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RESUMO

No universo dos alimentos processados existem diversas preocupagdes quanto aos possiveis
riscos a saude causados pelos aditivos alimentares. No entanto, esses aditivos sdo essenciais
para manter a qualidade e a seguranca dos alimentos, pois auxiliam na preservacéo dos produtos
por mais tempo, impedindo o crescimento de microrganismos (deteriorantes e patdégenos) e
prevenindo reagBes quimicas indesejadas. Entre os aditivos mais utilizados na industria de
alimentos estd o0 benzoato de sodio, um conservante amplamente empregado na industria de
bebidas, incluindo produtos derivados de frutas, como sucos, polpas e néctares. O benzoato de
sodio é o sal do acido benzoico, com propriedades antibacterianas e antifingicas, sendo
normalmente encontrado na forma de p6. Este Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC) teve
como objetivo determinar a quantidade de benzoato de sddio em polpas de frutas de caju,
cupuacu e umbu comercializadas no mercado do estado de Sergipe, comparando os resultados
com os limites estabelecidos pela legislacdo brasileira. A técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) foi utilizada para identificar e quantificar o conservante nas amostras.
A analise foi realizada em um sistema de solvente isocratico composto por acetato de sodio e
tampdo de acido acético (pH = 4,5) com acetonitrila, na proporcéo de 80:20 (v/v), a 30°C. Os
niveis de benzoato de sddio encontrados estavam dentro dos limites permitidos pela legislacdo
brasileira, com a maior concentracdo de 910 mg/kg na polpa de cupuagu (marca A), respeitando
o0 limite de 1000 mg/kg. Os resultados demonstraram conformidade com os padrbes
internacionais, indicando que as industrias seguem as normas vigentes, contribuindo para a
seguranca alimentar. E importante destacar que o excesso ou a exposi¢ao continua ao benzoato
pode representar riscos a saude. O consumo elevado desse aditivo estd associado a reagdes
alérgicas, como urticaria e asma. Além disso, quando exposto a ambientes acidos, o benzoato
pode converter-se em benzeno, uma substancia carcinogénica. Por isso, € relevante que 0s
consumidores busquem conhecimento sobre a importancia de um consumo moderado de

alimentos que contenham esse conservante em suas formulagdes.

Palavras-chave: Aditivos alimentares; Benzoato de sodio; Seguranga de Alimentos;

Cromatografia; Controle de Qualidade.



ABSTRACT

In the realm of processed foods, there are numerous concerns regarding the potential health
risks posed by food additives. However, these additives are crucial for maintaining the quality
and safety of foods, as they help extend the shelf life of products by preventing the growth of
microorganisms (both spoilage and pathogenic) and avoiding unwanted chemical reactions.
Among the most commonly used additives in the food industry is sodium benzoate, a widely
used preservative in the beverage industry, including fruit-based products such as juices, pulps,
and nectars. Sodium benzoate is the salt of benzoic acid, with antibacterial and antifungal
properties, typically found in powder form. This undergraduate thesis aimed to determine the
amount of sodium benzoate in cashew, cupuacu, and umbu fruit pulps sold in the market of the
state of Sergipe, comparing the results with the limits established by Brazilian regulations. The
technique of High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used to identify and
quantify the preservative in the samples. The analysis was carried out using an isocratic solvent
system composed of sodium acetate and acetic acid buffer (pH = 4.5) with acetonitrile in a ratio
of 80:20 (v/v), at 30°C. The levels of sodium benzoate found were within the limits allowed by
Brazilian legislation, with the highest concentration of 910 mg/kg in cupuacu pulp (brand A),
complying with the limit of 1000 mg/kg. The results were consistent with international
standards, indicating that industries comply with current regulations, contributing to food
safety. It is important to highlight that excessive or prolonged exposure to sodium benzoate
may pose health risks. High consumption of this additive is associated with allergic reactions,
including hives and asthma. Moreover, when exposed to acidic environments, benzoate can
convert into benzene, a carcinogenic substance. Therefore, it is essential for consumers to be

aware of the importance of moderate consumption of foods containing this preservative.

Keywords: Food additives; Sodium benzoate; Food safety; Chromatography; Quality control.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa o terceiro lugar no ranking mundial de producéo de frutas, oferecendo
uma variedade de frutas tropicais, subtropicais e temperadas (Silva; Abud, 2017). As frutas sao
pereciveis e possui facilidade em deteriorar, com isso a opcao de polpa de frutas torna-se uma
preferéncia uma vez que o crescimento do consumo e comercializa¢ao de polpas de frutas segue
aumentando consideravelmente a cada ano. A fim de impedir agcdes de microrganismos na
deterioracdo das polpas e prolongar a vida Util do produto, o uso do aditivo alimentares € uma
realidade nas industrias.

