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RESUMO
A técnica conhecida como eletroforese em gel (GE) é muito utilizada em anélises bioldgicas
(principalmente proteinas e acidos nucleicos). Contudo, seu emprego possui limitacbes com
relacdo a obtencdo de um sinal analitico que possa ser usado para determinacdo quimica
quantitativa, dificultando a relacdo com a concentracdo. Sabendo disso, esta monografia
pretende a combinacdo entre GE e deteccdo fundamentada em padrbes de cores presentes em
imagens digitais para separacdo e posterior quantificacio de compostos. Nos ensaios
desempenhados durante a realizagdo desse trabalho foi possivel validar a separacdo e
quantificacdo dos corantes alimenticios (azul brilhante, amarelo tartrazina e amarelo
crepusculo) de maneira concomitante. Tomando como base os eletroferogramas gerados a partir
de um software desenvolvido no laboratério e com auxilio de uma webcam para tomada de
dados dos componentes RGB das imagens, obteve-se curvas analiticas com linearidade
apropriada (R > 0,99) para maior parte dos analitos estudados. Para avaliagdo quantitativa do
método proposto, foi realizado teste de recuperacdo em refrigerante desgaseificado incolor
(Sprite), conseguido alcancar valores de 96% a 99,76%. Demonstrando assim uma exatidao
adequada. Precisdes proximas a 5% foram estimadas para as medidas. O presente trabalho
demonstrou um desempenho analitico adequado da técnica utilizada, abrindo portas para

possibilidade de novas aplicacfes em diferentes amostras e analitos.

Palavras-chaves: Eletroforese em gel, deteccdo por imagem digital, corantes alimenticios.



ABSTRACT
The technique known as gel electrophoresis (GE) is widely used in biological analysis (mainly
proteins and nucleic acids). However, it’s use has limitations to obtain an analytical signal that
can be used for quantitative chemical determination, making it difficult to relate to
concentration. This monography intends to combine EG and detection based present in digital
images for separation and subsequent quantification of compounds. In the tests performed
during this study, it was possible to validate the separation and quantification of food dyes
(bright blue, tartrazine yellow and twilight yellow) at the same time. Based on the
electropherograms generated from software developed in the laboratory and with the aid of a
webcam to take data from the RGB components of the images, analytical curves were obtained
with appropriate linearity (R > 0.99) for most of the analytes studied. For quantitative
evaluation of the proposed method, a recovery test was performed on colorless degassed soda
(Sprite), achieving value of 96% to 99,76%. Showing an adequate accuracy. Accuracies close
to 5% were estimated for the measurements. The present study demonstrated an adequate
analytical performance of the technique used, opening doors for new applications in different

samples and analytes.

Key words: Gel electrophoresis, digital imaging detection, food dyes.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A técnica laboratorial conhecida como eletroforese em gel € bastante utilizada nos dias
atuais, devido, principalmente, a sua simplicidade e praticidade. Esta ¢ fundamentada no
emprego de uma corrente elétrica, visando a separagdo de moléculas, baseada nas suas cargas
(como é o caso dos &cidos nucleicos e proteinas) e o seu tamanho. Fatores que podem
influenciar diretamente a migracdo dessas moléculas sdo a diferenca de carga elétrica presente
no meio observado e também o peso molecular dos analitos. Sendo assim, moléculas que
possuam cargas negativas sdo atraidas pelo eletrodo positivo e vice-versa. Moléculas que
possuam um menor peso molecular migrardo com maior facilidade através do gel. Ou seja, a

migracdo dessas acontece de maneira mais acelerada, quando comparadas as de maior peso.

O avanco dos equipamentos eletrdnicos nos ultimos anos, somado aos estudos e
trabalhos realizados com a utilizacdo de imagens digitais, tornaram as determinacgdes quimicas
ainda mais refinadas. Em grande parte das vezes tais andlises sdo baseadas em elementos
simples capturados pela imagem. Como é o caso dos valores referentes as cores do sistema
RGB (Red, Green e Blue do inglés).

Dessa forma, esta monografia tem por motivagdo empregar a eletroforese em gel, aliada
as imagens digitais (geradas através de uma webcam de maneira concomitante com a corrida),
para determinacfes quimicas de 3 corantes distintos presentes em alimentos da cor verde. Ou
seja, o principal objetivo aqui é ampliar e validar o emprego deste método para separacéo,
acoplado a um meio de deteccdo baseado no sistema RGB, com a finalidade de determinagdes

qualitativas e quantitativas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Introducao eletroforese:

Em meados de 1978, o cientista Kuhne publicou um novo método, o qual foi capaz de
separar de forma satisfatoria duas fragdes distintas de proteina. Porém, somente no ano de 1909
0s conceitos iniciais de eletroforese vieram a tona. Com estudos realizados por Michaelis, foi
possivel observar que as proteinas em questdo, quando expostas a um campo elétrico, se
movimentavam a ponto de serem separadas em fracdes. Tal descoberta foi marcante para o
cenario cientifico da época.[1][2]

Nos anos seguintes diversos cientistas se debrucaram sobre os fundamentos da
eletroforese, em busca de aperfeicoar a técnica descoberta. Dessa forma, no ano de 1937 o
cientista sueco Tiselius, lancou fortes fundamentos para técnica. Tamanha foi a solidez de sua
contribuigdo para a ciéncia, que Ihe rendeu a vitoria do prémio Nobel no ano de 1938. O método
de eletroforese utilizado até os dias de hoje utiliza fundamentalmente seu método [33].

Essa técnica, tdo utilizada nos laboratorios contemporéneos, é empregada,
principalmente, com o objetivo de separar compostos. A separacdo proteica, propriamente dita,
é baseada em duas forgas, sendo elas a eletroforética e a eletroendosmotica. E criado uma
diferenca de potencial entre o eletrodo positivo (dnodo) e o eletrodo negativo (catodo),
simplificado na figura 1. Dessa forma, € promovida a migracdo dos elementos em direcdo ao
eletrodo o qual possui carga compativel. Ou seja, moléculas carregadas com carga negativa
serdo atraidas pelo polo positivo (e vice-versa). Sendoque o tamanho dasmoléculas, bem como
sua carga, tem relacdo de forma diretamente proporcional com a velocidade de sua corrida.

Dessa forma, quanto menor (ou mais carregada) for a molécula, mais rapidamente ocorrera a

migracéo.
Pocos
Gel / \ \\ -
J ¥y
=== Fonte
de energia

+

(|

Figura 1. Simplificacdo da aparelhagem utilizada para eletroforese em gel. Adaptacao de [32].

Esses eletrodos se localizam nas extremidades da cuba eletroforética, sendo que entre eles é
depositado um gel preparado de agarose. Neste é confeccionado pequenos pocos, com auxilio de um
11



pente, nos quais posteriormente serdo injetadas as amostras com auxilio de uma micropipeta (figura2).
Entdo, acrescenta-se a solucdo tampao até o ponto que se cubra o gel cerca de 0,5 mm. Apos essa
sequéncia de fatos, liga-se a fonte, criando assim o0 campo elétrico ocasionando o inicio da migracéo.

—

Figura 2. No detalhe,uma injecdo exemplificativa de amostra dentro do pogo. Adaptacgdo em [35].

Sabe-se que diversos fatores podem influenciar, de maneira direta e indireta, a corrida das
substancias. Sendo mais relevantes o peso molecular, constituinte elétrico da amostra, composic&o do
tampao utilizado, resisténcia do meio suporte (gel confeccionado, sendo os principais com acetato, agar
ou poliacrilamida).

