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RESUMO

0 cantrole.dos aditlvos noes alimentos processados
deve ser abordado tanto em vrelagfio aos nfvels méximos
permitides como aos m{nimos necessdrios para exercerem a sua
fungdo. Para que eéte controle sejg efetivamente colocado em
functonamente, €& necessdria a disponibilidade de métodos
ahaiftlcos simples, répidoé, econiimicos e a0 mesmo ‘tempo

exatos ¢ precisos.

Neste trabalho foram comparados trés métodos de
_anéilse, utflizando absorgdo na regifo ultra"violefa (uv),
crématogqafﬁa em camada'delgaﬁa - gv (GCD-UV) e cromatografié
de‘ alts eficiéncia - UV (CLAE-UV), Foram analisados olto
produtos: refrigerante de {imbo, suco de caju, catchup,

-meionese, margarina, iogurte, geléia de uva e goitabada.,

0s métodos foram ‘iniciaimente testados,
padronizados e modificados, definindo—se 4as condicﬁea dtimas
de Operagao. Para a determinagloc dos conseriadores em
giimentos sd1idos e pastosos, um método mais simples e
gcondmice .por cromaiograffa ffquida de alts eficiancias foi

desenvolvido na sua fntegra,.

A andtise estatfstica dos resultados demonstrou que

ix



a4 escolha do métode depende da natuf&za 4o prhduto. D métoda
por UV ¢ 0 mais precisp, simpies, econdmico e répidn, mas ndo
¢ apropriado opara . produtos contendo os écidoé benzdico e
sdrbico simultdneamente, e!ou.sunstﬁﬁcias Interferentes. Pars
eéteé produtos, o método por CLRE-UY € o méis_ adequado,
embora o¢ método por COD-UV possa ser também utilizado para
certos produtes. 0 'método por GLAE-UV ¢ o mais uérsétil,
sendo aplicdvel para todas as amostras anallsadas.

Em nenhum dos produtos analisades foram détectados
ambos o0s conservadores, apesar de constar no rdtulo de alguns
deles. O0s teores de conservadores encontrados estavam no
“1imite mdximo permitido pela legislagéo brasiletra pars suco
¢ catchup, e bem abaixo para os demais produtes. Em alguns
préuutos,-as guantidades encontradas de cunservadbres estavam
abatxo do necessdrig para'uma atuac8o efetiva contra os
microrganismos, segunduvus estudos desenvoividos em meios de
cuttura. Entretsnto, ndo & possfve! chegar & uma conclusio
deflnitiva a este respeito, j4 que nos alimentos, outros

fatdres podem estar influenciandooe desenvolvimento dos

microrganismos.



SUMMARY

The control of additives in processed foods has to
be approached both in terms of the maximun levels permitted
@s weil as the minimun amounts necessary 1o aﬁcompiish tTheir
functions. {in order that this conptrol could be effectivelv
impiemented, acéurate and precise ané!ytiﬁal methods which

GTE atso simpie, rapid and low-cost, should be availabie.

In this study, three methods of analysis utiiizing
absorption in the wltravielet reglon (UV), thin layer
chromatography (TLG) - UV end high performance bigquid
chromatography (HPLC) ~ UV, were compared. Eight praducts
we;e analysed: jemon soft drink, cashew—appie juice, datéhup.
mayonnalse, margarine, vyeghurt, grape jam and T"golabada”

(guava paste).

The methods were first tested, standardized and
medified, defining the optimun operating conditions. For the
determination of the preservatives in solid and pasty foods,

& simpler amd more economical HPLG method was developed.

Statistical anaiysis of the resuits showed that the
¢hoice of the method wil! depend on the nature of the

‘samplea. The UV method is more precise, simple, economfcai

®i



ang rapld, but it is not appropriate'for products contétning
both preservatives, btenzoic and sorbic acld, and/or
tnterfering substances., For 11hese products, the HPLG-UV
method Is more adequate, atthough the TLC~UV method could
atso be used for some products. The HPLC-UV metﬁud Is the

most versatiie, being applicable to @&l products analysed,

None 'af the sampies anaivsed. contained both
preservatives, although the labeis deciared both. The
percentages of the preservatives encountered were at the
jimit for the julce and catchup, and much Jower for the other
products. In some products, the amounts obtained were below
the minimun found necessary for an effective action agaiﬁst_
mlcroorganismé in étudles performed In .cuiture media. No
de%inrtive canclusidns could be reached In this respect,
however, since other factors coutd influence microbial

development in foods.
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F NTRODUGAG®
1.INTRODUGAD

A vtitizacho de conservadores em alimentos'tem sido
de grande importéncia desde que O nomem comegou @& estocar
suas c¢olheitas. Antigamente, o0$ alimentos eram conservados
com d&cidos, sal, aglcar e fumaga de madeira. Nos dias de
hoje, €& grande 0 némero de conservagores gulmicos empregados
em alimentes. Tafa conservadores protegem os allmentos

principaimente contra contaminacles por fungos, leveduras &

bactértas.

Coma todo aditivodqufmlco, os conservadores podem
-contrfbuir com Sua pafceié dge tuxicldade_ na alimentaclo,
_nécessltandu uma fiscatizagho contfanua por parte do governo,
ﬁara .garantlr gue estﬁo.dentro dos limites "coﬁsiderauos
seguros. Por outro lade, as cunqentracﬁes em produtos
'pfucessadns devem ser suficientes para uma agao Efetlva

contra 09 microrganismos.

A fim de agifizar esta fiecallzacl3c e controle de
qualidage, ¢ lmportante a disponibiildace de métodos

analfticos simples, rapldos, exatos e também de baixo custo.

Esta pesqulsa teve por pbletive G estudo e A



I NTRODUGRAOD

comparacgdo de.varloa métodos analfticos péra ~conservaunres.
08 conservadoées permltidos no ﬂraslt-sﬁo em ndmero de_nove,
- porém, o ﬁcido penzéico, o 4cido sbrbico e seus sais sido os
mais wutilizados, atuando na grande majorie de alimentos
6ct&os procéssadas‘ Por este motive ¢ estudo se concentrou

apenas nestes dois compostos.

Basicamente, foram estudados e comparados trés
tipos de andlise: espectrofotometria de absorgho na regldo
uttra~-violeta, gromatografia em camada deigada g

cromatografia (fquida de ajta efici&ncla.

Ko ﬁétoda por espectrofotometria de absorcéo uitra-
violets, bs conservadores extraldos s&o gquantificados
diretaments no espectrofotdmetro sem nenhuma etapa de
“timpeza.- & um método bastanté simples, répitdo e de Dbaixo
custo; mas que pode ter seus fesultados prejudicados pelsa
presenga de (nterferentes na amostra 64 mesmo pela mistura de

ambos os conservadores.

0 método que utiliza separa¢do em camada deigada
antes da determina¢fio por eépectrofotometria de absorglo
ultra-violeta, tem a vantagem da separacgdo dos lnter*erentes
da matriz, atém da separagdo entré os dois conservadores,
quande ambos estio presentes no aiimento. Mas, existe 2

desvantagem de ser um método demorado & trabathose.



INTRODUGAD

] métedo por cromatografia i {quidus ds alta
eficiéncia, gque cpermile & separacho dos interferentes e
entre o©s conservadores, & eficiente, vrelativamente répido,

porém o mals dispendloso.

Embora, ydrios métodos de andlise pessam 3er
encontrades na {lteratura, geraimente 0S conservadores s@o
dosados individusimente , ou um sf tipo de attmente &

analisade quando a determinaglo é felta para a mistura.

Come o0s alimentos sdc sistemas muito complexas e
variados, torna—se diffcli a utitizacho de um anicd método de
-ahé!!ae para todos eles. Portanto, nesta pesauisa, aiém de se
‘estabelecer métodos analfticos mais apiicaveis as condicles
| nacionals, procurou—se também crier um guia de métodos que

methor se apiique sos diferentes tipos de alimentos.

virios alimentos proceésadus foram avaliados,
engicbande hebidas, produtos proteicos, produtoé lipfdicos,
produtos acgucarados € produtos derivados de frutas e
vegetais. As avallagfes compreenderam: estudo da extragdo dos
cdnservadores dos alimentos, separagfo entre 0s conservaderes.
¢ Interferentes provenientes da amostra e dos conservadores

entre s), identificacfo e quantificacﬁo'dos”conservadores.

Espera—se que 03 resultados auxiiiem 08 org#éos



I NTRODUGZAD

governamentais de vigil@ncla ganitéria na exlgdncia de uma
fiscalizacho e 8 Iinddstria no cantrdle rotinelro dos
conservadores em alimentos, & fim de se chegar a uma maiter

protecfo ao consumidor.



2~-REVISK0 BiBLIOGRAFICA.

2.1.Aditivos - Gonsideracfes Gerata; Legislagéo e Seguranga.

"adgitive alimentar ¢ toda substdncia nfio consumida
nnrmalmdnte como um aiimente e ndo utllizada cﬁmo‘ uﬁ
Inarédiente_t[p!cu do alimento, tendo ou njo valor sutritivo,
cuja adicao ao atimento & Intencional e com uma finalldade
tecnotdgica na febricacdo, processamento, preparagéo,
tratamento, embalagem, <transporte ¢ estocagem dgo alimentg,
resuitahdo na sua ilnpcorporacdo ou de seus derivados ou apenas
atfetando &s caracterfsticas do produio. N30 est®o inclufdas
as éubstﬁnc&as dencminadas contaminantes ou as aque sdo
_au!dlanadas para manter ou melhorar as qualidades nutritivas”
¢Comissfo do Codex Alimentarius,1873). |

Segundo o Decrete Lei No.BB& de 21/10/68, ga
tgg!slacau brasiteira: "Aditivo intehcionai é toda substBncia
ou mistura de 5ubstancias, dotadas ou n&o de vator
nutritivo,aluntaga ao alimento com a finalidade de impedir as
alteracfes,manter, conferir ou intensificar seu aroma,cor e
sabor,modificar ou manter sel estado ffsico geral ou exercer

quatquer agdo exigida pgra uma hoa tecnologla de fabricacéo

do mesmo” .

UMy Ol




REVISARO b1r8sL I oGR A_Fli G A

De acdrdo com o [(tem 3 da resolugdo No.17/78
do mesmo Decreto~iel, "serd auteorizado o emprego de aditivos
Irntencionais, quando:

@) necesadrios para conservar o vaior nutritlvo\do aiiménto;
b) contribulr para fornecer 08 comphﬁentes necessériscs ags
alimentos de destinacldo dietétice especial;

€} aumentar @ cnnservab&o 6y estabilidade da' aiiménta,
mefhorar suas céracterrsticas organoidpticas, desde ‘que néo
altere & natureza ou qualidade dbs mesmos nem contribua para
_enganar o consumidor;

d)_contribdlr come coadjuvante de fabricagdo, ‘transformacﬁa,
(preparacgcho), tratamento, embalagem, transporte ou estocagem
dos alimentos, e nfo se préste a encobrir o emprego de
~matérias—-primas inadequadas, de materiais ou técnicas

indese)dveis, em qualquer fase dessas atividades”™,

.-

A toxlcidade dos aditives & um assunte gque estd
atuaimente bastante em evigdncia, quando se fata em defesa do
consumidor., A avaliaglo toxicoifgica de aditivos para
alimehtas visa determinar o potenciail téxico de um aditive e
8 dose gue evidencfa gste potencial., O estgbelebimento desfa
dose d obtida atravéds da ingestfic didria aceitdvel (1DA)
(TOLEDD,1887). Segunde a resolucéolﬁu. 17/76 do decreto-iel
No. 986 de 21/10/63, a IDA fol definida como: "A quantidade
méxima do aditive ou substancia. que Ingerida diariamente

durante a existéncia do indiv(duo, nbo ofereca risco aparente
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ou aprecidvel 3 safde, expressa em miiigramas de substéancis

por guilograma de peso corpéreo {mg/Kg p.c.).”

0s aditives s&oc agrupades em vér}as categorias
tﬁxlcolﬁgicaﬁ: |
categoria A{1): Aditives que }d foram compietamente avaliados
pelo JECFA ("Joint Expert Committee on Food Additives™) e que
j& receberam um iDA ou fque nio tem nenhuma restrigdo
téxlcoldgica. Exempio: 4cida cltrico, d&cido ascérbico, P -
~gcaroteno, &iC..
categoria A(2): Aditivos cuja ayaliacéo\ ainda ﬁéo foi
poﬁpletada mas gue s8¢ permitidos provisériamente. Exémplo:
amarantop, extrato de urucum, carameio, e1C.. |
Gategoria B: Aditivos cuja avaiiag8o pelo JEGFA ainda estd
.'pehdente. Exemplo: dtoctil4sulfosuccihatu de sédio(DSS),
poitfosf;to de cdicio, etc..
categor}a c {[): Aditivos que ndoc sfo considerados sSegurod
~para uso aiimen{rcio. Exempic: bérax, emarelo naftol, etec..
Categoria C €(2): Aditivos cujo uso estd restrito por razdes

toxtcoldaicas {Comissfo do Codex Alimentarlué,1973).

& interessaﬁte apresenfar um estudo feilto éor uma
equipe de especlalistas do iFT  C'Instltuté of Food
“Technologists®™) sobre seguranca de alimentos,l‘compérando ns
compostos naturals téxicos e 0s aditives téxicos (IFT,1975$.

Segundo eies, 99% da dieta ingerida pelo homem consistem de
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¢compostos naturais e apenas 1% de aditivos gufmicos. A
toxicidade pode existir em ambos, -porém testes de toxicidade
sio feltos apenas nos aditivos :QUfmlcos, para 0% quais
rormas muito mails rfgfdas s3o0 exigidas. Sao citadas  como
exempios de produtos natﬁéais conheﬁldns como téxicos, as
nttrosaminas, 085 nidrocarbonetos aromsticos policleiicas,
entre outrgs. Foi enfatizade o valor de uma_dieté varidvet
para assequrar que a inuestdo de uma determinada 5ubstancia
seja insuficiente pare causar ﬁanos. Isto se @&piica 809
¢componentes naturais, aditivos, e contaminantes, e serve tomo
pase para o conceito de “seguranga em ndmeros”, que diz que
umé substéncia quimica pode ter efeito antagdnico sobre outra
numa dleta alimentar variada., Gomo conclusdo, 0s auteres
chamaram a atenclo ao fato de que dentre todas as substlncias
guimicas que estdo presentes em nossos suprimeﬁtos
alﬁmenta;ES {componentes naturais; defensivos agrrco|§§,=
adltlhos. qufmices, e contaminantes naturais e artificials )

gxiste um malor descanhéclmento.quanto aos riscos associados

avs compostos naturais,
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g.2. Cocnservadoras.,

2.2.1. Conservadores — Consideracdes gerails.

A preservagho dos alimentos tem sido uma constante
na vida do homem, desde gque ele comecou a iner ém grupos,
principalmente  parsa o8 gue habitam certag freas .da' giobo,
onde as colheitas se';imitam a aéguns meses do anc. Acldes,
~sal, aglcar e fumace Qe madalrg foram util{zados como
c&nservaduf&s hd iongos'anas, mas com & expansdo de outres
métodos de conservacéo, tornaram-se obsoietos camo
antimicrobianos, os fconservauures quimices postus'_ a
_disposicBo dos técnicos em alimentos varjou muito pouce
durante o0s ditimos anos. GCompostos antigos ainda vem sénau

fargamente utilizados (Sim#c,1386).

