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RESUMO 

 

O desenvolvimento de métodos de preparo de amostras é de suma importância para a 

análise química. Ao longo dos anos, cada vez mais os cientistas buscam técnicas para 

aprimorar metodologias e ferramentas matemáticas para a validação dos métodos 

desenvolvidos. No presente trabalho foram desenvolvidos dois diferentes métodos de 

preparo de amostras: um para a análise de corantes artificiais em iogurtes e posterior análise 

por HPLC-PAD e outro método utilizando a técnica de CE-UV/Vis para separar e fracionar 

amostras padrões de misturas de proteínas, seguido de um método para digestão destas e 

análise por LC-ESI-MS para posterior mapeamento dos peptídeos. O primeiro trabalho foi 

realizado para determinar a concentração de corantes artificiais em iogurtes e bebidas 

lácteas que são alimentos produzidos a partir da fermentação do leite sendo um alimento 

importante e indispensável a dieta de adultos e crianças. Para tanto foi desenvolvido um 

método de extração e determinação de corantes artificiais em iogurtes e bebidas lácteas por 

HPLC-PAD. O método foi devidamente validado e as amostras comerciais analisadas 

estavam de acordo com a legislação. Já o segundo trabalho visa o estudo da proteômica 

através do mapeamento de peptídeos. A eletroforese capilar (CE) por ser uma técnica de 

separação muito eficiente para a análise de proteínas e peptídeos foi utilizada na etapa 

inicial de preparo da amostra. A separação inicial foi seguida do fracionamento da amostra 

que é uma etapa muito importante e que a CE pode proporcionar, minimizando a 

complexidade da amostra. Posteriormente foi desenvolvido um método para a digestão das 

proteínas contidas em cada fração e o mapeamento dos peptídeos foi realizado com auxílio 

do LC-ESI-MS. Os resultados obtidos são animadores, visto que foi possível digerir as 

proteínas com quimotripsina em até duas horas. O que é um tempo curto se comparado a 

trabalhos da literatura que necessitaram de 12 a 24 horas para digestão de proteínas quando 

utilizadas enzimas livres em solução. 

Palavras chave: HPLC-PAD. Corantes artificiais. Iogurtes. Preparo de amostras. CE-UV. 

Proteômica. LC-ESI-MS. 
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ABSTRACT 

 

The development of sample preparation methods is of paramount importance for analytical 

chemistry. Over the years, more and more scientists are seeking techniques to improve 

methodologies and mathematical tools for the validation of the methods they have 

developed. In this study two different methods of sample preparation were developed: one 

for analysis of artificial colorants in yogurts and subsequent analysis by HPLC-PAD; and 

another method using the CE-UV/Vis technique to separate and fractionate standard 

samples of protein mixtures, followed by a digestion method for these and analysis by LC-

ESI-MS for subsequent peptides mapping. The first study was conducted to determine the 

concentration of artificial colorant in yoghurts and milk drinks, foods produced from the 

fermentation of milk that are an important and indispensable part of the food diet for adults 

and children. To this end, a method was developed for the extraction and determination of 

artificial colorant in HPLC-PAD yoghurts and milk drinks. The method was validated and 

commercial samples were analyzed according to the legislation. The second work is aimed 

at the study of proteomics by peptide mapping. Capillary electrophoresis (CE) as an 

effective separation technique was used in the initial stage of sample preparation for the 

anaysis of proteins and peptides. The initial separation was followed by fractionation of the 

sample which is a very important step enabled by CE, thus minimizing sample complexity. 

Then, a method was developed to digest the proteins contained in each fraction and the 

mapping of the peptides was carried out with the aid of LC-ESI-MS. The results obtained 

are encouraging, since the study showed that it was possible to digest proteins with free 

chymotrypsin within two hours. This is a  short time compared to that found in the 

published papers requiring 12 to 24 hours for protein digestion when free enzymes in 

solution are used. 

 

Keywords: HPLC-PAD. Artificial colors. Yogurts. Sample preparation. CE-UV. Proteomics. 

LC-ESI-MS. 
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Organização da tese 
 

- Esta tese é organizada em dois capítulos principais e um anexo: 

  

• Capítulo 1: Este capítulo consta o trabalho desenvolvido em colaboração com o 

Ministério da Agricultura, cujo título é: Determinação simultânea de corantes 

sintéticos em iogurte por HPLC-PAD. 

 

• Capítulo 2: Neste capítulo é apresentado um trabalho que foi desenvolvido em 

colaboração com o laboratório de eletroforese capilar da Universidade de Montreal 

no Canadá, sob supervisão da professora Dra. Karen Waldron, no período de 

Maio/2014 a Abril/2015. E tem como título: Eletroforese capilar como método de 

preparação de amostras para caracterização de proteínas em aplicações 

proteômicas. 

 

 

• Anexo: Cópia do trabalho publicado sobre o capítulo I desta tese, que foi inserido 

como material auxiliar. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

Na atualidade, é crescente a procura por alimentos de alta qualidade, tendo em vista o 

interesse da população pela boa forma e melhor qualidade de vida e para isso é fundamental 

que se consuma alimentos saudáveis e o mais natural possível. 

O consumo de iogurtes cresceu de 90 para 90,4 % entre os lares brasileiros, o que 

corresponde a um aumento de 1,1 milhão de novos lares que passaram a comprar e 

consumir os iogurtes e bebidas lácteas em geral. Segundo dados da Associação Brasileira 

de Embalagens (ABRE), o mercado de alimentos refrigerados como iogurtes, petit suisse, 

leites fermentados e sobremesas vêm crescendo continuamente nos últimos anos 1. 

Esta crescente produção das indústrias de laticínios aliada ao desenvolvimento 

tecnológico, leva a uma incessante procura por tecnologias que prolonguem a validade e a 

aparência dos alimentos. E isso faz com que as indústrias usem diversos aditivos químicos 

na a preparação destes alimentos. Dentre esses aditivos estão os corantes, que tem a função 

única de conferir ou intensificar a cor dos alimentos. O uso de corantes em alimentos, 

sejam eles artificiais ou naturais, é permitido pela legislação brasileira, mas seu uso é 

controlado e limitado para cada tipo de alimento 2,3. 

Os corantes alimentícios artificiais têm vantagens frente aos naturais, pois são mais 

estáveis, menos sensíveis a mudanças de temperatura, de luminosidade e até a variações 

moderadas de pH. Por serem sintéticos, possuem estrutura química conhecida, são menos 

propícios à contaminação microbiológica e apresentam baixo custo de produção 4,5. 

Entretanto, os corantes artificiais são compostos orgânicos que possuem em sua estrutura 

química duplas ligações conjugadas, anéis benzênicos simples ou conjugados e compostos 

nitrogenados que são responsáveis por causarem vários males à saúde, entre eles o câncer 5. 

Sendo assim, a determinação destes aditivos nos alimentos em especial nos iogurtes e 

bebidas lácteas é essencial. 

As técnicas mais utilizadas para a determinação de corantes artificiais em alimentos 

são a cromatografia líquida de alta eficiência (do inglês, High Performance Liquid 
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Chromatography - HPLC) 6,7, a espectrofotometria de absorção molecular na região do 

Ultravioleta – Visível (UV-VIS) 8,9 e a eletroforese capilar (CE) 10,11. 

No Brasil, os métodos de determinação de corantes artificiais apresentados pelo 

Instituto Adolfo Lutz expressam que estes devem ser determinados qualitativamente por 

cromatografia em papel e quantitativamente por espectrofotometria UV/VIS 12. Porém, esta 

técnica quantitativa é limitada à determinação de apenas um ou dois corantes 

simultaneamente. Apresentando uma desvantagem frente à técnica de cromatografia líquida 

de alta eficiência que pode determinar vários corantes em uma única análise para uma 

mesma amostra. 

 O uso da cromatografia líquida para determinar corantes artificiais requer um prévio 

preparo das amostras, pois estas não devem ser inseridas diretamente no cromatógrafo, pois 

podem obstruir a coluna cromatográfica e danificar o equipamento, visto que são amostras 

complexas, ricas em proteínas, lipídios e outros constituintes. 

Na literatura existem trabalhos que usam a cromatografia líquida para determinar 

corantes artificiais em sucos, geleias, refrigerantes, guloseimas entre outros tipos de 

amostras que necessitam de um preparo de amostra relativamente simples, bastando apenas 

dissolver em água e filtrar 7,13. Entretanto, não foi encontrado trabalho que envolvesse a 

determinação de corantes artificiais em iogurtes e bebidas lácteas por cromatografia líquida. 

Acredita-se que um dos motivos seja a dificuldade do preparo das amostras. 

Os métodos de preparo de amostras para a extração de corantes artificiais 

recomendados pelo Instituto Adolfo Lutz 12 e pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) 2 são bastante laboriosos e pouco eficientes, o que impulsiona a busca por novos 

métodos de extração eficientes, rápidos e de baixo custo. 

Sendo assim, no presente trabalho foi desenvolvida uma metodologia analítica para a 

determinação de corantes artificiais em iogurtes e bebidas lácteas por cromatografia líquida 

de alta eficiência com detector de arranjo de fotodiodos. Para tanto, desenvolveu-se um 

método de extração dos corantes para posterior análise cromatográfica. O método foi 

devidamente validado e foram analisadas amostras reais para confirmar a eficiência do 

método. 
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1.2 – Fundamentação Teórica 

 

1.1.1– Iogurte, bebida láctea e seus corantes. 

 

O iogurte é definido como um produto obtido a partir da fermentação do leite pela ação 

dos cultivos protossimbióticos de Streptococcus salivarius spp thermophilus e 

Lactobacillus delbruckii spp bulgaricus. Durante a fermentação do leite também podem ser 

adicionados outros tipos de bactérias ácido-lácticas que, dependendo do tipo utilizado, 

influenciará nas características do alimento na etapa final do seu processo de produção. O 

iogurte pode conter no máximo 30 % (m/m) de ingredientes não lácteos 14,15,16. 

Os iogurtes e as bebidas lácteas são alimentos muito consumidos, atualmente, pela 

população. As crianças, geralmente, são os maiores consumidores, pois se trata de um 

alimento de fácil ingestão e que serve como complementação ao consumo diário de leite e 

seus derivados. Eles também são consumidos por pessoas que buscam a perda de massa 

corpórea, incluindo este alimento na sua rotina diária, pois estes são ricos em proteínas e 

carboidratos, entre outros componentes que complementam a alimentação, servindo como 

uma alternativa para um lanche saudável e nutritivo.  Esses alimentos também podem ser 

utilizados para regularizar o funcionamento da flora intestinal, pois as bactérias lácteas 

ajudam a combater as bactérias causadoras de desconfortos intestinais 16. 

A bebida láctea segundo a legislação brasileira possui no mínimo 51 % de leite (m/m), 

soro de leite ou derivados de leite reconstituído ou não, fermentado ou não, podendo ter 

aditivos ou cultivo de micro-organismos 17. 

O processo de produção de iogurtes e bebidas lácteas envolve diversas etapas como 

mostrada na Figura 1.1. 
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Figura 1.1: Fluxograma básico do processo de produção de iogurte e bebidas lácteas. 18,19 

 

Na etapa 1 do processo ocorre a mistura, filtração e a separação do leite com gordura 

para a produção do iogurte cremoso ou líquido. O leite sem gordura será utilizado para a 

fabricação do iogurte light. Até então só faz sentido falar da produção de iogurte já que a 

bebida láctea é preparada geralmente a partir de leite modificado acrescido de soro ou 

puramente do soro do leite.  

O leite com gordura é transferido para um homogeneizador para ocorrer a quebra das 

partículas de gordura, inferindo ao produto uma consistência mais cremosa. 

No processo de pasteurização ocorre a eliminação das bactérias indesejáveis ao 

produto, as quais degradam a matéria-prima. 

A etapa da fermentação é extremamente importante, pois nela ocorre a transformação 

da lactose em ácido láctico que é um agente coagulante. Para a produção de iogurte, a 

fermentação ocorre obrigatoriamente por ação de leveduras e bactérias ácido-lácticas 

específicas como citado anteriormente. Já a fermentação da bebida láctea pode ser 

conduzida por fermentos lácteos sem nenhuma restrição 14. 
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Na sexta etapa é efetuada a quebra da coalhada oriunda da fermentação. Esse processo 

ocorre com agitação lenta e constante, seguida do resfriamento do produto. 

A sétima etapa consiste na adição dos ingredientes permitidos a cada produto seja ele 

iogurte ou bebida láctea, podendo ser adicionado polpa de frutas, aditivos e/ou vitaminas e 

minerais. Em seguida, o produto é homogeneizado, envasado e armazenado para 

distribuição. 

Os aditivos alimentares são ingredientes que são adicionados aos alimentos, com o 

intuito de modificar as propriedades físicas, químicas, biológicas ou sensoriais, durante o 

processo de fabricação dos alimentos. São considerados aditivos alimentares os 

aromatizantes, estabilizantes, edulcorantes (adoçantes), geleificantes, umectantes, 

acidulantes, corantes, entre outros 20. 

O uso de aditivos alimentares é prática comum e é permitido no Brasil assim como em 

todo o mundo. Dentre os aditivos alimentares estão os corantes, que por definição são 

responsáveis por realçar ou atribuir cor aos alimentos 21. O fato da utilização dos corantes 

alimentícios ser permitida não significa dizer que não seja controlada. No Brasil, o órgão 

fiscalizador é a Agencia Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), que com suas 

resoluções (RDC 387/03 2, RDC 386/99 3) estabelece quais corantes são permitidos e qual o 

limite máximo que os fabricantes podem adicionar aos alimentos. 

Os corantes alimentícios são classificados como: corantes naturais, corante caramelo e 

corantes artificiais. Sendo este último o objeto de estudo deste trabalho. 

Os corantes artificiais são, por definição, substâncias produzidas sinteticamente e que 

possuem composição e estrutura químicas definidas 21. Os mesmos ainda podem ser 

definidos como corantes azo ou corantes não azo. Os corantes permitidos no Brasil da 

classe azo (e seus respectivos códigos de identificação) são: Tartrazina (E102), Amarelo 

Crepúsculo (E110), Azorrubina (E122), Amaranto (E123), Ponceau 4R (E124) e o 

Vermelho 40 (E129). Já os permitidos que pertencem à classe não azo (e seus respectivos 

códigos de identificação) são: Eritrosina (E127), Azul Patente V (E131), Indigotina (E132), 

Azul Brilhante (E133) e o Verde Rápido (E143). As estruturas químicas dos corantes 

permitidos no Brasil que foram avaliados no presente trabalho estão mostradas na Figura 

1.2, a seguir: 
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Figura 1.2: Estruturas químicas dos corantes artificiais permitidos no Brasil e seus códigos de 
identificação. Continua... 

Ponceau 4R, E124 Eritrosina, E127 

Azorrubina, E122 Amaranto, E123 

Vermelho 40, E129 Amarelo crepúsculo, E110 

Tartrazina, E102 Indigotina, E132 
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Figura 1.2: Estruturas químicas dos corantes artificiais permitidos no Brasil utlizados neste 
trabalho e seus códigos de identificação. 

 

A utilização de corantes artificiais em alimentos traz algumas vantagens, pois são 

substâncias estáveis ao calor, luz e moderada variação de pH, assim como são isentos de 

contaminação microbiológica além de apresentarem baixo custo de produção se comparado 

aos corantes naturais, o que é uma vantagem para as indústrias 22. Essas características 

fazem com que os fabricantes prefiram utilizar o corante artificial ao natural, pois assim o 

produto poderá ter uma maior estabilidade da cor durante o seu prazo de validade.  

Entretanto, os corantes artificiais citados anteriormente são compostos orgânicos que 

possuem em sua estrutura química duplas ligações conjugadas, anéis benzênicos simples ou 

conjugados e compostos nitrogenados que são responsáveis por causarem vários danos à 

saúde, entre eles o câncer 5. Por isso, muitos fabricantes estão substituindo os corantes 

artificiais pelos naturais, os quais não proporcionam danos  evidentes à saúde do 

consumidor 23. 