Aqueles fatores que contribuem de forma a retardar o avanco da migragdo das moléculas
recebem sdo classificadas como forcas de resisténcia friccional. Essa forca pode ter origem devido ao
formato molecular, ao tamanho do poro do suporte, tamanho da molécula e a viscosidade do tampéo
utilizado. Dessaforma, pode-se inferir que naquelas situagdes, nas quais a soma das forgas friccionais
for maior havera maior impedimento de avanco, logo a velocidade associada a corrida serd menor. Da
mesmaforma,quanto menorforemas forgasfriccionais existentes, maior seraa velocidade de migracéo.
Tal velocidade pode serdescrita pela Equacéo 1, sendo f o coeficiente de friccdo, oriundo das forgas de
resisténcia friccional. [3]

V=b}—q(1)

Basicamente, a separacdo é dada pela mobilidade eletroforética (u, descrita pela equacéo 2)

associadaas moléculas da amostra. [3]

H=— ©

<
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A corrente que é gerada devido a ddp (diferenca de potencial) é mantido devido aos ions livres
presentes do sistema. Sendo que 0s ions presentes no tampao, possuem a maior relevancia quanto a
corrente e uma pequena parcela é devido aos ions da propria amostra. A relagdo entre corrente com a

voltagem existente é descrita pela lei de Ohm (equagéo 3). [3]
%4
R=- 0
l

Como pode-se observar, com uma pequena manipulacdo, na equacdo 3, a corrente
existente é diretamente proporcional a voltagem dosistema. Entéo, seria l6gico que aumentando
a voltagem, a corrente também aumentaria, gerando assim uma maior eficiéncia na separacao,
bem como a diminui¢do no tempo de analise. No entanto, isso acarretaria no aquecimento do
sistema como um todo. Sendo esse, um dos principais problemas associados a eletroforese. A

equacao 4 descreve essa geracao de calor. Sendo W a poténcia traduzido em forma de calor. [3]
W=i?*R 0

Esse problema ocasionado gera algumas consequéncias indesejadas, como 0 aumento
da difuséo dos ions contidos no sistema (causando o alargamento das bandas de separacdo), a
formacdo de correntes convexas (resultando na mistura de amostras ja separadas), instabilidade
de amostras que sejam sensiveis ao calor (podendo causar depredacdo da amostra), diminuicéo
daviscosidade do tampéo (ocasionando a reducdo e resisténcia do meio. [4]

E normal que com a utilizagio desse método observe-se um aumento gradual e constante
no valor dacorrente, mesmo com aplicacdo devoltagem constante. Isso acontece devidoa perca
deresisténcia domeio. Devidoesse fato, é denotdria importancia que se utilize fontes de tensdo
estaveis, que consigam fornecer uma voltagem estavel, para que assim possam ser excluidas as
flutuacdes de migracdo (ocasionadas pelo aquecimento indevido do meio). Em posse dessa
informacédo é normal supor que tomar o caminho contrario, ou seja, fornece uma baixa corrente
durante todo o experimento seja a melhor alternativa. Entretanto, isso interfere diretamente na
resolucdo da separagdo. Afinal, com passar do tempo, o processo de difusédo faz com que a
separagdo perca a sua nitidez. [4]

Sabendo disso, as condicGes ideais para realizacdo datécnica vem a ser intermediérias,

de forma que se consiga realizar a separagdo de maneira satisfatoria, sob baixa temperatura e
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com um tempo experimental aceitavel. Sem esquecer que a condicao do suporte € de extrema
importancia. Principalmente, por conta das forcas eletroendosméticas, as quais surgem por
conta de algum conjunto carregado na superficie do suporte que pode interferir diretamente na
migracdo daamostra. Um bom exemplo dessa situacdo é com os grupos fosfato, que podem se
fazer presente no caso da utilizacdo de agarose (tal presenca pode acontecer, dependendo do
nivel de pureza que ela se encontra).[5]

Vale ressaltar que a técnica de eletroforese possui dois principais métodos, sdo eles o
realizado com capilar e o convencional. Esse primeiro é baseado na separacdo através da
passagem da amostra por um fluxo de tubo capilar. E mesmo que este possua altissima
resolucdo, o valor para sua realizacdo € bastante elevado. Desta maneira, 0 método
convencional, foco e descrito até entdo neste trabalho, possui um valor mais baixo e acessivel,
produzindo resultados nitidos e consistentes.[6]

Dentro dos métodos convencionais, foco deste trabalho, € possivel classifica-los de
acordo com o suporte utilizado. Atualmente, existem 3 principais suportes. Todos eles possuem

seus prés e contras. A questdo principal aqui é escolher o de melhor custo-beneficio.

2.1.1. Suporte de Acetato de Celulose

O pesquisador Kohn, no ano de 1958, desenvolveu este composto a partir de uma reacdo
de celulose com anidrido acético e acido acético, acrescentando acido sulfurico como
catalisador da reacdo. Esse produto soma uma gama de vantagens como possuir microporos
homogéneos, ser um material de carga neutra (o que coopera com a diminuigéo dos efeitos das
forcas eletroendosmaticas), proporcionar a formacédo de filmes transparentes (que facilitam a
leitura), capacidade de armazenamento por longos periodos e 0 baixo custo associado a sua
producéo, o que acaba posicionando-o como meio ideal para utilizacdo laboratorial. Contudo,
a caracteristica que o retira das bancadas € a sua baixa capacidade de fracionamento, podendo
chegar a apenas 5 grupos proteicos. Ainda mais com 0s avangos constantes na ciéncia, bem

como 0s avangos nos métodos, fez este cair em desuso. [7]

2.1.2. Suporte de Poliacrilamida
Umdos primeiros relatos dautilizacdo desse suporte foi no ano de 1959, pelos cientistas
Raymond e Weintraub, objetivando a separacdo de macromoléculas. O processo de formacédo

desse gel envolve a polimerizacdo vinilica de um mondmero chamado acrilamida e também da
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bisacrilamida. Nessa reacdo é importante a presenca de catalisadores, como o persulfato de
amonio ou a riboflavina. [10]

Para que se possa determinar a porosidade desse suporte € avaliado a concentracdo de
acrilamida, ou seja, quanto maior for a sua concentragdo menor serdo 0s poros do gel,
consequentemente favorecendo assim a separacdo de menores partes da amostra.

Com a utilizagdo do suporte em questdo, é possivel observar dois sistemas distintos de
fracionamento. Sendo o primeiro sistema nativo, o qual realiza a separacdo levando em
consideracao apenas as cargas elétricas presentes na amostra. O segundo é chamado de sistema
desnaturante, o qual € baseado na solubilizacdo das proteinas em um tampéo (contendo o agente
desnaturante). Dessa forma, é possivel preparar o gel de forma estratégica e particular para cada
um dos ensaios necessarios. Afinal, com a alteracdo da quantidade de acrilamida, controla-se a
concentracdo do gel. Logo, é viavel que se realize separacdo das substancias analisadas em
diferentes faixas de peso molecular. Sabendo que quanto menores forem 0s poros, menores
serdo as proteinas separadas. [9]

Um agente desnaturante comumente utilizado é o dodecil sulfato de sédio, o qual acaba
por interagir com as cadeias de peptideos presentes nas proteinas, fazendo com que as mesmas
sejam desnaturadas, resultando em cadeias com carga negativa. Ou seja, a migracdo ocorrera
com base apenas no peso molecular.

O suporte de poliacrilamida, olhando para os demais suportes, é 0 que apresenta
resultados mais satisfatorios, afinal torna-se possivel a observacéo de baixas concentracfes de
proteinas, possibilitando a identificagdo de 15 a 20 proteinas. Contudo, essa técnica ndo é a
mais utilizada no meio laboratorial. Seu emprego é inviavel devido a dificuldade que vem
associada com a sua execucao, tornando sua utilizacdo bem restrita a casos de pesquisas bem
especificas. Além de envolver a utilizacdo de monémeros com elevado teor neurotéxico, sendo

perigoso devido seu efeito acumulativo.

