimensionalmente. A Figura 5 mostra a varia¢@o do sinal
analitico sob a influéncia de diferentes dreas superficiais de filme.
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Figura 5. Influéncia da drea superficial do filme de quitosana sobre o
sinal analitico (Bordeaux S 2,00 mg L', tampdo citrato/fosfato de sédio
0,200 mol L' pH 7,5, 90 rpm, 60 min)

Sinais analiticos mais elevados foram obtidos com filmes de
menor drea superficial, por apresentarem maior grau de saturagdo
de corante nos sitios sortivos, o que gerou intensidade de coloracdo
mais elevada nestes filmes. Por outro lado, a dispersédo da coloragdo é
observada nos filmes de maior drea superficial, ocasionando menores
sinais analiticos.

Embora maior sensibilidade tenha sido alcangada com filmes
de 0,49 cm?, as replicatas apresentaram maior variabilidade,
comprometendo a precis@o do método. Portanto, nos experimentos
posteriores empregaram-se filmes de 1,0 cm?.

Influéncia do tempo de agitagdo

Um processo sortivo pode ser categorizado em quatro etapas:
(i) transporte advectivo, em que particulas do soluto movem-se do
seio da solu¢do para uma camada de solucdo imdvel, através de
fluxos advectivos ou dispersdo axial ou difusdo; (ii) transferéncia
para a solug¢@o imdvel, em que particulas do soluto fixam-se sobre a
superficie adsorvente desta camada; (iii) transferéncia de massa, em
que particulas do soluto fixam-se sobre a superficie do adsorvente
solido; (iv) difusdo intraparticula, em que o soluto move-se para
dentro dos poros do sélido sorvente.*’

Estes eventos requerem tempo, por isso este ¢ um importante
parametro a ser avaliado, a fim de garantir que o equilibrio quimico
seja atingido. Tempo de contato de 90 min foi selecionado para os
experimentos posteriores, visto que maior sinal analitico foi alcancado
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nessa condi¢ao (Figura 6). Vale ressaltar que, embora esse equilibrio
sortivo venha efetivamente a requerer longo intervalo de tempo
para ser atingido, a velocidade analitica do método como um todo
ndo é comprometida, jd que vdrias replicatas de padrdes analiticos
e amostras podem ser processadas simultaneamente, numa tnica
imagem digital.
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Figura 6. Influéncia do tempo de agitacéo (Bordeaux S 2,00 mg L', tampdo
citrato/fosfato de sodio 0,200 mol L' pH 7,5, filmes de 1,0 cm?, 90 rpm)

Estudos cinéticos

Para caracterizar o processo de sor¢cdo do corante Bordeaux S
sobre o filme de quitosana, em termos cinéticos, foram testados
os quatro modelos mais aplicados na literatura: pseudo primeira
ordem, pseudo segunda ordem, Elovich e o modelo difusdo intra-
particula. Somente o modelo de pseudo segunda ordem obteve
bons coeficientes de correlacdo para com os dados avaliados: ao
relacionar t/q, com tempo, obteve-se um modelo linear (Figura 4S5,
material suplementar).

O modelo de pseudo primeira ordem apresentou baixissima
correlacdo. Para melhor concordancia deste modelo seria necessdrio
o conhecimento da capacidade sortiva do filme de quitosana no
equilibrio, ou seja, em um tempo infinito, 0 que torna o processo
virtualmente impossivel.*$4

De fato, processos de quimiossorcdo tratam-se de fendmenos
de monocamada, e, por efeitos estéricos, o tempo necessdrio para
alcancar o equilibrio quimico sortivo € menor. Por conseguinte, é
comum os processos de quimiossor¢do terem baixissima correlagio
com os modelos de primeira ordem e boa correlacio com os de
segunda ordem.**

Figuras de mérito do método

Tendo sido otimizados os parametros atuantes sobre o método
desenvolvido, curvas analiticas para o corante Bordeaux S foram
construidas sob condi¢des de maior sensibilidade. A Figura 7a ilustra
imagens digitais obtidas nas diferentes concentra¢des de padrio de
calibrag@o. A Figura 7b exemplifica os histogramas obtidos em cada
canal passivel de ser analisado (vermelho, verde e azul). Por fim,
a Figura 7c mostra as relacdes matemadticas entre sinais analiticos
obtidos nos diferentes canais e concentragdes de analito. Nota-se que
os trés canais oferecem relacdes lineares entres estes parametros,
porém aquele que oferece maior sensibilidade ao método € o canal
verde. De fato, este canal corresponde a coloracdo complementar
aquela exibida pelos filmes.
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Significancia da relagdo linear e limites de detecgdo e
quantificagdo