Os aditivos alimentares séo substancias adicionadas aos alimentos para manter o sabor,
melhorar a consisténcia e prolongar o tempo de conservacdo. Eles podem ser naturais ou
sintéticos e sdo regulamentados por leis que seguem as diretrizes do Codex Alimentarius
(Tomaska, 2014).

A busca por alimentos que sejam atrativos, nutritivos e saborosos tem sido constante
desde o inicio do desenvolvimento de producdo de alimentos e bebidas processados (Sloan,
2004). Os alimentos industrializados facilitam a vida dos consumidores, especialmente aqueles
gue busca economizar tempo. Com a ajuda da tecnologia de alimentos e dos aditivos, 0s
produtos tém uma vida Gtil mais longa, além de sabores, aromas e texturas atrativos. No entanto,
0 uso excessivo ou inadequado desses aditivos pode trazer consequéncias negativas para a satde
(Jaques, 2020).

O Codex Alimentarius estabelece regras para a selecdo e uso seguro dos aditivos
alimentares, garantindo a satde dos consumidores e facilitando o comércio internacional de
alimentos. Essas regras incluem especificacfes técnicas, limites maximos de uso, boas praticas
de fabricacéo e outras orientacdes importantes. O Codex trabalha com a Organizagcdo Mundial
da Saude (OMS) e a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO)
para avaliar riscos e definir padrdes internacionais (Codex Alimentarius, 2019).

Em 2023, a Anvisa publicou a RDC n° 778, de 1° de marco de 2023, que unifica as
regulamentacdes sobre aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia permitidos para uso
em alimentos. O objetivo dessa unificacdo é simplificar a identificacdo das substancias
permitidas e suas condigOes de uso, tanto para os reguladores quanto para as autoridades de
fiscalizagdo (Brasil, 2023). A IN n° 211, de 1° de margo de 2023, define as funcdes
tecnoldgicas, os limites maximos e as condigdes de uso dos aditivos alimentares e coadjuvantes

de tecnologia autorizados (Brasil, 2023).
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Vale destacar que a utilizacdo de aditivos pela industria alimenticia tem sido alvo de
intensos debates e pesquisas. Enquanto alguns aditivos sdo considerados seguros e até
benéficos, outros sdo criticados pelo potencial de causar reacdes adversas em individuos
sensiveis. Além disso, a conscientizacdo e exigéncias por parte dos consumidores sobre 0s
ingredientes dos alimentos tem aumentado. Ha uma demanda crescente por produtos com
menos aditivos artificiais, o que tem incentivado a indUstria a buscar alternativas mais naturais
e a transparéncia nas rotulagens.

O benzoato de sddio € um aditivo alimentar, possui sua funcéo de conservacéo, ele € um
sal de sodio derivado do &cido benzoico. Conhecido como E211, facilmente dissolvido em &gua,
ndo tem cheiro e usado como conservante em alimentos. Suas propriedades antifingicas e
antibacterianas impedem o crescimento de bactérias, fungos e leveduras (Davidson; Sofos;
Branen, 2021).

O benzoato de sddio é considerado seguro para a saide humana se consumido em
quantidades menores que 5 mg por kg de peso corporal por dia. Esse valor é conhecido como
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) e representa a quantidade que uma pessoa pode consumir
diariamente ao longo da vida sem sofrer danos a satde (Walczak-Nowicka; Herbet, 2022).

A educacgdo alimentar desempenha um papel importante na escolha consciente dos
produtos consumidos. Informar a populacéo sobre os tipos e fungdes dos aditivos, bem como
seus efeitos potenciais, contribui para uma alimentacdo mais saudavel e equilibrada.

Neste contexto, este Trabalho de Concluséo de Curso (TCC) propds quantificar os niveis
de benzoato de s6dio em polpas de frutas comercializadas no estado de Sergipe, utilizando a

técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aditivos na Industria

Os aditivos alimentares séo substancias adicionadas intencionalmente aos alimentos
com o objetivo de aprimorar suas caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais
durante o processo de fabricacdo, visando prolongar sua vida Util (BRASIL, 2024). Esses
aditivos sdo amplamente utilizados na conservacao dos alimentos, sendo especialmente comuns
em sucos industrializados (Cruz; Pinto; Almeida, 2012).

Embora os aditivos ndo possuam valor nutritivo, desempenham um papel crucial na
preservacdo e na melhoria da qualidade dos alimentos processados. Sua utilizacdo €
regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (Anvisa), que estabelece na RDC
740/2022 as permissfes, quantidades maximas e condicdes de uso para cada categoria de
alimento. A principal funcdo dos aditivos € a preservacao, pois eles previnem ou retardam as
alteracfes nos alimentos causadas por microrganismos ou reagdes bioquimicas de degradacao
(Randhawa; Bahanas, 2009).