Na Tabela 1.1 estão listados os possíveis riscos à saúde do consumidor de alimentos 
contendo pelo menos um desses corantes. 

 

 

 

Verde rápido, E143 Azul brilhante, E133 
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Tabela 1.1: Corantes artificiais sintéticos, alimentos em que são utilizados e seus efeitos 
adversos. Adaptado de Veloso e colaboradores 21. 

Corantes Tipo de alimento Efeitos adversos 

Amarelo 
crepúsculo 

Cereais, balas, laticínios e goma 
de mascar. 

Pode causar alergia (urticária), 
angioedema e problemas gástricos. 

Azul brilhante Balas, cereais, queijos, gelatina e 
laticínios e refrescos. 

Pode causar hiperatividade em crianças, 
asma e eczema. 

Amaranto Cereais, balas, laticínios, geleias e 
recheios. 

Deve ser evitado seu consumo por 
pessoas sensíveis à aspirina. 

Eritrosina Laticínios, refrescos e pós para 
gelatinas. 

Por conter iodo pode causar 
hipertireoidismo. 

Indigotina Goma de mascar, iogurtes, balas e 
refresco. 

Pode causar hipertensão, náuseas e 
problemas respiratórios. 

Ponceau 4R Laticínios, balas, cereais, 
refrescos, refrigerantes e 

sobremesas. 

Pode causar anemia e doenças renais, 
assim como também deve ser evitado 

por pessoas sensíveis à aspirina e 
asmáticos. 

Tartrazina Laticínios, cereais, frutas em 
conserva e iogurtes. 

Pode causar afecções da flora intestinal 
e insônia em crianças. Deve ser evitado 

por pessoas sensíveis à aspirina e 
asmáticos 

Vermelho 40 Cereais, laticínios, geleias, 
recheios, refresco e refrigerantes. 

Pode causar hiperatividade em crianças, 
problemas respiratórios e eczema. 

 

Pode-se notar que os alimentos mais citados na Tabela 1.1 foram os laticínios, cereais e 

balas. Todos esses são amplamente consumidos por crianças o que causa maior 

preocupação quanto ao tipo e a quantidade de corantes artificiais utilizados nestes 

alimentos. 

Na Tabela 1.2 são apresentados os valores da ingestão diária aceitável destes corantes, 

bem como os limites máximos permitidos destes corantes em iogurtes. 
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Tabela 1.2: Valores de Ingestão Diária Aceitável (IDA) e os limites máximos dos corantes 

artificiais permitidos no Brasil. 

Corantes 
IDA (mg/kg massa 

corpórea)ª 
Limite máximo 

(mg/100g – mg/100mL)b 

Amarelo Crepúsculo 2,5 10 

Azul brilhante 10,0 30 

Amaranto 0,5 10 

Eritrosina 0,1 5 

Indigotina 5,0 30 

Ponceau 4R 4,0 10 

Tartrazina 7,5 30 

Vermelho 40 7,0 30 

Azorrubina 4,0 5 

Verde rápido 10,0 30 

a= Prado e colaboradores 5, b= BRASIL Nº 387, de 09 de Agosto de 1999 2. 

Observa-se que ao final de um dia, se uma criança consumir mais do que um destes 

produtos, a ingestão diária pode ser maior do que a aceitável, podendo causar problemas de 

saúde para essa criança. Foram citadas como exemplo as crianças, pois estas têm massa 

corpórea menor, o que intensifica o risco, se houver um alto consumo destes corantes, 

muito mais do que se a mesma quantidade for administrada em um adulto, por exemplo. 

Entretanto, o consumo destes corantes deve ser evitado não só por crianças como também 

por adultos. 

Dentre os alimentos que podem conter corantes artificiais e que são amplamente 

consumidos por crianças estão os laticínios, em especial os iogurtes e as bebidas lácteas. 

Devido ao elevado consumo desses alimentos pela população e a crescente busca por 

alimentos de alta qualidade é importante avaliar os constituintes destes alimentos, para 

assim ser possível garantir que a busca por alimentos saudáveis e de qualidade seja real e 
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que neles não tenham constituintes causadores de danos à saúde do consumidor à curto ou 

longo prazo. 

Muitas técnicas podem ser utilizadas para a identificação e quantificação de corantes 

artificiais em alimentos, entre elas, a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 6,7, a 

espectrofotometria de absorção molecular na região do Ultravioleta – Visível (UV-VIS) 8,9 e 

a eletroforese capilar (CE) 10,11. 

 

1.1.2- Cromatografia líquida de alta eficiência com detecção 

espectrofotométrica na região do UV/VIS. 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência (do inglês, High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) é uma técnica de separação de misturas complexas. A separação 

ocorre em instrumentos automatizados, que empregam colunas recheadas com uma fase 

estacionária (FE) específica, tendo como fase móvel (FM) um líquido e a eluição dos 

compostos da mistura ocorre sob alta pressão 25. 

A HPLC pode ser usada em análises qualitativas ou quantitativas para a separação de 

diversos compostos em diferentes tipos de amostras em um curto intervalo de tempo (da 

ordem de poucos minutos), com alta resolução, eficiência e detectabilidade 25. 

 

1.1.2.1- Mecanismos de separação em HPLC 

 

A separação em cromatografia líquida (Figura 1.3) ocorre mediante diferentes 

mecanismos. Dentre estes está o mecanismo de adsorção, que é o princípio da 

cromatografia líquido-sólido, onde a fase estacionária (FE) é um sólido e a fase móvel 

(FM) é um líquido.  



36 
 

Para o mecanismo de adsorção as características físicas que influenciam na separação 

dos compostos são as polaridades da FM e da FE, a geometria e os fatores estéricos dos 

solutos, propriedades estas que fazem com que os solutos (analitos) interajam 

diferentemente com a FM e FE. Quando a fase estacionária é polar como, por exemplo, 

sílica (SiO2) ou alumina (Al2O3)n, a FM deverá ser apolar ou semipolar (por exemplo, 

hexano ou acetato de etila) para que ocorra a competição entre a fase móvel e os compostos 

da amostra pela adsorção na FE. Desta forma, os compostos menos polares serão eluídos 

mais rapidamente que os mais polares. Em muitos casos, onde a mistura a ser separada é 

constituída de compostos com polaridades diferentes se faz necessário a mudança gradual 

na polaridade da FM. Geralmente, aumenta-se a polaridade da fase móvel, fazendo com que 

os analitos fiquem mais solúveis na FM, resultando em melhor separação. Quando a eluição 

ocorre desta forma, esta é chamada de eluição por gradiente. E quando não é necessária a 

mudança na composição da FM, diz-se que a eluição é isocrática 25,26. 

 

Figura 1.3: Representação da separação de uma mistura de compostos por eluição em uma coluna 

cromatográfica e o registro do sinal, gerando o cromatograma. 

Outro mecanismo de separação em cromatografia é a partição que é o princípio da 

cromatografia líquido-líquido. Na partição, tanto a FM quanto a FE são líquidos. A 

separação ocorre devido à diferença de solubilidade do analito na FM e na FE, ou seja, os 

compostos mais solúveis na fase móvel são mais facilmente eluídos por ela, enquanto que 

os compostos mais solúveis na fase estacionária ficarão um tempo maior retidos nesta e 
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eluirão mais tardiamente. Uma desvantagem desta estratégia diz respeito às solubilidades. 

Se a FM for solúvel na FE, impossibilitará a repetitividade da separação devido à 

deterioração da coluna cromatográfica 25,26. 

A cromatografia líquida com fase ligada foi a maneira encontrada para resolver essa 

problemática. Como o próprio nome já diz, a FE encontra-se ligada quimicamente a um 

suporte. Com isso, é corrigido o problema da solubilidade da FE na FM. Nesta técnica 

ocorre ambos os mecanismos de separação, partição e adsorção. O primeiro é mais intenso, 

pois a FM é líquida e a FE é um filme líquido que recobre um suporte, fazendo com que o 

mecanismo de partição seja mais determinante para a separação. Entretanto, a presença de 

grupos ativos na superfície do suporte também influencia na interação da FE com a FM e o 

analito. E como esta interação ocorre entre a FM (líquida) e uma superfície, o mecanismo 

de separação envolvido é a adsorção 25,26. 

A depender do tipo (polaridade) do grupo funcional quimicamente ligado à FE 

(geralmente sílica) pode ser possível a separação de uma maior variedade de compostos. 

Quando esses grupos são polares (ciano, amino ou diol, por exemplo), esses são 

denominados de Fase Normal (FN) e quando são apolares (octil ou octadecil, por exemplo) 

são chamados de Fase Reversa (FR). A FR é  mais frequentemente utilizada e foi a fase 

utilizada no presente trabalho 25,26. 

 

1.1.2.2- Fases móveis utilizadas em HPLC 

 

As características da fase móvel usada em cromatografia líquida são um dos fatores, 

mais importantes, que devem ser estabelecidos. A composição da FM é de extrema 

importância para a separação dos componentes da mistura a ser analisada. 

A escolha da FM deve apresentar as seguintes características: possuir alto grau de 

pureza, solubilizar completamente os analitos e ser insolúvel na fase estacionária, não 

decompor os analitos ou a FE, não ser tóxica, ter baixa viscosidade e ponto de ebulição, 
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possibilitar o uso de soluções tampão, ser transparente ao detector, assim como é desejável 

ser de baixo custo 25,26. 

Cada característica citada anteriormente tem sua importância fundamental na escolha 

da FM, que serão explicadas a seguir. 

- Alto grau de pureza: os solventes utilizados como FM em HPLC devem ser de alto 

grau de pureza ou de fácil purificação para possibilitar a análise e separação dos analitos 

em baixa concentração na amostra. A utilização de solventes impuros ou com baixo grau de 

pureza pode implicar no aparecimento de sinais advindos da impureza do solvente, que 

pode ser confundido ou atribuído à amostra, assim como também pode causar flutuação na 

linha base, dificultando a detecção, podendo obstruir as conexões capilares do sistema e 

ainda pode ficar irreversivelmente aderida à coluna cromatográfica 25. 

Os solventes comumente utilizados em fase reversa são: água, metanol, acetonitrila e 

tetraidrofurano. Os solventes orgânicos são usados como modificadores, que controlam a 

força da eluição do solvente. Quando em cromatografia líquida em fase reversa é utilizado 

eluição por gradiente ou isocrática com uma proporção maior de água, isto provoca um 

retardamento na eluição dos componentes da amostra, pois ocorre uma diminuição na força 

do solvente, devido ao aumento da polaridade da FM 26. 

- Solubilidade: a FM deve solubilizar os analitos e não ser solúvel na FE e 

principalmente, não pode reagir com os componentes da amostra, assim como não deve 

decompor os analitos e a fase estacionária 25. 

- Viscosidade: o ideal é utilizar solvente com baixa viscosidade (0,4 – 0,5 mPa. s), pois 

solvente com viscosidades altas reduzem a eficiência da separação, diminuem a velocidade 

de transferência de massa do soluto entre a FM e a FE, aumentando assim a pressão interna 

da coluna. O aumento da pressão pode provocar vazamentos e o desgaste da coluna. Uma 

alternativa, quando se utiliza solventes viscosos, é diminuir a viscosidade dos solventes que 

constituem a FM, aumentando a temperatura da análise 25. 

- Ponto de ebulição: deve-se escolher solventes com ponto de ebulição da ordem de 20 

– 50 ºC acima da temperatura escolhida para a realização da análise, para evitar a 
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evaporação do mesmo e assim, a formação de bolhas de ar na coluna e no detector, 

impossibilitando a detecção 25. 

- Solução tampão: quando os componentes da mistura a ser separados são compostos 

iônicos ou ionizáveis, é necessário fixar o pH do meio, fazendo com que os compostos 

sejam forçadamente mantidos  na forma iônica  ou não-iônica. A escolha da solução tampão 

a ser utilizada em uma análise dependerá do valor do pH da FM e do valor do comprimento 

de onda máximo de absorção na região do UV/VIS desta solução 25. 

Alguns autores recomendam que a solução-tampão escolhida possua valor de pH uma 

ou duas unidades a mais ou a menos do valor do pKa dos compostos de interesse. Mas para 

que se tenha uma garantia de que o composto está com a ionização necessária para a 

eluição, é preferível utilizar o valor de pH = pKa ± 1,0. Obedecendo a equação de 

Henderson-Hasselbalch para solução tampão 25,26. 

Na literatura algumas soluções-tampão são mais comumente utilizadas para a análise 

de corantes artificiais em alimentos, sendo eles o acetato de amônio 13, o acetato de sódio 27 

e o fosfato 28. 

Uma particularidade da utilização de solução-tampão é o fato de que, por definição, o 

pH é medido em soluções  aquosas. Entretanto, em cromatografia líquida não se usa apenas 

água como solvente, é necessário utilizar solventes orgânicos para aumentar a solubilidade 

dos analitos na FM, e com isso é causada uma incerteza no valor real do pH durante a 

eluição, pois este valor poderá sofrer influência devido a presença do solvente orgânico. É 

aconselhável que a medida do pH da solução tampão, quando realizada com um pHmetro, 

seja efetivada antes de ocorrer a mistura com o(s) solvente(s) orgânico(s), quando se usa 

bombas binárias, pois a mistura dos solventes é feita antes destes entrarem no sistema 

cromatográfico. 

- Baixo custo: o custo dos solventes está diretamente ligado ao seu grau de pureza. Os 

solventes utilizados em cromatografia líquida são geralmente produzidos industrialmente e 

dependendo do tipo, podem ser necessárias várias etapas de purificação que refletem no 

custo do produto. 
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1.1.2.3- Detector espectrofotométrico na região do UV/VIS 

 

O detector é um dos componentes mais importantes do sistema cromatográfico, sendo 

também a parte de maior custo. Eles são capazes de medir propriedades físicas ou físico-

químicas dos componentes de uma mistura assim que estes saem da coluna cromatográfica, 

gerando um sinal que geralmente é registrado em um computador 25. 

Os detectores podem ser classificados quanto a sua seletividade como universais, 

seletivos ou específicos. Os primeiros são assim chamados, pois são sensíveis a qualquer 

composto que eluir da coluna cromatográfica que não seja a FM. Os seletivos são sensíveis 

a um determinado grupo de compostos. Já os específicos são sensíveis a um determinado 

composto ou um pequeno número de compostos, gerando resposta apenas para esses 26. 

No presente trabalho foi utilizado o detector espectrofotométrico com arranjo de 

fotodiodos (photodiode array detector, PAD) com detecção na região do UV/VIS, que é 

classificado como um detector seletivo, pois ele só possui sensibilidade para compostos que 

absorvem nesta região do espectro eletromagnético, ou seja, grupos cromóforos que são 

compostos com elétrons π, elétrons desemparelhados, duplas ligações conjugadas, 

brometos, iodetos, tiol, nitro (-NO2), carbonila (-C = O), nitrila (-C ≡ N), entre outros 25,26.   

Esse detector é um dos mais modernos na atualidade, tendo inúmeras vantagens 

quando comparado ao detector fotométrico que só consegue monitorar um ou dois 

comprimentos de onda fixos, e ao detector espectrofotométrico de comprimento de onda 

variável que é superior ao fotométrico, mas inferior em qualidade e atribuições ao PAD. O 

PAD é uma evolução do detector UV de comprimento de onda variável, pois neste a 

radiação é focalizada em um monocromador que seleciona o comprimento de onda a ser 

analisado, em seguida essa luz vai para a cela do detector e então para uma 

fotomultiplicadora que registra a radiação. Já o detector PAD utiliza um arranjo de 

fotodiodos ao invés de uma fotomultiplicadora. O que traz alguns benefícios, pois cada 

diodo monitora uma pequena faixa de comprimento de onda fazendo com que toda a região 

do espectro seja monitorada, sendo possível a obtenção do espectro UV/VIS do analito, 

durante a corrida cromatográfica. Este monitoramento não era possível de se realizar nos 
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detectores UV anteriores ao PAD, pois para isso se faz necessário à parada do fluxo na cela 

do detector para posteriormente o espectro ser gerado 25,26. 