2.1.3. Suporte de agarose

O suporte proveniente de agar € composto de um polissacarideo, que possui como
matéria prima uma variedade de algas marinhas. Esse gel possui caracteristicas néo
fermentaveis, ndo absorvivel e sem toxicidade. E necesséario que se observe a composicio da
qual a agarose € composta, afinal isso pode interferir diretamente em como ocorrerdo as
migracdes. Substancias, como fibras, sais minerais e proteinas fazem parte, podendo deixar

mais evidente o efeito eletroendosmético. Por conta disso, avaliar a pureza do agar utilizado €
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de imprescindivel e determinante para a técnica, uma vez que vai influenciar o sucesso do
fracionamento da amostra. [7]

O gel de agarose é de facil manuseio em laboratério, classificando-o como pratico e de
baixo custo de preparacdo. Além de possuir uma facil variacdo de concentracdo, de 0,5% a 2%
m/v, tornando assim possivel o controle sobre o tamanho dos poros e, consequentemente, do
tamanho das moléculas separadas. Ou seja, quanto maior a concentragdo, maior a densidade do
gel, menores os poros, melhor separacdo de moléculas menores. Dessa forma, a amplitude
alcancada no quesito separacdo é alta, assim como permitir com que moléculas com alto peso
molecular possam se movimentar, de acordo com sua carga (tornando assim esse gel melhor
que o de celulose anteriormente citado). Porém, uma das principais desvantagens € que,
dependendo da concentracdo do gel, o filme formado pode apresentar alta fragilidade,
aumentando a possibilidade de dano durante a aplicacdo da amostra ou na propria corrida

eletroforética. [8]

2.2.Fatores que podem afetar a migracgéo e a resolucéo do gel
E de extrema importancia que se apresente os fatores que podem influenciar na
velocidade de fracionamento e também na resolucéo do gel. Sendo esses fatores essenciais para

obtencéo de bons resultados ap6s corrida eletroforética. Os principais sdo citados na sequéncia.

[5]

2.2.1. Concentragdo de Agarose
A substancia conhecida como agarose é classificado como um heteropolimero linear, o

qual contem em sua composi¢do D e L-galactose, como observado na figura 3.

OH OH

0
S OH
.
H4O 0 ﬁ
OH HO O

— -n

Figura 3. Formula estruturalda agarose. Adaptacao de [5].
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Esses componentes sdo encontrados nas paredes celulares de determinadas algas
vermelhas. Uma vez que se tenha a agarose separada e tratada, deve-se solubilizar em solugéo
tampé&o (ndo em agua) a altas temperaturas, chegando a um produto como uma rede polimeérica
complexa transparente e homogénea. E sabido, através de estudos passados, que a solubilizacio

de agarose em agua interfere de maneira direta nos resultados finais da separa¢do, como pode
ser visto na figura 4.

Figura 4. Resultados vistos em um gel com agarsolubilizado em tampéo (a esquerda) e solubilizado em agua (a
direita).

Uma vez solubilizado e homogéneo o contetido é vertido para dentro do molde, aonde

ocorrera a polimerizacdo e, com auxilio do pente (Figura 5) serdo formados os pocos, aonde
mais a frente serdo colocadas as amostras.

Gel de agaros~ Molde

Figura 5. Exemplificando a confec¢do dospogos com o pente. Adaptacdo de [34].

Como citado anteriormente, a gelificacdo do suporte da origem a um gel com poros, nos
quais passa a amostra e ocorre o fracionamento. Entéo, pode-se salientar que a concentracao da

agarose € uma grandeza diretamente proporcional ao didmetro que os poros assumem. Com
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esse pensamento, € sabido que a cada faixa de concentracéo de agarose, uma determinada zona

de amostra (proteina) consegue ser fracionada, assim como mostrado na Tabela 1.

Tabelal. Relacdo de concentracdo de agarose com a resolucdo (em fragmentosde DNA). Adaptacdo de [5].
Concentracdo de agarose [%om/v]  Faixa de tamanho de DNA(Kb*)

0,3 0,5-60
0,5 0,7-25
0,6 1-20

0,7 0,8-10
0,8 0,5-15
L0 0,25-12
1,2 0,15-6
15 0,08-3
2,0 0,05-2

kb* (1000 pb = 1000 pares de base)

A concentracdo usual para o gel de agarose, para uso laboratorial varia de 0,3 a 2,0%.
Sendo que quanto mais concentrado o gel, mais rigido ele fica e dessa forma mais quebradico
e irregular. Da mesma maneira, um gel com baixa concentracdo acarreta em um dificil
manuseio. Sabendo desses fatores, ensaios devem ser realizados objetivando encontrar a
concentracdo adequada que permita um fracionamento eficiente com um tempo razoével. De
forma exemplificativa, é possivel comparar as figuras de nimero 6ae 7a. Sendo que a 6a simula
um suporte feito com uma maior concentracdo de agarose e por iSSo menores Sa0 0S poros.

Enquanto, que a 7a demostra um suporte com menor concentragdo. [5][11]

Figura 6. A esquerda, uma imagem ilustrativa da visualizagdo dos poros de um gel mais concentrado. A direita,
uma imagem real feita com microscopio digital de um desses poros. Adaptacao de [25].
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Figura 7. A esquerda,uma imagem ilustrativa da visualizagio dos poros de um gel menos concentrado. A
direita, uma imagem real feita com microscopio digital de um desses poros. Adaptacao de [25].

Outro fator que vale ser ressaltado é o fato desse suporte poder ser reutilizado em
eletroforese analitica. Para isso deve-se descontaminar o gel de todo residuo (geralmente,
brometo de etideo utilizado como colorifico) da corrida anterior, equilibra-lo em agua e entéo

desidrata-lo para fazer com que volte ao estado em pé.

2.2.2. Agente intercalantes

Na maioria das analises (em sua maioria, bioldgicas) realizadas utilizando essa técnica
as moléculas presentes nas amostras ndo possuem uma coloracdo propria, bem como o gel, se
faz necessario que se adicione um elemento externo capaz de colorir as partes fracionadas,
facilitando assim suas visualizacdes. Com tal finalidade, o brometo de etideo (figura 8) é
bastante utilizado, pois ele se parece com as bases presentes no DNA. Dessa forma, o agente
intercalante se intercalam no meio das bases que sdo o foco de estudo. Ap6s a corrida
eletroforética, o suporte é exposta a luz UV, utilizando um comprimento de onda aproximado
de 254nm, os quais sdo absorvidos pelas moléculas presentes de DNA, transferidas para as
moléculas de intercalante, que por sua vez emitem na zona do visivel (entorno de 590nm)
[5][12], resultando em uma luz vermelha puxado para o alaranjado.

Portanto, por conta desse agente se unir as moléculas da amostra, retardara de maneira
direta a velocidade de migracdo das mesmas [12]. Afinal, sua presen¢a causa mudancas
significativas na conformacao, flexibilidade e volume da molécula de DNA, logo maior sera a
dificuldade de passar pelos poros do gel.
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Figura 8. Formula estruturaldo Brometo de Etideo

2.2.3. Tamanho das moléculas

Tomando as moléculas de DNA, uma das mais utilizadas, sabe-se que sua migragao
segue inversamente proporcional ao logiono nimero de pares de bases presentes na molécula
em analise. Moléculas com maior volume migram com uma velocidade mais reduzida, devido
ao maior valor do efeito friccional de arraste. Da mesma forma, a velocidade de moléculas que

possuem um menor volume, é maior. [5]

2.2.4. Tampado de corrida

Em meio a migracdo das moléculas, a principal funcdo do tampdo é minimizar a
variacdo de pH que possa acontecer. Afinal, pode acontecer de as moléculas em andlise
dependeremdopH, que pode variar de acordo com que a corrida eletroforética acontece. Sendo
que a corrida conta com a polarizagdo dos polos, gerando uma ddp no sistema, fazendo assim
com que as moléculas que possuam carga negativa sigam para o polo positivo (anodo). De igual
forma, as moléculas de carga positiva migram em direcdo ao catodo (polo negativo), como

simplificado na figura 9. [5]

Sample loaded
into well

Plastic gel box

Buffer

Electric field and .
Direction of migration P

Negative (-) Electrode Positive (+) Electrode

Figura 9. Exemplificacdo da cuba de eletroforese, demonstrando a dire¢cdo de migracdo de moléculas presentes
com carga negativa. Adaptacgdo de [25].
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O tampdo ideal a ser usado em experimento deve produzir o minimo de calor, possuir
uma vida longa e uma boa condutividade. Afinal, tanto a forca idnica como a composi¢ao
influem diretamente com relacdo a migracao e a qualidade daresolucdo de uma eletroforese.
A velocidade de migracdo pode ser associada a forca ibnica existente no sistema de forma
proporcional e direta, ou seja, quanto menor for a forca, mais lenta a migracdo ocorrerd. Ao
passo que quanto maior a forga idnica, maior serd a condutividade elétrica [5]. Sendo que esse
fato acarreta em um aumento de temperatura, o que pode ser prejudicial para o suporte, uma
vez que ele pode se liquefazer. Dessa forma, é preciso observar e ficar atento para encontrar o
ponto correto de forca.