Com o0s novos avangos na industria alimenticia, hd um investimento crescente em
processos inovadores que garantam a seguranca e a durabilidade dos produtos no mercado
(Polbnio; Peres, 2009). Quando métodos fisicos de conservacao, como refrigeracdo, secagem e
aquecimento, ndo sao viaveis, o uso de aditivos quimicos pode ser necessario. Muitos desses
aditivos sdo complementares e, em alguns casos, essenciais para atender as demandas do
mercado (Saltmarsh, 2013). Contudo, é recomendavel adotar um consumo consciente desses
aditivos (Aun et al., 2011).

Esses aditivos alimentares sdo destinados a fins tecnoldgicos em produtos
alimenticios, trazendo beneficios apenas quando ndo € possivel usar métodos mais seguros.
Nem todos os alimentos e bebidas podem conter qualquer tipo de aditivo, e as quantidades
aplicadas ndo sdo uniformes para todos os aditivos. Além disso, 0s niveis ndo devem exceder
os valores de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), conforme estipulado pela toxicologia. A
aplicacdo tambem deve seguir os padrdes de pureza estabelecidos pelo FDA e pelo Food
Chemicals Codex (Rego; Vialta; Madi, 2020).

Atualmente, a industria de bebidas desempenha um papel fundamental em atender as
necessidades dos consumidores, oferecendo uma ampla variedade de produtos, incluindo
bebidas refrescantes e agradaveis ao paladar. A industria continua a evoluir, adaptando-se as

preferéncias e exigéncias dos consumidores. Nesse cenario em constante mudanca, os aditivos
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sdo fundamentais para assegurar a qualidade, seguranca e durabilidade desses produtos,
tornando-se um componente critico para o sucesso da industria. Pois sem eles, muitos produtos
ndo atenderiam aos padrdes atuais de consumo e qualidade, impactando diretamente o sucesso
da industria.

Diversas tecnologias industriais estdo disponiveis no mercado para preservacdo de
derivados de frutas como sucos e polpas. A pasteurizacdo, por exemplo, € um dos métodos mais
comuns, e envolve o aquecimento do alimento seguido por um resfriamento rapido, de forma a
reduzir sua carga microbiana e inativar enzimas. No entanto, esse processo pode afetar o valor
nutricional (vitamina C). Para minimizar a perda de nutrientes e atender a demanda por
producdo em larga escala de sucos e polpas de frutas, 0 uso de conservantes quimicos ainda é
uma realidade. Além disso, muitos sucos e néctares prontos para consumo sdo estabilizados
com aditivos especificos, mesmo com a pasteurizacdo garantindo sua qualidade e prolongando
sua vida util (Aziz, 2023).

2.2 Benzoato de Sodio

O benzoato de sodio (C7HsO2Na; Figura 1) é um aditivo alimentar identificado como
conservante (INS 211). Suas propriedades sdo nomeadas como sal sodico do acido benzoico,
manifesta-se na forma de um pé praticamente sem odor, apresentando um sabor levemente
adocicado (Conservante Bayer, 1993). Sua facil solubilidade favorece sua utilizacdo nas
inddstrias.

Figura 1. Estrutura tridimensional do benzoato de sodio.

Fonte: PubChem, (2023).

O benzoato de s6dio € um dos agentes bacteriostaticos e fungicidas mais usados no ramo
de alimentos e bebidas. De modo geral é aplicado nas industrias por sua eficacia e facil
manipulacdo. E usado como conservante de alimentos em margarinas, molhos, marmeladas,
gelatinas, licores e principalmente em sucos de frutas e refrigerantes (Guilhermino, 2014).

O benzoato de sodio foi primeiro entre os aditivos conservantes quimicos a receber

aprovacdo para uso em alimentos pela FDA (Food and Drug Administration) (Jay, 2005).
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Apresenta-se naturalmente em pequenas quantidades em amoras e ameixas (Who, 2000). Sua
atividade microbiana acontece entre o pH de 2,5 a 4,0, sendo 0 &cido benzoico (com pKa= 4,2)
apropriado para alimentos e bebidas naturalmente acidos.

De acordo com Oga (2003), o benzoato de sddio é considerado um conservante seguro
em produtos alimenticios por muitos anos. Todavia entre as ddvidas, incerteza e a seguranga, a
Codex Alimentarius sugere que o uso diario seja menor que as quantidades mencionadas na
literatura cientifica, mesmo apresentando seguranca e baixo teor de toxicidade. Em bebidas
acidas, por exemplo, o0 benzoato de sdédio atua na forma de acido benzoico, que é um acido
organico fraco e ndo apresenta implicacBes toxicas na concentracdo recomendada, sendo
considerado uma substancia GRAS (Generally Recognized as safe, em inglés; Geralmente
Reconhecida como Segura, em portugués) (Chipley, 1993). O monitoramento dos teores de
benzoato de sodio em alimentos industrializados € de suma importancia, contribui para o
controle de qualidade dos produtos, a fim de que sejam evitadas praticas inadequadas que
comprometam a efetividade do regulamento da saude ocasionando riscos aos consumidores e
irregularidade no cumprimento das legislacoes.