As vantagens do PAD frente aos outros detectores de UV/VIS é que com este é 

possível obter espectro eletromagnético de cada analito e selecionar o comprimento de onda 

de máxima absorção para cada analito, eliminando interferentes e aumentando a capacidade 

de detecção. 

Com a utilização do PAD é possível se avaliar a pureza do pico cromatográfico, 

verificando-o em várias alturas para confirmar se este pico é referente a um único composto 

e que não houve co-eluição. Assim como, também é possível obter espectros 

tridimensionais, explicitando o comprimento de onda, o tempo de retenção e a absorbância 

do analito. 

Uma etapa muito importante e determinante para se avaliar, quando se utiliza 

detectores UV/VIS, é a escolha do solvente, pois este não pode ter absorção máxima no 

mesmo comprimento de onda dos analitos. Isto é muito comum de ocorrer quando os 

compostos a serem separados possuem absorção apenas na região do ultravioleta (< 400 

nm) e não no visível (400 – 760 nm), como por exemplo, o metanol (205 nm) e a 

acetonitrila (190 nm).  

Como os corantes artificiais analisados absorvem em comprimentos de onda mais altos 

na região do visível, a escolha dos solventes pode ser feita de forma mais simples e sem a 

preocupação deste interferir na detecção dos analitos. 

O princípio que rege a quantificação através dos detectores de UV/VIS é a lei de 

Lambert-Beer que faz uma relação entre a quantidade de luz absorvida (A) ou transmitida 

pela amostra, a absortividade molar (ε) do composto, o caminho óptico (b) e a concentração 

(C) do composto analisado, Equação 1. 

A = ε b C               Equação 1 

A absorbância (A) é medida pela relação logarítmica mostrada na Equação 2,  

A = log I0/I        Equação 2 
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onde I0 é a radiação inicial incidida na amostra e I é a radiação final. Ou seja, uma parte da 

radiação incidente é absorvida pelo analito e essa absorção é proporcional à concentração 

deste na solução. Portanto, quanto maior a concentração do analito na solução maior será o 

valor da razão I0/I e maior será o valor de A. Como os valores de ε e b são constantes, a 

Equação 1 demonstra que existe uma relação direta entre A e C 29.  

 

1.1.3- Preparo de amostras 

 

O desenvolvimento de métodos analíticos seletivos e sensíveis é de grande importância 

para serem aplicados em diferentes áreas do conhecimento. Neste ponto, as ciências 

analíticas desempenham um papel fundamental, pois atua desde o preparo da amostra até a 

identificação e/ou quantificação das espécies de interesse. 

Órgãos como o Instituto Adolfo Lutz e o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), descrevem metodologias oficiais para a determinação de diversos 

componentes e aditivos em alimentos. Como por exemplo pode-se citar os  corantes 

artificiais cujos  órgãos descrevem metodologias qualitativas e quantitativas. Entretanto, 

essas metodologias envolvem métodos clássicos de preparo das amostras que demandam 

muitas horas e técnicas como a cromatografia em papel (método qualitativo) e 

espectrofotometria UV/VIS (método quantitativo), sendo descrita para a última uma 

metodologia onde só se permite determinar a concentração de um ou dois corantes na 

mesma solução. 

Vários métodos de preparo de amostras são conhecidos na literatura, dentre eles os 

mais usados para isolar os compostos orgânicos de uma mistura são a Micro Extração em 

Fase Sólida (do inglês, Solid Phase Micro Extraction, SPME) 30, a Extração em Fase Sólida 

(do inglês, Solid Phase Extraction, SPE) 31 e Extração Líquido-Líquido (ELL) 32. 

A SPE é uma técnica de extração bastante utilizada, na qual uma fase sólida e uma fase 

líquida são usadas para isolar o(s) analito(s) de uma solução. Pode ser também usada para 

“limpar” uma amostra antes de usar um método cromatográfico para a separação e 
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identificação dos analitos de interesse. A amostra é eluída por um cartucho ou uma pequena 

coluna contendo um sorvente. Em seguida, um solvente, geralmente orgânico e seletivo é 

utilizado para remover possíveis interferentes e então, outro solvente é usado para retirar do 

composto sorvente os analitos de interesse. Apesar da SPE apresentar vantagens com 

relação aos métodos clássicos, tais como praticidade e maior sensibilidade, esta técnica tem 

algumas limitações. Uma delas refere-se à etapa de dessorção do analito sorvido no 

cartucho de SPE que requer geralmente, o uso de solventes orgânicos tóxicos 33. 

Porém, procedimentos analíticos de preparo de amostras mais simplificados podem 

muitas vezes ser tão eficientes quanto os procedimentos citados anteriormente e muitas 

vezes, mais econômicos, visto que os cartuchos utilizados em SPE são de elevado custo em 

comparação com a quantidade dos solventes que podem ser usados para precipitação ou 

extração dos analitos. Além do que esses cartuchos possuem capacidade sortiva seletiva, ou 

seja, só são capazes de sorver certas classes de compostos. 

 

1.1.6 - Planejamento fatorial 

 

A quimiometria é a área da ciência exata que se refere à aplicação de métodos 

estatísticos e matemáticos para solucionar problemas de origem química. Uma etapa 

essencial em trabalhos de pesquisa é o planejamento dos experimentos para obtenção dos 

dados 34. 

Com um planejamento apropriado espera-se extrair o máximo de informação com um 

mínimo de experimentos. Se o sistema em questão for afetado por muitas variáveis, torna-

se difícil a determinação do grau de influência de uma ou mais variáveis sobre uma 

resposta de interesse. Para esta finalidade normalmente é empregado um tipo particular de 

planejamento experimental chamado de planejamento fatorial 34. 

O planejamento fatorial é uma ferramenta estatística que permite determinar se as 

variáveis escolhidas para serem estudadas em um sistema têm ou não influência sobre a 

resposta desse sistema. Permite, também, avaliar e quantificar o nível dessa influência e a 

existência de interação entre as variáveis.  
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Ao realizar um planejamento fatorial o que se deseja saber é como a resposta depende 

dos fatores. O tipo mais simples de planejamento fatorial é aquele em que todos os fatores 

são estudados em apenas dois níveis, é o planejamento do tipo 2k, onde k corresponde ao 

número de fatores, ou variáveis a serem estudadas 34. 

 

1.1.7 – Validação de método em cromatografia líquida 

 

A validação de um método expressa a confiabilidade de resultados gerados a partir de 

estudos experimentais. No Brasil, órgãos como a ANVISA e o INMETRO estabelecem 

regras para a validação de métodos analíticos.  

Os parâmetros de validação de um método analítico são: seletividade, linearidade, 

precisão, limite de detecção e de quantificação do método, adição de analito e recuperação 

e estabilidade dos analitos na solução padrão. Outros testes também foram realizados como 

estabilidade dos analitos na solução padrão, efeito de matriz e percentual de extração. 

 

 

1.1.5.1- Seletividade 
 

A seletividade é a medida de separação dos analitos de uma amostra. Este deve ser o 

primeiro parâmetro a ser avaliado em um método cromatográfico, para se obter a 

informação  de quanto um pico está separado de outro, através do cálculo da resolução. A 

resolução é a medida da separação de dois picos consecutivos que pode ser calculado a 

partir da largura da base (Equação 3) ou da largura à meia altura (Equação 4) 25 e da 

distância entre os tempos de retenção de cada pico. 

          

         Equação 3 

 

Equação 4 
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Onde:  

R = resolução 

tr1 = tempo de retenção do pico 1 

tr2 = tempo de retenção do pico 2 

W1 = largura da base do pico 1 

W2 = largura da base do pico 2 

Wh1 = largura a meia altura do pico 1 

Wh2 = largura a meia altura do pico 2 

 

Outra informação importante que se obtém através da seletividade é a pureza de cada 

pico cromatográfico, para confirmar se cada sinal é inerente a um único composto e que 

não houve co-eluição. Sabe-se que compostos com propriedades semelhantes, impurezas ou 

compostos de degradação, entre outros que estejam presentes na mistura, podem vir a 

serem co-eluídos com o composto de interesse aumentando ou reduzindo a intensidade do 

sinal. 

A seletividade, neste caso, pode ser determinada de duas formas. A primeira é 

comparando a resposta (cromatograma) obtida da análise do analito com e sem a matriz. Se 

essas respostas forem semelhantes e nenhum outro componente da matriz eluir juntamente 

com o analito, diz-se que o método é seletivo.  

Uma segunda forma de avaliar a seletividade de uma forma mais simples e prática é 

com a utilização de detectores mais modernos como o espectrômetro de massas e o de 

arranjo de fotodiodos. Estes detectores geram um espectro do composto de interesse, 

possibilitando a identificação da pureza do sinal. Para isto, deve-se analisar cada sinal 

independentemente, selecionando as zonas ascendente e descendente do mesmo, 

verificando sempre se o espectro correspondente à parte do sinal é o mesmo durante toda a 

análise. Se positivo, pode-se garantir que aquele sinal corresponde a um único composto e 

que não houve co-eluição 35,36,37. 
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1.1.5.2- Linearidade 
 

 

A linearidade é a capacidade do método fornecer resultados diretamente proporcionais. 

Em cromatografia, a linearidade é a medida de proporcionalidade direta entre a 

concentração ou massa do composto de interesse e a área ou altura do sinal cromatográfico. 

É importante salientar, que a linearidade é restrita a uma determinada faixa de concentração 

e que os dados obtidos devem ser expressos em relação à faixa estudada.  

É importante também que o valor esperado para a concentração do analito na amostra 

esteja em torno do ponto central da faixa linear de trabalho da curva analítica 37,35. 

Para se determinar a linearidade de um método é necessário construir uma curva 

analítica na faixa de concentração pretendida com pelo menos 5 níveis de concentração 

(I≥5), cada nível deve ser preparado no mínimo em triplicata (J≥3) e a leitura no 

equipamento deve ser realizada o número de vezes necessário para que I x J ≥ 30 37. 

A avaliação da linearidade pode ser realizada de duas formas. A primeira é 

simplesmente calculando o coeficiente de correlação (R2) da curva analítica. Quanto mais 

próximo de 1,0 for este valor menor será a dispersão dos pontos na curva e a incerteza nos 

coeficientes de regressão, visto que o R2 é determinado segundo a Equação 8 38. 

 

Equação 8 

Onde: 

SQReg = Soma Quadrática da Regressão 

SQT = Soma Quadrática Total 

 

Para o INMETRO o valor aceitável de R2 para atestar a linearidade de um método é 

0,90 e para a ANVISA é 0,99 35. 

A segunda forma de atestar e demonstrar de forma mais completa a linearidade de um 

método é realizando o teste do ajuste do modelo linear através da análise da variância 

(ANOVA) ou também chamado de ajuste por mínimos quadrados. Que consiste em afirmar 
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se um modelo tem a capacidade de prever ou pré-dizer respostas que se aproximem ao 

máximo da resposta observada, deixando o mínimo de resíduos possíveis 34. Os conceitos 

básicos que regem a análise da variância é a soma quadrática, média quadrática, falta de 

ajuste e erro puro. 

A soma quadrática (SQ) é uma decomposição em duas partes (SQR e SQr) dos desvios 

em relação a média de todas as observações. A soma quadrática da regressão (SQR) exprime 

o quanto as observações variam em torno da média global que um dado modelo consegue 

reproduzir. Já a SQr é a soma quadrática dos resíduos do modelo que se decompõe em SQfaj 

e SQep. A soma quadrática da falta de ajuste (SQfaj) representa o quanto as respostas 

observadas estão ajustadas ao modelo proposto e a soma quadrática do erro puro (SQep) 

fornece um valor referente ao erro aleatório, ou seja, o quanto os dados estão dispersos em 

torno da média, dando uma medida da precisão e da exatidão do método. Já as médias 

quadráticas (MQ) são calculadas dividindo o valor da SQ por seu respectivo número de 

graus de liberdade e também é uma grandeza para verificar se o modelo proposto está 

ajustado 34,38. 

Para comprovar se o modelo está ajustado deve ser realizado o teste de significância 

estatística da regressão e o teste da falta de ajuste. O primeiro teste é expresso pela razão 

MQR/MQr > F1,n-2 (n é o número de observações), no nível de confiança estabelecido, 

geralmente se utiliza o nível de 95%. Valores altos desta razão significam dizer que existe 

uma relação linear entre as variáveis X e y. O segundo teste é realizado pela razão 

MQfaj/MQep, neste caso se o valor for menor que o Ftab indica que o modelo está bem 

ajustado 34,38. 

 

1.1.5.3- Precisão 
 

Precisão é a medida da variabilidade dos resultados gerados a partir de ensaios 

independentes, repetidos, de uma mesma amostra ou de padrões sob condições conhecidas. 

Podendo ser expressa pela repetitividade, precisão intermediária e reprodutibilidade. 

A repetitividade é determinada quando os ensaios ou análises são realizadas com o 

mesmo equipamento, instrumentos de medição, procedimento, local, operador e em um 

curto intervalo de tempo e com a mesma amostra. A precisão intermediária, também 
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chamada de reprodutibilidade interna, é uma medida da precisão quando ensaios são 

realizados por operadores ou equipamentos diferentes, do mesmo laboratório. Já a 

reprodutibilidade é assim denominada quando os ensaios são realizados em laboratórios 

diferentes. 

A precisão expressa como repetitividade é usualmente determinada pelo coeficiente de 

variação (CV) ou desvio padrão relativo (DPR) como também é chamada (Equação 9)  36. 

 

Equação 9 

 

Onde: 

DP = Desvio Padrão 

CMD = Concentração Média Determinada 

 

O valor máximo de CV aceito para a repetitividade em métodos de quantificação de 

análise de traços, impurezas ou amostras complexas é de 20 % 35. É recomendável que os 

ensaios sejam realizados em, no mínimo, seis replicatas autênticas 37. 

 

 

1.1.5.4- Limite de detecção 
 

O limite de detecção (LD) é a menor concentração do analito depois do branco, que 

gera um sinal analítico. O LD pode ser determinado, em cromatografia, de três formas: 

visualmente, pela relação sinal-ruído ou baseado em parâmetros da curva analítica. 

No método visual o LD é determinado analisando soluções com concentrações 

mínimas e distinguindo visualmente qual concentração gera um sinal que difere do sinal do 

ruído. A segunda forma de determinar o LD é através da relação sinal-ruído (matriz e o 

branco) e esta deve ser 3:1 ou 2:1. A terceira forma de determinar o LD (Equação 10) é a 

partir da inclinação da reta (S) e do desvio padrão (s) do branco ou da menor concentração 

aceitável, que pode ser, por exemplo, o menor ponto da curva analítica 35. 

 

100×==
CMD
DPDPRCV
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Equação 10 

 

1.1.5.5- Limite de quantificação 

O limite de quantificação (LQ) é a menor concentração do analito que pode ser 

determinada. Os critérios de determinação do LQ são similares aos utilizados para o LD. 

Entretanto, a relação sinal-ruído deve ser 10:1 e a determinação do LQ utilizando 

parâmetros da curva analítica pode ser calculado pela Equação 11 35. 
 

  Equação 11 

 

1.1.5.6- Adição e recuperação do analito  
 

Os ensaios de adição e recuperação do analito na amostra tem o objetivo de eliminar 

possíveis erros sistemáticos advindos do efeito de matriz ou mesmo de etapas de extração 

durante o preparo das amostras. 

