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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar um método para determinagao simultanea
de antioxidantes BHA, BHT e etoxiquim por cromatografia liquida de alta eficiéncia com uso de
detector de fluorescéncia. O detector de fluorescéncia é seletivo e apresenta sensibilidade adequada
para avaliar antioxidantes em matrizes complexas. O método validado apresentou boa linearidade,
limites de quantificagdo de 0,02mg 100g" para BHA, 0,25 mg 100g" para BHT e 0,40 mg 100g 'para
o0 etoxiquim, a precisdo do sistema e do método e a exatidao foram adequados. O teste de robustez
demonstrou que o tempo de agitacdo, periodo de contato entre o solvente e amostra em banho ultra
som, afeta de forma significativa na extracdo dos analitos. Os teores de antioxidantes encontrados
nas ragdes ficaram menores que limite maximo permitido e as ragbes avaliadas estavam dentro da
data de validade.
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ABSTRACT — The objective of this work was to optimize and validate a method for simultaneous
determination of antioxidants BHA, BHT and ethoxyquin by high performance liquid chromatography
using a fluorescence detector. The fluorescence detector is selective and has adequate sensitivity to
evaluate antioxidants in complex matrices. The validated method showed good linearity,
quantification limits of 0.02mg 100g™" for BHA, 0.25 mg 100g" for BHT and 0.40 mg 100g’ for
ethoxyquin, system and method precision and accuracy were adequate. The robustness test
demonstrated that the stirring time, the period of contact between the solvent and the sample in an
ultrasonic bath, significantly affects the extraction of the analytes. The levels of antioxidants found in
the diets were lower than the maximum allowed limit and the evaluated diets were within the expiration
date.

Keywords: Feed, BHA, BHT, TBHQ, Ethoxyquin, chromatography
1 INTRODUGAO

1.1 Racoées

O desenvolvimento da ciéncia da nutrigdo animal deu origem a uma variedade de ragdes com
niveis adequados de nutrientes para atender aos diversos tamanhos, fases etarias, atividades e
estado fisioldgico do animal (MALAFAIA et al., 2002).

No Brasil, cabe ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento a responsabilidade da
regulamentacéo das racdes para caes e gatos, que esta prevista no Decreto n® 76.986 de 6 de janeiro
de 1976, que regulamentou a Lei n? 6.198, de 26 de dezembro de 1974, e dispde sobre a inspegao
e a fiscalizagédo dos produtos destinados a alimentagéo animal. A Instrugao Normativa n® 08 de 2002,
fixa e identifica as minimas caracteristicas de qualidade das quais os alimentos completos e os
especiais para caes e gatos devem seguir.

O Brasil se sobressai mundialmente como um dos maiores produtores de alimentos para caes
e gatos. Existem cerca de 500 marcas e 85 fabricantes da industria de alimentos para pet (CARCIOFI
e JEREMIAS, 2009). Com o crescimento constante do mercado, é de grande importancia garantir os
padrées e exigéncias de qualidade, bem como a otimizacao e reducao de custos.

1.2 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sao compostos capazes de retardar ou inibir a autoxidagao, a partir da inibicao
ou interrupgéo da propagacgao de radicais livres por um ou mais mecanismos (MUKAI et al., 1993).
A autoxidagao pode causar formacao de rancidez, descoloragao, formagao de sabores e odores que
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alteram as propriedades sensoriais. Os antioxidantes sintéticos apresentam fungdes que podem
retardar ou inibir a autoxidagao por conversao de radiais livres em moléculas estaveis e, desta forma,
aumentar a vida util de produtos (WANASUNDARA e shahidi, 2005)

A Instrugao Normativa n? 38, de 27 de outubro de 2015 do MAPA, permite o0 uso em ragdes
de quatro antioxidantes, BHA-butilhidroxianisol INS 320, BHT-butilhidroxitolueno INS 321, etoxiquim
CAS 91-53-2 e TBHQ-terc-butilhidroquinona INS319. O uso do TBHQ é sem restricdo mas deve ser
observado o uso até 200 mg/kg de gordura da racao completa, para o BHA e BHT é maximo de 150
mg/kg de dieta total, e para o etoxiquim deve ser considerado maximo de 150 mg/kg de dieta total,
mas a mistura de etoxiquim com BHA e BHT nao deve exceder 150 mg/kg da dieta total.

O BHA é um antioxidante fendlico que age de forma mais efetiva na anulacdo da oxidagéao
em gorduras animais do que em 6leos vegetais. Apresenta baixa estabilidade em altas temperaturas
mas € particularmente efetivo para controlar a oxidagéo de acidos graxos de cadeia curta, como 0s

presentes em 6leo de coco e palma (RAMALHO, 2006).