~Nos Estados Unidos, o Gomité Departamental sobre
Uso ¢e Conservadores ¢ Corantes em Atimentos em 1824
recomendou qué 6s Udnicos conservadores permitidos em
alimentos fossem o didxido de enxﬁfre‘e o écfdo benzdico.
:Porém enfatizou—se qﬁe, com poucas excegles, o uso de um
conservador qufmico seria desnecessdrlio se fosse dade uma
stenc8o especltal & higiene durante‘ ] proéessamento, a
estocagem, e ] transpnrtel Entre 1840 . e 1958 foram

introduzldas regras mais amenas, gue permitiram novoes
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conservadores comd porax f(por tempo {imitado), nitrito,
difenil e ortofenlifenol em aiguns ailmentos; Em 1988 e 1980
o Comite de Padrdes Alimentares pubiicou duas
reguiamentacles due introduziram ydrias modificagles nés i 4
existentes, Em partlculaf.fot recuﬁendado que deveria haver
uma extensao da jiste de consérvadorés permltidos,_e.os tipos
de alimentos gue poderiam conté-ios. Em 1968.furam;forhuiadas
as regujamentagles sobre cunservadores' em alilmentos que

existem até hoje (Pearson,1871).

-ﬁo Brasli| data de 1965 a Gitima definicio de
conservador sendo T"a substancia gue impede o©u retarda @
alteragio dos alimentos piouocada por microrganismos ou
_enzlimas™ (Decreto-iei No. 55871 de 268/03/8%).
pe acordo cem “Feod and Drug Administration”
{FDA,1978), 08 conservadores quimicos sfo “qualquer composto
quimico que, quande sdicionsdo ao afimento tende a evitar ou
retardar a deterioraco, ndo incluindo o sai comum, agdcares,
vinagre, condfmentas, ou dieos extrafdos de condimentos,
suhstﬁnciés adicionadas ac alimento por exposigfo direta &
fumaca de madelra, oOU compostos quimicos aplicados por suas.

propriegades inseticidas ou herbicigas”.

_Ex}stem vérios conservagores que podem sér

utilizados na conservagdo dos alimentos. A escoiha correta

10
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" yat depender de uma série de fatores, tais tomo: propriedades
antimicrobianas @ quimicas; propriedades e composi¢do do
slimentoc em questdo: o tipo de processamento utilizade no
alimento: o tipo, gcaracteristicas, e nﬁmerd de
microrganismoes: @ seguranba g 0 cusfo efetivo do conservador

(Branen e Davidson,1983).

conservadoreé podem Ser eféttvos na presﬁrvacﬁo de
atimentos por controle do crescimento d¢gos micronoraanlsmos, oUu
_destruindo diretamente todos ou parte delezs, Em Termos dol
modo de ac%o, as conservadores Se engquadram em uma das trés
categorias: (1) reagdo com & membrana ceiutar, causando
aumento da permeanilldaﬂé e perda dos constituintes
~¢elulares. (2) tnativagdo de enzimas essenciais. {3)
destruiclo ou inativacho funcional do materis! genétlch

(Davidscn e Branen,i18B1).

2.2.2. Kcido benzdico.

p dcido benzdico € um dos conservaddres quimicos
mais antigos, utillzade nas lnd@strias de cosméticos,
medicamentos e alimentos. Aparentemente, EETE acao
conservadora foi descrita ini?laimente-em 1875, quando e
estabeleceu uma relagdo entre a acéo do écido penzdico e a do

fenol (Luck,1880). Como naqueia £poca, O dcido benzdico néo

119
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podia ser produzide sintéticamente em grandes quantidades,nfo
-fol _utlilzado como conservador em alimentos até por volta de
1800 (Luck,1980). As vantagens de seu baixo cusio, fécfl
incorpora¢do nos prqdutos, félté de cor, e toxicidade
relativamente paixa, torpaream-no um dos conservadores mais
uti{izados em todo o mundo (Chipley, 1883}, E iargamente
empregado nos Estados Unidos, em niveis relativamente altos.
Por dutfo fado, nio & permitido em bebidas na Iféiia_ e

Portugal e @ Franga permite ¢ seu uso somente em cealho

{Tooley,1871).

Devido a baixa solubiiidédé em égﬁa} g dcido
benzﬁico. é nurma!mente adiciocnado acs alimentos ns furma de
sal de sddio. No entantc, no meio dcido dos alimenfus, este
1 trénafurma em dcido, que ¢ anfurma ativa., A molécuila néo
gisscciada do ébido bénzdico & a responsdve! pela atividade

antimicroblana (Figura gial, {Chichéster e Tanner,18868).

_ 0 benzoato de sédio § gera!mente‘considerada mais
ativo contra as jevedur&s e bactérias, e menos atlve contra
os fungos. Seu latervalo de pH para uma Gtima jniblcEO
micrebiana estéd entre 2,5 e 4,0, menor que aqﬁeles para o
dcido sdrbico e propifnico (Ghichester E'Tanner,1988). Gabel
(1821) fo% um dos primeiros a dempnstrar que 0 4cido benzdico
era efetive contra bactérias em meio 4cido ao nlvel de D,1%,

em meioc neutro 8 0,2%, mas inative em meio alcatino.

12
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a. dcido benzoico

CHz - CH=CHCH = CHCOOH

b. dcido sdérbico

Figura 01 - Estrutura dos conservadores.

13
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Resuti tados simiiares foram enchntrados para fungos g
leveduras (Gruess e Richert,13829). ﬁruess {3193&) afirmou que
a pH entre 2,3 ¢ 2,4 , somente b,na a 0,03% de benzoato de
sddio era necessdrio para evitar o crescimento da maioria dos
migrorganismos fermentativos estudados ¢ em pH entre_ 3,6 =@

4.0 , erﬁ necessdrio entre 0,06 e 0,10%, em sucos de frutas.

.?elo fato do0 teor de dcido ndo dissociade decrescer
com o© aumente do pH, & utilizaclo de dcido penzdico ou
benzoato de sédio como conservador para alimentos tem 8ido
yimitado a produtes gque $8c natursimente dcidos.  Em
principlo, estes compostos sfg usados como agentes
antimicdticos, e a maioria de fungos e leveduras sd0
inibidos com 0,05 & D,1% do écide ndo dissociado. Bactérias
s&o geralmente inibidas com 0,01 a 0,02% de 4dcido ndo
.dissocla&o, mas aigumas_hactérias eéporuiadﬁé s80 muite mais
restsfentes. As concentracfes minimas _necessér{as de dcido
penzdico para ;fividade antimicrobiana, para_vérios tipos de

microorganismos, estﬁp apresentadss na Tabela 0} {Chipley,

1983).

14
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Tabeta 01 =~ Atividade antimicrobiana do dcido benzdico.

" Mleroorgant amos Concentracdo minima necessdria

para @& inibit&o (%).

Bacilliaceae " S Y -
Enterobacteriaceae | 0,01
Micrococcaceae : 0,01
fungos- - _ D,!b
Leveduras 0,05
Virus : :' 1,0

Obs: 0O estudo foi realizado em meios de cultura com as
cohdivﬁes ideais para cada microorganismo,
Referfncias: Branen e pavidson (1983), adaptedo ce Chichester

e Tanner (1872) e Balird-Parker e Kooiman (1880).

Nenhum conservador & completamente efetivo contra
todos o8 mtcrdurgan!smos presentes num dado aifimento, mas
_éxlstem‘ melos de contornar este problema. Por exempio,
combinagBes de écido benzéico ¢ dcido sdrbico inibem vértas
tadelas bacterioldgicas meihor do gue apenas‘ um dus dois
conservadores (Luck,18980). 0 efeito sinergfstico também tém

sido apresentade pela combinagdo de benzoato com didxido de

16
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enknfre, diédxido de carbono, cioreto de sdédio, é&cido bérico,
ou sacarose (Chichester e Tanner,1372; "The International
Commission 6n  Microbiological Specifications for
Foods™,1980). Em adigdoc, pode~se combinar 0s conseruédores
quimicos c¢om métodos ffsicos de preservac§o de alimentos,
tais como aguecimento, refrigeracdo, -Irradlacﬁo, ou secagem

(Chipfey, 1883).

Testes de toxicidade reQelaraﬁ que o0 gcido benzédico
~é reijativamente _méis téxico que o dcido sérbico. Apods
lnuest!gécﬁes culdadosas em relagaﬁ ao homem, o Departamento
de.ﬁgr!cuitura dos Estados Unldos concluiu que: (1) benzoato
de sddio em doses pequenas, B,Sg por dia, nfo € prejudicial 2
- ‘sadde: (2) benzoato de'sddio em grandeg doses, acima de +4g
por dia, misturado com o aiimento, nfo tem efeito prejudiﬁiai
sobire h"saﬂde e n3o & venenoso na acepcéol do termo: no
entanto, aitera iigeiramente certos processos bioidgicos ndo
bem esclareci&os; (3) ndc altera o vaior autritive .dn

altmente <(Chittenden et al.,1808).

_ A dose de ingestdo didrifa CIDA) fixado pelo Comité
Mistp FAD/0OMS de Peritos em Aditivoes Allmentares (JEGFA) € de
D a 5mg/Kg de pesoc corpdreo (FAU/OMS;1S73); Sax ¢1879) cltou
que a BL _ oral & 3040 ma/Xsg pare ratos e a dose téxica
dgédrmica 65063'6 mg/kg para huﬁanos. N&o existe perigo de

acymulagfo de tenzoato no OI‘QEIIGISITIO. A razlic aparente por

i8
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esta alta toleréncia 6 o mecanismo de detoxtficagBo, no gqual
D benzoato -6 conjugade com a glicina produzindo 4cido

hipirico, e assim é excretado na urina (Banfleld,1952),

0 _écidu benzdico € utitilzado em vdrios allmentos,
tais como: refrigerantes, sucos de Truta e derjvados,
gelélas, geiatinas, canservas de doces e vegetais,
margarinas, etc.. Tem & vantagem do baixe custe, mas a
desvantagem de causar altera¢do de sabor e odor quande
empregsdo em doses altas em alguns alimentos, tals como sucos

de fruta (Chichester e Tanner,1888).

e.2.3. Acido sdrbfco.

Sabe~se que os dcidos monocarbox{iicos de cadela
reta possuem ﬂacﬁo .funglstética. Pesquisadores japoneses
rejataram, por velta de 1930, que o0s dcidos Insaturados
comparados a0s saturados de mesmo némero de &tomos de
carbeho, apresentavam um maior grau de atividade (Kitaj}ma e

Kawamura,1931: Tetsumots,1833).

Em 1845, 6Gooding conseguiu patentear a ptilizacio

dos 4cidos Qraxos insaturados com dupla ligaghBo na posicdo ¢
-comoc agentes fungistdticos em alimentes e embalagens para

L

atimentos. Demonsgtrou que o dcido crotdnico e seus homdlogos

17
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poderiam ser utitlzados., 0 4cido sdrbico, um dieno, mostrou-
se particularmente efetivo, superando o @&clido benzdico em
‘gertas apticagles, além de ser mais inslpido e inodoro

{(Figqura O1b).

Alédm do dcido sdrblco, existem o sorbato de
potdssio e o sorbato de s8ddio, que pessuem diferentes
solubttiidades em 5gua, respectivamente 0,169/7100m1 ,

139,29/100m] e 28g/100ml, & 20 C (Chichester e Tanner,1858).

0 écidn sdrbico e seus sais tem um largo espectro
de atlvidade contra ieveduras e fungos e menor atividade
contra bactérias. A ac¢ho antimicrobiana aumenta com a
ulmlﬁuicao do pH do substrata; A semelhanca de outros dcidos
contendo de¢ 1 a 14 carbonos, a atividade conservadera dos
soFbatas tem sido associada com a forma ndo dlssoc?ada do
Eompust0; enquanto 4que o &njon do dcide ndo € efetivo. O
Intervale de pH de malor atividade se extende até pH 6,5,
porém, o mais efetive & ao redor da constante de dissociagio
do acido {pKa} qué é 4,75, Seu intervaio de acaﬁ estd bem
acima do 4cido benzdico gque atus em pH até 4,0, mas abalixo
dos parabenes ‘que agem em pH até 7,0 ou mais (Chichester e
Tanner,1868: Liewen e Marth,18985; Sofos e Busta,18983). A4s
cencentragfes mfnimas necessdrias para uma agho éfetiva do

dcido sdrbico em vdrios microorganismos, esté apresentada na

Tabela DB2.

18
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Tabela 02 - Atividade antimicrobians do écido sérbico.

Microorganlsmos Concentrac3o minima necessdria

paré g intblgclo (%).

Baciliaceae " 0,02
Microccaceas a,0e
Enterobacteriaceae - o.m
Fungos | 0,04
geveduras _ .02

.1 _
0 gdnero Glostridlium é geraimente mals resistente,

ppe: O estude Fol reaiizade em melos de cultura com as
condigdes ideals para 0 desenvoilvimento de ‘cads

microcrganismo.

Ref: Chichester e Tanner, (1872).

" Exlstem outrpos fatores que influenciaﬁ a atlvidade
antimicrobiana do &Cido sdrbico como: atividade de dgua,
temperaturs, carga microbicldgica injcial, tipo de microflora
e certos componentes do alimento. ‘a adigcfo de certas
subatdnclas, como o0 sal e o agGcar, 8o alimento, reduz @

atividade de fdgua, melharando a aclo entimicrobiana {Bairdg-

18
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?arker ¢ Kooiman,1980; Kushner,1871%: -"Thé International
Commission on 'chroblological - Bpecificatiaons for
Foods™,14980). Geralmente temperaturas aclima oy abaixo da
d6tima para crescimente dos microorganismos aumentam o efeite
do sorbato (Beucnaﬁ e.Heaton,19BE; pederson et 8l..,1961;
Robinson e Hills,1858). Atmesfera contendo GO também
suxiila e sorbato na Inibigdo dos mlcroorianiémas.
Experidncias demenstrarsm que quanto mencr a2 taxa inicial
microbiana, maior o efelta'lnihldor do sorbato no crescimento
dos microrganismos (Gooding gt 8l.,1855). Porém, a acho ndo ¢
§eneral!zaaa, podendo alquns microrganiamoes crescer num me{u.
coﬁ alts teor de sorbato, enquanto que oOutros podem
metabolizd—lo. Alguns componentes dos @&limentos podem
aumeﬁtar a ag8o do sorbate como por exempio, #cido cltrico,
dcido 1§tico, condimentos,  etc. = (Restaino ¢
uutrus,1éaa,1982a; Smittie e Flowers,1982). A qpmhiﬁagéo ge
mais de um ﬁqnservador' também val infleir no efeite do
sorbato, aginds sinergfstica, aditiva ou antagoni{sticamente a
‘efe. A combinaglo de &cido sfrbico e #cido benzdico, por

exempic, tem um efeito gditive na inibicdc dos microrganismos

(Baird-Parker © Kooimen,15980: tlck,1880).

¢ dcido s3drbico tem menor toricidade que o dcido
pen2dico, porque talvez eie seja metabo!)zado ua'mesma forma

que um dcldo graxo pelo homem e animais, através da [3 -

oxidac%o (Deuel gt al,,1854: ldem 1954a)., A ingestdo didria

20
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a#eitévai (iDA) proposta peio Comiteé Misto FAO/CMS & de O a
25 mg/Kg de peso corpdreo. Nos Estados Unidos este aditivo &
reconhecido como seguro -~ BRAS ("Generally Recognized as
Safe™) —, sendo que {imites mdximos 8&0 estipuiados somente
para certos alimentes com padrSes de  ldentidade
estabelecidos, camo queijos e margarinas (Ghlchester e
Tanner,1868: Neirfalise e GCollinge,1984), Estudes de
toxiclidade @aguda em reatlos, determinaram para sorbatos,
valores de Di entre 7,94 e 10,5 g/kg de pésoc corpdreo (Smyth
e Garpenter,1gga; Deue! g% @al.,1954: Luck,1976,1980; Sofos gf
8l.,1879: Sofos e Busta,1881). Pare efeito de comparaclo a
oL para sal comum (NaC!} € de B g/kg de p&so corpdreo,
50 '

0 sorbato pode ser utillzado como um aditivo
direto, comc um "spray”™ . ou como banho, ou ainda como capa em
emﬁalageﬁs.-ile normalmente pode ser adicionado aos seguintes
alimentos: queijos e derivados, produtos de confelitaria,
bebidas e xafﬁpes. sucos de fruta e derlivados, vinhos,
geléilas, gelatinas, conservas de frutas e vegetais, frutas

secas, pickies, margarinas, carnes e peixes, ate. (Chichester

e Tanner,1868).
Sequnde Pearson (1971),  dgus acﬁu nes queijos @&

muite importante, por contrelar o crescimento dos fungos

embora nfo impeca a8 aglo dos lactobaciilus.