Estudos de andlise de varidncia (ANOVA) aplicados para
avaliacdo da linearidade das curvas analiticas geradas pelo método
proposto indicaram adequabilidade do modelo linear ao intervalo
de concentra¢des de analito empregado. O modelo de regressdo
ajustado por minimos quadrados foi significante para o método
proposto e ndo sofreu falta de ajuste, explicando 99,68% da
variabilidade dos dados. O coeficiente de determinag@o obtido indica
elevada correlacio entre as varidveis sinal analitico e concentrac¢ao
de corante. Considerando-se os residuos, os testes Shapiro-Wilk
e Cochran mostraram distribuicdo normal, ndo tendenciosa, dos
dados. Adicionalmente, a aplicacdo do teste de Durbin-Watson aos
dados indicou que nenhum erro sistematico € oriundo da ordem de
andlise.’! A Tabela 2 resume os resultados destes testes estatisticos
aplicados as curvas analiticas.

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram
calculados conforme as Equacdes 5 e 6, respectivamente, em que
4 € o desvio padrdo entre sinais obtidos para os pontos de menor
concentraciio de analito das curvas analiticas, e S € o coeficiente
angular médio.”' Assim, LOD e LOQ foram equivalentes,
respectivamente, a 0,020 mg L' e 0,074 mg L.

38
LOD= E 5)
LOQ=% ©)

A Tabela 3 apresenta comparacdo entre LOD e LOQ calculados
para o método proposto e demais métodos presentes na literatura, para
determinacio de Bordeaux S em amostras de alimentos. E possivel
notar que o método aqui apresentado exibe limites melhores que
muitos dos ja desenvolvidos.

Exatiddo e precisdo

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetitividade
e reprodutibilidade.”' A repetitividade foi calculada como o desvio
padrdo relativo dos sinais analiticos obtidos em dez medidas de uma
mesma imagem de filme de quitosana contendo a menor concentracdo
de corante presente na curva analitica (0,500 mg L' ), estabelecida
entdo como 2,1%. A reprodutibilidade, por sua vez, foi tomada como
o desvio padrao relativo dos sinais analiticos obtidos para as medidas
de dez imagens diferentes de filme contendo a mesma concentracio
de corante, equivalente a 4,1%.

A exatiddo do método proposto foi avaliada segundo duas
diferentes abordagens: primeiramente em termos de testes de
recuperacdo, fortificando-se solugdes das amostras e, posteriormente,
comparando-se estatisticamente os resultados obtidos nas
quantificagdes com método consolidado de absor¢do molecular na
regido do UV-Vis.!!

Os testes de recuperacdo foram conduzidos empregando-se
amostras de gelatinas comuns. Aliquotas de 500 puL das solugdes
diluidas das amostras foram submetidas em triplicata ao método
proposto. Em seguida, aliquotas em triplicata de mesmo volume
e das mesmas amostras foram fortificadas com 0,500 mg L' de
padrdo analitico do corante. A recuperacdo média, dada pela média
das razdes percentuais entre as concentracdes efetivamente obtidas
para as amostras fortificadas e as esperadas, foi empregada como a
exatiddo do método,*' equivalente a 99,1%.

A exatiddo do método proposto foi também confirmada pela
comparacio dos resultados das quantificagdes de amostras de gelatinas
comuns, com os resultados obtidos por método espectrofotométrico
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Figura 7. (a) Exemplos de imagens digitais geradas para a constru¢do de curvas analiticas. (b) Exemplos dos histogramas gerados pelo software em cada
canal de cor. (c) Exemplos de curvas analiticas geradas em cada canal (Bordeaux S 0,200-4,00 mg L', tampdo citrato/fosfato de sédio 0,200 mol L' pH 7,5,

filmes de 1,0 cn??, 90 rpm, 90 min)

Tabela 2. Testes estatisticos aplicados as curvas analiticas para quantificacdo
de Bordeaux S sorvido em filmes de quitosana

Tabela 3. Comparagdo de LOD e LOQ entre o método proposto e outros
reportados na literatura para a determinacdo de Bordeaux S em alimentos

Teste Conclusio

A significancia do modelo

ANOVA . P
linear € aceita

Falta de ajuste O modelo ndo sofre de falta de ajuste

Coeficiente de determinac@o Superior a 0,99

Residuos Distribuicao normal

Outliers Nao foram observados

Independente da ordem de

Teste de autocorrelacao <
observacao

ANOVA: Andlise de variancia.

pré-estabelecido,!’ como informa a Tabela 4. Todas as amostras foram
avaliadas em triplicatas.