Seguindo a recomendacao estabelecida pelo Codex Alimentarius, a legislacdo brasileira
permite o uso do benzoato de s6dio em sucos, néctares, polpas de fruta, sucos tropicais e agua
de coco no limite méximo de 1000 mg/kg ou 1000 mg/L, sendo este limite expresso como acido
benzoico para os aditivos INS 210, 211, 212 e 213, sozinhos ou combinados. Destaca-se que,
no caso de produtos concentrados ou desidratados (suco concentrado, suco desidratado, dgua
de coco concentrada e 4gua de coco desidratada), devera ser observado o fator de diluicdo para

0 suco reconstituido e para a agua de coco reconstituida (BRASIL, 2023).
2.3 Riscos Toxicoldgicos do Benzoato de Sadio

O uso inadequado de aditivos alimentares, especialmente em quantidades excessivas,
pode acarretar sérios riscos toxicoldgicos a salde. Ferreira (2015) destaca que, devido as suas
diversas funcgdes, os aditivos quimicos tém sido incorporados de forma precoce e em grandes
quantidades na alimentacédo, resultando em problemas de saude significativos tanto a curto
quanto a longo prazo, especialmente para criangas, que sao 0s principais consumidores desses
produtos e por serem mais sensiveis. A industria frequentemente investe na adi¢cdo desses
ingredientes para melhorar as caracteristicas sensoriais dos alimentos e para torna-los mais

atraentes e desejaveis atraves de estratégias de marketing eficazes.
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Albuquerque, Santos e Cerqueira (2012) relatam que certos aditivos podem apresentar
efeitos tdxicos se os limites de seguranga ndo forem seguidos, representando riscos
particularmente para individuos alérgicos. A regulamentacdo nacional exige apenas a lista de
aditivos utilizados na rotulagem, sem exigir a declaracdo das quantidades empregadas. 1sso
significa que ndo hé& certeza sobre as quantidades efetivamente utilizadas pelas indUstrias, uma
vez que ndo ha obrigatoriedade de informar nos rétulos a quantidade presentes no alimento
(Brito; Andrade, 2022).

Um estudo in vitro conduzido por Zengin et al. (2011) mostrou que o benzoato de sodio
€ uma substancia mutagénica, isto €, toxica para as células e prejudicial ao crescimento dos
tecidos, o que reforca a necessidade de monitoramento continuo por parte dos 6rgaos
regulamentadores. Outros estudos associam o benzoato de sddio a efeitos colaterais em
criancas, como hiperatividade (Souza, 2013), e evidenciam correlacBes entre o benzoato de
sodio e Transtorno do Déficit de Aten¢do (Kilic, 2006; Arnold, 2012; Beezhold, 2014).

E importante destacar que as criangas s3o particularmente suscetiveis a reacdes adversas
provocadas pelo uso de aditivos alimentares. Assim, é fundamental considerar ndo apenas a
frequéncia de consumo desses aditivos, mas também o excesso em relacdo aos limites
estabelecidos por peso (Polonio; Peres, 2009).

Além dos riscos mencionados, o benzoato de sddio pode ter impactos adversos na salde
metabdlica. Pesquisas sugerem que a exposi¢do prolongada ao benzoato de sédio pode afetar a
funcdo metabolica e aumentar o risco de condi¢cBes como obesidade e diabetes tipo 2. Ja outras
pesquisas laboratoriais mostraram alteracdes em marcadores metabdlicos associados a
processos inflamatorios e resisténcia a insulina (Rogers et al., 2018; Wang et al., 2020).

Outro ponto relevante é a interacdo do benzoato de so6dio com outros aditivos
alimentares. A combinacdo de benzoato de sddio com certos corantes artificiais, como 0s
corantes vermelhos e amarelos, pode resultar na formacdo de compostos potencialmente mais
toxicos quando expostos a condicbes de calor e luz. Essas interagdes podem amplificar os
efeitos adversos ja associados ao benzoato de sodio e complicar a avaliacdo dos riscos (Smith
etal., 2015; Liu etal., 2017).

Estudos adicionais apontam que exposi¢des ao benzoato de sodio, tanto a curto quanto
alongo prazo, podem levar a efeitos adversos, incluindo potenciais riscos cancerigenos e danos
ao figado e rins (Ree; Stoa, 2011; Chua; Teo, 2017). A necessidade de uma regulamentagéo
mais rigorosa e praticas de monitoramento mais eficazes torna-se evidente para garantir um

alimento seguro e proteger os consumidores.
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2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), também conhecida como High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), é um método analitico amplamente utilizado
para a separacao e detec¢cdo dos componentes de uma mistura. Este método é fundamental tanto
para anélises qualitativas quanto quantitativas e é baseado na interacéo entre duas fases: a fase
estacionéria e a fase movel. Ambas as fases desempenham papéis criticos nas interacGes
analiticas e na otimizacgdo do tempo de retencdo dos compostos (Matumoto; Alcantara, 2014).