Mesmo conhecendo o tempo de vida atil dos tampdes, é aconselhdvel que se troque o
contetido da cuba quando a corrida se mostrar muito extensa. Para que dessa forma o tampéo
ndo tenha nenhuma influéncia nas migracdes moleculares. Os tampdes mais comumente
utilizados com esses fins, pois cumprem os requisitos, sdo o TAE (Tris-Acetato-EDTA, pH=8)
e 0 TAE (Tris-Borato-EDTA, pH=7,5). [5][13]

2.2.5. Voltagem Aplicada

O valor a ser empregado no sistema é determinado pela distancia que os eletrodos se
encontram, seguindo uma razéo de 5 V/cm. Ou seja, supondo que houvesse uma distancia de
10 cm entre o polo positivo e o polo negativo, a voltagem tedrica ideal a ser utilizada seria de
50 V [10].

A intensidade da voltagem empregada é um fator determinante. Afinal, em um cenério
de baixa voltagem, as moléculas da amostra iram migrar de forma diretamente proporcional
com a voltagem aplicada. No entanto, em um cenario com altas voltagens a linearidade que
existia, desaparece. Resultandoem uma corrida na qual as moléculas mais volumosas consigam
migrar de forma mais acelerada do que aquelas menores, ocasionado em uma grande perda de
resolucédo [13].

Outro efeito que o emprego de uma alta voltagem causa € o superaquecimento do
sistema, resultando no aparecimento de bandas em formato de arco. Ou seja, as amostras nao

migram de maneira homogénea através do gel.

2.2.6. Temperatura Envolvida
A temperatura que o sistema se encontra é muito importante, pois pode influir na corrida.

Até mesmo por conta daalta e constante voltagem aplicada a temperatura associada ao tampéo
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e ao suporte aumentam, afetando assim a resisténcia, tanto do gel como do tampéo, e
interferindo na migracdo. Dessa forma, a temperatura que se aconselha para realizar o emprego

datécnica € entorno de 4°C [13].

2.2.7. Limite de Resolucéo

Um dos usos mais frequentes dessa técnica é para separacdo de compostos organicos,
principalmente DNA. Tomando-o como exemplo, sabe-se que o Limite de Detec¢do (LD) €
algo entorno de 10 ng/banda. Porém, quando ocorre um cenario no qual existem uma alta
concentragdo, resulta em migracdes mais aceleradas e bandas de menores tamanhos do que

realmente deveria ser [10].

2.2.8. Efeito de sobrecarga da amostra

Emtodacorrida de eletroforese em gel é de extrema importancia que se estude a maxima
quantidade que se consegue realizar a separagdo. Afinal, com uma concentracdo muito elevada,
as grandes moléculas presentes na andlise sofrem interacdo entre si, fazendo com que as
moléculas de menor tamanho, que geralmente possuem uma velocidade mais elevada, acabem

migrando com uma velocidade diferente [10].

2.2.9. Amostra contaminada
Vale ressaltar que, assim como em experimentos analiticos no geral, interferentes
presentes na amostra podem influenciar de forma prejudicial a determinacdo dos analitos. Ou

seja, a presenca desses podem retardar o fracionamento.

2.2.10. Protocolo para preparacdo do gel e aplicacdo das amostras no suporte.

Para a preparacdo do suporte é pesado uma determinada quantidade de agarose, 0
suficiente para se alcancar a concentracéo de gel desejada, e misturado em um Erlenmeyer com
volume de tampé&o previamente medido. Ent&o, coloca-se a vidraria dentro de um forno micro-
ondas até que a solucdo se torne homogénea e transparente, sendo que para isso 0 aquecimento
deveser observado até que a mesma atinja um principio de ebulicdo. Na sequéncia, essa solucao
é transferida para dentro de um molde, que da a forma do gel. Vale ressaltar que a forma do gel
é um fator chave, afinal ele influencia 0 comprimento, a largura e a altura do mesmo. Para

formacdo dos pocos, local de aplicacdo das amostras, € utilizado um pente o qual € depositado
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no gel durante o periodo de gelificacdo, que acontece dentro de aproximadamente 30 minutos
a temperatura ambiente [5].

Posterior a polimerizacdo do gel, esse € transferido para dentro da cuba de eletroforese,
conforme a figura 9, aonde deve ser vertida a quantidade de tampé&o suficiente para que o gel
fique submerso.

As amostras, previamente preparadas, devem ser aplicadas dentro dos pogos
estruturados pelo pente. A aplicacdo desta é feita com uma micropipeta, para que a aplicacao
seja mais precisa. Posteriormente, 0s cabos de tensdo sdo conectados e entdo aplica-se a
voltagem determinada, referente a distancia entre os eletrodos fixos. Apos isso, basta observar
o fracionamento ocorrendo, pausar a corrida quando a separagdo estiver com boa resolucéo e
avaliar as migracdes. No caso de analise de DNA, expde-se 0 gel a luz UV, afim de possibilitar

sua visualizacdo. Seguida de documentacao das observacdes.

2.3. A utilizacdo de imagens digitais para determinacao

A instrumentacdo comumente utilizada para analise quimica laboratorial sdo o0s
espectrofotdmetros e espectrofluorimetros. Contudo, estudos vem mostrando que a busca por
metodos alternativos de anélise vem se fortalecendo. Dentre essas alternativas, vale ressaltar as
imagens digitais, foco desse trabalho. Entdo, de forma simples as cameras fotogréficas,
scanners, webcams, smartphones registram a imagem em questdo, conseguindo a partir desta
extrair dados qualitativos e quantitativos [14][15]. Essa determinacdo é realizada baseada em
valores de cor, principalmente o RGB (proveniente do inglés Red, Blue e Green). As imagens
digitais possuem um resultado bastante preciso, a ponto de se tornar uma boa alternativa (além
de possuir menor custo) para algumas medidas [16].

Basicamente, uma imagem é composta por partes menores, as quais sdao chamados
pixels. Tecnicamente, eles podem ser definidos como sendo uma fungdo bidimensional
relacionada a intensidade daluz refletida ou emitida por um corpo. Ou seja, enquanto uma parte
é absorvida pelo corpo, a outra é transmitida e refletida. Dessa forma, € possivel que
equipamentos eletrénicos consigam captar tal energia ndo absorvida.

Exemplo desses equipamentos sdo os sensores CCD (charge-coupled device), os quais
tem a acapacidade de digitalizar a imagem e a partir dai, converter os sinais colorimétricos em
combinagdes de agrupamentos com valores determinados referente a coloragdo vermelha(R),
verde(G) e azul (B)[18].
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A utilizacdo desse recurso vem ganhando cada vez mais forca nas diversas areas do
conhecimento. Como por exemplo, dentro da tecnologia de alimentos para a inspecéo visual de
frutas [19], dentro da area forense para determinacao de residuos de metanfetamina através da
camera do celular [20], dentro da medicina para diagnostico de insuficiéncia renal através da
creatinina contida em amostras de urina [21], sendo possivel aplicar até mesmo para
identificacdo de adulteracdo do leite da vaca de forma mais simples e segura [22], através da
construcdo de escalas padrées RGB [17].

De forma exemplificativa, a Figura 10 representa como ocorre uma determinacéo deum
analito X, através dos valores de sinais RGB presentes na imagem. Para isso foi-se adicionado
uma concentracéo crescente deum composto dacor laranja, variando de 5a25 mg. L-! contidas
em balbes volumétricos. Utilizando a camera digital de um smartphone ou uma webcam
registra-se as imagens dois balbes sob a mesma condicdo de iluminacdo e, através de um
software de imagens, obtém -se os valores de R, G e B dos pixels de uma regido especifica dos
baldes como mostra a Figura 10.

Pode-se observar que o componente B (Blue) sofre uma influéncia atenuante conforme
0 aumento daconcentracdo deanalito. Ajustando o valor maximo desinal, é possivel determinar
uma relacdo entre a concentracdo de analito e o sinal analitico.