O BHT possui propriedades muito parecidas ao BHA, a maior diferenga se deve ao fato de
que o BHA é sinergista para propilgalatos, enquanto o BHT ndo (RAMALHO, 2006).

E possivel afirmar que o BHA e o BHT sao sinergistas entre si. O BHA sequestra os radicais
peroxidos enquanto o BHT tem agéo sinergética ou regeneradora de radicais BHA (OMURA , 1995).

TBHQ é um p6 cristalino branco e brilhoso, moderadamente sollivel em 6leos e gorduras. E
considerado, em geral, mais eficaz em 6leos vegetais que BHA ou BHT; em relagao a gordura animal
(RAMALHO, 2006)

Estudos toxicol6gicos com animais tém demonstrado a possibilidade destes antioxidantes
apresentarem efeito carcinogénico, o que torna o uso destes antioxidantes limitado (BALEY, 1996;
MADHAVI e SALUNKLE, 1995).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS, REAGENTES E SOLUCOES

Foram analisadas 3 amostras das marcas A (fabricacdo: 16/07/19, validade: 15/07/20), B
(fabricacao: 23/07/19, validade: 29/10/20) e C (fabricagdo: 01/12/2018, validade: 02/03/2020)
adquiridas no mercado local.

Os padroes de antioxidantes foram fornecidos pela Sigma (USA): terc-butil-hidroquinona
(TBHQ), produto n® 112941; 2- e 3-terc-butil-4-hidroxianisole (BHA), produto B1253; 3, 5-di-butil-
hidroxi tolueno (BHT), produto 47168; e etoxiquim, produto 31519.
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Todos os reagentes utilizados no estudo foram de grau analitico ou superior. Agua deionizada
foi purificada utilizando um sistema de osmose reversa (Gekara, Sao Paulo, Brasil).

2.2 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

No estudo foi utilizado um sistema cromatografico composto por bomba modelo Rad Pump I
(Lab Alliance, Pennsylvania, USA) e detector de fluorescéncia modelo 2475 (Waters, Massachusetts,
USA), o injetor foi tipo Rheodyne com algca amostradora de 20 uL. A fase movel foi composta por
acetonitrila : metanol : &cido acético : trietilamina (42,45:42,45:15:0,1, v/v/v/v), vazao de 0,7 mL min’
' e a separagdo ocorreu em coluna de RP 18 Lichrospher (C18, 5um, 250 x 4, Merk, Alemanha).

Os comprimentos de onda e excitagdo e missao foram avaliados e adequados para obtencéo
adequada da intensidade dos picos dos analitos.

2.3 Validacao

A validagao do método foi realizada de acordo com INMETRO (2020) e Quattrocchi et al (1992)
e, consistiu na avaliacdo das seguintes figuras de mérito: sensibilidade (linearidade, limites de
deteccao e quantificagao), precisao (método e sistema), exatidao e robustez.

Sensibilidade: a linearidade foi avaliada com a constru¢do de uma curva analitica com seis pontos,
com as seguintes concentrages: TBHQ entre 7,84E-05 e 2,74E-04 mg mL"; BHA entre 6,50E-05 e
2,27E-04 mg mL"; BHT entre 1,25E-03 e 4,39E-03 mg mL' e etoxiquim entre 7,05E-04 e 2,47E-03
mg mL, respectivamente. As estimativas de limite deteccdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ) foram
obtidas com curvas analiticas suplementares com trés concentragdes inferiores a primeira
concentragdo dos analitos da curva analitica, injetados em triplicata. Para a construgao das curvas
de LD e LQ foram utilizadas as seguintes concentragdes: TBHQ entre 3,92E-05 e 5,88E-05 mg mL-
. BHA entre 3,25E-05 e 4,87E-05 mg mL"; BHT entre 6,27E-05 e 9,40E-05 mg mL™ e etoxiquim
entre 3,53E-05 e 5,29E-05 mg mL™", respectivamente. A avaliacdo da linearidade foi com a Equacéo
1 e do LD e LQ foi com a aplicagdo das Equacdes 2 e 3 (QUATTROCCHI et al. 1992).