2l
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Liewen e Marth_(%BBS)! nﬁma reQISEO da literatura,
citaram éstudos de vérios autores onde demohstfeu~sé que . o
sgrbato em nfveis de 0,1 & 0,15% também tem efeito importante
schre os funéos due se desenvolvem em graons, dlminuinda'assim
a contaminagdc por micotoi!nas. Gufros egtudos afirmaram a

aclo do sorbato sobre o ClosIridlum bofulinum.

-0 mecanismo pelo gqual o sorbato inibe o cfeScimento
de microrganismos ainda néo gqié bem esciarecido. Alguns
. auteres sugerem inibigdo de uérqu_ sistemas enzimdticos,
gnquanto due eoutres sugerem a inibigd3ec do transporie de
suﬁstrato para  as céluias, segundo revisdo de !iteratura

realtizada por Liewen 8 Marth {(1385).

2.3, Métodos Analltlcos para Conservadores.

£.3.1. Métodpes qualltatives.

‘0s dcldos benzdico e sdrbico s&o os bunservadorés
mals utllizados em slimentos. No entanto, ¢ difieil encontrar'
métodos analfticos padronizades, mesmo nos iivros de anélise
de alimentos. A méloria dos métodos sﬁd apenas qualitativos,
ou; quando quantitativos, geterminam cada conservadaor

separadamente.

22
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0s métodos quatitativos -devem ser praticos a.
répidos, J& que eles s&o utiiizados apenas pars verificar a
pras§n¢a ou n&o dos conservadores nos alimentos. Tais métodﬁs
podem éer encontrados no manuat do A.0.A.C,. (1984)_' para

dcido benzéico e no livro de Pearson (1971) para os 4cidos

benzdico e séroico.

No Brasll, o método qualitative adotado peio
Ministério da Agricultura € desqfito na apostiia da Diviséo
. de Normas Técnicas de Bebidas e Vinagres da Secretaria
Nacional de Defesa Agreopecudria e Secfetaria de Inspeglo de
Produts Vegetal, onde a avatiacdo dos dcidos sdrbico &
benzéico é felta atravéds da cromatografia em papel. No manval
. de Normas Analfticas do Instituto Adolfo Luytz (13B5), o dcido
benzdico é tdentificade  poer reagfes colorimétrtéas,
crématog;afia em papel ¢ absorcSo na regifo de {nfra-
vermelho, enquanto que o dcido sérbico é identificado por
.cromatagrafla em papei. No entanto, para serem realmente

dteis, as determinacfes devem  ser necessarijiamente

gquantitativas.

2.3.2. Métodos quant!tstivos para determinacﬁo individua! de

dcido benzdico e dcido sdrdico.

Vdrios métodos que avallam cada conservador
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aepafadamenté s3o citados na literatura como 0 métodos
gespectrofotométricos pars 4cido benzéico, de pearson (18712
para vinhos e refrigerante; da A.D.&.G} {1984) para hebidas @
alimentos pastosos, e também para carnes; do Instltuta.ﬁdoifo
Lutz (1885) para bebldas£ de Goo et al (1879) em moiho de
spJa, e de Simal e Loéez'(isaai em vérios slimentos. Existem
também, métodos mals sofistlicados que utlltiam crﬁmatugrafia
Ifquida de alta eflcigncia, tais cumo 08 métodos de- Smyty gl
al,(1878) para sucos e refrigerantes, que anaiisa
conjuntamente sacarina e cafefna; Yoshids gt a1.(1981), para
moino de soja; e Modl gf 8l.(1883) que determina também os

parabens para alimentoes ¢ bebidas,

Em refacﬁo ao dcido sdrﬁicu, métodus
espectrofotométricos. s#o também utitizados em vinhos (caputl
e Stafford,1977:; Ziemllis e Somers,1978; A.0.A.G.,1984), em
produtes lacticos (Maxatadt & Karasz,13972: Roy eX 8l,..1978:
Graham, 1880; A.G.A.D.,HBBQ; instltu?o Adoifo Lutz,1888) e em
outros alimentes tals gcomo amelxa seca (Stafford,18767,
salame (Holley‘ e Hltfard,1980}, e em bhebidas (instituto
Adolfo Lutz,1385). Métodos por cromatografia irﬁulda de alta
eficéncia 4 Foram relataedos, tais como O de McCalla et
al.(1977) em vinhos e o de Park e Nelson (1881) em suco de

laranja.

Além desses existem ainda métodos  por

24



-REVISHAO B1BLIOCGRAF I CA

éromatografia‘ de camada deigada para 4cido sérbicb e
blssuifito em vinnos <{Sanchiz e Farre,19B3) e para 4dcido
benzéice peia A.0.A.C. {(1884). Nesse encontra~se também um

método tituiométricos, bastante trabaihoso e demorade para

'_éc!do benzdice,

2.3.3. Métodos quantitativos para determinac8c simuft8nea dos

dcidos benzdice ¢ sdérbico.

2.3.3.1. Métodos espectrofotométricos (UV),

As caracterfstiéas " principais dos métodos.
espectrofotométricos UV, como tipos de amosfra, extragio,
interferentes,. recupera¢lo e resofugdo estlio apresentadas na

Tahela_ns.

0 principal inconveniente destes métodos € a
Interfer@ncia que existe entre 08 4cidos sérbico e benzdice,
como citado nos trabalhos de Gantenbeim e Karasz (1969),
Rarasz et al (18976) e Cantoni e Longoni (1378). Em outros
tregs artigos, (Wandi et al.,1977: Lopez e Simal, 1982, " Almeia
e Loyez*ﬂnca,?é&#), 08 conservadores sfo determinados
através ca 13. oy £a&. derivada do espectro de absorg¢fio ultra-

violeta.
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O0s melhores artiges encontrados embora com alguns
pequencs pontos desfavoerdveis, foram o de Zonneveld (1978,
onde & recuperacgdo do #cido sdrbico foi baixa (B5%), devido &
oxidacho com dicromato de potdssio, e o de Gutfinger et aj.
(1978) que utiliza destilaclo dos conservadores presenfes em

succ de Jlaranja.

2.3.3.2. Métodos por cromatografla em camada delgada.(CGD-UV)

H§ wuma variac8o muite grande entre os métodoé por
cromatdgraf!a em camada dejgada, j8 gque estes podem utiiizar
diverses adsorventes e soiventes, Entre todos os trabalhaos
. cltados na |lteratura, Exlétem muitas variacﬁés em termos de
‘método de extraglo, remo¢do de lnterferentes, sistemas
cromatogréficos, ;esoiucao; técnicas | de detecgdo e
quantlfléac&o e porcentagens de recuperagBo. um resumo
apresentande as principals diferencas entre esses métodos,

estd na Tadbela 04.

A extrag8o, na malor)a das vezes, fol Teita com
solventes orgénicos, como éter etflico, dter de petrdlea e
gclorofdrmio {(Tian e Konter,1872: Sabbagh et al,, 1977:
Valdehita et al.,1979,18808: Mandrou e Bressclle,1980). Flores

gt 8l. ¢198BD) wutitizaram um outro tipo de extracho em

microforne a alta temperatura.
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Tréds artigos citam a utilizag8o de stlica-ge! G 6O
com indicador de fluorescéncle GF-254. Tjan et al, (1972)
testaram quatre misturas de soiventes diférentes em vérios
tipos de alimentos,_ ¢como refrigerantes, sucos, getdias,
margarinas, etc., e obtiveram uma separaclic satisfatdria
entre 0s dcidos sérbico e benzdico no solvente
acetona/etanoi/hitdrdxido de amdnia 25% (7655:20). J& Sabbagh
g;. al, (1977}, nao cﬁhseguiram boa separaclo entre 0s dois
.conservadures quando utilizaram exafamente as mesmas
condicﬁes 40 trabaiho antefior. Qutres pesqulsadares que
utiltzaram sfltca~gel, porém com .clorofdrmio/metanol/dgua
(B5:35:7) comoe selvente, foram Mandrou e Bfesshle (1980).,
Neste caso, a separacdo entre 0s dois conservadores foi
reguiar e a §uantificagao faoi felta através | de um

densifﬁmetrn.

Butrus tipos de adsorventes citados na_!iterafura
incluem: Kieseige! G /kleseigur 6 (Copius—Peereboon e
Beekes,1984; Pinella et al,,71868), poliamida (Nagasawa el
81..,19B68; vatdehita g% 8l,,1979,1880), s{tica—-gei/celuiose
{Coplus—Peereboon e Beekes,1964; Gosse!d,1871: Flores .gf

§1.,1880) e aflfllca-gei/poliamida (Chiang,13698).
Ne majoria dos trabalhos ndo fol obtida uma boa
separagdo entre os dcidos sdérbico e benzdico. As meihores

separacdes foram conseguidas por Valdehita et al. (18783,

a1
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(1980), com poliamida como fase estaciondria.

Para a detecgdo das manchas, em quase todos os
casos, fol utilizada a absorclu de pgdlac&o a 2549nm em'piacas
fluorescantes. Porém, atguns autores confirmaram ‘ a
identificacde com o uso de-revefadufes especificos (Copius-
Peereboon e Beekes,1864: Pinella e%f a},,1968: Tian e
Konter,1872; Sabbagh ex 2l,,1977). Quando fofam  feitas
quantificagbes, estas foram realizadas através de elulcdo dasl
"ménchas da camada e posterior Ieftdra da absorgdo uitra-
violeta (Pinetla gt al,.,1868) ou ieitura diretamente da placa
com densitdmetro na regific .uitra-violetas (Vvaldehita =gt

8l.,1980; Mandrou e Bressolle,1980; Flores gt aj.,1880).

. A savaliagdc d8 recuperacdoc relatada em dois ¢
Pinetia et gl.,1966 e Mandrou e Bressolle,1980) dos dez
trabalhes citados acima variou de 83 & 100% para ambos o0s

. conservadores,

2.3.3.3. Métodos por cromatografia Jfquida  de alta

eficidéncia.(CLAE)

Analisando @& Tabela 05 podemos verificar que a
determinacio dos dcidos sdérbico e benzdico por cromatografia

tTquida de alta eficié&ncia abrangeu gquatro tipos de

32



="t enuT U3

cagr **j¥
TP surenyiny

¥gsy TE
¥é surmnayng

EXLEQ GRIRJadNoRd
803 EREDLTARGY  gpivgy
=17 “au 52 W 0pStage(

OpEITdNND ¥ OBuO] opay
“3H ‘30 45z W opaagag

(oFi0w) TOU
-R}AE/0YEE50) Dfdue]

14
LU [ WD Saduey
WIUTI 3p apwIpRYg

BY &%

81 4 qusoapTy

¥ 1'% psonpe
OIPPS Ap 0324012434 ()

i3]

=4B40J01 B I0'0
LLES £ PRSI

$'s

- 2 HE 02350} onduEy ()

15846R12 SHIf

. W Yo aIms @
ORI S G 2 jd ¥
N T0'D PutNeTRy0-u-pa

¥34150]

ONT] 2 ddoJey
3 MHGTIfaY

SDE3H 4000 ohearys op PLUGNE S0 ATFYAOR
¥BAT 'TE  owwouno w e 3y opawey g cogp o ofan)
T ssnegruog 00 Upoiie @ ejedan]  ypaserisituolae 19 Bl & -t¥ WS 'n01p ofdaful ania)
L} .
¥BAL  ~URNEATIINMSHI 'B31qus FULAI04d 3 ¥ inpaCE
MGMUILISTE ¢ QDTPIUAG SOPTIF RaRd (312U N spde
MG 053 B0 123 # optoayeg sy 0pdue} rmaryy 813 Iouryes  wod opsesyxg Shjdnbo)
A0Ut3E & Toy (25 9
o
o 1§ €02 0peayts (7]
361 "uursyyyy ~twosane Ny e oy doden & opSeIrisap {13
(R el | ———— - opdeRy W RE0 BT & GIashAPETY 750413 5%0p npysa) sty
LYE0E 0§%26n8514}
SDIEIN04) PO LBASTMHN =U3} & GusNFTabun) a3
HIEINY) coteusny ~1E¥0 SpIy/eriaTuoy
L0941 ‘rre2ay SPIY0UR ety =33 /100R G047 /T 0URYY "33 Csoa
1A W opgE o0 ¥ Dptonag =HilSLTour LR rEany B0 905T4yds  ap einysie NG OEMLKY  ‘eipteb ‘asaupiey
S31Usbrad
LHEE ) SaiIne &p 0sn WD #p
£841 *[¥ T o33 —— =50}  apder]siseay SE0  -to3Tdedd & eEunt o)ien Apanéa]
YRRy b 1oy aney IR0 S] dshy PI2NTY & og3eayn rHysowy

“OEIEnULINOY - OO YTIRYL

Kl

33



e

ST SPTHY

thsl Worin bt TN NTPY]
i W tpray " G723 W opayg ——— BY i JHS0ARTT 1 YIR444G WD SIdely 0N 4D CRTON
stjuly
UENATIOD 8 SDIREIG SOQUTH
12 U0 =10 S0 AJUaRDs ‘OFMey HaN 3 o3
2851 ‘R0 WH 63 W2 AP0RG 9D SranETe ErLam SE-C-TIBAMl  oxa wos 13001p ariu] opaLy wyToday
D03
~SO4PIE  JRTX #p vy L1¥1)
0PGBI DLINTOS WO T AP SO
LT SPTRALID  SSOTINS-TN . 04d 3 essvR tey
186% * iz * oy -¥5 & SOEIGS ‘OpINLIY  Udied “sejumbar
TF W ooanpa W GE7 W ORI I030INCH GRARYY g f QUOSOADT]  MR% SOPRMASUT (SCPINLTY IHCRETHY
(R
~NTUS 3D 9Fteur s
043 ‘TOURdLIIOST
¢ OLINT05 1 g 3 Edj
| Apenyeg EYT DI U 4 2 04 0SH0day oy
96T *anrprpenoy ) —id 0PISE &) WROMRE Q) Y GUOSHADTT  eBAJASO3 & uTH ¢ uod
* Huiey SV T W 0foNag  opteios iy ayuen[og 00l teurwa WD opwary Moty
. S0t 4 W9} ey
=150 2 eytiedes ‘sa)
GRALAWL  S[IATSERd
TONEADIDAT 4 167 4 BE 10 #nba0d  rrader] )
0841 ‘e epaTN DINEIAd OPIIY AP O] GUMLARTY B ofy “OPNENRTI WS edy s
L L] NGO W OEWING XY 4 wSODVY opMicg  [TajY PRAOMOAY  SURE ED PP OIU] 8 SOURSIELIY
“IRET N
O3 APIMANDY  SHTTM] SOiTa0k  ‘yanGot
___Eu__.._ -O% TR SEOY C{0Ne) ST Ydmpyed
T R ] 2 e * gy | WIAATT  Rdeit W Tmpeganiee ‘ep
T Aok saquaney WU 0FE W AP WAL ORREL BIT) RANPOG  SEUN[C) OPSeIT S5 -FPITOOCUDP 333
TR Y SIS TR g PLAWLINIST a5¥) PIHNTY & DEMEAEY neysony

PN 1TR 8 EPINLT] TIEEOLIOL) S04 S3RPEARSUT) 4D SAORNINIELY - 0B YTIIVI

34



" et U0

SSIPUMTLS 4P )
-tpeh DOSf) *03T}0F
ORIOF & enbp ‘auedn}
BRI LT
~0393¢ '{NuR)IY 154
~GIT0S SHJUINGRT S0