Como mostra a Figura 10, para se obter uma curva analitica ascendente, o valor de saturagédo
da componente B (valor decimal maximo para um namero de oito bits, 255) é subtraido do
valor de B para cada concentracdo, o que gera uma resposta linear. De fato, a literatura mostra
que é possivel utilizar ndo s6 uma componente para a realizacdo das medidas, mas também

combinacBes dessas componentes e também outros sistemas de cores como CMYK e HSV [23].
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Exemplo:

5ppm| | 10 ppm| | 15 ppm| |20 ppm| | 25 ppm

R-255 R-255 R-255 R-.254 R-230
G-201 G-184 G-168 G-151 G-137

F B-149 B-120 B-91 B-60 B-29

220

Retirados 200
valores
RGB

180 4
160 4

Padrao

140

255 - sinalB

1204

100 4

5 1 15 20 25
[analito]l/ mg L

Figura 10. Exemplificacdo de determinacdo de analito, através de valores RGB provenientesdasimagens.
Adaptacdo de [24].

2.4. Corantes alimenticios

Os corantes séo classificados como uma substancias ou mistura de substancias que sdo
adicionados ao alimento (dai vem o nome aditivo alimentar), afim de conferir uma determinada
cor ou apenas intensificar a coloracdo ja existente no alimento. A utilizacdo deste aditivo tem
sido cada vez mais disseminada dentro das indUstrias alimenticias, afinal a aparéncia dos
alimentos estimula a aceitacdo de muitos produtos pelos consumidores. Contudo, a emprego
destes ndo podem ser feitos de forma descabida. E necessario que se siga uma série de normas.
Além de ser obrigatdrio que o fabricante informe a presenca dos corantes utilizados e suas
especificacOes, geralmente feito pelos rotulos do produto. Como exemplo, é o caso da
Resolucdo RDC n° 259/2002 da ANVISA/MS, que determina que os aditivos devem aparecer
de forma expressa, nomeando-o0 ou nimero de INS (Sistema Internacional de Numeracao,
Codex Alimentarius FAO/OMS)[24][27].

Atualmente, é permitido dentro do Brasil apenas 3 categorias de corantes, sendo eles 0s
corantes artificiais, corantes naturais e caramelo. Determina-se como natural aqueles que
possuem sua origem de substancias vegetais ou animais. O corante caramelo advém deacgucares
expostos a grandes aquecimentos, sendo necessario atingir uma zona acima do ponto de fusao.
Ao passo que os corantes artificiais sdo produzidos organicamente com uma determinada
composicdo quimica.

Algumas das principais vantagens na utilizacdo da categoria dos corantes artificiais sao

a sua elevada estabilidade na presenca de agentes externos, como luz, oxigénio e calor. A
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uniformidade da cor gerada, efetiva e facil tintura e um custo de producéo baixo. Existem 11
corantes permitidos dentro do territdrio, sdo eles: amarelo crepusculo, azul brilhante, amaranto,
indigotina, vermelho 40, eritrozina, ponceau 4R, tartrazina, verde rapido, azul patente V e
azorrubina.

A utilizacdo dessa categoria, apesar de ser largamente utilizada, vem a ser um desservico
asaude das pessoas. Estudos mostram que sua larga ingestdo pode ser associada a reacdes como
alergias, alteracdes de comportamento e até carcinogenicidade [26].

Cerca de90% do peso de todosos corantes que sao adicionados nos alimentos e bebidas
consumidos em todo mundo sdo da categoria do caramelo. Sendo um dos mais antigos aditivos
alimentares utilizados, atualmente, pode se chegar a 200.000 toneladas/ano [27].

Aja vista 0 aumento na utilizacdo de aditivos alimentares, o controle sobre o emprego
deles em alimentos deve ser realizado com esmero, afinal grande parte desses aditivos possuem
um potencial toxico e cancerigeno associado asi. Para tal, existem diversos métodos ja testados
e validados para determinacdo de misturas de corantes presentes em alimentos. Como é 0 caso
da espectrofotometria sensivel, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), o préprio
HPLC acoplado a um espectrofotometro de massa (MS), espectrofotometria utilizando
quimiometria, extragdo em fase solida e cromatografia gasosa [27].

Recentemente, nosso grupo de pesquisas desenvolveu um método alternativo baseado
em eletroforese acoplada a utilizacdo deimagem digital para posterior determinagéo qualitativa
e quantitativa. O qual foi demonstrada a possibilidade de separar e quantificar os corantes em
misturas binarias que geram a coloracdo roxa (combinacdo de vermelho e azul) e também a
coloracdo laranja, combinacdo de corantes amarelos (tartrazina e crepusculo), porém néo foi
avaliada a possibilidade de utilizacdo desse método para determinacdo de amostras com 3
componentes de corante, como é o caso de alimentos de cor verde. Sendo assim, este trabalho
visa avangar com o método desenvolvido, como uma forma alternativa mais pratica e barata
para identificacdo e quantificacdo de corantes em alimentos. Podendo até ser um método para

melhor acompanhamento do emprego de corantes no diaa dia.
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3.

MATERIAIS E METODOS
3.1. Reagentes
Para as solucGes empregadas neste trabalho, utilizou-se os seguintes reagentes com suas

determinadas purezas e marca.

Agarose, Gibco Brl,

Glicose (CeH1206), pureza 99,0%, Sigma-Aldrich;
Tampéo TAE 50X;

Tampéo TAE 1X;

Azul brilhante (C37H34N2Na209S2) 90%;
Amarelo Tartrazina (C16H9oN4NaszOgS2), 90%;
Amarelo Crepusculo (C16H10N2Na207Sz2), 90%;
Refrigerante Sprite.

3.2 Aparatos

Para o desenvolvimento do trabalho, utilizou-se os seguintes APARATOS:
Caixa de madeira (25 cm largura x 35 cm comprimento x 23 cm altura);
Fita de Leds brancos;

Webcam de alta definicdo — Logitech HD 1080p- 15MP;

Balanca analitica, Shimadzu, precisdo de 0,0001g;

Cuba de eletroforese — Major Science e Fonte de eletroforese 300V - K33- Kasvi;
Forno Microondas — LG Modelo MS2355RA, 220V — 60 Hz — 1000W.

3.3 Ambiente de luz controlada

O ambiente construido possui as dimensdes de 25cm de largura por 35cm de

comprimento por 23cm de altura (Figura 11). Na tampa da caixa foi inserido uma fita de LED

com 15 emissores brancos, conforme a Figura 12.
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Figura 12. Demonstracdo da colocacdo da fita de LED na tampa da caixa. Adaptacéo de [24].

Para melhor acomodacdo da cuba de eletroforese fixou-se um suporte no centro do
fundo da caixa, aonde foram realizadas as medigdes. Para que fosse possivel passar os cabos e
conectar nos eletrodos da cuba, foram realizados dois orificios na parte da frente da caixa. Foi
confeccionado um outro orificio retangular na tampa da caixa, aonde sera encaixada uma

webcam, para posterior aquisi¢do de imagens. (Figura 12)
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Figura 13. Suporte, cuba, orificios, webcam. Adaptacao de [24].

3.4 Programa de computador utilizado para deteccdo e leitura das imagens

digitais

Para que fosse possivel realizar a leitura dos sinais gerados em tempo real pela corrida
eletroforética foi desenvolvidoum programa de computador em VisualStudio 2013. A deteccéo
dos analitos fracionados pela eletroforese em gel foi baseada no padrdo colorimétrico do
sistema RGB das imagens geradas.

A imagem gerada pela Webcam de alta definicéo é transmitida em tempo real durante a
corrida eletroforética (Figura 14A) e apresentada no canto superior esquerdo da interface. E
possivel notar que existem 9 amostradores (pequenos retangulos) localizados sobre a imagem,
cujo objetivo € a leitura dos sinais de RGB de posic¢Oes especificas daimagem. Para cada um
desses amostradores é possivel que se varie suas dimensdes (largura e comprimento), bem como
a sua localizacdo sobre a imagem, visando sempre a cobrir as regides as quais serdo tomados
0s sinais médios para cada amostrador, referente ao conjunto de pixels em seu interior.