) 1)
T Ja=r

.. . Y +35, 1 . Y, +10S, 1
Limite de detec¢do = 21— — (2)  Limite de quantificacdo = 22— — (3)
b n b n
Onde: tr, valor t-student calculado; r, correlagdo linear; n, nimero de medidas; Yui, estimativa da resposta do branco
(coeficiente linear obtido na equagdo da curva concentragdo area’'); Su, estimativa de desvio do padrdo do branco

(coeficiente linear obtido na equagéo da curva concentragdo s™'); b, coeficiente angular da curva analitica.
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Precisao: do sistema foi obtida com cinco injecdes, consecutivas, de um ponto da curva analitica, e
do método foi avaliada com oito repeti¢cdes analiticas, simultdneas e independentes. O coeficiente
de variagao (CV) encontrado entre as repetigdes foi avaliado segundo Horwitz (1982) (Equagéo 4).

CV(O/O) - 2(1-*0,5IogC) (4)
Onde: C, concentragéo estudada expressa como poténcia de 10 (ex. 1mg 1000g™' (ppm) = 106, CV = 24 = 16%).
Exatidao: foi obtida pela recuperacdo dos analitos adicionado a amostra de racao C em trés niveis

de adicao e com trés repeticdes analiticas, e avaliada estatisticamente Yehye et al ' pela Equacgao
5.

by = @& (5)

Onde: tea, t-student calculado; X , corresponde a 100%; X , recuperacdo média; s, estimativa de desvio padrdo das
recuperagdes; n, numero de medidas.

Robustez: no teste foi utilizado a ragdo A por apresentar os antioxidantes BHA e BHT e avaliada
segundo Quattocchi et al. (1992), utilizando o desenho de Placket e Burman com estudo de sete
variaveis em oito ensaios (Tabela 1). As variaveis avaliadas no estudo estdo descritas na Tabela 2,
e os resultados obtidos foram verificados pelo teste t (HEYDEN et al, 2001; DEJAEGHER et al.,
2007), com a avaliagao do erro critico (Ecriica, com nivel de significancia a = 0,05, para n-1 graus de
liberdade (Equacao 6 e 7).

Tabela 1: Matriz das variaveis segundo desenho de Placket e Burman (QUATTROCCHI, 1992)

Variavel Ensalo

1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua A A A A a a a a
Boub B B b b B B b b
Couc C c C c C c C c
Doud D D d d d d D D
Eoue E e E e e E e E
Fouf F f f F F f f F
Goug G g g G g G G g

Letra maiuscula = nivel +; letra mindscula = nivel -.
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Tabela 2: Descricao das variaveis utilizadas no teste de robustez

Variavel Descricao Nivel - Nivel +
A Tomada de amostra 29 59

B Antioxidante (acido ascoérbico) 0,00 g 0,01 ¢
C Volume solvente extragao 3x5mL 3x10 mL
D Tempo extracao 5 min 10 min
E Temperatura evaporacao < 40°C < 50°C
F Homogeneizacao apds solvente sem com

G Volume final 5mL 10 mL

t= =l (6) |yl = tx (SE). )

T (SEDe

Onde: t = tcritical (n-1); |E,| = efeito variavel X na resposta Y; (SE), = erro padrao do efeito que representa variabilidade

experimental.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ADEQUAGCAO DOS COMPRIMENTOS DE ONDA DE EXCITACAO E EMISSAO

Os resultados obtidos na avaliagdo dos comprimentos de ondas para os quatros analitos estao
apresentados na Tabela 3. Baseado nos resultados obtidos, optou-se por utilizar comprimentos de
ondas para excitacao e emissao diferentes para o etoxiquim, pois o analito requer maior energia para
excitar a molécula e emite fluorescéncia em comprimento de onda mais longo que os demais analitos.
A programacao utilizada para o detector de fluorescéncia esta descrita na Tabela 4, e o tempo total
da corrida para os analitos foi de 15 minutos (Figura 1 e 2).

Tabela 3: Resultados obtidos nos testes para avaliagdo dos comprimentos de ondas

A (nm) % area Escala (v)
TBHQ BHA Etoxiquim BHT
EEx 240; Em 290 18 48 0 33 0,001
Ex 240; Em 330 42 48 11 0 0,001
Ex 240; Em 350 44 42 14 0 0,001
Ex 240; Em 400 2 1 62 0 0,001
Ex 250; Em 290 23 12 42 13 0,001
Ex 250; Em 300 22 46 17 11 0,006
Ex 250; Em 310 35 57 5 4 0,018
Ex 260; Em 290 15 17 25 36 0,008
Ex 260; Em 300 22 52 8 19 0,001
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Ex 260; Em 310 32 59 2 7 0,05
Ex 260; Em 320 39 56 2 0,07
Ex 270; Em 300 25 56 2 17 0,01
Ex 270; Em 310 39 56 0 0,007
Ex 280; Em 310 40 57 0 0,016
Ex 290; Em 310 44 54 0 1 0,016