O fator de recuperação (frec) é determinado a partir da Equação 12, a seguir: 26 

 

   % 100 
  

 
×=

adicionadovalor
obtidovalorfrec  Equação 12 

Onde: 

Valor obtido = concentração da amostra fortificada 

Valor adicionado = concentração real da amostra 

 

 

1.1.5.7- Estabilidade do analito na solução de referência 
 

A estabilidade do analito na solução de referência é também um parâmetro importante 

para ser avaliado. Tanto as soluções de referência quanto as soluções de amostras e 

S
sLD ×= 3,3

S
sLQ ×=10
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reagentes devem permanecer estáveis durante todo o processo de análise. A estabilidade do 

analito pode perdurar por algumas horas, dias, semanas e até anos.  

O armazenamento das soluções é um fator relevante, pois em condições drásticas de 

temperatura e luminosidade, a estabilidade pode diminuir consideravelmente. Assim como, 

o uso de solventes adequados também é um fator determinante para a estabilidade do 

analito em solução. 

A estabilidade da solução de referência deve ser avaliada de tempos em tempos durante 

todo o período em que a solução esteja armazenada. Essa estabilidade pode ser determinada 

comparando a resposta instrumental gerada por uma solução de referência armazenada com 

a resposta de uma solução recém-preparada. É considerada uma solução estável quando 

essas respostas diferem em no máximo 2 % 37. 

 

 

1.1.5.8- Percentual de extração 
 

Quando o processo de extração faz parte da etapa de preparo da amostra, o percentual 

de extração é a medida de quanto é possível ser extraído do analito na amostra.  

Geralmente são realizadas extrações sucessivas com solventes ou reagentes 

apropriados e calcula-se o percentual de extração para ter o conhecimento, por exemplo, de 

quantas etapas são necessárias para extrair o máximo possível do(s) analito(s) da amostra. 

 

 

1.4- Revisão bibliográfica  

 

1.2.1- Técnicas de análise de corantes alimentícios artificiais. 

As técnicas mais comumente encontradas na literatura para a determinação de corantes 

em alimentos são: a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) com detecção 

espectrométrica na região do Ultravioleta – Visível (UV-VIS) 27,39,40 ou detecção por 

espectrometria de massas (MS) 30,41, a espectrofotometria de absorção molecular na região 

do UV-VIS 8,9,42 e a eletroforese capilar (CE) 10,43. Técnicas estas que exigem um preparo 
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prévio das amostras, podendo ser desde uma simples diluição, seguida de filtração, até 

métodos mais avançados, como a extração em fase sólida (SPE), passando por 

centrifugação e sonicação das amostras para se conseguir extrair todo o corante. A 

complexidade do preparo das amostras vai depender do tipo de amostra a ser analisada 22. 

Dependendo da técnica analítica que se tenha disponível para determinar o tipo e a 

quantidade de corantes em iogurtes e bebidas lácteas pode-se encontrar algumas 

dificuldades, pois esta é uma matriz muito complexa, ricas em proteínas e lipídios. 

Moléculas grandes que se analisadas por cromatografia, podem se ligar a coluna 

cromatográfica de forma irreversível, tornando a separação impossível, além de danificar a 

coluna cromatográfica. 

Na literatura, existem relatos de trabalhos que analisaram, por HPLC, corantes 

alimentícios artificiais em diversas amostras 27,41,44, mas não foi encontrado nenhum 

registro para a análise de iogurtes ou bebidas lácteas, pois o preparo da amostra, de fato, é 

uma etapa bastante dispendiosa e laboriosa.  

Minioti e colaboradores 13 utilizaram HPLC com detecção de arranjo de diodos (DAD) 

para validar um método visando à separação e quantificação de uma mistura de 13 corantes 

artificiais e analisaram amostras reais de bebidas com sabor de frutas, licor com sabor de 

frutas, açúcar de confeiteiro, doces e geleia com sabor de amora. Neste trabalho, o preparo 

das amostras foi bastante simples, devido ao fato da simplicidade das amostras, pois estas 

são solúveis em água e possuem pouco ou nenhum interferente, necessitando apenas de 

diluição com água purificada e filtração com filtro microporoso.  

Assim como no trabalho citado anteriormente, Prado e colaboradores 44 também 

utilizaram HPLC-DAD para determinar a concentração dos corantes artificiais permitidos 

pela legislação brasileira e analisaram amostras de balas, gomas de mascar, confeitos de 

chocolate e cereais matinais de diversos sabores. Exceto para as amostras de cereais, o 

preparo das amostras consistiu simplesmente em dissolver as guloseimas em água para 

extrair o corante. Para os cereais foi necessária a dissolução com uma solução amoniacal 

em etanol com lavagens sucessivas. O mesmo procedimento não pode ser aplicado a 

amostras de iogurtes, devido à complexidade da amostra, como já citado anteriormente. 
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Em trabalho semelhante aos apresentados anteriormente, Bonan e colaboradores 6 

analisaram corantes artificiais por HPLC-DAD em amostras de carne, pescados, doces, 

bolos, compotas, produtos de panificação, frutas e molhos de legumes. Para tanto,  

desenvolveram métodos de preparo das amostras, onde para as amotras sólidas  

adicionaram uma solução de etanol/água, em seguida sonicaram a mistura, depois 

centrifugaram e para finalizar, os corantes contidos no sobrenadante foram extraídos por 

uma coluna de SPE. Ou seja, o preparo das amostras foi o que mais consumiu tempo para a 

realização do trabalho, sendo uma etapa extremamente importante, pois se os corantes, não 

forem extraídos corretamente a determinação por HPLC-DAD ou qualquer outra técnica 

não será possível ou será realizada de forma equivocada, podendo gerar resultados falsos. 

A determinação espectrofotométrica de corante natural à base de luteína em iogurtes 

desnatados foi realizada por Xavier e colaboradores 45. A luteína é um tipo de corante 

natural, pertencente à  classe dos carotenóides. No método desenvolvido foram testados três 

solventes para a extração da luteína do iogurte que foram o acetato de etila, a acetona e o 

tetraidrofurano. O tetraidrofurano, segundo os autores, foi o solvente mais eficiente, pois  é 

capaz de desnaturar o complexo formado entre proteínas e carotenóides (luteína). Para 

atestar a eficiência do método desenvolvido, como critério da validação do método, os 

autores compararam os resultados obtidos pelo método proposto com os obtidos através de 

análises por HPLC. Mas, para tanto, fez-se necessário utilizar um método de preparo da 

amostra um pouco dispendioso, pois foi necessário realizar  a extração,  seguida da 

saponificação de uma determinada fase. A análise cromatográfica foi realizada na porção 

saponificada e na não saponificada, tendo em vista a complexidade da natureza do corante 

natural. O método desenvolvido foi devidamente validado. 

Qi e colaboradores 31 analisaram corantes “Sudan” em amostras de pimenta em pó. 

Este é um tipo de corante sintético derivado de compostos fenil-azóico que são proibidos na 

China, mas que ainda continuam sendo utilizados nestes tipos de alimentos. A extração do 

corante das amostras foi realizada primeiramente testando dois tipos de solventes, n-hexano 

e acetonitrila, sendo o último o que proporcionou a melhor extração. As amostras foram 

extraídas com o solvente apropriado em banho ultrassônico, em seguida foi realizada uma 

etapa de retirada de interferentes por extração em fase sólida com cartucho de Alumina-N e 
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por fim os extratos foram analisados por HPLC-DAD. Os interferentes citados pelos 

autores são compostos que são solúveis em gorduras que estão presentes no corante 

“Sudan”. Apesar deste corante ser sintético eles são solúveis em solventes de baixa 

polaridade, diferente dos corantes artificiais que são mais  solúveis em solventes mais 

polares. 

Long e colaboradores 46 analisaram seis corantes azo utilizados em amostras de 

pimentas em pó por HPLC-DAD, empregando como método de preparo da amostra  a 

extração líquido-líquido. Foram utilizados ácido fórmico, clorofórmio e metanol como 

solventes de extração e esta ocorreu em diversas etapas. Em seguida o extrato foi 

concentrado sob fluxo de nitrogênio e a solução foi injetada no cromatógrafo. O método foi 

devidamente validado, entretanto  vale salientar que a extração líquido-líquido é um 

procedimento que envolve um alto consumo de solventes e também pode diluir a amostra, 

dificultando assim a quantificação de um analito em baixa concentração. 

Uma segunda técnica muito utilizada para a determinação de corantes artificiais em 

alimentos é a espectrofotometria de absorção molecular na região do UV-VIS. Como já 

citado anteriormente, essa técnica possui a vantagem da rapidez na leitura das amostras, 

mas possui algumas limitações e dificuldades, pois a determinação simultânea que se 

consegue com técnicas cromatográficas não é possível realizar quando se faz uso da 

espectrofotometria. São necessários cálculos de derivatização e o uso da quimiometria para 

tratar os espectros e assim conseguir separar sinais correspondentes de cada corante, o que 

requer experiência do operador. 

Vidotti e colaboradores 47 utilizaram a espectrofotometria no UV-VIS para determinar a 

concentração dos corantes amarelo crepúsculo e amarelo tartrazina em amostras de pós para 

gelatinas e sucos com sabor de frutas. Os autores realizaram os cálculos da primeira 

derivada segundo o método Derivada por filtros Savitzky-Golay dos espectros das 

amostras, para obter a concentração de cada corante. Na validação da metodologia 

desenvolvida precisaram comparar os resultados obtidos com os resultados gerados a partir 

da análise por HPLC-DAD onde os autores observaram que os resultados concordam entre 

si, demonstrando que o método proposto é eficiente para a determinação simultânea de dois 

corantes alimentícios, mas talvez se torne ineficiente ou exija mais intervenções 
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matemáticas, quando for necessário determinar um número maior de analitos (corantes), 

pois podem ocorrer sobreposições espectrais. Acarretando assim, ser necessário 

conhecimentos prévios de quimiometria para implementar esta metodologia. 

Karaoglan e colaboradores 48 utilizaram a calibração multivariada por Regressão em 

Mínimos Quadrados Parciais (do inglês, Partial Least Squares, PLS) para analisar uma 

mistura de quatro corantes artificiais em sucos em pó por análise espectrofotométrica. Para 

esse tipo de amostra o preparo é bem simples, bastando apenas dissolver a amostra em água 

destilada e realizar a leitura. Os autores compararam os dados obtidos pelo método 

proposto com os dados a partir da análise por HPLC e concluíram que não havia diferença 

significativa entre as médias obtidas pelos dois métodos quando foram submetidas aos 

teste-t e o teste-F no nível de 95 % de confiança. Comprovando que para amostras de suco 

em pó, onde o preparo da amostra é bastante simples é possível realizar uma análise 

confiável através de técnicas menos laboriosas como a espectrofotometria e utilizar técnicas 

quimiométricas para tratar os dados, associada a técnicas quimiométricas de tratamento de 

dados. 

Uma terceira técnica utilizada para a determinação de corantes em alimentos é a 

eletroforese capilar (CE), que também é uma técnica de separação, distinta da 

cromatografia líquida (CL). Na CE, por exemplo, a separação consiste na migração de 

compostos iônicos ou ionizáveis por um capilar (diâmetro interno da ordem de μm) ao 

invés de uma coluna (diâmetro interno da ordem de mm). 49 

Há uma diversidade de trabalhos na literatura envolvendo a determinação de corantes 

alimentícios por CE, mas assim como para a CL, não foi encontrado trabalho que 

envolvesse a determinação destes corantes em iogurtes ou bebidas lácteas produzidas no 

Brasil.  

Huang e colaboradores 50 utilizaram a técnica de CE com detecção PAD para analisar 

corantes alimentícios artificiais em bebidas gaseificadas, geleias e bebida láctea de maçã 

contendo 50 % de leite fresco, açúcar, corantes e outros aditivos. Esta bebida é diferente da 

bebida láctea produzida no Brasil que possui no mínimo 51 % de leite (m/m), soro de leite 

ou derivados de leite reconstituído ou não, fermentado ou não, podendo ter aditivos ou 
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cultivo de micro-organismos. 17 O alimento utilizado no citado trabalho se assemelha a um 

tipo de leite com sabor e não ao iogurte ou a bebida láctea fermentada produzida no Brasil. 

Os autores encontraram algumas dificuldades no preparo destas amostras, necessitando de 

uma técnica mais avançada para aprimorar o preparo que foi a SPE. Com a SPE foi 

possível melhorar a limpeza dos extratos e diminuir o efeito de matriz apresentado durante 

a validação do método.  

Jager e colaboradores 51 analisaram onze corantes alimentícios artificiais por CE com 

detector UV-VIS em amostras de suco de frutas em pó e guloseimas mastigáveis. O preparo 

das amostras foi simples, bastando apenas dissolver a amostra em água deionizada, 

centrifugar, recolher o sobrenadante, filtrar e injetar o filtrado no equipamento. Este 

procedimento foi semelhante ao utilizado quando a análise é realizada por HPLC, como já 

descrito no presente texto. Os autores conseguiram a total separação de onze corantes 

artificiais em apenas 9 minutos, fato que seria extremamente raro de se conseguir por 

HPLC, pois a coluna de separação em HPLC necessita de um tempo de estabilização depois 

que todos os analitos são eluídos, o que agrega mais tempo a análise. 
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1.5- Objetivos 

 
1.3.1. Objetivos Gerais 

 

 

Desenvolver um método para identificação e quantificação de corantes artificiais em 

iogurtes e bebidas lácteas, empregando a técnica de cromatografia líquida de alta eficiência 

com detector de arranjo de fotodiodos. 

 

 

1.3.2. Objetivos Específicos 
 

 

v Desenvolver um método de preparo de amostra para extração de corantes 

alimentícios artificiais em iogurtes e bebidas lácteas; 

v Utilizar planejamento fatorial para avaliar qual o melhor método de preparo; 

v Desenvolver um método por HPLC-PAD que seja capaz de separar uma mistura de 

dez corantes artificiais alimentícios e quantificá-los individualmente; 

v Avaliar as figuras de mérito do procedimento proposto e realizar a devida validação 

do método; 

v Aplicar o método em amostras reais. 
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2- EXPERIMENTAL 
 

2.1- Reagentes, materiais e amostras 

Para a realização deste trabalho utilizou-se reagentes e solventes de grau analítico 

adquiridos comercialmente. Sendo eles: metanol grau HPLC (Panreac PAI – ACS), 

acetonitrila (Burdick & Jackson ACS/HPLC), ferrocianeto de potássio tri-hidratado (Neon), 

sulfato de zinco hepta-hidratado (Alphatec), hidróxido de amônio (Vetec), acetato de 

amônio (Vetec), metanol P.A. (PROQuímios). 

Os corantes analisados foram: Tartrazina (E 102), Amaranto (E 123), Ponceau-4R (E 

124), Eritrosina (E127) e Verde rápido (E143) da Sigma; Amarelo crepúsculo (E 110) da 

Aldrich; Azorrubina (E122) da Fluka; Vermelho 40 (E129), Indigotina (E132) e Azul 

brilhante (E133) da Sigma-Aldrich. Os corantes apresentavam distintos graus de pureza e 

como os recipientes contendo os mesmos já estavam abertos há certo tempo, fez-se 

necessário a determinação da pureza de cada corante. O procedimento empregado para 

determinar a pureza será descrito posteriormente. 

Foram preparadas soluções aquosas de todos os padrões com água tipo III (segundo 

ANVISA52) GEHAKA – Master All, assim como, também foram preparadas soluções 

aquosas de K4[Fe(CN)6].3H2O (0,35 mol L-1) (RK), ZnSO4
.7H2O (1 mol L-1) (RZn), 

NH4OH (2 mol L-1) e acetato de amônio (0,13 mol L-1). Tanto as soluções de referência 

quanto as dos reagentes foram estocadas em frasco de vidro âmbar, exceto as soluções de 

hidróxido e acetato de amônio que foram preparadas diariamente. 