Introduzida inicialmente por Stwett no inicio do seculo XX, a cromatografia liquida
evoluiu significativamente. A técnica utiliza colunas pequenas, com materiais especialmente
preparados, e uma fase mével que € eluida sob altas pressdes. Sua capacidade de realizar
separacOes e analises quantitativas com alta resolucao, eficiéncia e sensibilidade em um curto
periodo a tornou uma ferramenta essencial em muitos laboratdrios (Silva, 2012).

O sistema HPLC é uma tecnologia avancada amplamente empregada em laborat6rios
de pesquisa e controle de qualidade. A especificidade do HPLC permite analises altamente
seletivas, o que é fundamental em areas como a industria alimenticia, farmacéutica e quimica
(Gama, 2019). Apesar do alto custo de operacdo, a CLAE oferece vantagens significativas,
como sua flexibilidade, sensibilidade, e a capacidade de realizar separacdes de moléculas com
excelente resolucdo. A tecnologia é apreciada por sua agilidade e a diversidade de aplicacbes
que possibilita (Maldaner, 2009; Santos et al., 2008).

A aplicacdo da CLAE é frequentemente associada a andlise detalhada e precisa de
amostras, incluindo a filtragem e a separacdo de componentes com grande eficiéncia. O uso de
detectores comuns, como UV-vis, em conjunto com equipamentos de cromatografia, permite a
obtencdo de resultados rapidos e precisos (Mesquita et al., 2013).

O funcionamento da cromatografia liquida de alta eficiéncia envolve a separacdo dos
componentes de uma amostra através de duas fases: a fase estacionéria e a fase movel. A fase
estaciondria esta fixa dentro da coluna cromatogréafica, enquanto a fase maével, que é uma
solucéo liquida, passa através da coluna e interage com a fase estacionaria para separar 0S
diferentes componentes da amostra. O sistema HPLC é composto pelos seguintes principais
componentes: a bomba, responsavel por fornecer a pressao necessaria para impulsionar a fase
movel; o injetor automatico, que minimiza erros e otimiza a repeticdo das analises; a coluna,
onde ocorre a separacdo das substancias com o objetivo de identificar e quantificar os
componentes da mistura; o detector, que identifica os solutos e envia os dados para o

computador; e, por fim, o sistema de descarte, que remove os residuos (Figura 2).
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Recentemente, o desenvolvimento tecnologico na CLAE tem incorporado novas
técnicas e avancos, como a cromatografia liquida de alta performance (UPLC) e a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), ampliando ainda mais suas aplicacGes e
a precisdo das analises. Essas inovacdes tém contribuido para a melhoria continua da eficiéncia
e sensibilidade dos métodos analiticos, tornando a CLAE uma ferramenta indispensavel na

andlise de compostos em diversas industrias e pesquisas cientificas.

Figura 2. Esquema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

Coluna cromatogréfica -
s

N -

Injecéo da
.? amostra Residuos
Fase ‘L*-v | H I ‘t
Bomba Detector

Fonte: Nicésio (2012).

2.5 Quantificacdo de Benzoato de Sodio por CLAE

Atualmente, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia € um dos métodos analiticos
mais utilizados para identificar e quantificar derivados de &cidos benzoicos e benzoatos em
alimentos e bebidas. Dada a ampla utilizacdo do acido benzoico e seus derivados como
conservantes na industria alimenticia, a quantificacdo desses componentes é essencial para
assegurar a qualidade dos produtos e prevenir adulteragdes ou préaticas inadequadas durante a
fabricacdo (Santos, 2012).

De acordo com Lachenmeier et al. (2018), uma pesquisa realizada na Alemanha revelou
a presenca de benzeno em aproximadamente 94% das amostras de suco de cenoura para bebés
analisadas, com uma concentracdo média de 186 mg/L. Apesar da auséncia de uma legislacdo
especifica para o teor de benzeno em sucos de hortalicas, ha um limite maximo estabelecido
para 0 benzoato de sédio, que é de 1.000 mg/kg ou mg/L. Além disso, um estudo adicional
demonstrou que uma mistura contendo 0,35 g/100 mL de sorbato de potassio e 0,075 g/100 mL
de benzoato de sddio a 45°C conseguiu inibir o crescimento de Escherichia coli 0157 em suco

de morango (Gurtler et al., 2011).
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Aslam et al. (2020) realizaram uma analise de benzoato de s6dio em trinta e duas
amostras de sucos de frutas, incluindo laranja, manga e ab6bora. A pesquisa revelou que o suco
de manga da marca Haleeb continha 0,102% de benzoato de sodio, excedendo o limite de 0,1%
estabelecido pelos padrées da FDA. Observou-se também que as concentracdes de benzoato
variavam entre as estacdes do ano, com o0 inverno possivelmente contribuindo para o0 excesso
devido a falta de frutas frescas. Por outro lado, os sucos de manga da marca Shezan
apresentaram teores de benzoato consistentes entre o inverno (0,092%) e o verdo (0,083%),
ambos dentro dos limites permitidos.