A, comprimento de onda; v, volts

Tabela 4: Programacao dos comprimentos de ondas para excitagcdo e emissao

Programacao A excitacao A emissao . .
. Analito Tempo retencao
(min) (nm) (nm)
zero 280 310 TBHQ e BHA 3,7e4)7
5,3 240 400 etoxiquim 5,8
7,1 280 310 BHT 11,4
T
tena | ||, IV
| BHA
.lmi |
\
|
i
| etoxiquim i L)

00002

etoxiquim

2

Figura 1: Cromatogramas dos antioxidantes obtidos nas condi¢des otimizadas para analise

Figura 2: Cromatograma de mistura de antioxidantes obtido com a programagao dos comprimentos

de onda. Condicbes analiticas descritas no texto.
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3.2 AVALIAGCAO DOS ANTIOXIDANTES PRESENTES NAS RAGCOES

As ragbes para caes identificadas como A, B e C, apresentavam no rotulo as seguintes
informagdes: produto A adicdo de BHT, produto B de BHA e BHT e o produto C sem adigédo de
antioxidantes. Os resultados obtidos nas ragbes antes de otimizar o processo de extragao dos
analitos estdo apresentados na Tabela 5. Os resultados encontrados diferiram dos ro6tulos dos
produtos A que apresentou BHA e BHT e o produto B somente BHA. Embora os resultados
observados sejam diferentes do rétulo, concentragées encontradas nos produtos A e B estao abaixo
do limite maximo de adi¢édo, segundo a Instrugdo normativa n® 38 do MAPA.

Tabela 5: Resultados obtidos nas avaliages das trés amostras de reagoes.

Produto TBHQ (mg/kg) BHA (mg/kg) BHT (mg/kg) Etoxiquim (mg/kg)
A ND?2 18,10 (0,08)° 46,38 (0,96)° NDP
B ND?2 0,77 (0,01)° ND? ND?2
C ND?2 ND? ND? ND?

a Média e estimativa de desvio padréo
®ND = N&o detectado

3.3 VALIDACAO DO METODO

Sensibilidade: os dados obtidos na avaliacao da linearidade estdo apresentados na Tabela 6. O
valor t-student para n-1 graus de liberdade com 95% de probabilidade € tgs, 4) 2,78, € 0s valores t
calculados para a linearidade foram 25,12 para TBHQ, 28,21 para o BHA, 57,70 para o BHA e 31,56
para o etoxiquim, respectivamente. Baseado nos valores obtidos, a correlagao foi significativa para

a faixa avaliada.

Como a matriz ragado apresenta muitos interferentes e o sinal do instrumento sofre agao
destes, foi adotado como LD 50% e LQ 100% da concentragao utilizada no primeiro nivel de adigao
no teste de exatidao para os analitos BHA e BHT. Os valores considerados para o LD foram 0,01 mg
1009 para BHA e 0,13 mg 100g™" para o BHT, e para o LQ foram 0,02 mg 100g™" para o BHA e, 0,25
mg 100g™" para o BHT, respectivamente. O antioxidante TBHQ requer ajustes no sistema de eluigao
devido a coeluicao de interferente no tempo de retencao do analito (Figura 3).

Tabela 6: Parametros de linearidade, limites de detecg¢ao (LQ) e quantificagcao (LQ) calculados

RL:CurvalDelLQ | RL:CurvalDelLQ LD LQ
(mg area™) (mg s™) (mg 100g") | (mg 100g™")

RL:Curva analitica

Analito (mg area™!)

(r?)

TBHQ |A=56.650.874,64c + [0,9937 | A=19.495.764c + A=-4.889.024,2c + 1,04E-02 2,14E-02
1.117,62 2.776,8 772,5

BHA  |A=89.062.180,98c + |0,9950 A=118.710,6¢ — A=29.545.606,8c - 922 | 3,91E-03 1,23E-02
1.731,61 247,7
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BHT A=5.045.098,86¢c + |0,9988 | A=5.255.866,7¢C + A=-918.641,8¢c + 5,26E-02 1,59E-01

2.222,08 681,5 1.454,9
Etoxiquim |A=11.080.665,03c + |0,9960 | A=19.680.127c - A=-2.125.858,6¢C + 1,51E-01 4,03E-01
1.663,31 1.866,7 1.573,6

RL, equacgéo de regresséo linear; ¢, concentragao; r?, coeficiente de correlacéo; s, estimativa de desvio padrdo das areas
obtidas nas trés injegbes de cada concentragéo; A, Area.