Para garantir que a solução inserida no cromatógrafo estava livre de material 

particulado fez-se necessário a filtração da solução com filtros em PTFE com membrana, 

com poro de 0,45 µm da Millex e seringa plástica com capacidade de 10 mL da Plascalp. 

Para as análises no HPLC foram utilizados vials com capacidade de 1,5 mL da Uniglas. 

Foi utilizado um pHmetro OAKTON pH 2100 series para verificar o pH da solução 

tampão utilizada como eluente. 
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Foram adquiridas do comércio local quinze amostras entre iogurtes e bebidas lácteas 

fermentadas, conforme listadas na Tabela 1.3.  

Tabela 1.3: Descrição das amostras analisadas quanto ao tipo de corante utilizado segundo o 
fabricante. 

Amostra Descrição das amostras Corante citado 

1 Iogurte parcialmente desnatado sabor salada 
de frutas (mamão, banana e maçã). 

Amarelo crepúsculo (E110) 

2 Bebida láctea fermentada com iogurte e polpa 
de morango. 

Sem corante artificial 

3 Bebida láctea fermentada com polpa de frutas 
sabor salada de frutas. 

Vermelho Ponceau 4R 

(E 124) 

4 Bebida láctea fermentada com iogurte e polpa 
de morango. 

Sem corante artificial 

5 Leite fermentado com polpa de fruta. Azorrubina (E 122) 

6 Bebida láctea fermentada com polpa de fruta. Vermelho Bordeaux’S (E 123) e 
Ponceau 4R (E 124) 

7 Iogurte parcialmente desnatado com polpa de 
goiaba. 

Vermelho Ponceau 4R (E 124) e 
Azul brilhante (E 133) 

8 Iogurte com polpa de morango. Azorrubina (E 122) 

9 Leite fermentado com polpa de fruta sabor 
framboesa. 

Azorrubina (E 122) 

10 Leite fermentado com polpa de fruta sabor 
framboesa. 

Azorrubina (E 122) 

11 Iogurte com geleia de morango. Vermelho Bordeaux’S (E 123) e 
Amarelo crepúsculo (E110) 

12 Bebida láctea fermentada com polpa de 
morango. 

Vermelho Bordeaux’S (E 123) e 
Ponceaur 4R (E 124) 

13 Bebida láctea com polpa de cajá. Tartrazina (E 102) e Amarelo 
crepúsculo (E110) 

14 Bebida láctea fermentada com polpa de 
morango. 

Ponceaur 4R (E 124) 

15 Bebida láctea fermentada com polpa de salada 
de frutas. 

Amarelo crepúsculo (E110) 
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A concentração das amostras foi calculada a partir do método de adição de padrão, 

onde foram adicionadas quantidades conhecidas dos corantes às amostras. Em seguida, as 

amostras foram preparadas segundo o procedimento descrito do item 2.5. Foi construída 

uma curva analítica, onde se realizou a extrapolação da reta, no eixo das abscissas, e a 

concentração do corante na amostra analisada foi determinada. 

 

2.2- Equipamentos 
 

Cromatógrafo líquido (Figura 1.4) da marca Shimadzu (Kyoto, Japão), linha 

Prominence, instalado no LANAGRO, operando com um sistema de bombeamento 

quaternário de solventes do tipo LC-20AT, injetor automático SIL-20ACHT, detector UV-

Vis com arranjo de fotodiodos SPD-M20A, forno para coluna CTO-20AC, módulo de 

comunicação entre o HPLC e o microcomputador modelo CBM-20A, degaseificador DGU-

20A5 e uma coluna Nucleodur C18ec de 4,6 mm de diâmetro interno e 150 mm de 

comprimento. Utilizou-se como software para a aquisição e tratamento dos dados o LC 

Solution v.1.25SP1. 

 

 
Figura 1.4: Cromatógrafo líquido de alta eficiência acoplado ao detector de arranjo de fotodiodos. 
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Foi utilizada uma centrífuga da marca Cientec CT-5000DR, um pipetador automático 

Thermo Scientific (100 – 1000 µL), um pipetador manual Ecopipette CAPP (10 – 100 µL), 

e um agitador de tubos PA162 PACHANE. 

 

2.3- Determinação da pureza dos corantes 
 

Para a determinação da pureza dos corantes dissolveu-se 100 mg do corante em 100 

mL de água purificada e tomou-se esta como a solução de referência. Para o cálculo da 

pureza utilizou-se a equação 13 (segundo Minioti e colaboradores, 2007). 13  

 

           

Equação 13 

 

Onde: 

DF = fator de diluição 

A = Absorbância (A< 1) 

C = Concentração da solução de referência 
%1

1cmA  = absorbância específica de uma solução aquosa 1%. 

 

Em seguida foi calculada a concentração real da solução de referência, que foram 

armazenadas em frascos plásticos âmbar sob refrigeração. 

 

2.4- Condições cromatográficas 
 

Foram testados cinco gradientes de eluição para que se conseguisse a completa 

separação dos picos cromatográficos. Em todos os gradientes testados foram injetados 20 

µL de amostra, foi utilizado um fluxo de 1,2 mL min-1, a temperatura do forno foi mantida 

entre 38 - 40 ºC e as fases móveis foram filtradas à vácuo com membrana porosa de 0,45 

µm. Os gradientes testados estão descritos a seguir: 

1º TESTE  

5
%1

1

10
 

A  % ×
×
×

=
CA

DFpureza
cm
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Eluente A: tampão fosfato pH 6,0 e eluente B: metanol. O tempo e o percentual de 

eluição são mostrados na Figura 1.5. 

 

Figura 1.5: Gradiente de eluição dos solventes em HPLC para o 1º teste. A: tampão fosfato pH 6,0 

e B: metanol. 

 

2º TESTE 

 

Eluente A: acetato de amônio 30 mmolL-1 pH 6,5 e eluente B: metanol. O tempo e o 

percentual de eluição são mostrados na Figura 1.6. 

 
Figura 1.6: Gradiente de eluição dos solventes em HPLC para o 2º teste. A: acetato de amônio 30 

mmol L-1 pH 6,5 e B: metanol. 

 

3º TESTE 
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Eluente A: acetato de amônio 129 mmol L-1, pH 6,0 e eluente B: metanol: acetonitrila 

(80:20). O gradiente se procedeu da mesma forma que no segundo teste, como mostrado na 

Figura 1.6, mudando apenas o pH do eluente A. 

 

 

4º TESTE 

 

Eluente A: acetato de amônio 129 mmol L-1, pH 7,0 (pH ajustado com NaOH) e 

eluente B: metanol: acetonitrila (80:20) (adaptado de Miniotti e colaboradores, 2007), como 

mostrado na Figura 1.7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7: Gradiente de eluição dos solventes em HPLC para o 4º teste. A: acetato de amônio 129 

mmol L-1, pH 7,0 e B: metanol:acetonitrila (80:20). 

 

5º TESTE 

 

Eluente A: acetato de amônio 129 mmol L-1 pH 7,0 (pH ajustado com NH4OH) e 

eluente B: metanol: acetonitrila (80:20). O tempo e o percentual de eluição são mostrados 

na Figura 1.8 (adaptado de Miniotti e colaboradores, 2007). 
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2.5- Preparo das amostras 
 

Foram realizados quatro testes para o preparo da amostra com o objetivo de precipitar 

as proteínas e lipídios fazendo com que no sobrenadante estivessem contidos todos os 

corantes. O primeiro teste foi baseado na literatura 53 e os demais foram adaptações deste 

trabalho.  

TESTE 1:  

Parte 1: Foram adicionados 25 mL de uma solução NaOH (0,1 mol L-1) a 10 g de 

iogurte/bebida láctea e foram homogeneizados em um Erlenmeyer de 250 mL. Em seguida 

o recipiente foi colocado em um banho ultrassônico por 15 minutos a 70 ºC, o pH foi 

ajustado para 8 ± 0,1 com ácido sulfúrico e a solução foi agitada 53. 

Parte 2: Em seguida foram adicionados 2 mL da solução de K4[Fe(CN)6].3H2O (0,35 

mol L-1) (RK) e 2 mL da solução de ZnSO4
.7H2O (1 mol L-1) (RZn) e a solução resultante 

foi agitada, foram adicionados 40 mL de metanol P.A. e a solução final foi submetida a 

nova agitação seguida de repouso por 15 minutos. Passado este tempo o sobrenadante foi 

recolhido e filtrado com filtro microporoso. 
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Figura 1.8: Gradiente de eluição dos solventes em HPLC para o 5º teste. A: acetato de 
amônio 129 mmol L-1, pH 7,0 e B: metanol: acetonitrila (80:20). 



64 
 

 

TESTE 2: 

Parte 1: Pesou-se 10 g de iogurte/bebida láctea e adicionou-se 1 mL da solução de 

K4[Fe(CN)6].3H2O (0,35 mol L-1) e 1 mL da solução de ZnSO4
.7H2O (1 mol L-1) e a 

solução resultante foi agitada e ficou em repouso por 10 minutos.  

Parte 2: Adicionou-se 10 mL de solução H2O:NH4OH (2 mol L-1), à solução preparada 

na parte 1, em seguida esta solução foi centrifugada por 10 minutos, a 6000 rpm e a 4 ºC. 

Esta etapa foi repetida mais duas vezes, em seguida o sobrenadante foi recolhido para um 

balão volumétrico de 50 mL, foi aferido com água. A solução resultante foi filtrada com 

filtro microporoso. 

TESTE 3: 

Parte 1: Pesou-se 10 g de iogurte/bebida láctea e adicionou-se 1 mL da solução de 

K4[Fe(CN)6].3H2O (0,35 mol L-1) e 1 mL da solução de ZnSO4
.7H2O (1 mol L-1) e a 

solução resultante foi agitada, ficando em repouso por 10 minutos. 

Parte 2: Adicionou-se 5 mL de H2O:NH4OH (2 mol L-1) mais 5 mL de metanol; em 

seguida a solução foi centrifugada por 10 minutos, a 6000 rpm e a 4 ºC. Esta etapa foi 

repetida mais duas vezes, em seguida o sobrenadante foi recolhido para um balão 

volumétrico de 50 mL, foi aferido com água. A solução resultante foi filtrada com filtro 

microporoso. 

TESTE 4: 

Parte 1: Pesou-se 10 g de iogurte/bebida láctea e adicionou-se 1 mL da solução de 

K4[Fe(CN)6].3H2O (0,35 mol L-1) e 1 mL da solução de ZnSO4
.7H2O (1 mol L-1) e a 

solução resultante foi agitada e ficou em repouso por 10 minutos. 

Parte 2: Adicionou-se10 mL de solução contendo metanol: NH4OH (2 mol L-1) na 

proporção de 8:2, seguida da centrifugação por 10 minutos, a 6000 rpm e a 4 ºC. Esta etapa 

foi repetida mais duas vezes, em seguida o sobrenadante foi recolhido para um balão 
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volumétrico de 50 mL, foi aferido com água. A solução resultante foi filtrada com filtro 

microporoso. 

Foi realizado um planejamento fatorial 22, com as condições de extração do TESTE 5, 

para identificar a melhor quantidade  dos reagentes (0,5 ou 1,0 mL) para extrair os corantes 

e o melhor solvente (metanol ou etanol) a ser utilizado. Para tanto, as condições mostradas 

na Tabela 1.4 foram testadas: 

Tabela 1.4: Planejamento fatorial 22 tendo como variáveis a proporção de RK/RZn e os 
tipos de solventes. 

Condição RK:RZn (mL) Solventes (2 mL:8 mL) 

A 1:1 NH4OH:Metanol 

B 1:1 NH4OH:Etanol 

C 0,5:0,5 NH4OH:Metanol 

D 0,5:0,5 NH4OH:Etanol 

n = 3 

Depois de realizados vários testes para o desenvolvimento da metodologia do preparo 

da amostra chegou-se a um procedimento definitivo o qual foi utilizado em todos os testes e 

no tratamento das amostras reais. Procedimento este descrito a seguir: 

De cada amostra foram coletadas três alíquotas de 10 g e o preparo seguiu o seguinte 

esquema (Figura 1.9): 
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Figura 1.9: Esquema do procedimento realizado para o preparo da amostra de iogurte/bebida 

láctea para posterior análise por cromatografia líquida. 

 

Pesou-se 10 g de iogurte/bebida láctea em tubo Falcon de 50 mL, adicionou-se 0,5 mL 

da solução de K4[Fe(CN)6].3H2O (0,35 mol L-1) e 0,5 mL da solução de ZnSO4.7H2O (1 

mol L-1) agitando-se imediatamente após cada adição. Em seguida a solução permaneceu 

em repouso 10 min. Decorrido este intervalo de tempo, adicionou-se 10 mL solução 8 

volumes de metanol e 2 volumes de NH4OH (2 mol L-1). A solução foi agitada e 

centrifugada por 10 minutos, a 6000 rpm e 4 ºC. A etapa da centrifugação foi repetida mais 

duas vezes, sempre adicionando 10 mL da solução 8:2 de metanol:NH4OH (2 mol L-1). 

Passado este tempo o sobrenadante foi recolhido para um balão volumétrico de 50 mL, foi 

aferido com água purificada e a solução resultante foi filtrada em filtro microporoso e em 

seguida injetada no cromatógrafo. 

 

Filtrar 

Centrifugar 

Analisar 

HPLC 
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2.6- Validação do método 

 

O método proposto para identificação e quantificação de corantes em iogurte foi 

validado segundo as instruções do Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e 

Qualidade Industrial (INMETRO) 36, do Guia de Validação e Controle de Qualidade 

Analítica do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 37 e segundo 

RIBANI e colaboradores. 35 Os parâmetros avaliados foram: seletividade, efeito de matriz, 

linearidade, precisão, limite de detecção e de quantificação do método, recuperação e 

estabilidade dos analitos na solução padrão. Assim como, também foi avaliado o percentual 

de extração dos corantes em cada extração, visto que foram realizadas três extrações com 

alíquotas de 10 mL do solvente como descrito no item 2.5. 

 

2.6.1- Seletividade 

 

A seletividade foi determinada de acordo com MAPA 36 e RIBANI e colaboradores 35 

através do cálculo da resolução dos picos, visto que se tratava de uma amostra complexa, 

com possíveis interferentes. Assim como, também foi verificada a pureza de cada pico pela 

análise do espectro correspondente à zona ascendente e descendente do sinal. Desta forma, 

podia-se garantir que não existiam outros sinais sobrepostos ao sinal da amostra.  

 

2.6.2- Linearidade 

 

Para se determinar a faixa linear da curva analítica dos corantes foram construídas duas 

diferentes curvas (em triplicata), a partir da solução de referência (item 2.4), que são: 

Curva A: 3; 5; 10; 25 e 50 mg L-1 

Curva B: 0,5; 1; 3; 10 e 25 mg L-1 
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Foi realizada uma regressão linear, segundo o INMETRO 36 e RIBANI e colaboradores 
35, calculou-se o coeficiente de determinação, assim como, também foi realizada uma 

análise da variância (ANOVA) 34,38, para avaliar a linearidade e a confiabilidade do modelo 

proposto pela curva analítica. Os cálculos foram realizados através do Statistica 8.0. 54 

 

2.6.3- Precisão 

Foram preparadas amostras constituídas de iogurte natural branco (isento de corantes) 

acrescido dos analitos em estudo (dez corantes) em três níveis de concentração. Para cada 

nível, as análises foram realizadas em seis replicatas, calculadas as concentrações médias, 

os desvios-padrão de repetitividade e os coeficientes de variação (Equação 9). 

2.6.4- Limite de detecção 

 

O limite de detecção (LD) foi calculado de acordo com INMETRO 36 e RIBANI e 

colaboradores 35, baseado nos parâmetros da curva de calibração, calculado a partir da 

equação 10. 