O usuario também deve definir o nimero de leituras (deslocamento, em pixels, dos
amostradores ao longo da trilha de separacdo) necessario para se adquirir 0s picos para as
substancias separadas e o numero de medidas/imagens a ser utilizado para cada posi¢do do
amostrador durante a aquisicdo do sinal (Figura 12C). O analista precisa, ainda, posicionar

corretamente o ponto inicial da leitura (posi¢do inicial dos amostradores), devendo ser
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imediatamente antes das bandas separadas mais proximas dos pontos de aplicacdo (pogos).
Durante o periodo da corrida, os amostradores percorrem, pixel a pixel, 0 mesmo sentido do
fracionamento adquirindo os valores de sinais RGB, os quais sdo plotados para cada
amostrador. Dando origem a um sinal R, G e B para cada um dos spots.

Com base na interface apresentada na Figura X as alteracGes possiveis para 0S
amostradores de RGB sdo resumidas a seguir

e Altura: definicdo daaltura do retangulo, com objetivo de obter os sinais digitais.

e Largura: definicdo da largura do retdngulo, com objetivo de obter os sinais digitais.
e Fator X: definicdo do distanciamento no eixo X entre amostradores.

e Fator Y: definicdo do distanciamento no eixo Y entre amostradores

e Coordenada X: definicdo do posicionamento dos amostradores no sentido horizontal.
e Coordenada Y: definicdo do posicionamento dos amostradores no sentido vertical.

e Gap Y: definicdo de distanciamento entre amostradores no sentido vertical

Uma vez realizado os devidos ajustes, € possivel que sejam lidos 7 amostradores de
forma simultanea na mesma corrida. Seria viavel ler mais, porém as amostras ficariam aplicadas
muito juntas podendo ocasionar uma possivel interferéncia entre si, dificultando assim a leitura
dos sinais referentes ao mesmo analito separados em trilhas paralelas. O software também
permite a visualizacdo dos eletroferogramas através da janela localizada na parte superior
direita da interface (Figura 14D).

De maneira resumida, o processo de leitura, necessita do posicionamento adequado do
gel dentro da cuba, de forma que fique bem centralizado e com foco adequado na imagem em
tempo real. Apds os ajustes descritos anteriormente, pressiona-se o botdo start, o que fara com
que o usuario escolha um nome e um local para guardar o arquivo final das leituras obtidas na
corrida e na sequéncia pressionar o botao shot para comecar a leitura.

Deve-se destacar que o botdo “shot” pode ser acionado a qualquer momento da corrida
para a obtencdo de novos eletroferogramas sob as mesmas condicGes pré-estabelecidas. 1sso
permite ao usudrio fazer varias medidas durante a separacdo e escolher, posteriormente, o

momento em que houve maior resolucdo para a separagdo 0s picos.
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Figura 14. Interface do programa utilizado para obtencéo doseletroferogramas. Visdo do gel durantea corrida
(A), regido de ajustesdosamostradores (B), o numero de leituras (C) e eletroferograma adquirido pela leitura,
pixel a pixel, pelo programa (D).

3.5 Preparagéo do gel e aplicacdo das solugdes

Os geis utilizados durante a realizacdo deste trabalho foram todos preparados através da
dissolucéo de 1,0 g de agarose em cerca de 60 mL do tampéo de corrida (TBE) dentro de um
Erlenmeyer de 250 mL, levando a mistura para aquecimento até o ponto de inicio de fervura
em um forno de micro-ondas. Ap6s o0 aquecimento, com o auxilio de uma luva térmica, retira-
se a solucédo do forno, agita-se manualmente e entdo transfere-se a mistura ainda quente para o
molde (Figura 15A), onde ocorrera a polimerizacao.

Para aplicacdo das amostras, € necessario que se grave 0s pocos no gel. Para isso, um
pente (Figura 15B) com 16 dentes é devidamente posicionado sobre a mistura quente de agarose
definindo os pogos (Figura 15C). Apos, a gelificacdo (cerca de 25 minutos depois), retira-se as
laterais do molde, depois o pente (Figura 13D), conferindo se os pog¢os (16 unidades) estao
uniformes. Vale destacar que, nas medidas realizadas nesse estudo, as amostras/padroes foram
aplicadas de forma alternada de modo que um poc¢o continha a solucao a ser separada e 0s seus

dois vizinhos mais proximos ndo eram preenchidos com nenhuma solucéo.
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Figura 15. Protocolo de preparagdo do gel de agarose. Adaptacdo de [24].

3.6 Procedimento para as medidas

Para realizar as medicdes, seguiu-se 0 processo a seguir. Primeiro o gel era depositado
dentro da cuba de eletroforese, e na sequencia era inserido a solucdo de corrida (solucdo
tampao) até o ponto de imergir completamente o gel, cerca de 0,5 cm acima de sua superficie
(aproximando-se de 200 mL de solugéo tampéo).

Na sequéncia, aplicam-se as amostras/padrdes. De acordo com ensaios realizados, o
volume adequado de amostra a ser empregado € de 20 pL. Sendo que para a aplicacdo é mais
conveniente fracionar em duas vezes, utilizando uma micropipeta de 10 pL, de forma a evitar
o0 transbordamento de amostra do pogo (mesmo podendo aumentar o erro associado a multiplas
aplicacdes). Além disso, € deextrema importancia ressaltar que as amostras foram devidamente
saturadas com glicose 20%, objetivando um aumento de densidade a solugdo, impedindo que a
mesma flutue do fundo dos pocos.

Posteriormente, ajusta-se a corrente de 700 mA e o potencial de 250 V, na fonte, e
realiza-se a corrida eletroforética até 0 momento que houver uma separa¢do nitida entre os
analitos.

E importante destacar que as configuracBes realizadas na camera para determinada medida,

pode ndo se aplicar a outra. Dessa forma, é necessario que que se ajuste as propriedades da
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imagem antes da aquisicdo de todos os sinais, a fim de adquirir imagens fidedignas com as

separagoes reais.

3.7 Estudo realizado com corantes alimenticios da cor verde
Inicialmente, foi necessario avaliar se era possivel realizar separacdo do corante verde,

bem como sua quantificagcdo por imagem digital.

3.7.1 Preparacéo e avaliacdo qualitativa de amostras

Para essa parte do trabalho preparou-se solucbes de algumas amostras, como chicletes,
confeitos de chocolate coloridos, balas de menta e algoddo doce industrializado. As amostras
de chiclete e bala de menta foram preparadas dissolvendo o 1 espécime em cerca de 2,0 mL de
glicose 20 %. Para os confeitos de chocolate foram separados 6 espécimes, sendo os involucros
dissolvidos em cerca de 2,0 mL de glicose 20 %. Para o algod&o doce, apenas dissolveu-se uma
porcao de 1,0 g do produto em um pequeno volume de &gua destilada.
Vale ressaltar que todas as corridas realizadas com os corantes foram submetidas as mesmas

condigdes experimentais.

3.8 Separacdo e avaliagdo quantitativa do Azul brilhante, Amarelo Crepusculo e
Amarelo Tartrazina

Buscou-se verificar a possibilidade de separacdo eletroforética, bem como a
quantificacdo dos corantes azul brilhante, amarelo tartrazina e amarelo crepdsculo (mesmo que
em menor quantidade), comumente utilizados em produtos da cor verde, como balas, chicletes,
etc.

Para alcancar tal objetivo foram preparadas solugdes padrbes contendo a mistura desses
corantes em diferentes concentracdes, para que assim fossem determinadas as faixas de
concentracdo de calibracdo para o método proposto. No preparo, propriamente dito, utilizou-se
corantes em p6 que foram fornecidos pela empresa Novo Aroma (0s quais vieram
acompanhados com atestado de pureza, sabendo que esse é um fator importante para
desenvolvimento do trabalho). Considerando o nivel de pureza definiu-se a massa adequada de
cada corante para dissolu¢do em agua destilada, de forma a se obter as solu¢bes estoques com
concentragdo exata de 1,0 % (m/v) de cada corante (ou seja, dissolveu-se 1,0000 g de corante

em 100 mL de agua).
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O préximo passo foi preparar as solucdes ternarias padrées com os corantes de estudo.

Para isso, aliquotas adequadas das solugdes estoque foram diluidas em solucédo de glicose 20 %

de modo a se compor as cinco solucdes apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Composicao dassolucdes ternarias dos padrdes.