Figura 3: Cromatograma vermelho: mistura de padrdes de antioxidantes; cromatograma verde:
racdo A. Condigdes analiticas descritas no texto.

Precisao: os resultados obtidos nos testes de precisdo do sistema e do método estdo apresentados
na Tabela 7. O teste de precisdo do método foi realizado com a racdo A, que apresentou 0s
antioxidantes BHA e BHT. Os coeficientes de variacdo encontrados foram menores que os obtidos
com a equacgdes de Horwitz (1982), portanto as precisdées foram adequadas.

Tabela 7: Valores encontrados no teste de precisao do sistema e método para antioxidantes

Analito Precisao Valor médio s CV (%) CV Max (%)
BHA Sistema 16285 578 4
(n 5; area) 10
Método
(n 8 mg 100q”) 1,81 0,04 2
BHT Sistema 17233 659 4
(n,5; area) 9
Método
Etoxiquim Sls.te:ma 24571 1021 4 9
(n 5; area)

s, estimativa de desvio padrao; CV, coeficiente de variagcdo; CV Max, coeficiente de variagdo obtido pela equagéo de
Hortwitz (1982).

Exatidao: Os resultados obtidos com o teste estdo apresentados na Tabela 8, e o valor t-student
calculado foi comparado com o valor tabelado com n-1 graus de liberdade para uma probabilidade
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de 95%, t tabelado (5%, 8) € igual a 1,86. Como os valores calculados foram menores que o valor t
tabelado, o método apresentou exatidao adequada com 95% de confianca.

Tabela 8: Valores encontrados na exatidao do método para antioxidantes.

Nivel _

Analito o A B C Rec. X CV (%) tcal
adicao
0014 | 0018 | 0015 | 0017 | 12331 10

BHA 0,027 | 0029 | 0041 | 0028 | 12015 21 1,68
0,048 | 0051 | 0056 | 0059 | 114.37 7

BHT 0246 | 0270 | 0242 | 0231 | 101,31 8
0488 | 0395 | 0382 | 0422 | 8157 5 0,24
0860 | 0744 | 0842 | 0833 | 93.77 7
0417 | 0119 | 0141 | 0120 | 108.06 10

Etoxiquim 55351 0281 | 0277 | 0261 | 116.10 4 012
0412 | 0363 | 0394 | 0358 | 9000 5

Rec., recuperacdo; X , média; tcal, valor t-student calculado.

Robustez: os resultados obtidos no ensaio estdo na Tabela 10 e foram avaliados pelo avaliados pelo
teste t (HEYDEN et al, 2001; DEJAEGHER et al., 2007), sendo considerado o valor critico tgs, 6 igual
a 2,45. O efeito das variaveis sobre os antioxidantes BHA e BHT estdo apresentados na Figura 4.
De acordo com o resultado obtido foi definido para o procedimento analitico a tomada de amostra de
5 g; 0,01 g de antioxidante (acido ascérbico; volume de solvente para extragao de 3 x 5 mL; tempo
de extracdo em banho ultra som de 10 minutos; temperatura igual ou menor que 40°C para
evaporagao do solvente e volume final para dissolugdo dos analitos de 10 mL.

BHA - efeito varidveis BHT - efeito variaveis
50 50
40 40
30 30
20 20
10 I 10 I I
oL m m m N ol— m m W
S > P P > 2 o
((\Q/ 6@’ \)(b (?O \(\@ ‘;é’b (?O (?O .\(\'b (?0 ({@/ \){b c’)é,b @O
N X N Q@ Qj\ o X2 @ < @ N > O X2
) e & & s R & \Q@Q’ & & & £ &
X 2 X 2
S &S & @SS S
& <9 RS & Y

Figura 4: Efeito das variaveis nos ensaios dos antioxidantes BHA e BHT.
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4 CONCLUSAO

O método validado mostrou-se robusto, linear para a faixa avaliada, e com boa preciséo e
exatiddo. Devido as caracteristicas da amostra, ragdo para caes, os limites de deteccdo e
quantificacdo foram 0,01 mg 100g™ e 0,02 mg 100g™* para BHA, 0,13 mg 100g™' e 0,25 mg/100g™
para BHT, e 0,15 mg 100g™" e 0,40 mg 100g™" para o etoxiguim, respectivamente. O antioxidante
etoxiquim foi retirado do estudo devido a coeluicao de interferentes. As duas marcas de ragéo, A e
B avaliadas apresentaram teores de antioxidantes menores que o limite maximo permitido, e a

presenca de antioxidantes diferiram da informagéo dos rétulos.
5 AGRADECIMENTOS

Ao CNPQ - PIBIC, pela bolsa concedida.
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