O desvio-padrão foi calculado a partir de nove replicatas do valor da área 

correspondente a concentração de 0,5 mg L-1 de cada corante, que é o menor ponto da curva 

analítica. 

 

2.6.5- Limite de quantificação 

 

O limite de quantificação (LQ) foi calculado seguindo os mesmos critérios usados para 

o cálculo do LD, mas utilizando a Equação 11. 

 

2.6.6- Adição de analito e recuperação 

 

Os ensaios de recuperação foram realizados com amostras fortificadas com 

concentração de 2 mg L-1  e 10 mg L-1. As amostras foram preparadas em triplicata segundo 
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o procedimento descrito no item 2.5 e analisadas por HPLC-PAD. O valor correspondente 

ao percentual de recuperação foi obtido a partir da Equação12. 

 

2.6.7- Percentual de extração 

 

Para se determinar o percentual que era extraído dos corantes em cada extração foram 

preparadas três amostras com 10 g de iogurte natural (branco, isento de corantes), a estas 

foram adicionados volumes correspondentes de cada corante a partir da solução de 

referência para a concentração de 5 mg L-1. As amostras foram preparadas segundo o item 

2.5, mas ao final de cada centrifugação era coletada a fração e transferida para um balão 

volumétrico de 50 mL e seu volume era completado com água purificada. A concentração 

de cada fração foi medida por HPLC/PAD e os percentuais de extração foram calculados e 

comparados ao valor de 5 mg L-1 que era a concentração real da amostra. Foram realizadas 

três etapas de extrações. 

 

2.6.8- Estabilidade dos analitos nas soluções de referência 

 

Para avaliar a estabilidade das soluções de referência (item 2.3) foram preparadas 

soluções aquosas com diluição de 1:10 (ou 1:20 dependendo da solução) e a partir destas 

foram realizadas medidas na região do UV-VIS de 370 a 800 nm. 

A absorbância dessas soluções foi medida no dia em que as soluções de referência 

foram preparadas e em seguida a cada 30 dias, visto que consta na literatura 13 que estas 

soluções possuem estabilidade mínima de dois meses, quando armazenadas sob 

refrigeração em frasco âmbar. 

 

 

 



70 
 

3- RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1- Determinação da pureza dos corantes 

Uma etapa primordial para a utilização de produtos químicos é a determinação da 

pureza destes compostos, pois o uso de substâncias impuras acarreta em resultados errôneos 

ou não confiáveis. Enquanto o analista não descobrir que a causa de seus resultados é a 

impureza do reagente, haverá sempre a suspeita de erro das medidas ou mesmo do método 

em desenvolvimento. Para minimizar ou mesmo eliminar este tipo de erro foi determinada a 

pureza de cada corante, como descrito no item 2.3  

Os valores de comprimento de onda máximo, absortividade, percentual de pureza 

calculado para cada composto e concentração real da solução de referência estão 

apresentados na Tabela 1.5. 

Tabela 1.5: Comprimento de onda, absortividade, percentual de pureza calculado e 

concentração real de cada solução estoque dos corantes. 

Corante %1
1cmA  

λ máximo 
(nm) 

Pureza 
(%) 

Concentração real da solução 
referência (mg L-1) 

E 102 530 427 77,9 790,5 

E 110 555 480 82,7 833,2 

E 122 510 515 75,6 795,3 

E 123 440 520 82,4 840,8 

E 124 430 508 73,3 746,7 

E 127 1100 527 87,2 886,9 

E 129 540 505 85,2 852,7 

E 132 480 610 86,6 868,7 

E 133 1630 629 58,9 592,6 

E 143 1560 624 59,4 607,7 
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A partir dos valores das concentrações das soluções de referência, foi possível preparar 

as soluções diluídas para traçar as curvas analíticas e corantes foram adicionados às 

amostras (amostras simuladas, dopadas) para posterior identificação e quantificação dos 

corantes. 

O comprimento de onda cuja absorção do analito foi máxima, Tabela 1.5, foi usado na 

análise cromatográfica com o detector de arranjo de fotodiodos que abrange toda a região 

do UV/VIS. 

 

3.2- Condições cromatográficas 

Foram realizados cinco testes de gradientes de eluição para conseguir a completa 

separação dos dez corantes artificiais (Tartrazina, Amaranto, Ponceau-4R, Eritrosina, Verde 

rápido, Amarelo crepúsculo, Azorrubina, Vermelho 40, Indigotina e Azul brilhante) . Nos 

três primeiros testes os corantes Azorrubina (E122), Azul brilhante (E133) e Verde rápido 

(E143) não se separaram (Figura 1.10, 1.11 e 1.12) e ocorreu a formação de cauda nos 

picos. Além disso, na Figura 1.10a observa-se que o último corante teve o tempo de 

retenção de 41 minutos. 

a) 

 

b) 

 

Figura 1.10: Em a) Cromatograma obtido com o gradiente de eluição do 1º TESTE e em b) 

ampliação da região de co-eluição 
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a) 

 

b) 

 

Figura 1.11: Em a) Cromatograma obtido com o gradiente de eluição do 2º TESTE e em b) 

ampliação da região de co-eluição 

a) 

 

b) 

 

Figura 1.12: Em a) Cromatograma obtido com o gradiente de eluição do 3º TESTE e em b) 

ampliação da região de co-eluição 

 

A separação total de todos os corantes se deu com o gradiente do 4º teste (Figura 1.13).  
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a) 

 

b) 

 

Figura 1.13: Em a) Cromatograma obtido com o gradiente de eluição do 4º TESTE e em b) 

ampliação da região de co-eluição 

 

Para simplificar o gradiente empregado no 4º TESTE, foi realizada uma pequena 

alteração na velocidade do gradiente, originando o 5º TESTE. Entretanto, observa-se que a 

separação, a ordem de eluição e a resolução dos analitos não foram alteradas (Figura 1.14). 
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Figura 1.14: Cromatograma obtido a partir do gradiente de eluição do 5º TESTE e uma ampliação 

da região de 20 – 23,5 min. O cógido INS equivale ao código E de identificação dos corantes. 

 

Com um fluxo de 1,2 mL min-1 durante os 50 minutos da corrida cromatográfica foram 

consumidos 60 mL dos solventes: metanol, acetonitrila e a solução tampão de acetato de 

amônio. 

Observa-se também que o sinal do corante E133 (INS 133) possui um ombro e o E143 

(INS 143) tem dois picos, que através da análise pelo detector PAD, confirmou-se  que 

estes sinais não são co-eluições desses com interferentes e sim, contra-íons, pois possuem o 

mesmo espectro de UV-VIS. Esse fato é comum de ocorrer em análises de corantes como 

no trabalho de Minioti e colaboradores13 onde o corante 104 se apresenta em três sinais 

distintos. 

Os valores da resolução de cada pico calculados a partir da largura a meia altura 

(Equação 4) estão listados na Tabela 1.6. 
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Tabela 1.6: Valores da resolução dos picos adjacentes calculados a partir da largura a meia 

altura. 

Corantes Resolução Corantes Resolução 

E102 / E123 4,16 E129 / E122 16,57 

E123 / E132 1,43 E122 / E133 2,42 

E132 / E124 10,81 E133 / E143 2,98 

E124 / E110 4,27 E143 / E127 16,20 

E110/ E 129 9,62   

 

Para alguns autores 26 o valor aceitável de resolução para um método de quantificação 

é a partir de 1,5, sendo assim a maioria dos sinais estão bem resolvidos. Exceção para a 

resolução entre os corantes E123 / E132 que obteve o valor de 1,43, que mesmo sendo um 

pouco inferior ao limite mínimo, não interferiu na identificação nem na quantificação dos 

dois corantes.  

A ordem de eluição dos corantes no gradiente utilizado está apresentada na Tabela 1.7.  

Tabela 1.7: Ordem de eluição e o tempo de retenção de cada corante analisado. 

Ordem de eluição Corante Tempo de retenção (s) 

1º E102 10,70 

2º E123 11,88 

3º E132 12,25 

4º E124 14,80 

5º E110 15,65 

6º E129 17,79 

7º E122 21,88 

8º E133 22,35 

9º E143 23,02 

10º E127 27,36 
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Os corantes azo foram os primeiros compostos a eluírem da coluna cromatográfica, 

seguidos dos corantes não azo. Exceto o E132 que foi o terceiro composto eluído e não é 

um corante azo, mas possui funções cetonas e aminas que conferem uma certa polaridade 

ao composto, tornando-o mais polar. Os três últimos corantes a eluírem foram: E133, E143 

e o E127. Os dois primeiros são derivados do trifenilmetano e o último é classificado como 

xanteno 5, esses possuem alto caráter apolar e massas molares elevadas. Por isso, interagem 

por mais tempo com a coluna e são mais pesados sendo assim os últimos a serem eluídos. 

Kischbaum e colaboradores 27 utilizaram como fase móvel um tampão acetato (pH 7,0) 

e acetonitrila, e conseguiram a separação de 14 corantes artificiais, mas o primeiro 

composto só eluiu em, aproximadamente, 18 minutos e o ultimo só em 46 minutos. O 

tempo total de análise era de 53 minutos considerando o tempo de estabilização da coluna e 

preparação para a próxima análise.  

No presente trabalho, o tempo total de análise foi de 40 min e o gradiente de eluição foi 

estabelecido tendo como base o trabalho de Minioti e colaboradores. 13 Algumas adaptações 

foram realizadas, tais como o pH da fase móvel foi alterado de 7,5 para 7,0, por medida de 

segurança, pois a coluna C-18 é danificada com valores de pH a apartir de 8,0. 26 E também 

foi alterada a base utilizada para ajustar o pH do tampão de acetato de amônio, onde os 

autores utilizaram NaOH e no presente trabalho foi utilizado NH4OH para minimizar a 

quantidade de íons diferentes na coluna. Pois, o hidróxido de amônio já era utilizado no 

preparo da amostra. As mudanças realizadas não alteraram a ordem de eluição dos 

compostos em relação à apresentada pelos autores. Uma vantagem foi a diminuição no 

tempo de retenção dos últimos compostos, havendo um ganho de 2 minutos no tempo total 

de análise, no presente método. 

 

3.3- Preparo das amostras 

 

Foram realizados vários testes de diferentes métodos de preparo de amostras, como 

relatados no item 2.5.  
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O primeiro foi baseado em um método da ISO 9231:2008 53 para a determinação dos 

ácidos benzóico e sórbico em leite e produtos lácteos, onde na parte 1 do teste 1 foram 

adicionados 25 mL de NaOH (0,1 mol L-1) e 40 mL de metanol. Essa parte foi excluída, 

pois mesmo que a extração dos corantes fosse bem sucedida, a solução final estaria muito 

diluída, o que poderia impossibilitar a detecção e/ou quantificação dos analitos quando as 

amostras reais fossem analisadas. Outro inconveniente foi a turbidez da solução 

sobrenadante e a precipitação das proteínas e lipídios que não foi eficiente, atestando assim 

a ineficiência do teste 1. 

Para o teste 2 foi reduzida a quantidade adicionada das soluções de 0,35 mol L-1 

K4Fe(CN)6.3H2O (RK) e 1 mol L-1 ZnSO4.7H2O (RZn) de 2 para 1 mL e a precipitação das 

proteínas continuou ocorrendo. Partiu-se então para a etapa da solubilização dos corantes 

na porção sobrenadante com a adição de 10 mL de solução H2O:NH4OH (9:1), mas a 

solução resultante ainda continuou turva, ou seja os corantes não solubilizaram totalmente 

neste meio. Testou-se outra estratégia, decidiu-se utilizar inicialmente uma mistura de 

solução amoniacal 55,56 e o metanol 6 para verificar se aumentaria a solubilização dos 

corantes no sobrenadante. Uma provável explicação para este fato é que a presença do 

solvente orgânico faz com que os sais (advindos do RK e RZn, por exemplo) migrem para a 

fase aquosa e se aglomerem mais facilmente, antecipando a precipitação das proteínas, pois 

quando não foi utilizado o solvente orgânico observou-se que a solução ficava turva e havia 

a formação de pouco material precipitado, como ocorreu no teste 1.  

O teste 3 foi realizado com a adição do metanol formando uma mistura extratora com a 

solução amoniacal em uma proporção de 1:1 (MeOH:NH4OH(aq)). Com essa solução a 

separação entre o sobrenadante e o precipitado aumentou consideravelmente em 

comparação com o teste 2. Sendo assim, resolveu-se realizar o teste 4 aumentando a 

proporção do solvente orgânico para 8:2 (MeOH:NH4OH(aq)) e com isso obteve-se um 

sobrenadante bem mais límpido e todo o material sólido foi devidamente precipitado. 

Entretanto, os testes não cessaram, buscou-se avaliar a eficiência do etanol como 

solvente orgânico, ao invés do metanol, pois este é mais tóxico e de maior custo que o 

etanol. Para tanto, foi realizado um planejamento fatorial 22 (Tabela 1.4) para avaliar se 

havia eficiência do etanol frente ao metanol e também para verificar se a quantidade dos 
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reagentes RK e RZn utilizados era suficiente ou se estas ainda poderiam ser reduzidas. Os 

resultados encontram-se na Tabela 1.8 a seguir. 

Tabela 1.8: Resultados obtidos pela realização do planejamento fatorial 22 para a etapa de 

extração dos corantes no preparo das amostras. 

  Experimentos   

Corante A (mg L-1) B (mg L-1) C (mg L-1) D (mg L-1) 

E102 9,39 5,98 9,51 5,80 

E110 9,46 9,45 9,65 9,46 

E122 8,99 8,88 9,30 9,13 

E123 9,17 8,05 9,38 8,36 

E124 9,47 9,35 9,66 9,44 

E127 8,28 8,50 8,88 8,68 

E129 5,61 6,42 8,70 8,74 

E132 9,50 9,48 9,72 9,64 

E133 9,90 9,71 9,88 9,63 

E143 9,40 9,28 9,54 9,36 

 

Os efeitos principais e das interações foram calculados pelo Programa Statistica 8.0 54, 

mas não foram significativos no nível de confiança de 95 %. Tendo em vista que os valores 

das concentrações dos corantes, após as extrações são próximos entre si, na grande maioria 

dos casos. Sendo assim, resolveu-se analisar a tabela de resultados para assim avaliar qual 

seria a melhor condição experimental.  

Com isso, observou-se que tanto o metanol quanto o etanol eram igualmente eficientes 

para extrair os corantes, exceto o corante E 102, pois para este o sinal cromatográfico se 

dividia. Provavelmente, o composto deve ter reagido com o etanol de tal forma que a 

resposta cromatográfica não gerava apenas um sinal e sim três, impossibilitando o cálculo 
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da área real equivalente à concentração do corante, como é mostrado na Tabela 1.8, nos 

experimentos B e D onde foi utilizado o etanol. E quanto a proporção de RK:RZn a 

diferença foi muito pequena entre essas proporções, mas ainda assim, com a razão 0,5:0,5 

foi conseguido valores de concentrações um pouco maiores dos corantes, resultando em 

uma fração maior de corantes extraídos, principalmente para o corante E129. Nos 

experimentos A e B para o corante E129, onde a relação dos reagentes foi de 1:1, a extração 

foi menor que quando utilizado 0,5:0,5. Portanto, foi escolhido como a melhor condição 

experimental a proporção de 8:2 (MeOH:NH4OH(aq)) e 0,5:0,5 de RK:RZn. 

O procedimento experimental definitivo, mostrado na Figura 1.9, foi utilizado em 

todos os testes para a validação do método e no tratamento das amostras reais. 

 

3.4- Validação do método 

 

3.4.1- Seletividade 

 

A seletividade foi verificada através do cálculo da resolução dos picos cromatográficos, 

apresentados na Tabela 1.6. 