SOLUCAO AZUL AMARELO AMARELO
PADRAO BRILHANTE CREPUSCULO TARTRAZINA
(mg L*) (mgL™) (mgL™)

| 12 100 300

I 16 150 250

i 20 200 200

WY 24 250 150

V 28 300 100

Para que se pudesse avaliar a exatiddo do método, foram realizados testes de

recuperacdo utilizando como matriz um refrigerante de limdo incolor. Entdo, aliquotas

adequadas dos estoques dos trés padrdes de corantes foram adicionadas a matriz, simulando

uma bebida agucarada e colorida artificialmente. Os testes foram realizados utilizando

concentragdes idénticas dos corantes contidos na solucdo 111 da Tabela 2. Escolheu-se tais

concentragdes para que fosse possivel avaliar a resposta do sistema para uma amostra com

concentragdes na regido central da curva de calibragéo.

Vale destacar que todas as amostras receberam adicdes de glicose (até a concentragdo

de 20 % (m/V)) objetivando aumentar a densidade das mesmas para que ndo houvesse disperséo

durante a aplicagdo nos pocos do gel, e sem afetar a concentracdo dos corantes presentes.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO
4.1 Separacao e avaliacdo da faixa linear de calibracéo

Durante a realizacdo desse trabalho, utilizou-se produtos comerciais coloridos
artificialmente em verde. Tal tonalidade é resultado da mistura de outros corantes conhecidos
pela inddstria alimenticia chamados azul brilhante (AB) e Amarelo Tartrazina (AT). Sendoque,
em alguns casos, pode existir aadicdo de um terceiro corante chamado de Amarelo Crepusculo
(AC). Sabendo dessa informacéo, partiu-se para o passo de avaliar como se comportavam esses
corantes durante a aplicagdo de um campo elétrico através do gel e, posteriormente avaliar a
possibilidade de sua quantificagéo.

Conforme indicam as Figuras 16 e 17, as separagdes dos trés corantes ocorreram de
forma satisfatdria, permitindo a obtencdo de eletroferogramas cujos picos aumentam com o
aumento da concentracdo. Vale destacar que, diferente de um método cromatografico em
coluna, todasas bandas, para todas as concentragdes, sdo detectadasao mesmo tempo, o que
torna a medida bastante rapida. Como pode ser visto na Figura 16 os primeiros picos referem-
se a componente R de RGB, a qual responde ao azul brilhante. O segundo e terceiro picos,
respondem ao sinal B de RGB, sendo que, devido as suas caracteristicas, o0 amarelo tartrazina
(3) migra mais rapidamente que o amarelo crepusculo (2) durante a separacdo eletroforética.

O fato de o azul brilhante responder a componente vermelha de RGB e 0s corantes
amarelos responderem a componente azul de RGB pode ser explicada pelo conceito de cores
complementares [28] em que a luz vermelha é absorvida por compostos de cor vermelho/laranja
e a luz azul é absorvida por compostos de cor amarela/laranja. De fato, os sinais apresentados
na Figura 16 advém dasubtracdo do valor 255 (maxima intensidade de cor para R, G e B) do
sinal obtido para cada componente (i. e. 255-R ou 255-B). 1ss0 € necessario para manter 0s
picos crescentes com 0 aumento das concentragdes, uma vez que os sinais de R e B puros
diminuem com o aumento da intensidade das cores azul e vermelho, respectivamente. Para
reforcar, sabe-se que a absortividade molar méaxima do AB é 1637 L.mol"1 no comprimento de
onda de 629 nm (zona de cor referente ao vermelho), a absortividade do AC é 551 L.mol" no
comprimento de 480 nm (zona de cor referente ao azul) e a absortividade do AT é 527 L.mol-!
no comprimento de onda de 426 (zona de cor referente ao azul), o que corrobora para a
interpretacao das respostas em cada componente de RGB [28].
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Figura 16. Resposta do sinal RGB no eletroferograma aos corantes Azul Brilhante (1), Amarelo Crepusculo (2)
e Amarelo Tartrazina (3).
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Figura 17. Demonstracao da separacdo da amostra nos 3 corantes. Sendo Azul Brilhante (1), Amarelo
Crepusculo (2) e Amarelo Tartrazina (3).

E de extrema importancia que se leve em consideracdo a forma como os analitos se
comportam dentro do suporte durante e apds a corrida. Afinal, é sabido que conforme o tempo
de corrida se estende e o fracionamento é interrompido apds a corrida, os analitos comecam a
se dispersar no gel, diminuindo a resolugdo pelo aumento das bandas e picos e diminui¢do da
intensidade dos sinais, 0 que acaba por prejudicar a leitura e quantificacéo.

Para minimizar esse problema, as concentragdes de AC e AT nos padrdes foram

determinadas de forma que o padrdo mais concentrado em AT fosse a menos concentrada em
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AC, conforme mostra a Tabela 2. Observa-se, porém, que, mesmo com essa estratégia nao foi
possivel retornar ao sinal da linha de base entre os picos para os corantes AT e AC (Figura 16).

A Figura 17 mostra o suporte apds a corrida eletroforética. E nitido que o azul brilhante
€ 0 que menos avanga no gel. 1sso acontece devidoas moléculas dele apresentarem maior massa
molar (792,84 g.mol1) comparado aos demais corantes, justificando assim a sua migragdo mais
lenta, devido seu tamanho.

Outra propriedade que justifica a diferenca na migracdo € a carga liquida das moléculas
presentes no meio de estudo. Nesse meio (cujo pH é 8,5), as moléculas de AB (Figura 18)
assumem carga de “-2”, por conta das 3 cargas negativas presentes nos acidos sulfonicos, com
uma carga positiva presente no ion aménio. Dessa forma, como discutido anteriormente, ha
uma relacdo proporcional entre a carga negativa da molécula com sua velocidade de migracao.

Afinal, esta é atraida de forma mais acentuada pelo anodo (eletrodo positivo).

_— /

[Na]O;S " SO;[Na])

Figura 18. Formula estrutural do azulbrilhante.

Ja o amarelo tartrazina possui uma migracdo mais acelerada no gel, quando comparada
ao amarelo crepusculo. Na Figura 16 € perceptivel a existéncia de 2 picos distintos referente
aos corantes amarelos. Parte desse comportamento se deve as moléculas do AC apresentarem
maior massa molar (452,36 g.mol1) quando comparadas as moléculas de AT (434,35 g.mol1).
Contudo, essa diferenca de massa é bastante pequena de modo que o principal fator que interfere
na migracao é possivelmente a diferenca de carga liquida nas moléculas. Nesse meio (cujo pH
é 8,5), as moléculas de AC (Figura 19A) assumem carga de “-2”, devido as 2 cargas negativas
presentes nos acidos sulfonicos. Enquanto que a molécula de AT (Figura 19B) assume carga de
“-3”, por conta dos 3 grupos sulfonicos presentes (sem interferéncia do grupo fendlico em
ambos os corantes, devido seu pka ser 10). Dessa forma, como discutido anteriormente, a
velocidade de migracdo € maior para as moléculas mais negativas de AT. Afinal, esta é atraida

de forma mais acentuada pelo &nodo (eletrodo positivo).
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Figura 19. Féormula estrutural do amarelo crepusculo (A) e amarelo tartrazina (B).

4.2 Avaliacdo quantitativa para azul brilhante, Amarelo Crepusculo e Amarelo
Tartrazina
Com base nas alturas dos picos do eletroferograma da Figura 16 construiu-se as curvas
analiticas mostradas nas Figuras 20 a 23. A calibracdo com a faixa escolhida para o AB se
mostrou adequadacom um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,991 ao se utilizar os cinco
pontos propostos. Para o amarelo creplsculo obteve-se um R2? de 0,984 (R = 0,991) que indica
uma linearidade menor, mas que ainda pode ser considerada satisfatoria considerando o uso da
altura do pico como sinal analitico e a simplicidade do sistema de deteccdo. Ja para o amarelo
tartrazina (Figura 22), houve um achatamento da curva que impediu a calibragdo linear com 0s
cinco pontos, de modo que uma readequacao das concentraces para esse analito é necessaria
de modo a permitir uma calibragao linear. Mesmo assim, ao se desconsiderar o ponto de menor
concentragdo (Figura 23) obteve-se um coeficiente de determinacdo de 0,983 (R=0,991),
indicando a possibilidade de calibracdo linear com os devidos ajustes. Infelizmente, ndo foi
possivel realizar esses ajustes devido ao tempo exiguo e as restricdes impostas pela pandemia

que restringiram o0 acesso ao laboratorio.
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Figura 20. Curva analitica para o corante Amarelo Tartrazina.
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Figura 21. Curva analitica para o corante Amarelo Crepusculo.
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Figura 22. Curva analitica para o corante Amarelo Tartrazina.
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Figura 22. Curva analitica para o corante Amarelo Tartrazina com 4 pontos.