H) QA0SR

et TR Ve 10eg WU EGZ P ORIDANAG  WOD SEMBIST GHIAL WD [T40Jd0UTT) —ne sagued
soque
#2103 W 16} DEINTOSBL satd
LI TR B W) - SOPFiINSa: weuap
& 0374408 SOPIOF SO 44} PR TR TN
-4 REIURAEGNT andol {1047) ToUPY 3P SHUNHOD ROYWRL  OEBRAITI} SRR 'OFbeM)
0851 ‘ateraue] "N PCE W OPNNYN YT 9RTIOY TPIY ‘W] dedrpuog -5 WS 1T OFNIUL A5
{2}
3 (3} anue el
=iprds  opEITIL}
=h 104 lpoueey (T)
dpeprivapt  {o/d) X8'T RIUQN
¥ DP3EMJTJU0Z OMDD BSH  -F 3f O}R}30 2
¥ SN -39 #p Siviede  wsonbd  agIneg dy 81 0}
G8AT 'TIV 4D OPOIJE O WD URARDY  jopdet OFINGOS (1) G 0w . enN  -NUTY BT Jod TOF JOURYY  SOAUND SOI0DOLS
2SOSRS YjRdb
-GIeRDIT 2 QESTURdIS 4
AESPYTISAD  FIT[1IA aRb
GROLHE 0 90D epeiEdERY
Bpusnk  SaJoprAsasudd 1§42 epriad
S0p ppsesadndad P Y 10UERY 30013934 U1 ¥ PUPGEACIOWN S
. 5881 -U3jIp PPRLUOIUS 104 O / ¥ E0'G DTFOS i EPRSTL  CRpRBALEMD
T §a pwewrany  ofw Cwe GI7 we 6p39ia WP DMV desy 81 3~ & t1s1  'rpRoanke 104 vayiowr ¥ ki
PONYUAL WD OpEd} \
~H03U2 104 DF4 021pTRaG
SPIIF O SPe ‘sRJISON (336 y o'y = 34
SSAL -t SE 2003 @Y OOLG4PS  OOLAYPY  OpIOF ap
"IYARTJOY #-UTY  OPIIP  OPRIJUOIW TOf  Ofdue)enEys{ouRIel a3 P way SYuLh
3TN ST SIeNAISq Tangy ey PIUDIIR)ST ARy IRAY 4 ORaN] vajs0ny

SOEIPMTIEN « CA ETIRYI

35



Y841 " bdagzay
» Bty

F84T *TE T oy

us
T T pauweg

E24T “vosyaN

Tewdo0 354 3p FuUBOS
MOTIIHN ank  oprJayucy
-0 thojm 03tup 0 10y

B 0EZ T OP32Rjag

BILILs0; as1ie
=B & () %3 OPYJ05qr Jod
DEPLDT 3p tpenary
YO RN 47 ¥ apsoageg

STJUM
-105 ap ogtevusn o4
MDERILUDT 9 DpsexdT)
=G} OpIapTeICG & euyl
LU T T RETNTSY
~UL S0P ORORJRdIS annoy

(88%0:01004)

{iI'eimy onoy
0pI3Y £ W dosdosy
-IPdEgg 7 ourydey

T{0sTon)
% S0°0 "oy
£ IR0

K 623'0 "odFuy

€2'6 = HdYy

13'0 o1pgg #p oyeuog

09 1§ Quusoapry
o {6 IS

DuATUNY
~TIENIp /4 ousy
TSN 8 1

FU:
= 4T - [15thivg
H A THITOPU

11 xed1
SETURTUE #304)

BIINTY furd {3y
nTe2y13 4p wunpag

813
FURTO3340 Pe0 2ader)
4 TgYeEmjLnULD opezyy
~TIh 104 ‘eRYeNITe wag

agstng
~1p 9 apdesry fopy
~eERFLINR spde wjaarp
SEN[E] Uptesytd wag

»

OpSRNIT) SMe Frautp
opmaliy Cophesire wag

e taseuntey

weary ¥ oong

T & ooty

sep1gay

SR

sagseniasgy

1y ey

FLRUITINST dey

LT o T o_nu-.za

wiysoey

TSNS - £ Wiigy)

36



REVISAXO BI BLIOGRAFICA

¢cromatograftia: (?)Ifase reversé; caidnas de C18, CN e NH
(2) trocs Idnica: co!unaé de troca anidnica do tipo amﬁn?a
quaterndria (3) ~exclusho de fons: coluna de
'palIestlrena/divinilbenZEno; (4) faée normal: coluna de

sfllca-ge! SI &O.

A grande maioria dos trabélhcs utiiizou 8
cromatografia de fase reversa, com coluna de G18 (sflica
octadecil ), Foram estudados o3 mais varitados tipos de
amostras, tais como: rqfrlgerantes ¢ suces {(Coilinge e
Nolrfallse,1980} Trifiro gt §L4,1981: Fr3lich,1982; Puttemans
et al.,18B4; Terada et 21.,1983), oprodutos ldcteos como
“togurtes, queljos, etc. (Leuenberger gt al,,1879; Trifiro gt
81.,1987; Puttemans gt ﬂLL.iBBS: lte ¢ 2l,,1983: Stiine e
Hischenhuber,1884), maionese (Gollinge e Nolrfailse, 1981
Gertz e- Herrmann,1983; Ehiers e Littmann,1884), doces e
el éias (Leuyenberger et QLL;1S7B: Gertz e Herrmﬁnn,isaai,
catchup, picles e molhos (Leuenberger et al.,1878: Terada et
'21.,1983),  vinhos (FrBlich,1882; Mine e Horiuchi,138s),
massas e produtos de confeitaria (Trifirc e outros,1981),
produtos cérneos (Ali,{BSS). ovos (Gertz e Herrmann, 1883,
cerveja (Donhauser et al,.,71984), e margarina (Murakami et

al.,1985).

A extrecdo dos conservadores das diversas amostras

foi também bastente variada. . Foram citados desde extracgies
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maits simples com - metanol ou etanol 70% (Stijne e
Hischenhuber,1884; A1{,1885), ou com mistures mais complexas
de solventes (Puttemans ef gl.,19849,1985;: iteo et al.,,1883:
Gertz e Herrmann,1983: Ehlers e Littimann,1884: Stijne e
Hischenhuber, 1884: Murakami g1 gl1,.,1985), até a  injecdo
direta da amostré, apds filtraco em micromembranas (Goilinge
e Nolrfaiise,1989; " Teitfiro gt at..,1981: Frdfich,1882;
Donhauser g1t §1*,1984), cu apds a passagem da amostra por
sofisticadas colunas de |impeza (Leuenberger et al.,1979:
Terada gt al..1983; AltzetmDiier e Arzberger,1984). A fase
mével wutilizada na separac8o cromatogrdfica também variou

muite, desde  eluicl8c Isocrdtica até eluicdo por gradiente.

Em praticamente todos os trabalhos citados hauve_
boa resoiucdo entre o8 dcidos sérbicoe e benzéica; Também néo

houve.'probiemas com interferentes,

A avallacso de recuperacB8c dos conservadores Joi
reallzade em quase todes 0s trabalhos e variou de 71 — 110 %,

dando uma média de 8SU%, 0 gqug representa uma boa margem de

recuperacio.

‘De um modc geral, os trabaihos encontrados, gque

fizeram wuso de fase reverss com colunas € , Ppossuem boas
' 18 _

qualidades nos diverses aspectos, embora alguns tenham certas

inconveni&ncias, Puttemans et al.,(1984),(1885) utilizaram um
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método de extragdo muito longo & complicado, com conclusdes

" diflcels de serem analisadas e, linciusive, com recuperacso

balxa. ito &1t al, €1983) também reajizaram uma extracio

trabaihosa e,dif(cll._

Oufrcs artiges fizeram uﬁ estudo mais completo,
comparando ¢ método por GLAE com putros métodos. Donhauser e
outros (1984) compararam o método por CLAE  com um outro
métods  chamado tsoctacoforese. 0s coeficientes de
variabilldade Foram menures  para o método de isctacoforese,
mas 8 recuperécﬁo fol semeihante para ambos 6s
.métodos. Murakami e ocutros {1985), por sua vez, .campararam
CLAE com cromatografia Ifgquide gasosa, e conclulram n&o haver
diferengas substanciais' de recuperaGio entre ambos 0%

métodos. .

Apenas dols trapaihas uti}lzando' @ coiuna CN
‘{cianc) foram encontrados . No primeirc deles, GCarnevale
(1880) trabalhou com sucos, Fazendo tnjecdoc direta; sem
extracac nrévia. A cofuna utiiizada fol _Bondapak CN & a fase
mével 2% dcido acético/metanc!l {19:1). A quantificagdo dos
dcides sdrbico e benzdico foi boa com o detector de UV alasn
nm, mas a 254 nm houve !nterferéncia do dcido sdrbico sobre
o henzdico. A recuperaglo de ambos fol multo  boa <(dcido
sdrboico — 102% e dcido benzdico — 89%). Nas conclusfes de seu

tranathe, Carnevaie <{71880) comparou a coluna de CN com a de
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RP-18 e a de NH _e'conc!uly que a de RP-18 ﬁﬁo .aﬁresent;ua
- yma boa separac&g entre os dols conservadoreé, énquantu.que
a de ﬁH , embora com boa resolucdo, n&o servia para o dcido
ascﬂrbi§0 que era também de ﬁeu interesse, Num sequndo
trabalho, smet et ai., <(1984), 'trabaihgram com padrdes
sintéticos 408 conseryadores, em coluna Lichrosorb GN
(clancpropil), testando vdrios solventes. A éepaca#éo com uma

boa resaluc8o entre o8 dols 4dcidos sd foi aobtida com

gradientes.

Um'segunqo tipo de colfuna utiiizado foi a de troca-
anitdnica. Uma coluna Zipax—1% com uma fase mével 0,01 M de
borato de sédio (pH=3,2) foi utilizaeda por Neison (1973} para
;separar 03 conservadores de bebidas. As bebidas eram
injetadas diretamente na coluna apés fiitragdo | em
mléromemsranas. Houve boa separaclo entre 0s dois #écidos e
também .dos intgrferentes, como venilina ¢ . benzatdefldos. A
recuperaglo, ao redor de 88%, confirmou a efici&ncia do
método. Bennet et al., €1977) também utilizaram uma coluna de-
troca ani8nica, Partisil 10-SAX, e 0,225 M de KH PO como
" solvente para separar gs conservadores de sucoc de Igra:}a. Os
picos apresentaram—se bem resolvidos e sem Interferéncia com

dgeteccdo % &30am. A recuperagl3o fol cerca de 100% para o

4cldo sérbico e de 99% para o benzdico.
Um outro tipo de cromatografia i$fguida wutilizada
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fol a excldsao de rbna. @ 4nico artigo enconfrado foi o de
Ltee gt ail, 1986 gque wutilizaram umé coluna de gel de
poltestirenc/diviniibenzeno, e acetonitrila/0,05 M de KH P

(40:60) <c¢omo sclvente. A amostra utilizada foi sucoa.d:
laranja centrifugado e purificado numa pré-coluna de G-18. A
resolucdo entre o8 dois aditives fol de 1,6 ou mais no
comprimento de onda de 230 am. A recuperacdo de 93% dos

conservadores demonstrou & eficidncia do método. Porém, este

& um método pouco difundide.

0 gquarto e ditimo tipo de cromatografia wutllizada
na.detefminacﬁu de conservadores por GLAE fot a de sflicagel-
fase normal. Aitzetmliller ¢ Arzberger (1884), trabalharam com
maioﬁese entre outros progutes, na <celuna de sfiicage!
SLlcﬁroserb S| BD) € com a mistura de solventes, haptanokéter
'dlfsoproéflicolécido acético (88:12:0,1) ou (9a31n:n;05). A
extragdo das a@qstras, é especiflica para amostras gordurosas,
é felta em uma coluna de |impeza (Extrelut). A porcentagem
de recuperacio fol dercafde 90% para ambos 08 conservadores.
Odtra separa¢8o deste tipo, reallzada com padrdes sintéticos,
foi obtida por Wildanger (1873) com uma nova mistura de
sglventes, fso—octanc / éter etflice / 4cido prnbibnico
(1000/100/1.1). n.separacao"entre os dois conservadores fol

boa, mes ndoc foram apresentades dados sSocbre a recupersgao.
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-

2.3.3.9.M8todos por cromatografis gasosa.

0s trabaihos sobre determina¢do de conservadores
por cromatografia |fquida gasosa envolvem principalmente
estudos schré 63 écldos benzdico e sdrbico e mais 0s ¥ésteres
dgo dcide ~ p ~ hidroxibenzdico, aiém dos dcidos propifinico e
saliclfiice. Os aiimentos utilizades foram us.mals varlhdos e

estfo apresentados na Tabeia 065.

A obtencdc daos banseruadcres fol geralmente por
extracio com édter etliico ou por des;f{acﬁu.‘Em cramatugrafia
ifquida gasosa € geraimente necessdrio se fazer uma derivagio

Ipara tornar 08 conservantes voldteis, Para 08 cﬁnseruadores é
félta, a sillnizacdo, ~traensformando-o0s em ésteres de
.trlmetllsllli. As colunas ﬁt[!lzadas estio clitadas na Tabela
8. A récuperacao, quando reallzada, variou entre 85% e 1039%
de um trabalho pare ocutro, dando uma média em torno de 97% de
recuperagio, Eullste um método desenvoivido no ﬁras_fl, em
1983, por Coelho et al., que utitizou cromatografia yesosa na

determlnoclo dos dcidos sdrbico e benzdico em vdrios tipos de

aglimentos,

2.3.4,60nfirmacao da i1dentidade.

A identidade dos dcidoes sdrbico e benzdico fol
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confirmada somente ga' minoria. dos trabalhos cltados na
literatura, Quando wutllizados métodos espectrofotométricos
ndo fol realizada a confirmaclo da }dentldade em nenhum dos
trabgl hos. A tdentiflcacdo foi definida apenas - pelo
coﬁprimanto de onda de mdxima absorblncia. Ao cnntrérfo. nos
métodos por c¢romatografia em camada delgada, a identidade dos
conservadores_fol_qnase sempre conf{:mada através de reacfes
cotorimétriﬁaé  éspeé!ficas; Wﬁba “ﬁétuﬁos por cromatografia
lfquida de alta eflciéncia. foram pouces o038 autores que
reallzaram a confirmagio da identidade dos conservadores.
"Esta confirmagio foi feita através da comparacdoc  dos

tempos de retencdo em vdrios tlpo's de solventes,.

A Tabela D7 resume o3 estudos sobre resolucdo,
recuperagio e confirmacBo de identidade dos &cidos benzdico e

sérbico para os trés métodos na revisfo da iiteratura.
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MATERIAL E METODOS

..-3.MATERIAL E METOODOS.

A metodologia de andlise hpara determinagéo de
conservadores em alimentos envoive cinco etapas .principais:
(1) amostragem, (2) extraglo, (3) separagdo dos cnnseruadafes
e Interferentes (4) ideantificacio ¢ (S5) quantificaglo. As

avaltacdes foram feltas em tornoc destas etapas.

GCinco tipos de amostras foram analisadas,
totallzando oitﬁ produtos: '
A.bebidas ~ refrigerante de )imdo e suce de caju
‘B.produtos acucarados — gejéia de uva e goiabads
G.molhos — catchup
-D.prnﬁutos liplfdicos - méionése e margarina

E.produtos protéicos - logurte.

Forem eétudados trés diferentes métodos para
détermlnacac dos 4cidos sérbice e benzdico: |
A;espectrofotnmetria de abéurcﬁo uitra-violeta {UV).

'B.cromatografia em camada delgada (GGD-UV),

G.cromatografia ifqulida de aita eficiéncia (CLAE-UV).
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3.1.Amostragen.

0s produtos foram comprados em supermercados em
diferentes épocas doO ano. Os pesogs das amostras submetidas b
andiise variaram entre o5 ¢ 50 g, dependendo do preduto; em
funcdo dos teores exiastentes dosg conservadores. Cada produto
fol anafiaado em_dupilcata em cinco fotes diferentes da hesma

. marca, .sendo dque cadé lote foi obtide misturando—se dois

frascos de cada produte.