A segunda forma utilizada para determinar a seletividade, que só é possível quando se 

utiliza um detector com arranjo de fotodiodos é analisando a zona ascendente e descendente 

do sinal cromatográfico verificando se não ocorre mudança no espectro de absorbância na 

região do UV/Vis do composto de interesse. Ou seja, se toda a área do sinal possuir o 

mesmo espectro, significa que este representa um único composto. E foi o que ocorreu no 

presente trabalho, ao analisar todos os sinais verificou-se que não ocorreu co-eluição dos 

compostos e que não havia interferentes. 
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3.4.2- Linearidade 

 

A linearidade foi verificada em duas curvas com faixas de concentrações distintas. Os 

valores das equações lineares e dos coeficientes de correlação múltipla para a curva A (item 

2.6.3) estão contidos na Tabela 1.9, a seguir. 

Tabela 1.9: Valores dos coeficientes de determinação (R2) e das equações lineares da curva 

analítica A (3, 5, 10, 25 e 50 mg L-1), para cada corante analisado. 

 Curva A  

Corante Equação reta R2 

E102 Área = 60914 C + 14539 0,9998 

E110 Área = 60661 C + 10563 1 

E122 Área = 55591 C + 599,76 1 

E123 Área = 49556 C + 11729 1 

E124 Área = 52265 C + 6456,6 1 

E127 Área = 134851 C + 19442 0,9999 

E129 Área = 63661 C + 8703,5 0,9999 

E132 Área = 45348 C – 12163 0,9999 

E133 Área = 263606 C + 78143 0,9995 

E143 Área = 177810 C - 6996,8 0,9999 

 

Após realizar alguns testes observou-se que a capacidade de coloração dos corantes 

artificiais é alto. Decidiu-se diminuir a faixa de concentração da curva analítica (curva B) e 

esta foi utilizada para a validação do método. 
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As equações das curvas analíticas de todos os corantes estão contidas na Tabela 1.10, 

assim como o coeficiente de determinação e os valores referentes aos testes de falta de 

ajuste e de significância. 

Tabela 1.10: Valores dos coeficientes de determinação e das equações lineares da curva 

analítica B (0,5; 1; 3; 10 e 25 mg L-1) e valores referentes aos testes de falta de ajuste e de 

significância para cada corante analisado. 

Corante Equação linear R2 MQR/MQr MQfaj/MQep 

E102 Área = 5756,3 + 62743,4*C 0,9997 1,59.105 3,92 

E110 Área = 5076,4 + 61803,3*C 0,9996 1,18.105 2,53 

E122 Área = 3862,3 + 56212,0*C 0,9993 6,15.104 2,12 

E123 Área = 9730,9 + 50334,9*C 0,9998 1,08.105 4,43 

E124 Área = -252,3 + 53602,1*C 0,9998 5,57.102 4,24 

E127 Área = -13284,2 + 1,4.105*C 0,9997 6,60.104 7,59 

E129 Área = 8436,2 + 63810,8*C 0,9998 1,28.105 2,25 

E132 Área = -8374,5+42846,3*C 0,9991 4,02.104 19,5 

E133 Área = 4468,1 + 2,7.105*C 0,9996 5,88.104 0,57 

E143 Área = 12222,8 + 1,7.105*C 0,9998 9,71.104 4,31 

 

Para atestar a linearidade da curva analítica e se realmente o modelo linear é eficaz a 

este método, realizou-se a análise da variância univariada (ANOVA). Os valores das somas 

e médias quadráticas, assim como todos os dados que constitui a ANOVA e as curvas 

analíticas estão apresentados na Tabela 1.17, no apêndice. Os valores referentes aos teste de 

significância estatística da regressão e do teste da falta de ajuste, onde MQR/MQr > F1,n-2 

(4,08) referente ao primeiro teste e MQfaj/MQep < Fm-p,n-m (2,84) referentes ao segundo 
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teste, demonstraram que apenas os modelos gerados para os corantes E110, E122, E129 e 

E133 obtiveram valores de MQfaj/MQep < 2,84. Isto indica que o modelo ainda precisa de 

ajustes para poder ser adotado. 

 

3.4.4- Precisão 

 

Para verificar a precisão do método foram preparadas amostras brancas fortificadas em 

três níveis de fortificação. Os corantes adicionados a estas amostras foram extraídos através 

do procedimento descrito no item 2.6.4 e analisados por HPLC-PAD. Os valores das 

concentrações médias, dos desvios-padrão e dos coeficientes de variação estão 

apresentados na Tabela 1.11, a seguir. 

Tabela 1.11: Valores das concentrações médias, dos desvios-padrão de repetitividade (sr) e 

dos Coeficientes de Variação (CV) para cada nível de concentração dos corantes analisados. 

 Nível 1 (1 mg L-1) Nível 2 (5 mg L-1) Nível 3 (10 mg L-1) 

Corante Conc.(mg Kg-1)/ sr /CV(%) Conc.(mg Kg-1)/ sr /CV(%) Conc.(mg Kg-1)/ sr /CV(%) 

E102 0,97 / 0,02 / 0,40 6,72 / 0,32 / 4,71 8,65 / 0,11 / 1,23 

E110 1,03 / 0,02 / 1,92 7,08 / 0,17 / 2,35 9,06 / 0,09 / 0,98 

E122 0,96 / 0,02 / 2,34 2,80 / 0,14 / 4,87 3,36 / 0,05 / 1,57 

E123 0,89 / 0,02 / 2,40 6,61 / 0,20 / 3,07 8,47 / 0,11 / 1,30 

E124 0,99 / 0,02 / 1,98 5,71 / 0,29 / 5,14 7,93 / 0,09 / 1,18 

E127 1,23 / 0,02 / 1,25 7,14 / 0,43 / 6,07 9,60 / 0,27 / 2,83 

E129 0,74 / 0,09 / 12,05 4,81 / 0,48 / 9,95 5,09 / 0,82 / 16,20 

E132 1,38 / 0,02 / 1,27 6,86 / 0,34 / 4,98 7,73 / 0,20 / 2,58 

E133 0,76 / 0,01 / 1,96 5,20 / 0,19 / 3,70 6,73 / 0,07 / 1,11 

E143 0,80 / 0,01 / 1,96 5,20 / 0,25 / 4,71 6,62 / 0,09 / 1,43 

   n = 6 
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Os valores de CV apresentados na Tabela 1.11 estão abaixo do limite máximo 

estabelecido para análise de traços ou impurezas em amostras, que é de 20 % para análises 

cromatográficas. 35 De todos os corantes analisados o E129 foi o que apresentou o maior 

coeficiente de variação (16,2 %). Acredita-se que esta maior variabilidade dos dados esteja 

ligada ao processo de extração, que neste trabalho é uma etapa determinante para a 

quantificação dos analitos. 

 

3.4.5- Limite de Detecção e de Quantificação 

 

Os valores dos limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) de cada corante 

analisado estão listados na Tabela 1.12 a seguir. 

Tabela 1.12: Valores dos LD e LQ dos corantes artificiais analisados. 

Corante LD (µg L-1) LQ (µg L-1) 

E102 1,22 3,71 

E110 1,06 3,49 

E122 1,32 4,01 

E123 1,41 4,27 

E124 1,20 3,64 

E127 0,37 1,12 

E129 4,58 13,9 

E132 1,36 4,13 

E133 0,18 0,54 

E143 0,29 0,89 

 n = 9 
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Os valores dos LD’s e LQ’s estão de acordo com a literatura, onde alguns autores como 

Minioti e colaboradores 13 e Vachirapatama e colaboradores 57 relatam valores similares aos 

encontrados no presente trabalho. 

 

3.4.6- Adição e recuperação do analito 

 

Os ensaios de adição e recuperação foram realizados em dois níveis de concentração, 

N1 (2 mg L-1) e N2(10 mg L-1). 

Os valores do percentual médio de recuperação estão apresentados na Tabela 1.13. 

Tabela 1.13: Valores do percentual médio de recuperação por nível de concentração de 

cada corante artificial analisado. 

Corante 

Recuperação N1 (%) 

(2 mg L-1) 

Recuperação N2 (%) 

(10 mg L-1) 

E102 101,07 98,77 

E110 105,12 100,11 

E122 101,92 97,14 

E123 103,01 97,11 

E124 100,16 97,25 

E127 99,83 94,39 

E129 97,21 81,84 

E132 114,68 111,38 

E133 101,56 98,14 

E143 101,08 98,77 

n = 3 
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Segundo Ribani e colaboradores 35 o percentual aceitável de recuperação é de 70 – 120 

%. Considerando este intervalo de aceitação, todos os corantes apresentaram ensaios de 

recuperação aceitáveis. Comprovando a exatidão do método desenvolvido. Com a ressalva 

de que a maioria dos ensaios obtiveram valores de recuperação muito próximos de 100 % e 

apenas para o E132 que foi um pouco acima deste valor, mas ainda assim dentro da faixa 

aceitável. 

Pode-se observar que os valores de recuperação obtidos no N1 foram ligeiramente 

maiores que os obtidos no N2, isso se deve ao fato de que para uma amostra com menor 

concentração o método de extração desenvolvido é capaz de extrair mais eficientemente 

que para uma amostra com maior concentração. Isto pode indicar um erro sistemático, que 

pode ser devidamente corrigido com a realização de mais extrações com solvente na última 

etapa do preparo da amostra. 

 

3.4.7- Percentual de extração 

 

O percentual de extração foi calculado para verificar a eficiência do método de 

extração dos corantes, com o objetivo de atestar se as três extrações realizadas eram 

suficientes para extrair todo ou uma parte considerável de cada corante na amostra. 

Os percentuais de extração foram calculados e comparados com o valor de 5 mg L-1 

que era a concentração real da amostra simulada e os dados estão listados na Tabela 1.14. 

 

 

 

 

 



86 
 

Tabela 1.14: Resultados obtidos para a extração de corantes em iogurtes e bebidas lácteas e 

os desvios-padrão de cada extração. 

Corante 1ª Extração (%) 2ª Extração (%) 3ª Extração (%) 
Extração total 

média (%) 

E102 72,9 ± 0,9 13,5 ± 0,1 7,1 ± 0,9 93,4 ± 0,9 

E110 69,2 ± 0,9  13,1 ± 3,9 7,9 ± 0,9 90,3 ± 0,9 

E122 67,1 ± 1,1 14,9 ± 5,1 10,8 ± 0,9 92,8 ± 1,1 

E123 75,1 ± 1,0 15,1 ± 0,1 7,6 ± 0,9 97,8 ± 1,0 

E124 70,4 ± 0,9 14,0 ± 3,6 8,5 ± 0,8 93,0 ± 0,9 

E127 18,6 ± 1,6 42,7 ± 6,5 22,4 ± 0,6 83,7 ± 1,6 

E129 35,6 ± 3,8 14,5 ± 3,3 14,2 ± 1,5 64,3 ± 3,8 

E132 65,3 ± 2,0 13,8 ± 3,5 4,9 ± 0,1 84,1 ± 2,0 

E133 67,9 ± 1,5 15,7 ± 0,15 8,8 ± 0,8 92,4 ± 1,5 

E143 74,8 ± 1,5 16,5 ± 1,4 4,9 ± 0,4 96,2 ± 1,5 

n = 3 

O menor percentual de extração foi observado para o corante E 129, sendo necessário 

realizar mais do que três extrações consecutivas para que a extração do corante seja 

completa ou próxima dos 100% como ocorre para os demais corantes. Acredita-se que a 

solubilização deste corante no meio é menor que a solubilização dos outros corantes. 

 

3.4.8- Estabilidade dos analitos nas soluções de referência 

 

Foi avaliada a estabilidade dos corantes nas soluções de referência para verificar por 

quanto tempo era confiável estocar estas soluções. 



87 
 

Na Tabela 1.15 estão listados os valores das absorbâncias e das purezas de cada 

solução de referência dos corantes medidos em três meses consecutivos. 

Tabela 1.15: Valores das absorbâncias e da percentagem de pureza de cada solução de 

referência dos corantes medidos em três meses consecutivos. 

Corante Absorbância Pureza (%) 

E 102 0,4189 / 0,4222 / 0,4250 77,88 / 78,49 / 79,01 

E 110 0,4624 / 0,4702 / 0,4662 82,74 / 84,14 / 83,42 

E 122 0,2028ª / 0,2021ª / 0,1912b 75,60ª / 75,34ª / 76,51b 

E 123 0,3699 / 0,3274 / 0,3736 82,43 / 72,95 / 83,24 

E 124 0,3211 / 0,3735 / 0,3244 73,35 / 85,32 / 74,12 

E 127 0,4878 / 0,5084 / 0,5259 87,22 / 90,88 / 94,03 

E 129 0,4605 / 0,4671 / 0,4680 85,19 / 86,41 / 86,59 

E 132 0,4170 / 0,4219 / 0,3587 86,62 / 87,64 / 74,50 

E 133 0,4830 / 0,5056 / 0,5077 58,97 / 61,73 / 61,99 

E 143 ---   / 0,7921/ 0,8146 ---   / 99,27 / 102,08 

 

As soluções aquosas dos corantes se mantiveram estáveis durante três meses que foi o 

tempo de execução experimental deste trabalho. Com a ressalva de que algumas medidas 

foram realizadas em soluções diferentes (a e b, Tabela 1.15). Este fato ocorreu devido ao 

total consumo da solução anterior. 

 

3.4.9- Análise das amostras reais 

Para testar a capacidade do método, após todo o processo de validação, foram 

analisadas, em triplicata, quinze amostras de bebidas lácteas e iogurtes adquiridas do 

comércio local. 
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Os resultados relatando quais corantes foram identificados e quantificados nas 

amostras de iogurtes e bebidas lácteas analisadas encontram-se na Tabela 1.16. 

Tabela 1.16: Corantes artificiais identificados e quantificados nas amostras reais de 

iogurtes e bebidas lácteas. 

Amostra Corante expresso 
pelo fabricante 

Corante identificado / concentração (mg L-1) 

1 E110 COR / NQ 

2 Sem corante artificial NQ 

3 E 124 E110 / 0,89 ± 0,27 
COR / NQ 

4 Sem corante artificial NQ 

5 E122 E122 / 5,34 ± 0,15 

6 E123 e E124 E122 / 1,43 ± 0,05 

7 E124 e E133 NQ 

8 E122 E122 / 5,32 ± 0,62 

9 E122 E122 / 11,75 ± 0,21 

10 E122 E122 / 11,72 ± 0,13 

11 E123 e E110 E123 / 12,56 ± 0,08 

12 E123 e E124 COR / NQ 

13 E102 e E110 E102 / 75,30 ± 3,85 
E127 / 4,16 ± 0,00 

14 E124 E123 / 3,12 ± 0,03 
E124 / 12,16 ± 0,12 

15 E110 NQ 

n = 3, Onde: NQ = Não Quantificado; COR = Corante desconhecido 

 

A amostra que obteve a maior concentração foi a amostra 13 com 75,30 ± 3,85 mg L-1 

para o corante E102 onde o limite máximo é 300 mg L-1. Comprovando que a concentração 
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da amostra estava abaixo do limite máximo legislado, para essa e para as demais amostras. 

Ratificando a afirmação anterior sobre a alta capacidade de coloração dos corantes 

artificiais. 

O corante mais encontrado nas amostras foi o E122 (Azorrubina), provavelmente por 

apresentar cor vermelho e ser muito utilizado para colorir as bebidas de sabor morango. Um 

fato curioso é que alguns fabricantes relatam que seu produto contém um determinado 

corante e pelo presente método foi identificado e quantificado outro tipo. E algumas vezes 

não existia corante artificial, ou a concentração estava abaixo do LD do método. Como, por 

exemplo, nas amostras 7, 12 e 15, não foram detectados nenhum dos corantes relatados 

pelos fabricantes. 