Os limites de deteccdo para os trés analitos foram calculados com base em uma resposta
hipotética com razédo sinal/ruido igual a 3 [31], sendo estimados os valores de 1,5 mg L1 para
0AB;28,3mg L1para o ACe 10,7 mg L1 para o AT. Acredita-se que esses valores atendam
as necessidades para a determinacfes em alimentos industrializados, mas investigacdes

complementares precisam ser realizadas para a sua confirmacao.
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4.3 Ensaio de precisao
As Figuras 24 e 25 mostram o eletroferograma e a fotografia do gel ao fim das medidas
para 0 ensaio de precisdo, respectivamente. Adicionalmente, a Tabela 3 lista os valores médios

dasalturas dos picos acompanhados dos respectivos desvios padrdo e coeficientes de variacao.

Tabela 3. Repetibilidade do método

Corante Altura média DP CV.%
AB 64 3 4,5
AC 90 2 2,4
AT 125 4 3,4

Como pode ser visto, coeficientes de variagdo abaixo de 5 % foram observados para as
6 aplicagcdes, mostrando uma boa precisdo das medidas. De fato, deve-se considerar que houve
um bom controle das varidveis que podem afetar a altura dos picos, como a uniformidade do
gel em todaa sua extensdo, a aplicacdo das amostras com a micropipeta e a uniformidade da

iluminacgéo ao longo dastrilhas de deteccéo.
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Figura 24. Resposta RGB no eletroferograma referente a repetibilidade do método.
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Figura 25. Ensaio de repetibilidade.

4.4 Teste de recuperacao
Uma corrida foi realizada utilizando 7 spots do gel. Sendo que 3 deles foram utilizados
para injecdo da amostra (refrigerante com padrédo) e os outros 4 spots foram utilizados para
injecdo dospadrdes I, I, 111 e 1V para a construgdo das curvas analiticas. Conforme apresentado
no eletroferograma daFigura 26, nota-se que existe umacumulo de4 linhas na regido do padrédo

I11 referente as 3 amostras e a solu¢do padrdo de calibracdo nesse ponto.

120

Sinal RGB

T X T ¥ T ¥ T L T x T L T ¥ 1
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Figura 26. Eletroferograma referente a corrida de recuperacao.
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Figura 27. Curvasanaliticaspara a determinar recuperacao de Azul Brilhante (A) e Amarelo Crepusculo (B).

Com as alturas dos picos e a equacdo da reta gerada pelas curvas analiticas encontrou-
se 0s valores referentes a concentracdo dos corantes, como listado na Tabela 4, nota-se que a

taxa de recuperacdo média para o AB foi de 98,1% e para o AC de 97,8%.

Tabela 4. Valores de recuperagdo de Azul Brilhante (AB) e Amarelo Crepusculo (AC)
Corante Recuperado (mg/L) +SD Adicionado (mg/L) Recuperacdo %

AB 19,61 +£0,32 20 98,12
AC 195,64 200 97,82

O eletroferograma mostrou através das curvas analiticas de recuperacdo do corante
amarelo tartrazina que houve um possivel descuidodurante o procedimento, ocasionando assim
em valores pouco lineares e, por consequéncia, gerando uma equacao da reta com R2 = 0,84.
Dessa forma, os valores obtidos dessa corrida ndo puderam ser utilizados para quantificacdo e
devido a situacdo que enfrentamos de pandemia ndo houve tempo habil para repeticdo da
corrida para esse corante.

Segundo estudos realizados por especialistas da Food and Agriculture Organization
(FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) existe uma quantidade diaria de aditivos
alimentares que se pode ser ingerido sem apresentar consideravel risco a saude. Esse valor varia

de 0,5 a 10 mg/kg de peso corporal para o AB [28].
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Quando se observa a aplicacdo desse corante em solo estadunidense, sabe-se que €
estritamente proibido sua utilizacdo. Ao passo que na maior parte da Unido Europeia 0 uso é
liberado, porém as quantidades devem estar de maneira expressa no rotulo dos alimentos [28].

Com relagédo ao amarelo tartrazina, este tem gerado uma grande atencao por parte dasua
utilizacdo, pois sua toxicidade e possibilidade alergista podem estar ligadas com casos de
reagOes adversas, causando desde urticaria até bronquite asmatica. Atualmente, sua utilizagdo
em diversos paises esta limitada a um IDA (ingestdo diaria aceitavel) de 7,5 mg/kg de peso

corporal. Com relagdo ao amarelo creplsculo o IDA é entorno de 2,5 mg/kg peso corpdreo [28]

4.5 Aplicacdo do método com produtos comerciais.
Aplicou-se 0 método proposto para determinacao qualitativa dos corantes presentes em
produtos comerciais da cor verde. Foram selecionados chicletes, gelatina e algodao-doce. Estes
foram preparados e injetados em 3 spots do gel para realizar a corrida eletroforética juntamente

com mais 3 spots de solugdo padréo 11, resultando na Figura 28.
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Figura 28. Corrida eletroforética realizada com solucéo padrdo (spots 1, 2 e 3) e com o0s produtos
comerciais algodao doce (4), chiclete (5) e gelatina (6), gerando um eletroferograma, o qualresponde a presenca
de AB(A), AC (B) e AT(C).

Como pode ser avaliado na Figura 28, houve uma resposta consideravel por parte dos
produtos testados, mostrando que é possivel gerar sinais analiticos das amostras e que
possivelmente seria possivel a quantificacdo dos corantes presentes nos produtos de cor verde.
Além de fortalecer a real aplicabilidade o método em testes laboratoriais com produtos
comercializaveis. Infelizmente, ndo houve tempo habil para quantificacdo. Porém, a partir dos

picos e imagens gerados é animador e cabivel avaliar como valida a aplicagdo do método.
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5. CONCLUSOES

Através dos conceitos e dados que foram expostos, pode-se concluir que o método que
foi proposto com fundamentacao na separa¢do concomitante de 3 componentes de uma mistura
apo6s uma corrida eletroforética com utilizagdo de imagem digital para detec¢do colorimétrica
(baseada no sistema RGB), o qual permitiu-se obtencdo de curvas analiticas viaveis,
possibilitando determinag6es qualitativas e quantitativas dos compostos analisados.

Dessa forma, os ensaios realizados com os corantes artificiais utilizando o refrigerante
como suporte, demostraram que 0 método possui uma aplicacdo de grande relevancia, uma vez
que possivel identificar corantes, € Util para verificar a presenca de um possivel corante proibido
ou mesmo se existe uma quantidade que exceda o limite permitido pela legislacdo do pais.
Ainda vale ressaltar que atualmente essa determinacdo de corantes ja € realizada, porém com a
utilizacdo de cromatografia liquida de alta frequéncia (HPLC), a qual possui um alto valor
associado, possuindo uma média de exemplares com preco de R$ 350.000. Da forma que foi
proposto e validado, através desse trabalho, é valido a sua aplicacdo, uma vez que pode ser
realizado de forma mais rapida, simples e com baixo custo.

Colocando os custos associados de todos 0s equipamentos envolvidos para realizacao
do método proposto, chega-se a um valor proximo a R$ 9.540 (considerando a cotagdo do dolar
no momento da escrita desse trabalho). O que vem a ser um custo bastante reduzido quando
comparado ao que ele pode proporcionar. Até porque sua aplicacdo pode ser adaptada
procurando aplicacdo para outros analitos, facilitando e simplificando processos laboratoriais,
como é o caso de materiais organicos marcados com material fluorescente (como a

fluoresceina).
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