' Para certes pfodﬁtos, fo1 necessdrio um tratamento
ppéulo das emostras, antes da extragho prépriamente dita.
p refrigerante de |imdo foi degaseificado, através de
agltécao mecénica. 0 suco de caju foi filtrado & vécuo, a fim
de se obter ¢ suco clarificado. A ﬁargar!na fol agquecida até
a fusio, para faciiitar sua dissolucBo em gtancl durante a
extracdo. A geléia fol homogeneizada gom um pouco de dgua até
formar ‘uma pasta fina e fiulda para melnorar a dissoiugdo no
spivente extrator. A gotabada fnl triturada a miéo com ums
egpbtuia em aimufaflz, e homogeneizada com &gua até formar

yma pasta como a geigia.

Uma comparacdo das gquantidades de 4dcido ben2dico em

amostras de suco de caju com oU sem polpa foi realizada. A
potpa fol separada do suco por filtragdo % yédcuo em papel de

¢11tro comum. A gquantificaglo Yol reailizada seguindo-se &
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eutracao:descrita no f(tem 3.3.2, com pogsterior separagdao em
camada delgada e leitura dge absorglo em UV, de acordo com 0s

(tens 3.4.2, 3.5.2 e 3.6.2.

3.2.50iventes e Reagentes.

todos o0s solventes € reagentes foram de grau

anatftico, com gxceclio do etanoi dque fol de grau comercial.

3.3.Extracao.

{niciaimente faram comparados trés procedimentos de
| axtraco provenlentes da literstura, (Cantont e Longuni,1§78;
sabpaah ¢ outros,1877; Tlan e Konter,1872). A partir deste
.estudo, chegou~se a um quarto‘ procedimento, congiderado 0
melhor para alimentos sdildos e pastosos e & um quints, para

glimentos apucarados,

i
[

3,3.1.Pro¢edimento 1 - para amostiras ifquidas tSabhagb

315,1977).

A.Pesar %0 g de amostra e transferir para um funil de

sgparacio.

B.Adicionar 85 al da mlstura de éter etftico e édter de
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petréteo (1:1).
C.Agitar por um minuto.
D.Separar a fase¢ aquosa € extrair novamente com 25 mL da
mistura de sciventes, HReservar a fase orgénica.
E.Jduntar as duas faseé organicas ¢ descartar o fase aguosa.
F.Secar com sulfato de sédic anidro.
G.Evaporar & vdcuo at¢ mais ou menos 2 mL. em evaporador
rotatdérioc, % aproximadamente 40 oc. |
H.Transferir para um erlenmeyer € evaporar & ‘temperatura
ambiente até secar.

I.Dissolver o resf{duo num volume conveniente de etanol 98%.

J.Fazer as determinagdes espectrofotométricas ou

crbmatogréficas.

S.S.E;Procedlmento 2 — para amostras ifquidas (Tjian eX al:,

1872).

A.pesar 50 g de amostra e transferir ﬁara um Funil de

separacdoc.

E.Adlcionar 50 mL de dgua e 4 mL de H PO 4N,

C.Adicionar 60 mL da mistura de ézerqetfllca e éteb' de
petrdieo (1:1). -

D. ﬁgltar pof um minuto.

E.Separar a fase asquosa © extrair nuvamente com mais S0 mL da

mistura dos éteres. Reservar a fase orglinica.

F.Juntar as duas fases argénicas ¢ descartar a8 fase aguesea.
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G.Secar com sulfato de sédic anidro.

M.Evaporar em evaporador rotatdrio a vécuo_hté cerca de 2 mi,
¥ 40 °c.

!.Transferlf para frascos peguenos & com tampa ¢ euapofar )
temperatura ambiente até éécar. ;

J.Dissolver o resf{duc em etano! B6% até um' volume
convenlente, | |

L.Anatisar por cromatografia gu espectrofotomelria.

' 3,3.3.Procedimento 3 - para amostras tfaguidas {Cantoni gl

81.,1878).

A.Pesar 50 g de amostra e transferir para um Funil de

. separaglo.

B.Adicionar 30 mL.de-ﬂgua é 2 mL de H 50 25%.

c.ddicio;ar 40 mL de éter etfiico e ailt:r por um minuto.
D.Separar a fase aguosa e extralr novamente com 40 mL de éter
et{1lco agitands per um minuto.

E.Juntar as duas fases orgdnicas & descartar a fase aquosa,
F.Evaporar a‘ vécuo até mais ou menos 2 mL, em gvaporador
rotatério a 40 °C.

G.Transferir para um frasco pequeno com tampa ¢ delxar secar..
H.DlIgsolver 0 resfduo em etano!l B88% até um voiume
conveniente.

I.Anailsar pot cromatografia ou espectrofotometria.
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3.3.4.Procedimento 4 -~ desenvoivido nesta pesguisa para

splicac¥o em alimentos s6)idos e pastosos.

A.pesar 50 g de ampstra num erienmeyer .

B.AdIcionar 100 mL de etanc| 38%.

C.Agitar num agitador mec8nico por 30 minutos.

D.Filtrar.

. E.Tomar uma aifquotas de 50 mt do filtrado & evaporar
num evaporador rotatdrio & 40 °C até o volume desejado.

F.Anazallsar por crdmatngrafia ou espéotrofqtometria.

3.3.5.Pbocedlmenta. 5 - desenveivido nesta pesquisa para

amostras agucaradas

A.Pesar 50 g de amostra num grienmeye{.

B.Adicjonar 1GD mt de etanol U8%.

C.Agitar aum agitadnr mec8nico por 30 minutos.

D.Fi!trar.

E. Tomar uma aquuoté de 50 mi do filtrade e evaporar num
evaporader rotatdrioc a vdécuo, & 40 g, até cerca de 25 miL.
F.Adlcionar 25 mbL de doua destijada e 4 mL de H PO 4N e
colocar num funii de separaco. | @9
G.Extraif com 50 mL da misturas de éter etftico e éter de
petrélec {1:1). Heaervér a fase organijica.

H.Extrair novamente a fase aquosa com mais 50 mL da misture

etédrea. Reserﬁar a fase orginice e descartar a fase aquosa.

54



i.Juntar as duas fases orgadnicas @ avaporar até cerca de e mbL
a8 vacuo, -
J.Tranferir parh um frasce pequeno.'e deixar evaporar @8
temperatura ambiente_até SeCar. o

L.Dissolver em etanol até voiume conveniente.

M.Anajisar por cromatogratia ou gapectrofotometria.

Foi necessdrie @ uttilzacﬁu do procedimentd 5,
porque o8 produtos acucarados, além de formarem emulsdo na
gxtrac8oc com a mistura de éteres (procedimento 2), Tormavam
‘um concentrado vlsﬁoso (de agucares) quando extrafdos peld

_procedimento 4.
9.4.5eparacio dos Conservadores @ interferentes.

'3;4.1.Espectrofotometrla de absorc¢ho witra-violeta {(Uv).

IUtillzanda?se' este método, ndo foi feita nenhuma
sgparagdo  apds @ extragdo. 0 extrato, ahés diiutgdo
conveniente em etanol, fol lido diretamente no
espectfofutﬁmetra uv/vislvetl, duplu-feixE, com registrader,

marca PYE-UNICAM, modeio S.P. 8000,
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3.4.2.Cromatografia em camada delgada. {CGD~UY)

A separagdo dos congervadores e interferentes foli
efetuada através da aplicagho do  extrato etandlice numa
placs cromatogrdfica dque fo) desenvolvida num determinado

solvente.

A fim de encontrar .as melhores "condicgfes de
separacéo, foram reallzados estudos preliminares para escoiha

" dos adsorventes e solventes mais cbn-venientes.

gs solventes testados, descritos peia |jteratura, foram

ge seguintes:

- A, acetoné / etanoi / NH OH 25% ¢(70:5:20), (Tjan e Konter,
4
jQ?E).

5. n - propanot / NH OH 25% / dgua (7:1:2).
. ] : _
C. benzeno [/  acetato de etita / dcido acético (85:10:57,

(valdehita g%t al,.,1980)7.

p. hexans / écldolacétipu (96:4), (Pinella et al.,1868).

Escolhide a combinagdo hexano /écido acético, foi
avallada & varjagdo nas proporcdes entre ambos: (96:4),
(92:8), (g0:10), (88:12), (86:14), (BE:#B) e (80:20). Tais
testes foram efetuados em placas de sf{iica—get &F 2549,
utliizando-se padrBes dos é4cidos sﬁrhica. e benzGico, € @

mistura de ambos.

86



MATERI AL E METODDO S

pois tipos de adsorventes foram testados: (1)
sf1ica gel GF 254, (2) sliice gel| GF 254 + Kiesé:gur (1:1).
Poliamida, dque se revelod um gtimo adsorvente na geparagdo
dos dcides benzdico e sdrbico, sequndo ©s trabalhos de
valdennite &% 8l. {1979), ndéo foil utitizada devido apo custe

muito alto no Brasii, sendo multe mais cara gue a stlicg gel

6F 254.

As placas de gsflica~gel GF 284 $oram preparadas em
nosso Iaboratdrio. com um equipamento Desaga em placas de

vidro de 20x2D cm. A ativagéo fol a 110 °C por 2 horas.

A separacdo final se deu apiicandowse 5 & 10 uL de
amostra e padrfes na camada de sfilca—gel GF 254,

desenvoivida com hexano / dcido acdtico (80:10), até cerca de'

12 em.

os seguintes padrfes foram preparados em etancl:
(1) 4cido benzdico P.A. (Carle Erba) - 5 ma/mL, (2) dclido

sgroice P.A. (J. B. Baker) — 1 mg/mi, (3) mistura de ambos,
mantendo—se as mesmas proporgbes.
3.4.3.Cromatografla Ifquida de alta eflciéncia. (CLAE-UV)

03 extratos dos ~coaservadores dilufdos em etanal
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foram fittrados em micromembrana de 0,45.ym, antes de serem

Injetados no cromatégrafo através de uma seringa de 50 pl.

as condigles de separagsc ne cromatdgrafo ifguido
foram determinadas através'de estudos preliminares sphre

fases estacindrias, fases mévels e fiuxos das fases mévelis.

Foram testados vdrigs sistemas de solventes e sete
colunas disponfveis em nosso taboratdrio, gque apresentavam
carscterfsticas compatrvels' com a separagdc dos dcldos
penzdico & sérbico, & que estho apresentadoé abal xo: |
(A) Sfiica - 13 mam (B) Alumina negtra — 13 Mm:

- 1% de dcido acético em hexano
- 5% de dcido acético em hexano
= 0% de dcido acético em-heiana
- hexano:éter etfilco: dcido acético (100:10:0,1)
- nexanc:éter etfiico:dcido propidnico €100:10:0,7)
- pexano:éter etliico:dcido acético ¢100:10:1)
- nexano:éter etflico:dcido acético (108:20:1)
- hexano:éter etflico:dcide acético (100:10:5)
.~ pexano:éter etfiico:&cido acétice (100:20:8)
- hexano:déter etllico:dcido acético. (100:5:1)
(C) Troca anidnica — 30 - 44 pm: |
- Kﬁ Pc 0,D225M
g 4
- KW PO 0,1125M
c 4

- KH PO O,225M
2 9
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-~ Ng B O .10H O 0,01M
247 e 1
- Na B O .10H O 0O,01M com NaNO G,TM
2497 1= . 3
(D) Troca catifnica — 30 — 44 pm:

-~ H 0 deionizeda

e
- HGE 0,001N
(E) C-18 SIL-X-§ - 13 pm:

- 5% de dcido acético em d9uad

- 0,1% de dcide acético em dqua

- 10% de metanoi em dcido écético 0,1%

- 12% de acetuntfrila-em dcido acdtico G8,1%

-~ 1% de &cido percldérico em dgua

~ 18% de lisopropanol em &cido percigrico 1%

-~ 20% de acetonifrlla em'égua com tampdo abetato hH=4,5
- 55% de metancl em dgua com tampio fosfato pH=7,0

(F) GN S1i-X-} - 13,im (7) AMINO SHI=X—-t = 13 pm:

_dcldo acético 2% / metanol {19:1)

dcido acético 1% / metanol (18:1)

- dcido acéticoc 0,5% / metanol {18:1)

dcido acético D,2% / metanol (18:1)

Para as vdrias colunas € spiventes foram estudados
03 seguintes fiuxoes: p,25: 0,80: 0,75: i,00:; 2,00: 3,00 ¢

4,00 mL/min,

Apés @ conclusfo dos testes pre!imin'ares, chegou—3s¢€

8s condi¢les finals de ecperagfo do equipamento, nas gualis
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houve uma boa résa}ucﬁn entre os 4cidos sdrbico e benzbico:

~CROMATOGRAFO: marca perkin-Elmer, modelo 1220, com deiector
de fittros Uﬁ/Visrvei.

"GBLUﬁA: AMIND - SiL - X -}, 0,28 X 25 CM,_Perkin—Elmer

~SOLVENTE: #cido acético 0,5% / metanoi €18:1)

-FLUX0: 0,76 mi /mlD "

-TEHPEH&TURA ambiente

~GOMPRIMENTO DE BNDA Do FILTRO NO DETECTOR- 854 nm

-OUﬁNTIDADE DE AHOSTR&. de 20 A SUJQL em seringa de 1DD’PL.
3.5.1dentiflcaclo dos Conservadores.

3.5.1.Espectrofotometria de absorgSo ultra—violeta (UV).

A detecclo € identificagaoc dos copservadores
extrafdos de caga amostira fol feaiizada tomando—se 0

espectro UV de pp & 32% nm, em cubetas de 10 mm,

0 comprimentc de onda de méximsa absorbéncia
observado fol de 227 nm pars o &cido benzdico e @55 am para o
dcido sdrblco. 08 gspectros das amostras'foram comparados com
os espectros dos respectivos padrdes (Figura D2).

A identiflcacho através do comprimente de onda de

BO



1.0

-~

ABSORBANCIA

) ! |
200 225 250

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Figura 02 - Espectros de absorcao UV dos padroes:

(-=-).
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méxlma anpsorcdo e do perfll do gspectro 'poﬁe ser n8&o
conciusiveo pefa presenca de substancias interferentes.
Portanto, 0 gspectro infra~vermelho(1V) foi também

utiiizado., Antes da preparacdo das pastilhes de Kir, 0S5
extratos etéreos foeram pyvaporados até a secura & 03 extratos
atclolicos transferldos' para & mistura etdrea e depois
evaporaahg, para & etiminagBo completa da dgua da amaétra,
os espectros das amostras foram obtidos utiiizando—se O
aspectrofotﬁmetro fnfra-vermelho marca parkin-Elmer, modeio

2B87.

3.5.2.Cromatografia em camada delgada.(ccn-UV)

. Na cahada deigada, as manchas tnvisfveis na !uz.
natural foram ‘ocatllzades por lampada com raQiacéd yltra~
violeta curta._(eaq am), em uma cabine de juzes UV, marca
Heracuz, modé&lo fluotest. 0s conservadores .apﬁreceram como
manchas azuis arroxeédas sobre um fundo fluorescente. Foram
comparados também 'os valores dos Rfs entre as amoestras e

padrfies, como tentativa de igentificacdo.

A identificacdo faol conflirmada através do espectro
de absorcgéoc UV e por revelagBoc com reagentes especfficos. AS
manchas foram raspadas e elufdas com etancl gE% da camada

delgada, 03 espectros de absorgfo UV obtidos ¢ comparados: cdm
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os dos padrdes.

A confirmacio da identidade foi cenciuida,
utillzanGO*ée reveladores especi{ficos na camade dejgada.

Foram sejecionadas ‘duss manelras de revelaghBo, descritas

ahatxo.
3.5.2.1.8evela¢o t - Pinella g% al. (1886).

A.Putverizar intensivamenté com uma solucdo de HO 3%, a
placa com as amostras e padrdes Jé separados. =2
B.Aquecer @ piaca em estufa 3 88 °C por 5 min.

‘¢.Pulverizar novamente com uma solugho de FeCl 2%.