O uso de aditivos alimentares, como o benzoato de sodio, ¢ amplamente adotado para
aprimorar a comercializagdo de produtos, aumentando sua vida atil e prevenindo a
contaminacdo microbiana, 0 que garante a seguranca alimentar. No presente estudo, é
apresentado um método eficaz para a quantificacdo de benzoato de sédio em diferentes marcas
de sucos. O método envolve uma simples diluicdo da amostra seguida de deteccdo e
determinacdo por HPLC com deteccdo UV, proporcionando resultados precisos e confiaveis.

Recentemente, melhorias na tecnologia de HPLC tém permitido uma andalise mais
detalhada e eficiente desses aditivos. A introducdo de técnicas como a cromatografia liquida de
ultra alta performance (UPLC) e a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS) tem aprimorado mais a precisdo das analises e aumentado as possibilidades de
deteccdo de contaminantes e aditivos em alimentos e bebidas. Estes avancos séo importantes
para assegurar a conformidade com os regulamentos de seguranca alimentar e visa atender as
crescentes demandas por alimentos seguros.

Além disso, o desenvolvimento continuo de métodos de anélise e a implementacao de
regulamentacfes mais rigorosas sdo essenciais para manter a integridade, seguranca dos
produtos alimenticios e proteger a satde dos consumidores. O acompanhamento rigoroso e a
avaliacdo constante dos niveis de aditivos sdo meio de garantir que os produtos oferecidos no
mercado estejam em conformidade considerando os limites estabelecidos e ndo representem

riscos a saude publica.



16

2 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Quantificar os teores de benzoato de sddio em polpas de frutas comercializadas em

Sergipe e avaliar conformidade com a legislacéo brasileira.
3.2 Objetivos Especificos

° Selecionar amostras comerciais de polpas de frutas que utilizem benzoato de
sodio como conservante em sua formulacéo.

° Quantificar as concentracdes de benzoato de sddio nas amostras selecionadas,
utilizando o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

° Comparar os resultados obtidos com os limites permitidos pela legislagédo

brasileira.
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4. METODOLOGIA

As analises foram desenvolvidas em parceria com o Departamento de Quimica do
Campus Séo Cristovao da Universidade Federal de Sergipe. Foram conduzidas analises
quantitativas para determinar a concentracdo de conservante benzoato de sodio em amostras

polpas de frutas, como Umbu, Caju, Cupuagu.
4.1 Amostras

Foram realizadas analises quantitativas para determinar a concentracdo de
conservante benzoato de sédio em 6 amostras de polpas (Caju, Umbu, Cupuacu) adquiridas em
supermercados de Sergipe. Apenas produtos que apresentasse o aditivo, conforme indicado nos
rotulos, foram selecionados. As amostras, mantidas congeladas até a analise, foram examinadas

em duplicata utilizando o método cromatografico proposto por Akter et al. (2017).
4.2 Reagentes

° Acetonitrila grau HPLC e acetato de sddio (97%) da Merck, Darmstadt,

Alemanha;

° Acido acético glacial e benzoato de sodio anidro da Sigma Chemical Co.,
Alemanha;

° Agua purificada em sistema Master System (modelo MS3000) acoplado a

osmose reversa (modelo OS50LXE), ambos da GEHAKAI®.
4.3 Método Analitico para Quantificacdo do Benzoato de Sédio

4.3.1 Sistema HPLC: o sistema HPLC (Prominence Shimadzu) estava equipado com
bomba isocratica, desgaseificador, coluna, forno e detector DAD (Detector de Arranjo Linear
de Diodos). Vinte microlitros (20 puL) de amostra foram injetados no injetor. Uma coluna
Phenomenex Gemini C18 (5 um — Dimensdes: 150,0 x 4,6 mm) foi usada para a separagédo
cromatografica a 30°C. A andlise do benzoato de sodio foi conduzida com sistema solvente
isocratico utilizando 20% de acetonitrila grau HPLC e 80% de tampao acetato (pH = 4,5). Os
cromatogramas foram registrados a 224 nm (considerado um comprimento de ondas adequado

para detectar o benzoato de sodio).



18

4.3.2. Preparagdo da Fase Movel: a fase movel compreendendo 80:20 de tampé&o
acetato e acetonitrila grau HPLC foi preparada usando o método modificado reportado por
Pylypiw e Grether (2000). Um (01) mL de acido acético glacial e 1000 mg de acetato de sodio
foram transferidos para um baldo volumétrico de 1000 mL contendo cerca de 50 mL de agua
deionizada, sendo entdo agitado. Em seguida, &gua deionizada foi adicionada até obtencéo de
1000 mL. 200ml de acetonitrila foram adicionados a 800ml da solugé&o tamp&o de acetato, bem
misturado. Esta solucéo foi filtrada por sistema de filtragdo a vacuo por disco de membranas
47mm - 0,2 pm.