Ap6s a aplicagdo do teste 7-Student com equivaléncia estatistica
da precisdo no nivel de confianca de 95%, para efetuar a comparagdo
entre estes resultados, verificou-se que ndo ha diferenca estatistica
entre os resultados apresentados por ambos os métodos. Essa
equivaléncia estatistica juntamente com os elevados percentuais de

Técnica instrumental LODe LQQ Referéncia
(ng mL™")

UV-Vis 0,10 0,31 11
UPLC 0,10 0,25 52
HPLC 0,12 ¢ 0,35 53
HPLC-MS 0,005 ¢ 0,010 54
Eletroforese capilar por zona 0,14 e 0,50 55
Eletroforese capilar 1,1e3,6 56
Voltametria de pulso diferencial 0,03 ¢ 0,09 57
ELISA 0,003 ¢ 0,010 58

Adsorcdo em filme de quitosana/DIA 0,020 e 0,074 Presente estudo

UV-Vis: Espectrometria de absor¢do molecuar na regido do ultravioleta e
visivel. UPLC: Cromatografia a liquido de ultra performance. HPLC: Cro-
matografia a liquido de alta performance. HPLC-MS: Cromatografia a liquido
de alta performance acoplada a espectrometria de massas. ELISA: Ensaio
imunoabsorvente enzimdtico.
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Tabela 4. Quantificacoes de amostras de gelatinas empregando o método

proposto e consolidado (F o = 9,28; fyico = 2,78)°"
Meétodo proposto Meétodo consolidado
Amostra N ENT caleulado
(mg g (mg g
I 13,97 £ 0,11 14,04 £ 0,07 0,57
I 30,60 £ 0,12 31,98 £0,10 2,41
111 14,88 £ 0,11 15,86 + 0,05 2,38

recuperacgdo alcancados para as amostras, permitem concluir que o
método apresenta exatiddo satisfatdria.”!

Enfim, a Tabela 5 mostra um resumo dos parametros de mérito
do método desenvolvido.

Tabela 5. Figuras de mérito para o método de quantificagdo de Bordeaux S
sorvido em filmes de quitosana

Resultado
S =0,2866C - 0,0105
0,074-4,00 mg L"!

Parametro

Curva analitica tipica

Faixa linear

LOD;ygrument 20 ug L'
LOQirumenca 74 ug L
LOD, 000 40pg g!
LOQic1000 148 pg g
Repetitividade (%) 2.1%
Reprodutibilidade (%) 4,1%
Exatidao (%) 99,1%

LOD: Limite de detec¢io. LOQ: Limite de quantificacdo.

Aplicaciao da metodologia

Quatro amostras diferentes de gelatinas foram analisadas segundo
o método proposto, todas de sabor cereja, de trés marcas diferentes.
A Tabela 6 apresenta as caracteristicas de cada amostra e contetido de
Bordeaux S (mg g'), e a Figura 8 ilustra uma replicata de cada amostra.

4 1 I
|

| ol L_ i
| I ]| v

Figura 8. Imagens digitais do corante presente em cada amostra de gelatina
(I-1V, de acordo com a Tabela 6) sorvido em filmes de quitosana (tampdo
citrato/fosfato de sodio 0,200 mol L' pH 7,5, filmes de 1,0 cn??, 90 rpm, 90 min)

E importante notar que, considerando-se a massa total de corante
por pacote de gelatina, e o peso de um individuo adulto como 70 kg,
o total de corante para todas as amostras foi muito superior a maxima
ingestdo didria permitida segundo a ANVISA (0,50 mg kg'! de massa
corporal do individuo que o ingere).
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CONCLUSOES

Os filmes de quitosana sintetizados e caracterizados neste trabalho
sdo capazes de seletivamente extrair o corante Bordeaux S presente
em amostras de gelatinas. A precisdo do método proposto foi dada
em termos de repetitividade (2,1%) e reprodutibilidade (4,1%),
enquanto a exatidao foi dada em termos de comparagdo entre curvas
analitica e de adicdo de analito (99,4%). O LOQ alcangado foi de
0,074 mg L', o que permite quantificar adequadamente o corante
de amostras de alimentos, segundo as determinacdes da agéncia
reguladora ANVISA. De fato, o LOQ alcangado foi significativamente
inferior ao apresentado por diversos outros ja reportados na literatura.

Portanto, € possivel afirmar que a metodologia inovadora proposta
neste presente estudo foi comprovada como uma alternativa adequada
para a quantificagdo de Bordeaux S em amostras de alimentos,
mostrando-se ainda de elevada praticidade e baixo custo.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O material referente a caracterizagio dos filmes de quitosana:
espectro de FT-IR, imagem de microscopia eletronica de varredura
dos filmes de quitosana, curva de titulagio potenciométrica bem como
o modelo cinético estd disponivel no material suplementar em http://
quimicanova.sbq.org.br/, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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