0.0 dcido benzdico torna—se uma mancha rosa c?ara, ‘enquanto
que o dcldo sdrbice, uma mancha amarela ciara.
a_’separécﬁa_cromatogréflca.featizada antes da revelagéo fol
feita de acordo con o [tem 3.4.2, aue utiiiza slfiica—-gel GF
264 como adsgfvente e hexano/4ctdo acético (9&:19) como

solvente.
3.5.2.2.Revelacho 2 - Ministério da Agricultura.

A.Aplicar cerca de 40 ul de amostras e padries na camada de
sftica-gei. (No métcdo originat a cromatograf!a‘fui real izada

em papell.

B.Separar em cuba cromatogrdfica, utilizando comd splvente n-
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butano! saturado com dgus e atmosfera saturada com hidrdxido

de ambdnio 4N,

G.Secar & piaca e puiverizar com a mistura dos reveiadores }
e LI, citados abalixo: '
Revelador !: dissoiver 0,75 g de verde de bromecresol e 0,25
q de azul de bromnfenof em 1000 mL de stanol.
Reveiador |l: dissclver 2,5 g9 de permanganate de bctéss!o e
5,0 9 de carbonatoc de sé6dio decahidr#tadb em
1000 mL de 4gua deéti!ada. | |
dhserua;&n: 08 dois revelédores dgevem ser misturados na
prapnrc&o de (1:1) no momente da apiicagdo na camada. |
D.A mancha do dcldo benzdico flca amareia ciara,‘e'a do dcido

sérbico, azui escura.

3.5.3;Gromatosrafla I?quida de alta ef!ciencia.(cLﬁE-uﬁ)

Apés a obtengdo de um cromatograma onde houve uma
boa resclucloc entre os dcidos sdrbleco e benzdico, a
ldeatificaglo se deu através da comparacic de seus tempos de
retencdo com 0s tempos de reten¢do dos padrfes injetados nas

mesmas condi¢des gue a3 amestras.
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3.8.Quantificagho dos Conservadores.

3.6.1.Espectrofotometria de absorglio uitra-violeta {uv).

0s valores das anserbanci;s-méximas nos especiros
Uy dos .canservadores em cada amostra foram interpolados na
curva padréo Ahsqrhéncla X Goncentracﬁo; Tal curva padréo fol
copstrufda a_partlr das ségulntes conéentcacﬁes de cada um
dos dois conservadores? d,e; f,4: G,E; p,8 e 1,0 mg em 100 mi

de etanol.

3.8.2.Cromatografia em camada delgada.(ccn—uv)'

ApSs. separacéo, 08 conservadores foram raspados da
placa _crnﬁatogréfica para um baifo volumétrico de i0.mb com
o auxftio de uma espdtula de 8g¢o inoxiddvel., De uma porgéc
nfo utilizada de placa, fol raspada uma drea aproximadamente
jguat & da amostra, para servir comg branco né jeitura
espectrofotométrica, como sugerido por Pinella 23 al. {19866).
Ta! procedimehto ae fez necessdrioc uma vez que nos espectros
obtidos utilizando—se etannl"come brance, apareceram plcaes de

Interferentes provenientes da silica gel.

Ap6s dituigho com 7 ml de etano! 96%, o baldo foi
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taﬁpado e agitado por 30 segundos € © volume foli campfetada.
A soiughdo Foi centrifugada a ﬁma velocidade média de &.000
rpﬁ pof 5 min.,para separac8o da sftlca-gel. O sobrenaaanfe
foi decantado numa cubeta de quartzo de -1 c¢cm, e fol

registrado o espectrec entre 200 e 325 nm.,

A partir de abhsor¢éo maxima obtida no
eapectro, @ concentragfio dos conservadores foi calculada de

acordo com o descrito no ftem 3.8.1%.

Foi tentada tembém a-retlrada das manchas com 0
‘auxfiio de um asplrador @ vdcua. Houve, porém, contaminagdo
de umg amoestra com gutra, uma vez que 8 elyigéo do

_conéefvauor do aspirador com etanol ndc fol compieta.

3.8.3.Cromatografla |fqulda de alta eficiéncia.(CLAE-UV)

A quantificagko fol feita por comparacdo das
alturas dos picos das amostras com as alturas dos picos do0s
pagriies dos 4cidos sdrpice @ penzdico. 0s cdlculos de
'quéntlficacﬁo foram realizados tampém através das dreas dos
picos do cromatograma. GComo os cesul tados foram bastante
semelhantes aos caiculqs pdr aituras, utilizou—se este g¢itimo

por ser o mais simpies.
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As amoétras e oS -nadrﬁes foram injetados no
cromatdgrafo, separadamente. Cnnsiderando-sé que a injegdo
foi manual (por seringa), cada padro ov amestra fol injetado
"no mfinimo trés vezes, a fim de se obter uma altura média
representativa .uas picné, emborg uma boa reprodutibiiidade
tenha sido observada entre as.injecﬁés.‘ As concentracgles dos
padrdes utilizadas foram 0,02% parz o 4cido sérbico e 0,06%

para ¢ dcido benzédico,

Foi neceséérla- a verificacdc da !inearidade da
respoesta 'do detector em feiacﬁo a concentracéo dos
conservadores., Para tanto, fofam preparados 09 éeguintes
padrfies dos dots conservadorés: 0,01%;: 0,02%, 0.03%: 0,049% e
' 0,05% em etano!. Foram feitas injegfes em triplicatas de cada
padr3o para se obter a aitura média representativa dos picos
no cromatﬁgrama. Construiu—se a curva padrdo de altura (cm)
éontra concentragdo (%), ﬁara cada um dos dois 4cidos.
ngdnstrada a Iinearlﬁade na faixa. das concentracles dos
conservadores, ‘0'célcuio para cada amostra foi feita através

‘da Fhérmuta: € =nmn . C /J h ., onde :

c - cancenttagao d: com:ostopsendu quantificado
hx ~ altura do composto sende quantificado
Cx - concentragdo do padrfo (6cldds benzﬁicc e sdérbico em
psncentracﬁes conhecidas)
h = altura do padrdo.
o]
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_3.7.Estud0 de Recupefacﬁo.

0s -testes'de_recupera¢5o foram realizados em todas
as amostras, com a adlgfo de solugfes padries dos dcidos
sérblco e benzdico, Estas sdicdes foram de 50% e 100% do
teor do conservador encontrado em cada alimeanto. TYodas as

determinagbes foram feltas em duplicatas.

3.8.Determinacéo da quantidade minima detectdvel dos

conservadores.

0 estude foi reallzado com padries dos dois
cbnservadores em variss concentragdes, _al?ufdos em etanol.
Foi verificada a quantidade minima detectdvel para o0s
conseruadores‘hos trés métudoé em estude (UV, GCD*UV ¢ CLAE-
uviy. O m!niﬁﬁ detectdve! seria & dquantidade mrnimd do

coaservadyor, gue oS¢ consegue Observar.

_ Cabe tlembrar que as availagBes feltas,foram em
torno d¢a técnica crometogréfica utitizada e néo do método
completo. Gonsiderando que as recuperacgdes foram boas, Jjulga-
se desnecessdria .a avaltagdo demorada e traba!hoéa dos

métodos completos.
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S.Q.Avallataq de Tempo e Custo dos tr&s Métodos de Andtise.

0 tempe de andlise foi medido desde a pesagem da

amostra até o célculo finai dos resultados.

0 custo de cads método foi avaliado levendo-se em
conta as.Quantidades e 0s pregos de todo materiél' utiiizado
na andlise. 6 cdiculc foi feito separadamente para material
permanente ¢ material de consumo, Pois em aldguns c¢asos O
" investimentc inicial em eguipamentos pode ser ‘alto, mas 3

manutenc8o em material de coensumo paixa, ou vice-versa,

‘ 3.8.Andlise Estatistica.

0s resultados das porcentagens dos conservadores
foram expressos como médias, desvios-padrfio e coeficientes de

varlac8o entre dup!icatas.

A comparaglio entre os trés métodos de  determinacdo
dos conservadores foi efetuada atravéds da andlisge de
yarténcia para verificageBo se existia diferenga entre eles.
U resultado deata andlise determinocu a exiténcia de diferenga
em pelo menos um dos métodos. A comparacdc ent{re oS métodos

dois a dois foi reallzada através do Teste de Tukey.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAC,
4.1.Padronizac&o dos Métodos.
4.%.1.Extracdo.

4.1.1.1.Ampstras 1fauidas,

Para a extracdo das amostras Ifquidas foram -
‘gelecionados e comparados os trés procedimentos retirados da
literaturs e descritos sem Materiai e | Métodos como
proceqimentos 1, 2 & 3. A Tabela DB_aﬁresenta as porcentagens
"do  dclido benzdice em refrigerante e sucg ohtidas por métodos

UV e GCD-UV.

Embora & andlise estatfstica n&o tenha mostrado
drferéﬁca 5ignif!cativa entre os procedimentos 1 e 2, ©
gitimo fol esculhldd por apresentar sempre malores
parceﬁtagens do dcido Dbenzdico, e gerajimente, menores

coeficientes de variaglo,

0 suce de caju Toi analisado sem - poipa para

factiitar o© manuseio da amostra durante & extracdo no Tfunil
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dg separagdo. Além diSso, a retirada da poipa evitou a
formagfo de emulsfo gurante a extraclc com @& mistura etérea.
Precisava—se, no entanto, garantir que tal zremocén- néo
| resultave em perda do préprtu genserveador. Poftanto, amostras
‘com e sem poipe foram analisadas em dupilcatgs, par CCO-UV,
obtendo-se quantidades de 4cido benzéico de 0,105% na
primeira e 0,117% na segunda amostra. A malor quantidade no
suce sem poipa, pode até implicar em que @ poipa estlivesse

d1flcuitando a extracéo do conservador, tailvez pela formagéo

de emuisdo.

4.1.1.2.Amostras sdéildas.

0 procedimento_a de extracdo emhregado nas amostras
.lfquidaé. n%0 pbde ser utiiizado na extraglc das amostras
86iidas ve pastosas, pois . houve formaglo de mulla emuiséoc.
Tjan ¢ Konter (1872}, ‘que desenvoiveram ¢ procedimento 2,
~sygerjram que amostras sdlidas & gordurosas fTossem extrafdas
primeiramente com etanel, e 08 conservadores posteriormente
transferidos para uma mistura de éter de petrélec e éter
etftico, e novahente para etanol ap6s a completa evaporac@o.
Devido 3y varias etapas envolvidas nesite procedimento,
possibilitando maiores pefdas do conservador e maior tempo de
andilse, testou-se a extraclo direta csﬁ gtaﬁol 96%
{procedimento 4). Esta extracho simpies mostrou-gse eficienfe

como demonstra & Tabela 08, para margarina e catchup.
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. ' RESULTADCS E DISCUSSAD

0 alte teor de agGcar presente na geléia ‘e na
goiabada, resultou num extrate mﬁitn viscoso & de diffcili
manipulaclo quando d&-extracﬁo pe}a procedimento 4. Portant04I
fol empregado o procedimentd 5 que utiliza na extragfo etanol
98%.;seguido por particg8o para uma misturas de éter etfiico e

éter de petrdteo (1:1).

94.1.2.Condi¢gldes dtimas para o método por CCD.

A técnica de CCD revelou ser vantajesa puls-prcmova
a separa¢ldo entre o0s dcldos benzdico e sdrbdbico, além de
3e#aré-los e dos possiveis interferentes. A resolucfo entre
08 conservadores fol! demonstrada apenas atravds de ﬁadrﬁes,
j4 que 05 mesmos n¥o foram encontrados juntos nas amostras
anallaadéé, apeéar da coexisténcia decliarada nos rdtuios de.

aiqumas amostras comp sSuco €& margarina.

npds-ﬁs testes com quatro fases méveis e duas fases
estacionﬁrias, descritas no (tem 3.4.2., as condicﬁes dtimas
finals foram as seguintes:
-fasegestacioﬁéria: sfiica gel GF 254
~fase mével: hexano/dcido acético (80:10)
~volume de aplicagdo da amostra: 5 a 10 M

—altura do so!ventg: cerca de 12 cm.
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- RESULTADOS E DISCUSSAQD
4.1.3.Concdigbes 4timas para 9 método por GLAE-UV.

0 método que utiliza GLAE-UV tem a vantagem de
efetuar o separaclo dos Interferentes e dos éonservadures, ﬁo
mesmo tempo.  que realiza a 'ldentificac§O' tentativa e
guantificaglo. Para se chegar s condigdes ideais de
trabaiho, testou-se vArias fases.mﬁueis ¢ estaciondrias

{deascritas no f{tem 3.4.3.).

A separagdo entre os dois conservadores fol obtida
_somente na coluna de nmino—SIt~X*l. As condigdes ideais de
sepafa#ﬁo foram conseguidas apds a tentativa com oguatro
.proporgles diferentes do sp!vente e vérios f!uxns; gue estdo
resumigas na Tabela 10, através-da andlise dos ‘tempas de
retenglo de cada conservadbr, dos fatores de separa¢3o, ¢
da§ reseclucdes entre ambos. Foi escolhido o sistema de
solvente dcido acético 0,5% / metano! (19:1), com fluxo de
0,75 mi/min pelo maior fator de separaglo (=) e mator
‘resotfuc®o (R). A Figura O03a mostra o© cromatograma de
separag8o dos dols conservadores obtido com padrBes, Jé que

nenhuma amostra continha o8 dois conservadores.

4.1.9.Porcentagem de recuperacdo.

Nuyma tentativa de analisar a possibiliidade de

perdas d¢os conservadores durante a and!lse, g3 porcentagens
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Figura 03 ~ Cromatogramas obtidos pelo metodo CLAE - UV - coluna: AMINO SIL - X ~ I,
solvente acido acético 0,57 / metanol {19:1), detector UV: 254 nm; AUFS:
0,1; fluxo: 0,75 ml/min. (a) mistura padrio, (b) refrigerante de limao,

(c) suco de caju..
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de racuperacﬁo faram determinadas e os_resultadas resumidos

na Tabeia 11.

0 método por UV mostrou uma cécupefacﬁo média entre
-fodos 08 produtos de .cerca de 97%, e fol o método que
apresentou mafor porcentagem de recuperacdo. Em seguida velo
o método por. CLAE-UV com aproximadamente 36% de recuperaglo,
e por Gitimo, o método por GGD-UV com 94%. As diferencas
entre eles foram pequenas, mas 08 resultados estido de acordo
com o grau de complexidade de cada métddo. Isto é, o método
por CLD-UV, que envoiveu uma maior meniputacio, obteve a
menor taxa de recuperaglo, enquanto qﬁe o método por UV que
¢ 0 mais simples, obteve a maior. A menor porcentagem de
recuperaglo fol de BS%, o que demonstra que n§o houveram

perdas aprecidveis durante a andtise nos trés métodos,

- " Nos trés métﬁdos,_os dois produtos que apresentaram
as maiores porcentagens de recuperacdo foram a geiéia de uva,
com uma médlaﬁﬁé 103%, e o iogurte com 97% de fecuperacﬁo
.médla. 0s demais produtos obdtiveram médias de recupefag&o

acima de S0%.
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" RESULTADGS E DISGUSSAD

4,1.5.Limite de deteccl8o da técnica,

0 nfvel mfnimo detectdvel para cads técnica UV,

CCD~UV e CLAE-UV, estd apresentadc na Tabela 12.

A técnica que resultou nos menores |imites para
ambos os conservadores foi a de CLAE-UV, demonstrando a sua
maior sensibtllidade. O minime detectével foi menor.na téenica
de GGCO~UV do que na de UV, pois o primeiro dependé'apenas de
uma visuaglizacdo direta na placé, enguanto que a segunda
~depende da percep¢5o de um pico do composto ne espectro UV
que numa ﬁoncéntracﬁu muito baixa pode ser confundido com

08 rufdos do equipamento.