4.3.3. Preparacgdo da Solucdo Padrdo de Benzoato de sodio: para preparar a solucao
padrdo de benzoato de sddio, 50 mg de benzoato de sddio anidro foram pesados e transferidos
para um baldo volumétrico de 50 mL. Em seguida, foram adicionados 20 mL de acetonitrila a
50%, agitando-se manualmente até que o benzoato estivesse completamente dissolvido.
Finalmente, acetonitrila aquosa a 50% foi adicionada até o menisco. A solugdo foi filtrada
através de um filtro de seringa.

4.3.4 Preparacdo da Solucdo Amostra: para o preparo das amostras, foi pesado
aproximadamente 0,2 g da polpa e dissolvido em 2 mL da mistura 8:2 de tampéo acetato e
acetonitrila. Em seguida, foi realizada uma dilui¢do na proporgéo 1:5, sendo diluido 0,2 mL de
amostra em 1 mL da mistura 8:2 de tampdo acetato e acetonitrila para analise no HPLC.
Aproximadamente 1,5 ml da solugéo foram filtrados com filtro de amostra (tamanho de poro
0,2 um) para um tubo Eppendorf. Exatamente 20 pl desta mistura de amostra foram injetados
na coluna de HPLC.

A curva analitica foi preparada a partir da diluicdo do padrdo de 1000 ppm nas
concentragdes de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 e 50 ppm, utilizando como solvente uma mistura
8:2 de tampdo acetato e acetonitrila.

4.3.5 Quantificacéo: a quantificacdo das solucBes padrao e suas dilui¢des, bem como

das amostras foi baseada na comparacgdo das areas dos picos do padrdo e das amostras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

As amostras utilizadas para a andlise mencionada apresentaram resultados nas
diferentes concentrac@es de benzoato de sodio (1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 e 50 ppm), conforme
mostrado na Tabela 1. A tabela representa a média e o desvio padréo das areas dos picos obtidos,

servindo como base para avaliar a precisao e linearidade do método CLAE.

Tabela 1. Areas dos picos obtidas das amostras d solugio padrio de benzoato de sédio.

C (ppm) | 1 média desvio
1 2149 2828 2488,5 480,126
10 817208 731244 774226 60785,4
15 1020569 1082150 1051360 43544,3
20 1374411 1291254 1332833 58800,9
25 1602425 1495161 1548793 75847,1
30 1805369 1848219 1826794 30299,5
40 2399740 2378700 2389220 14877,5
50 2827393 2927322 2877358 70660,5

Legenda: C (ppm) parte por milhdo; I e Il primeira e segunda anélise (duplicatas).

que a maioria dos desvios padrdo é relativamente baixa em comparacdo aos valores
médios, demonstrando consisténcia nas medicdes entre as repeticbes | e Il para cada
concentragdo. Maior variabilidade foi observada nas concentragdes mais baixas, como 1 ppm,
e em concentracdes intermediarias, como 10 ppm e 25 ppm. Em concentra¢des mais elevadas,
como 40 ppm, o desvio padrdo é relativamente baixo, indicando melhor precisdo das medicdes
nessas faixas.

Com base nos valores médios obtidos, é possivel observar uma relacéo linear razoavel
entre a concentracao do padrdo e a resposta média, 0 que sugere que o método pode ser utilizado
para quantificacdo dentro desse intervalo de concentracdes. A andlise indica que o método
aplicado para medir as respostas do padréo é eficaz para o controle de qualidade, garantindo
resultados precisos na maioria das concentracBes, com variacdes aceitaveis comuns em
métodos analiticos como a cromatografia.

A curva analitica de calibracdo para o benzoato de sodio foi obtida através das areas das
diferentes concentragGes, preparadas com os dados da Tabela 1. O Gréfico 1, comunica que a
equacdo possui uma boa linearidade, um excelente fator de regresséo (R? = 0,9902). Desta
forma, pode-se afirmar que este modelo de regresséo linear € valido, confiavel para quantificar
0 benzoato de sodio nas amostras. A linearidade é a habilidade do procedimento analitico,

alcancar resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostra



(Inmetro, 2003).

Grafico 1. Curva analitica da solucéo padrdo de benzoato de sodio.
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A partir das areas dos picos cromatogréaficos encontrados foi usada a equacgéo da reta (y

= 56583x + 124455), obtida a partir da curva de calibracdo, para determinar a concentracao de

benzoato de sodio nas amostras. O valor da concentracao (eixo x), foi obtido isolando a variavel

da equacao da reta apos inserir o valor de (y), area do pico, conforme Equagéo 1.

_Y—124455

56583

Eq. 1

Para realizar o céalculo de concentracdo na dilui¢do, usou-se a formula descrita na

Equacéo 2:

onde:

[ = Vxes

Vi

Ci =é a concentragdo do benzoato de sodio antes da diluicéo.