As diferengas obtidas nos mtnimoé detectdveis entre
“ps dcidos sdrbico .e benzdico estfo retacionadas com o
coﬁprimeﬁto de onda de absorgdo mdxima. A"Iampada uv
utiilzada para a visualizagde na camada delgada = tem
comprimento Ide onda de 259 nm, .e ¢ fittro de detector do
cromatﬁgrafa'lfquldo egstd ajustado neste mesmo comprimento de
uﬁda. Portanto, @ sensibiligade Fol muito maior pars ¢ dcido
sérbico que absorve em 255 nm do que para o dcide  benzdico
que absorve em 227 nm em etanoi. No método por UV a diferenga
de sensibilidade entre os dols conservadores ndo fol téo
agrande porque a ieitura TFol felta' ém 254 e 227 nm,

respectivamente,
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RESULTADOS £ DISCUSSAQ

De qualquer' forma, 08 .tr8s métodos possuem
sensIbiilidade suficiente para a determinacﬁo de ambué . ps
conservadores, nos nfveils que 380 normaimente gdicionados em

alimentos.

4.1.8.ConfirmacBo de ldentidade.

A confirmaglo da identidade foi reallzada através
de trés parémetros: (1) espectro UV, (2) revelagdo dos
conservadores com reagentes especificos na camada deigada, e

{3) espectro infra-vermelho.

A revelacdo recomendada peila apostita de métodos de
andlise da Secretaria de Defesa Agropecudria e Inspecdo de
Produto -Vegetal do Ministério da Aaricultura apresentou
manchas com “cores fortes, quande o cromatograma foi
_gesenvolivide poer n-bdutanoi saturadd com dgua destitada,
condl¢des cromatogréficas que n¥c resuitaram em boa separacdo
dos dois conservadores (Figura 04). Portanto, esta técnica de
revetag8o nioc pode ser utiiizada em amostras com 08 dois
consefvadores. A revelacdoc descritas por Pinetia gf al, (198B8)
apresentou uma diferenclagdo boa e egspec{fica entre as cores
das manchas dgs dois conservadores, .sendo gue a coloracdo do

dcido benzdico fol menos intensa (Figura 05).
Confirmou—se na camada deigada a presenca de dcido

g
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Figufa 04 - Reproducao da camada delgada révelada pela mistura 1:1 do reagente 1t
0,075g de verde de bromocresol e 0,025g de azul de bromofenol em 100
ml de etanol, e reagente 2: 0,25g_KMn04 e 0,50g carbonato de sodio
decahidratado, dissolvido em 100ml de agua (Ministério da Agricultura)
nos seguintes produtos: l.refrigerante de limao, 2.suco de caju, 3.cat
chup, 4.maionese (referente ao primeiro lote), 5. acido benzdico, 6.a-

cido soérbico, 7.margarina, 8.iogurte, 9.geleia de uva, 10.goiabada.
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Figura 05 - Réproducéo da camada delgada revelada por ﬁ202 3%, FeCl; 27
(Pinella et al.,1966) nos seguintes produtos: l.refrigerante de limao,
2.s5uco de caju, 3.catchup, 4.maionese (referente ao primeiro lote) 3a.
acido benzdico, 5b.dcido sérbico, 6.margarina, 7.iogurte, 8.geldia de

uva, 9. goiabaﬁa.
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" RESULTADOS E DISGUSSAD

benzdico em refrigerante dge Pimio, suco de caju, <catchup e
margarina e a de &cido 3drbico em jogurte,gelédia de wuva e

gotabada,

Duas amestras de maionese adquiridas em ¢€pocas
diferentes foram anaijisadas. Na primeirs delas, foi
confirmada a presencga do dclido sdrhiéo. Na amostra asdguirida
posteriormente, uma mancha com RT prdximo ag do écidﬁ'sdrhico
foi’ visuailzada na exposiclp da placa a radiagdo UV, Porém,
as revelacdes pelas duas técnicas citadas nos ftens 3.5.2.1.
e 3.5.2.8 apresentaram.resultados negativos, sailentando 3

necessidage da confirmaclo de identidade..

Nos métodos por UV, a confirmaclo da identidade
reallizada através do espectro de absorglo (V sd fol possfve]
em aﬁcstras que,.ﬁéo apresentavam inferferentes como  ©
refrigerante de {im8o, sSuco de caju e geléta -de uva. Os
espectros 1V referentes aos padrfies dos dois cﬁnservadafss e
‘¢as amostras.estdo apresentados nas Flguras 06, 07, DS, ds g
10. A andlise deté!hada destes espectros pfde nos canflrmar a
tdentidade dos conserﬁadores nos trés produtos. Nos demals
produtds, que apresentaram interferentes na camada deigada, 8
gonfirmac8o fol reatlzada através dos reveladores especificos

ng prdprig camada.

A identificacdo no método por GLAE-UV Fol felta

apenas pelos tempos de retengdo, nfo sendo conclusiva. Parédm,

g5
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" RESULTADOS E DiSCUSSAD

a cﬁnfirmasao ngo foi efetuada, uma vez que ‘esta fol
realizada nos outros dols ﬁétqdos. Na eventualldade deste
método ser escoihido como o unico, @ confirmacdo deve ser
ifeita através das seguintes técnicas: (1) razdes de absorcgéo,
na. qual a absorgfo € registrada no préprio cromatograma em
dois cnmprimentoé de unda; (2> espectro iV e fs) revelagdo
por reagentes espec(ficos ne camada delgada., Para as duas
ditimas técnicas, as fraclies correspon&enteg 8085
conservadores, separadas por GLAE sdo coletadas na safde do

cromatdgrafo e acumuiadas até a quantidade necessédria.
q.2.Gomparaclo dos Tris Métodos,

4.3.1.Ané!lse do refﬁlgerante de !imdo.

As. quantidades de éCIdo.benzélcu em amostraé de
refrigerante de Iimao; determinadas peies tr&s métodos estdo
apresentados ha .Tabela 13. A repetltlbiliﬁade'foi boa fos
trés métodos como pode ser verificade peios  valores dos
ceeficientes de variac8eo (CV), que foram sempre abaixo de
fﬂi. 0 menor coeficiente de varita¢8o0 foi verificado no
método UV, seguifdo peio CLAE~-UV e GCD-UV. Este resultado esta

ge acordo com a compiexidade de cada um dos métodos.
Por ocutro lade, houve diferencga signif_lc'atlva nas

R
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RESULTADOS E DISCUSSAD

porcentagens de dcido benzdico (P 6,01 entre o0s trés

métodos. 0 método por GLAE-UV apresentou a maior quantidade
do bonservador, seguido peioc UV e CCD-UV. Uma expiicacéb para
tats resultados estaria ligads a maior sensibilidade do
método  por CLAE~UV, como pode sér verificado pelos Iimites
_mrnlmos de detecclo. As porcentagens menores obtidas no
mdiodo por CCD podem ser expllcadﬁs pelo malor ﬁﬁmerp de
etepas ‘éhvolvidés no método, cada uma das quais podendo
acarretar em perda do conservador. .Neﬁnum_intetferente ?ul

detectagdo no espectros UV (Figura 112, ne camada delgada

(Flgura'1a) e no cromatograma do CLAF-UV (Figura 03b).

4.2.2.And11se do suce de caju.

. Como no caso do refrigerante, a repetibiiidade’
também Foi boa para os tré&s métodos na andlise do suco de
caju (Tabela 14Y. Novamente o método por UV mosirou mencr o

Gv.

_ 0 tonservader encontrado foi apenas o dcido
benzdico, apesar do rdtuioc do produtc apresentar os cédigos
dos dols conservedores. AS quantidades obtidas peios tres
métodos de andfise foram significativamente diferentes (P <
g,013, e o méto&o que obteve a mailor porcgntagem foi
novamente ¢ método por CLAE-UY seghido peic método por UV e

por LCCD-UV,. No espectro obtido pelo método UV, apareceram
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0.7

200 225 250" 215 300

COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Figura 11 - Espectros de absorcao UV do refrigerante de Iiﬁéo pelos metodos por

UV (w==) e CCD-UV (~—).
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Figura 12 ~ Reprodugao da camada delgada'revélada por Fadiacéo UV a 254
nm {s{lica gel fluorescente GF 254 desenvolvida por hexano/
acido acetico (90:10)) nos segu1ntes produtos. l.refrigeran
de limao 2.suco de caju, 3, catchup, & maionese (referente ao
primeiro lote) 5a.acido ben201co, 5b.ac1do-sorb1co, 6.marga-

rina, 7. iogurte, 8.geléia de uva, 9.goiabada.
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" RESULTADOS E DISCUSSAD
dols ﬁicps, 0o do éqldo benzdlco em EE? nm e um outro em 205,
bem separado e menor gque ¢ primeiro (Figura 13). Na camada
delgads fol! detectada uma outra mancha além do éclda penzdico
(Figura 1J12), 4que pode ser correspondente ao segundo pico no
espectro., O <c¢romatcgrama do CLAE-UV apresentou um pequenc
pico aiém do referente ao #cido benzdico (Figura ©03b), Ni@o

“houve problemas de interferentes neste produto.

4.2.3.And!ise do catchup.

A Tabela 15 apresenta as porcentagens do dcido
benzdicoe nos tras métudué, mais uma vei ¢om 08 ialares de OV
todos abaixo de 10%, e o8 vglores mais altos pertencéntes a0

"método por CCD-UV. 0O0s (Vs do métodﬁ por CLAE-UV foram

tigetlramente malores'que g0 método por UV,

N&c ‘houve diferehca significativa (P £ b,ﬂ?)
entre o0s teoreé de dcide benzdico eacontrados por UV e por
CLAE-UV. A diferenca foi significativa éntre estes dois e 0
método por GﬁD*UV, que foi outra veﬁ o qué apresentou mengr
quantidade de conservador. Também no catchup, ndo foram
encontrados Interferentes que pudessem aumeﬁtar 68
resultados pelo métedo por UV, Em seu-eépectro apareceram
apenas o pico do dcido benzdico em 227 nm e um outro em 2035
que nfgo interferiu no resultado quantitativa.do conservador

{Figura 14), Na placa cromatogrdfica foram detectas duas
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Figura 13 - Espectros de absorcgio UV do suco de caju pelos métodos por UV (=)

e CCD-UV (-—-).
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RESULTADOS E DiSCUSSAD

manchas, sendo uma deias ldentificada como sendo deo dcido
benzéico (Figura 12 ). O cromatograma do método por GLAE-UV
spresentou trés p(coa bem fese!vidos, sendo o pico dol meio

tdentificado como dcigo benzdico (Figura 15al.

4.2.4.Anéllse da marygarina.

0s resyltades da andiise ¢a margarina estéo
apresentados na Tabela 18. 08 valores dos CVs foram todes bem

gbaixo de 10%, com 0 método por UV apresentando mails uma vwez

0 menor valer,.

0 consérvadnr encoentrado na margarina fei o dcido
" benzblco, porém num lote mais antigo, anaiisado somente pelos
métedos por UV e GCD-UV, wtilizando o procedimento de
extracfo 5 <(Tjan e Konter,1872), o} detectado o 4dcido
sdfnicq. No rdtulo do produto foram -encontrados 08 cddigos

de ambos os conservadores com 08 dizeres e/ou.

As _dlféren;gs encontradas no conteddo de dcido
benééito foram significativas tP <€ 0,01) pare os trés
métodos, com o métode por UV apresentando & maior guantidade
e o método por GCD-UV a ménor. A disérgpancla pode ser
explicada pela presenca de substéncias interferentes, como
ingica o0 espectro obtido pelo métodoe UV (Figufe 16). Na

camada delgada apareceram trés manchas, sendo uma refativa
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ABSORBANCIA

1.0
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Figura 14 - Espectros de absorcao UV do catchup pelos métodos por UV (=) e
CCo-Uv (——).
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SINAL

Acido Benzdico (tra 3..6 min }
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Figura 15 - Cromatogramas obtidos pelo método CLAE-UV - columa: AMINO-SIL-X-I,
solvente: dcido acético 0,5% / metanol (19:1), detector UV: 254 om,

AUFS: 0,1, fluxe: 0,75 mL / min. (a) catchup, (b) margarina, (c)

maionese.
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 RESULTADOS E DISCUSSAO

ao 4cido benzéico apresentando um espectro UV com uma dnica
"absorbangla, caracterfstica do 4cido (Figura 1E)L As outras
duas manchas abserveram em 210 e 213 nm. No cromatograma do
CLAE-UV foi encontrado um pico referente ao dcido benzdico é

mais dois plcos pequenos (Figura 15a).

4.2.5.And1ise de logurte,.

0 logurte continha somente o dcido sfrbico, e as
quantidades obtidas peios trés métodos estdo apresentades na
Taﬁela 17. Os valores de GV também feram todos abaixo de 10%,
‘e o menor GV fol para o método por UV, seguido pelo GLAE-UV

e COD-UV, como era de se¢ esperar de acorde com a complexidade

dos trés métogos.

As diferencas entre as quantidades de conservador
foram significativas (P € 0,01) entre o método por UV & 08
-demais  métodos, entre 08 quais n%o. houve diferenga
sjgnificativa. Este resuitado (semethanca entre GLAE-UV e
GCD-UV) diferiu dos demals produtos, pois o CCO-UV apresentou
sempre o menor valor. 0O médtodo por UV resuitou em uma
guantidade muito malor do coenservador talvez pela presenca de
interferentes, embora n&o tenha s1do muito evidente no
espectro obtido pelo método por UV (Flgdra 17). No entanto;_a
camada delgada apresentou trés manchas, sendo yma

jdent!ficada como do dcido sérbice (Figura 12). Uma mancha
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~ABSORBANCIA
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Figura 16 - Espectro de absorc;-;éo UV da mérgérina pelos métodos.por o (—) e

- CCD-UV (=) .
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com Rf prdéximo ao do 4cido benzdico foi upsérvadé, mas nfo
apareceu_ nenhum pico no espectrs UV em 227 nm. Aiém disso,
nenhuma mancha correspondente ac &cido sérbico fol ubservada
apbs revetag#o pelos dois procedimentos cltados no Material
e Métodes <(Flguras 049 ¢ 05). Rn espectro UV obtide apds
cromatografia em cemada delgada, apareces spmente o pice puro

refativo ao dcide sérdbico (Flgura 18a).

4.2.8.Andlise da geléia de uva.

- 0 conservador éncontradu'na geldia de uva fot o
“écldo sérblco como consta no rétulo do produto. A Tabela 18
-apresenta o0s resultados obtidos nos tr@s métodos de anélise,
onde  nﬁvamente 0s valores ﬁos CV¥s foram muito menores que.
10%. 0O menor CV foi obtide no método por Uv, seguido pelos

métodes por CLAE-UY e CCD-UV.

N&o = houve diferenca significativa entre 08
resultados do método por UV e GLAE~UV. As diferencas foram
significativas (P € 0,01) entre estes e 0 método por CCD-UV.
Os resultados praticamente iguais obtidos nos métodos por UV-
direta e CLAE se deve a0 fato de que a geldia ndo apresentoy
nenhum interferente. Apareceu um dnico plco no espectro UV
com absorcldo méxima em 255 dm (Figura 18), wuma Gnica mancha
ha camada delgada, jdentificada como dcido sérhlco. (Figura

12) e um dnico pico nho cromatograma obtide por GCLAE-UV
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Figura 17 - Espectros de absorcao UV do iogurte peles métodqs por UV (=} g

CﬂFUV(me.
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Figura 18 - Cromatogramas obtidos pelo método CLAE-UV - coluna: AMINO-SIL~X-I, sol-
vente: acide acético 0,5% / metanol (19:1), detector UV: 254 nm, AUFS:

0,1, fluxo: 0,75 ml / min. (a) iogurte, (b) geléia de uva, (c) goiaba-

da.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

(Figura 18b).

4.2.7.And118e da goiabada.

Os resultados quantitativos para os.trés métoedos de
anédiise estdo resumidos na Tabela 19. Comc descrito no rétuto
40 produto, o tonservador encontrade fol ¢ 4cido sérbico,
O0s valores dos CVs foram sempre abaixo de 10% ¢ ¢ menor deies
fol novamente o do método por UV seguido por GLAE-UV & por

CCD-uv.

As diferencas entre as porcenfagens .de dcido
sdrbico foram significativas entre o método por Uv e os
.outrqé dois métodos, ééndn'nﬁo stgnificativa entre os dois
ditimos.. Pelo método de UV obteve—-se a maior quantidade dog
dcldo sdrbico POr causa de vdérios interferentes como pode ser
verificade no espectro UV (Figura 20). Pelo mé todo Be ECh=-uy,
foram detectadas cinco manchas, sendo uma referente éo'écido
sérbico e as outras demonstrande absorbancia em camprimentns
de onda de 233, 221 & 209 nm. A quinta maﬁcha apresentou um
Rf prdximo ac do dcido benzdico, mas mostrou—-se negativs na
confirmacdo (Figuras D9 e 05). 0 espectro da fragBo referente
ab dcido sdrbico apresentou um dnicu.plco'com absorclo mixima
em 255 nm (Figura 20). ~No cromatograms do GLAE-UV, além do
pite do 4cido sdrblco, gparecey apenas um outro pito muito

menocr, e ¢om tempo de retengdo também menor {Flgura 18¢).
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Figura 19 ~ Espectros de absorcio UV da geléia de uva pelos métodos por UV {(—)
e CCO-UV (=—-).
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Figura 20 - Espectros de absorcao UV da goiabada pelos métodos por UV (=) e
CCD-UV (=-=).
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RESULTADOS E DISCUSSAD
4.2.8B.And1ise da maionese.

A maionese fﬁi analisada em duas dpocas diferentes.
Na primeira dpoca, foi encontrada o &ctdo sdrbico, conforme
descrito no rdtuleo do Produteo, que foi gvallado somente peios
métodos por UV e por CCD-UV. 0 espectro do UV Ficouy
Indefinldo pela presenga de vdrigs interferentes,
!mpossibll}tando & sua quantificacBo <(Figura 21). A camada
detgada comprovou o resul tado dop eapecfra gy, com. 0
-apareciments de ﬁais trés manchas aiém da do dcido 'sﬁrblca
(Figura 12). No espectro UV da frache relativa ao 4cldo
sdrdbico, apareceuy um pico puro com absorcdc em 255 nm (Flgura
21). A quantificaglo do écido sérbico ad Foi reaiizada pelo
métode por GCD-UV e o3 resui tados estio apresentados na

Tabela 2p.

Na seéunda .amBStra, adgquirida cerca dé um anp
depoia, ndo foi detectadec o &cido sérblco, apesar de_ ainda
vir especificade no rétule. O cromatograma do CLAE-UV
apreseniou  um pice com témpu e retencdo prdximo ao do 4cldo
sérbico (Figura 15c). Fot realizada uma co~cromatografia
(spiking) com .o padrio de dcido sérhico ¢ no cromatograma
assim obtido, apareceu um pico a mais com o tempo de retencéo'
-eiatamente igual ao do padrio ﬁe dcido . sérbico.  Na
confirmagho por CCD n3o foi detectada nenhuma mancha com Rt
préximo ao do dcido sdrbico, na reveiacdo com a lampada uv de

259 nm. 08 testes com reveiadores espec/ficos, tambédm deram
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Figura 21 - Espectros de absorcdo UV da maionese pelos metodos por UV (=—) e

. CCD-UV (——),
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RESULTADOS E DISCUSSAD

resultados negativos. Poge-se conciuir portantp que n3c havia
nem o Aclido sdérbico nem o benzdico has amgstras de maionese,

toletadas na segunda época.

0 comportamento dos aifto tipos &e produtos no
estudo da metodoiogia analisada para Conservadores serviu
para demonstrar a grande Jnfluéncia &a natureza da amostra em
quatquer  andfise. Verificou~se aque o0 melhor método para um
proguto pode ser 'inapropriauo parsa dutrq. Em termos de
exatidaohe precis&o, pode-se relacianér ¢ melhor método para
cada produto (Tabela 21). 0O métadu.por UV pode ser utiiizado
pare o refriserante de iimdo, . suco de caju, catchﬁp e gelédia
&e uva, enquanto que 0 métodeo por CCD~ULV apreséntou bons
résultados apenas para jogurte e goiabada. O método por GLAF-
UV. fol o mais amplo dos tr8s pols seus resultados foram bons.

para todes 08 produtos.

4.3.Custo & Tempo de Andljse.

0 custo (Malo/BB) e o tempe envo!vidos na extracéo
dos Eonsarwadores dependeram do tipo de amostra anaiisada.
Para amestras ifquidas, Utitizou-se o procedimento 2 e o sey
custo foi em torno de Cz 30,60 por amostra. 0 procedimento 4;
utilizado para amostras sélidas e pastosas, teve um custc de
aproximadamente 62 13,00 por 'amostra.' Naé amostras

dgucaradas, o custo do procedimento 5, Ficouy em torne de C2
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" RESULTADOS E DISCUSSAQ
40,00 por amostra,

0 tempo gasto em cada procedimento de extracso foi
de Eﬂ min para o procedimento €, 40 min para o 4, e 80 min

para o S.

05 custos das determinacﬁeé prépriamente_dités, nes
trés métodos de andlise estlo apresentados na Tabela 2g2.
Pode—-se verificar que n; execucdo da andiise, o métadﬁ por uy
teve o mencr custe, enquanto que n&o houve d}ferenca entre
CCD-UV e CLAE-UV A bonf}rmacao dga identidade foi equivalente
nos tr&s métodos. O que variou mals fol o investimento
!niéfai (equipamento) e neste aspecto, o métndo por CLAE-UYV

teve um custo trds vezas maior que 0s outros dois.

0 tempo de andlise foi medido para quatro amostras
slmuitanemﬁnte, pois no método por CCOO-UV podemos determinar
pelo menos quatro amnstras em duplicatas na mesma placa. Os
tempos wtilizados nas andlises foram de 30 min, &0 min e 40
min para 63 mdtodos por uv, Cocb-by 8 GLAE~-UV,
respectivamente, ndo Incluinde o tempo gasto ne preparo das

placas e também na degaseificacio de s0lventes é equilthracso

¢o aparelho na GCLAF,
Por ser, 0 mais econdmice, simpies, rédpido @
preciso, 0 método por UV é o mais recomendado  para

refrigerante de tim3c;, suce de caju, catchup, e getdia ds
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uva, desde que apenas um dos dois tonservadores éste]a
presente, Pof Jua vez, o método pnn“GEAE-UV demonstﬁou'a sua
véraatllidade, ss8ndo aplicdvel para todas as amostras
analisadas (Tabela 21), portanto, preenchendo os pré-
requ}sltos de um método'geral. Para taboratdrios de beSqulsa
'ou centroie de qualidade (indﬂstriag) que trabalham com uma
grende variedade de produtos, seria o método mais apropriado.
A grande desvantagem £ o alto custo do equipamenta ¢ de
sefvicus de manutencdo. Nos Iaboratdrlos sem recursos‘ para
'cﬁmprar_ou-manter'um cromatdgrafo ifquido de alta eficléncisg,
0':métad0' pbr .Uﬁ'pdae ser compiementade por CCO-UV para
.amOStr&s confendo substincias }nterfarentes (ex. iogurte ‘e

goiahada).
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4.49.Comentdrios sobre os Teores de conaervadurps nos Produtos

Anallsados.

. Embora o ndmero de produtos avaliadus ndo atinja a
grandeza de um levantamento, algumas observacfBes dteis podem

ger feltas.

- Mouve diferencas pequenas, mas estatistlcamente
significativas, entre os fotes da. . mesma marca de suca,
margarina, logurte, geléta e gotabada. FPortanto, a adig3dc dgs

conservadores foi homog&nea somente no refrigerante e

‘catchup.

A grande preccupagio em refagdo :aa uso  de
.conservadores e outros aditivos se deve a possiveis efeitos.
téxicos que possam estar associados a ‘estes compostos.
Portanto, andlises.devem ser reélizadas rara garantir que as
_quantiQades nos alimentos estejam dentro dos Iimites
permitides. No entanto, ¢ 1guaimente necessdrio verificar se
05 teores de aditives s3o suficientes para exercer 88 suas

fuanclies, razéio peis qual, ~foram adicionades em Primeiro

lugar.

A gquantidade maxlma de dcide benzdico encontrada no
refrigerante de ' 1im#o estd abaixpo do  permitide pela

begistaclo vigente no pafs (Tabeia 23 em anexo).
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 Segundo ' “Tﬁe International .commission . on
\ chronlotogicéi Specificafldns of Food™ <(1980), funges e
“leveduras s¥#0 os principais contaminantes destes produtos,
'qde tem pH e atiﬁldade de @gua balxos, enquanto que as
bactﬁrias, com ekcecﬁn das ldticas, nfo deveriam crescer. Os
fungos principalmente, s&o0 mais resistentes ao calor e podem

peirmanecer gpﬁs & pastaurizacio.

0 limite permitido pelo Ministério da Sadde (O, 1%)
coinclde com a guantidade minima considerada necesséria para
_uma agdo efetiva contra funges ¢ Jeveduras (Tabela g1},
enquanto que o }imite estipulade pelo Ministério da
'SngCuitura (0}535%) é muito menor. Gabe lembrar, no entanto,
que 08 valores minimos efetivos foram obtidos em condigles
ideals para o desenvolivimento dos microorganismos nos meios:
de. cultura. No refrigerante, podem existir .efeltos
slnefﬁrsticas a0 conservador, -domu presenca dé” didxido de

¢arbono, acicar, pH baixo e tratamento térmico,

A porcentagem de dcido benzdicoe encontrada no suco
de¢ caju peio método por CL&E*QVQ ficou um pouce acima do
permitido na feglistac8o vigente (Tabela 835, enquante que os
resultados obtidos pelos _outros dois métodos indicaram
valoreé abaixo do limite mdximo de toierdncia. Embora, nésté
caso, a diferenca seja #equena, " este tipo de resuitado
enfatize o papel fundamental dos métodos anaifticos em

_Qualaguer trabalho de fiscalizaglo.
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0 dcido benzfice nos nlvels encontrados ne suce de
caju deve  apresentar efeito antfmicrabianu compieto,
Superando 03 nfvels efetivos contra fudgns,' leveduras e

bactérias (Tabela 01},

A quantidade de dcido benzdico encontrada no
tatchup situa=se no !imite permitido por iei (Tabela @3) e
acima do necessério para o efeito antimicrobiane contra

funges, leveduras g bactérias (Tabela §1).

A quantidade de dcecido benzdico, obtida na

'margarlna, estd abaixo do permitido por iei (Tabels 23), e

.aeima do hecessério para uma &ac¢do antimicrobiang contra

bactérias e feveduras, mas ndo contra fungos (Tabela 07).

Segundo "The  International - Commission on

+

Microbioiegicai Specifications on Fouds (18980), a margaring

]constltui—se fum me!o sefetivo para fungos e leveduras, sendo

qUe 8 sua Conservacdn contra estes microorganismos depende
n&o somente do conservador, mas também da quantidasde de sal,

pH da fase aquosa e da emdatagem.

0 teer de 4cldo sérdice remanescente no  logurte
estd abaixo de 30% do iimite“permltido rpara a polpa utiilzada
come matéria Prima na sua fabricagfo <(Tabela 23). Esta
quantidade € suficiente para evitar o desenvoiﬁlmento dos

fungos, teveduras ¢ bactérias, segundo a Tabela 02.
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As porcentagens de écldﬁ sfrbico encohtradas na
geléia de uva estio muito abaixo da ﬁermitidalpnr lel (Tabeta
€3). Neste oproduto, o trétamentu térmico utilizado para
-dasnaturacﬁo enzimética e também o enchimento a quente da
embalagem devem eliminar 8 contaminag8o por fungos, leveduras
¢ bactérias. A fim de evitar a recontaminac8o, apds g
abertura da embalagem, costuma~-se utilizar 4cido sérbico ¢/ou
benzdico entre 0,020 e 6,050% ("The internatlonél-Commissian
on Microbioiogical Specifications for Foods™, 1550). As
quantidades da 4cido sdérbico nas amostras analisadas est3g

~dentro do intervato sugerido,

A quantidade de 4cide sdérbico encentrada na
_goiahadﬁ esté também mui to Qbaixo.da rermitida por tei para
- doces em massa (Tahela 23). 0 tratamento térmico, a alta
concentracio de éﬁécar € o pH baixo teriam efeito
conservadﬁre n& goiabada, ¢ 0s teores de dcido sdfblco‘devem,
éortanto,_varlar também entre 0,020 ¢ O,050% para evitar a
recoentamina¢so, cﬁmu-na geléia ('Tne-lnte;nationa! Commission

on Mlcrobiclogfqal Specifications far Foods™,18980).

A adicﬁo_de_écido sdrbico'na maionese & prevista na
tegislacds (Tabela 23). Ope fato foi detectado na primeira
- época de andiise, mas nfo na segunda, apesar de ainda constar

do rdtuto.
A ‘contamina¢So por microorganismos na maijonese 4
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difloit de ocarrer devido @ sey PH baixo, Proveniente dag
adicldo de deidog acética, Entretanto, ¢ possafvei uma
contaminacfo com tactobaciilus e teveduras ("The

fnternatiaonat Cammission on Microbiological Speciticatians

for Fooda™, 19B0).
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GJGONGLUSDES._

1. Foi desenvoivido, para determinacso simeiténes
dos dcidos benzdice e sérbico, um método eficiente por CLAE-
U¥ para amostras s6!idas e pastosas, aque ¢ mais Simpies e
éconﬁmic& d0 que o0s citados na Ifteratqra,: ¢ que utiliza na
etapa de. extracfo um solvente barato ¢ comum no pars, o

etanot,

2. 08 trés métodos empregando as técnicas de uv,
CCO-UV e GLAE-UV, adaptados ou desenvolvides e padronizados
R0 presente trabalho, mostraram exatigio satisfatdria pelas
porcentégens de requpe?agau, tanto para dcido benzdico como

para dcido sérbico.

.. 3. T0s  trés métodos também apresentaram  boa
S repetitibilidade para os dois conservadores, com coeficientes
de variacdo avaixo de 10 %, sendo o método POF UV 0o mais

L]

preciso.

4. A naturezg da amostra ¢ um fator fundamentat ns
escolhas do método anaiftico. 0 métoda por UV € o mais
précisn, simpies, econlmico e répido, moas apropriado apenas

para produtos com somente um dos qﬂis conservadores e sem

substdncias interfarentes.
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5, Para'proautos;que POS3uem ambos os conservadores
ou substinctias Interferentes, o método Por GLAE~UV 6 0o mais
adequado, embora ¢ método por CCO-UV posssa sef também

utitizado para certos produtos,

8. 0 métode por CLAE-UV é 0 mais versdtil, sendo
apifcdve! para todas 43 amostraus analizadss, embora necessi te

de um investimento inicial mais alto.

7. Em  nenhum dos produtos ansiisados foram

detectados ambhos os conservadoras Simulténeamente, apesar da

constarem nes rétuios de alauns deies (suco e margarina). A
importéncia da cenfirmaclo da identideds dos conservadores,
raramente reatijzada _nos tranaiﬂus descritos na titeratura,

fol mais ume vez comprovada. o

B. As porcentagens de conservadores encontrédQS'

€stavam no !limite méximo permitido na legisiagio para suce e

cidtchup, e bem abhaixn para ps demais produtos.

:B. Em aiguns produtos analisados, as quantidades

encontredas de canserva-darés estavam 81‘38_?.!0 de necessdrio

para uma atuac8oc efetiva contra os microorganismos, segunda

08 estudos desenvo!vidos em meios de cultura, Porém ndo . foi

possivei  se chegar a uma conclus@o definitive a este

respelto, [4 que nos alimentos, ogtros fatBres como g4s
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carbdnico, apdear, Sal e aguecimento rodem estar

inftuenciando ng desenvolvimento dus microarganismos .
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