Vi=0,2mL é o volume inicial da amostra diluida.

Ct =€ a concentracéo obtida a partir da equacao da reta.

V¢=1,0 mL é o volume final apds diluicao.

A partir da Equacéo 2, foi possivel calcular a concentragdo do analito em cada amostra.

Apos o célculo de diluicdo, a concentragéo final na polpa foi determinada em mg/g e convertida
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na unidade de mg/kg conforme a Tabela 2, utilizando a férmula apresentada na Equacéo 3.

CixVolume da amostra (L)

Concentracgdo na polpa (mg/g) = Eqg. 3

massa da amostra (g)

Tabela 2. Area e concentragéo final do benzoato de sddio nas polpas analisadas.

Amostras
Amostra Area (Benzoato) Concentracéo final (mg/kg)
Caju (A) 896841 640
Caju (B) 965936 540
Umbu (A) 686566 460
Umbu (B) 943048 690
Cupuagu (A) 1200730 910
Cupuagcu (B) 726127 460

A Tabela 2 sinaliza o0 comportamento do pico e a concentracdo final do benzoato de
sodio nas polpas analisadas. Os resultados foram obtidos através do calculo de quantificacdo
mencionado, as concentracBes de benzoato de sddio nas polpas apresentou variagdo entre elas
mostrando concentrac6es entre 460 mg/kg a 910 mg/kg.

As amostras com maiores concentracdes de benzoato apresentaram também valores
mais altos nas medicdes de concentracdo e diluicdo, indicando uma relagédo direta entre a
concentracgéo e o processo de medicdo. Por outro lado, as amostras com menores concentragoes
de benzoato mostraram mais consisténcia nas medi¢des. Essa variacdo nos niveis de benzoato
pode ser resultado de diferencas nos processos de fabricacdo, nas marcas ou até mesmo nos
tipos de polpas, variacbes no pH, sugerindo a necessidade de uma analise mais aprofundada
para garantir a conformidade com os padrdes regulatorios.

O benzoato de sddio foi identificado e quantificado utilizando o método proposto, com
confirmacdo dos picos através de espectrofotometria UV com comprimento de ondas em
224nm. O tempo de retencdo das amostras foi comparado com solucdes padrdo. O Gréfico 2

remete as concentracdes de benzoato de sddio nas diferentes marcas de polpas analisados.
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Gréfico 2. Comparacdo da concentracdo do benzoato de sodio entre as polpas de frutas com o0s
padrdes limites.
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Diferencas entre as amostras de caju (A) e caju (B) também foram observadas, onde a
polpa de caju da marca A apresentou 640 mg/kg, enquanto o caju da marca B teve 540 mg/kg.
Jano umbu, a marca A, apresentou 460 mg/kg e a marca B 690 mg/kg. Essas variacdes podem
ser atribuidas a diferencas nos métodos de producéo, variagbes nos processos de producéo,
armazenamento, preservacgao e tratamentos, como a pasteurizacdo, condi¢des que afetam a
concentracdo de benzoato de sédio nos produtos. Comparando com os limites recomendado no
Brasil de 1% (1000 mg/kg), segue-se dentro dos padrdes.

Foi realizado um teste de ANOVA, técnica usada para determinar diferencas
estatisticamente significativas entre amostras, com nivel de significancia de 0,05.

Estatisticamente ndo houve significancia entre as amostras estudadas.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo teve como objetivo quantificar os niveis de benzoato de s6dio em polpas de
frutas comercializadas em Sergipe, comparando os resultados com os limites estabelecidos pela
legislagdo brasileira. A quantificagdo precisa desse aditivo é essencial para garantir a seguranca
alimentar e a qualidade dos produtos.

Os resultados indicaram que 0s niveis de benzoato de sddio estavam dentro dos limites
permitidos pela legislacdo nacional. No entanto, 0 monitoramento continuo é crucial para evitar

possiveis riscos a saude decorrentes do uso excessivo de aditivos. Avaliar regularmente a
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concentracdo desses conservantes é vital para assegurar a conformidade com os padrGes de
segurancga

O método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC/CLAE) provou ser
eficiente e forneceu resultados confiaveis. A presenca do conservante dentro dos limites
estabelecidos reforga a importancia de um controle rigoroso para garantir a seguranca dos
produtos.

E fundamental que os fabricantes respeitem os limites de conservantes estabelecidos e
adotem transparéncia nas rotulagens, além de considerar alternativas mais naturais e seguras
para a preservacdo dos alimentos.

Assim, o controle continuo ndo apenas garante a qualidade e segurancga dos produtos,
mas também protege a salde publica, prevenindo fraudes e efeitos adversos. Esse controle
fortalece a confianga dos consumidores nas marcas que utilizam benzoato de s6dio de maneira

responsavel.
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