Dentre as amostras analisadas estavam duas (2 e 4), onde o segundo o rótulo não havia 

corante artificial, apenas natural. Então, essas amostras foram analisadas para confirmar ou 

não a afirmação do fabricante. E está foi realmente confirmada, ou seja, não haviam 

corantes artificiais nas amostras ou a concentração destes estavam abaixo do limite de 

detecção do presente método.  

Na Figura 1.15a, observa-se que após extração, na amostra que continha corante 

artificial o precipitado ficava completamente branco e na amostra que apresentava corante 

natural, o precipitado continuava colorido, Figura 1.15b. 

 

Figura 1.15: Em a) Precipitado da amostra que apresentava apenas corante artificial e em b) 

Precipitado da amostra que apresentava corante natural. 

a) b)
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A Figura 1.15 demonstra que o corante natural não é extraído pelo presente método, o 

que já foi relatado por Qi e colaboradores 31, que utilizaram solvente de baixa polaridade 

como o n-hexano para extrair corantes naturais de amostras de alimentos. 
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4- CONCLUSÕES 

 

Pode-se concluir que de forma simples foi possível se extrair corantes artificiais 

presentes em amostras de iogurtes e bebidas lácteas. Para tanto foi desenvolvido um 

método de extração simultânea por solventes para identificação e quantificação por HPLC-

PAD de dez corantes artificiais alimentícios comercialmente permitidos no Brasil e em 

outros países, para utilização em amostras de iogurtes e bebidas lácteas.  

O método de extração foi simples, rápido e de custo moderado. Embora fosse usada 

uma centrífuga para homogeneizar as soluções, ao comparar o custo de métodos de 

extração mais sofisticados como a extração em fase sólida, o método desenvolvido no 

presente trabalho torna-se de baixo custo. 

O método foi devidamente validado, para tanto, foram avaliadas as figuras de mérito: 

seletividade, efeito de matriz, linearidade, precisão, limite de detecção, limite de 

quantificação, recuperação, percentual de extração e foi estudada a estabilidade da solução 

referência. Os corantes E123, E127, E129 e o E133 apresentaram efeito de matriz de 

acordo como o teste t de Student, mas esse efeito foi eliminado na etapa de quantificação 

das amostras com a realização do método de adição de padrão para se determinar a real 

concentração das amostras, visto que não havia disponível um material de referência 

certificado para atestar o método desenvolvido. 

A concentração de corantes artificiais determinadas nas amostras reais analisadas 

estavam abaixo do limite máximo estabelecido de 50 – 300 mg L-1. A concentração das 

amostras variaram de 0,89 – 75 mg L-1 e os corantes identificados foram: E102, E110, 

E122, E123, E124 e o E127, sendo o E122 o corante identificado em 33 % das amostras 

analisadas. Amostras que discriminavam no rótulo de suas embalagens não conter corantes 

artificiais foram também analisadas, e de fato não foram extraídos nenhum tipo de corante 

artificial das mesmas. 
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5- PERSPECTIVAS 

 

As perspectivas para o trabalho proposto são: 

1. Realizar um novo estudo do gradiente de eluição, a fim de diminuir o tempo de 

análise sem prejudicar a separação dos sinais cromatográficos. 

2. Realizar o teste da reprodutibilidade do método. 

3. Analisar um número maior de amostras reais para avaliar a robustez do método 

proposto. Em seguida, implementar o método desenvolvido, no presente trabalho, 

como método oficial para a determinação de corantes artificiais em iogurtes e 

bebidas lácteas pelo MAPA. 
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6- APÊNDICE 

 

Tabela 1.18: Dados da ANOVA do método desenvolvido para cada corante analisado. 

Corante Fonte de 

variação 

Soma 

Quadrática 

Grau de 

liberdade 

Média 

Quadrática 

E102 Regressão 1,50. 1013 1 1,50.1013 

 resíduo 4,06.109 43 9,44.107 

 Falta de ajuste 9,23.108 3 3,08.108 

 Erro puro 3,14.109 40 7,84.107 

 Total 1,50.1013   

 % explicado 99,97   

 % explicável 99,99   

     

E110 Regressão 1,45.1013 1 1,45.1013 

 resíduo 5,28.109 43 1,23.108 

 Falta de ajuste 8,42.108 3 2,80.108 

 Erro puro 4,44.109 40 1,11.108 

 Total 1,45.1013   

 % explicado 99,96   

 % explicável 99,99   
     

E122 Regressão 1,20.1013 1 1,20.1013 

 resíduo 8,41.109 43 1,95.108 

 Falta de ajuste 1,15.109 3 3,84.108 

 Erro puro 7,26.109 40 1,81.108 

 Total 1,20.1013   
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 % explicado 99,93   

 % explicável 99,99   

     

E123 Regressão 9,65.1012 1 9,65.1012 

 resíduo 3,84.109 43 8,94.107 

 Falta de ajuste 9,59.108 3 3,20.108 

 Erro puro 2,88.109 40 7,21.107 

 Total 9,65.1012   

 % explicado 99,96   

 % explicável 99,99   

     

E124 Regressão 1,09.1013 1 7,63.1014 

 resíduo 3,58.109 43 1,37.1012 

 Falta de ajuste 8,65.108 3 2,88.108 

 Erro puro 2,72.109 40 6,79.107 

 Total 1,09.1013   

 % explicado 99,97   

 % explicável 99,99   

     

E127 Regressão 7,12.1013 1 7,12.1013 

 resíduo 4,64.1010 43 1,08.109 

 Falta de ajuste 1,68.1010 3 5,61.109 

 Erro puro 2,96.1010 40 7,40.108 

 Total 7,13.1013   

 % explicado 99,93   

 % explicável 99,97   

 

E129 

 

Regressão 

 

1,55.1013 

 

1 

 

1,55.1013 
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 resíduo 5,22.109 43 1,21.108 

 Falta de ajuste 7,53.108 3 2,51.108 

 Erro puro 4,47.109 40 1,12.108 

 Total 1,55.1013   

 % explicado 99,96   

 % explicável 99,99   

     

E132 Regressão 6,22.1012 1 6,22.1012 

 resíduo 5,87.109 38 1,54.108 

 Falta de ajuste 3,67.109 3 1,22.109 

 Erro puro 2,19.109 35 6,27.107 

 Total 6,22.1012   

 % explicado 99,91   

 % explicável 99,94   

     

E133 Regressão 2,87.1014 1 2,87.1014 

 resíduo 2,10.1011 43 4,88.109 

 Falta de ajuste 8,62.109 3 -1,14.1010 

 Erro puro 2,01.1011 40 3,47.109 

 Total 2,87.1014   

 % explicado    

 % explicável    

E143 Regressão 1,16.1014 1 1,16.1014 

 resíduo 5,12.1010 43 1,19.109 

 Falta de ajuste 1,25.1010 3 4,18.109 

 Erro puro 3,871010 40 9,68.108 

 Total 1,16.1014   
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 % explicado 99,95   

 % explicável 99,98   
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Figura 1.16: Curva analítica referente ao corante E102 
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Figura 1.17: Curva analítica referente ao corante E110 
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Figura 1.18: Curva analítica referente ao corante E122 

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Concentração (mg L-1)

-2E5

0

2E5

4E5

6E5

8E5

1E6

1,2E6

1,4E6

Á
re

a

 

Figura 1.19: Curva analítica referente ao corante E123 
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Figura 1.20: Curva analítica referente ao corante E124 
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Figura 1.21: Curva analítica referente ao corante E127 
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Figura 1.22: Curva analítica referente ao corante E129 
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Figura 1.23: Curva analítica referente ao corante E132 
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Figura 1.24: Curva analítica referente ao corante E133 
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Figura 1.25: Curva analítica referente ao corante E143 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O estudo da proteômica através do mapeamento de peptídeos vem crescendo ao longo 

das últimas décadas e a cada dia mais técnicas são utilizadas para o desenvolvimento desta 

ciência 1. Devido a esse crescimento, o estudo da proteômica vem se desenvolvendo e 

vários métodos de análise para a elucidação de causas de diversas doenças fazendo com que 

o diagnóstico seja mais rápido e o tratamento mais eficaz 2,3. 

 A eletroforese capilar (CE) é uma técnica de separação muito eficiente e reprodutível 

para a análise de proteínas e peptídeos. A CE se destaca pela variedade de detectores os 

quais podem ser acoplados ao sistema como o espectrômetro de absorção molecular na 

região ultravioleta e visível (UV-Vis), o espectromêtro de massas (MS), a fluorescência 

induzida por laser (LIF), entre outros. 

Para possibilitar a análise de proteínas em fluidos biológicos geralmente é necessário 

que seja realizado um tratamento prévio das amostras. Uma ferramenta que vem sendo 

amplamente usada é digerir as proteínas contidas nas amostras, por digestão química, 

térmica ou até mesmo uma combinação desses dois métodos 4,5. 

Após o processo de digestão se faz necessário realizar um mapeamento dos peptídeos 

gerados. Esse mapeamento é comumente realizado através de análises por espectrometria 

de massas, pois fornece informações sobre a massa molar das proteínas e peptídeos, 

facilitando assim a identificação de cada fragmento, ou seja, de cada peptídeo gerado.  

Sendo assim, no presente trabalho foi desenvolvido um método de preparo de amostra 

que iniciou com o emprego da técnica de CE-UV/Vis para a separação das proteínas e 

fracionamento da amostra inicial com a finalidade de diminuir a quantidade de proteínas 

em cada fração. Considerando que em amostras reais de fluidos biológicos ou amostras de 

tecidos, é provável se encontrar uma grande quantidade de proteínas. Fazendo com que esta 

etapa de separação e fracionamento da amostra facilite a desnaturação e digestão das 

proteínas para a posterior análise por LC-ESI-MS. 
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O presente trabalho foi realizado em colaboração com o laboratório de eletroforese 

capilar na Universidade de Montreal no Canadá. 

 

1.1. Fundamentação teórica 

 

1.1.1. Proteínas, proteômica e mapeamento de peptídeos 

 

1.1.1.1. Proteínas 

 

Proteínas são moléculas biológicas que possuem diferentes formas e funções. 

Participam de diversos processos biológicos, como o transporte de oxigênio (hemoglobina), 

são os principais formadores dos músculos e são responsáveis pela contração muscular 

(miosina e actina). Participam também do sistema imunológico (imunoglobulinas), do 

processo digestivo, através das enzimas e ainda são responsáveis pelo controle do 

metabolismo, agindo como hormônios (insulina) 6. 

Quimicamente as proteínas são polímeros formados por uma combinação dos 20 α-

aminoácidos existentes. Estes aminoácidos podem se polimerizar com comprimento 

variável de 40 a 34000 resíduos de aminoácidos. Os 20 tipos de cadeias laterais (R) geram 

os diferentes α-aminoácidos e a forma com que esses se polimerizam constituem uma 

grande diversidade de proteínas (20x, onde x é o número de aminoácidos da cadeia).  Por 

exemplo, um dipeptídeo é formado por dois aminoácidos, ou seja, podem existir 202 = 400 

combinações possíveis para se formar um dipeptídeo. Os aminoácidos são compostos que 

possuem um grupo amino (–NH2) e um grupo carboxila (–COOH). Os grupos formadores 

das proteínas quando expostos a condições de pH fisiológico (pH 7,4) encontram-se 

ionizados: – NH3
+, – NH2

+ – e – COO–. Os aminoácidos possuem uma fórmula geral onde 
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os grupos carboxila e amino são ligados a um carbono α (carbono assimétrico) que também 

possuem um hidrogênio e um grupo R (cadeia lateral), como mostrado na Figura 2.1 6,7. 

 

Os aminoácidos podem ser classificados como apolares e polares. Os primeiros são 

assim chamados, pois o grupo R são cadeias carbônicas de hidrocarbonetos, ou seja, não 

interagem com a água e situam-se internamente nas moléculas de proteínas. Já os 

aminoácidos polares, são divididos em polares com carga e sem carga elétrica líquida 

(hidroxila, tiol ou amida). São compostos hidrofílicos que interagem com a água e são 

comumente situados na superfície da molécula das proteínas 6,7. 

Um conceito importante no estudo das proteínas é o ponto isoelétrico (pI), que 

corresponde ao valor de pH onde a molécula de proteína está eletricamente neutra. Nesse 

ponto a proteína não tem fluxo eletroforético, quando submetida a um campo elétrico. 

Quando presentes em soluções ácidas e o pH do meio está abaixo do pI as proteínas 

apresentam-se carregadas positivamente, pois os grupos amino e carboxila são protonados 

pelo excesso de H3O+ do meio (Figura 2.2). A recíproca é verdadeira, pois quando uma 

proteína é disposta em pH básico ou acima do pI, esta adquire uma carga negativa devido a 

abundância de OH–, que desprotona os grupos amino e carboxila 6,7. 

 

 

α 

a) 

α 

b) 

Figura 2.1: Estrutura (a) geral e (b) Zwitteriônica dos α-amoniácidos. A forma Zwitteriônica 

ocorre em pH fisiológico. 
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Figura 2.2:Estruturas básicas das proteínas em: a) pH abaixo do pI, b) pH igual ao pI e em c) 

pH acima do valor do pI. 

 

Estruturalmente as proteínas podem assumir quatro diferentes tipos: primária, 

secundária, terciária e quaternária. As proteínas com estrutura molecular primária possuem 

uma cadeia linear de aminoácidos ligados entre si por ligações covalentes chamadas de 

ligações peptídicas (Figura 2.3a). A estrutura secundária ocorre quando são formadas 

ligações de hidrogênio intermolecular, fazendo com que a proteína assuma a forma α-hélice 

(Figura 2.3b). A estrutura terciária (Figura 2.3c) faz referência a conformação 

tridimensional da proteína que ocorre geralmente quando metais ou o enxofre (ponte de 

enxofre ou ligações de dissulfetos) presentes na molécula realizam ligações 

intermoleculares. Esse tipo de estrutura é dividida em duas diferentes classes, fibrosa ou 

globular. Já a estrutura proteica quaternária é formada quando várias estruturas terciárias se 

combinam entre si, formando uma nova proteína como é o caso da hemoglobina humana 

(Figura 2.3d). É importante conhecer os tipos de estruturas moleculares das proteínas para 

se avaliar alguma modificação estrutural, pois uma simples substituição de um aminoácido 

na molécula acarreta em mudanças, distorções na estrutura inicial da proteína, alterando sua 

forma e principalmente sua função. No metabolismo humano ou mesmo de animais esse 

fato pode ser uma indicação do metabolismo anormal de determinadas células ou 

hormônios, indicando uma provável enfermidade 7. 
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Figura 2.3: Estruturas das proteínas (a)primária, (b)secundária, (c)terciária e (d)quaternária 7. 

 

1.1.1.2. Proteômica 

 

Proteômica é a parte da ciência que estuda quali e quantitativamente as proteínas 

contidas em um fluído biológico com o objetivo de realizar o diagnóstico precoce ou o 

tratamento de diversos tipos de doenças incluindo câncer 2. Os estudos que antecedem a 

proteômica é o projeto do genoma humano que vem se desenvolvendo desde a década de 

1940 e que tem como ideia fundamental a sequência que envolve atualmente o estudo dos 

genes → transcrição → proteínas → metabólitos. Os nomes atribuídos a estas etapas 

contêm os sufixos “oma” ou “ômica” que significam totalidade. Originando os nomes 

genômica, transcriptômica, proteômica e metabolômica 1.  

O estudo dos genes permite traçar o perfil molecular para identificar alterações do 

DNA e RNA. Porém, algumas informações importantes e complementares, como os 

processos que exprimem as funções e atividades das proteínas, para a identificação de uma 

anormalidade no metabolismo humano não são obtidas apenas pelo estudo do DNA e do 

RNA. Por isso, é de extrema importância que seja realizado um trabalho em conjunto entre 
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a genômica e a proteômica para se obter um diagnóstico ou tratamento mais rápido e eficaz 

das doenças 1,2. 

A tendência da ciência é fazer com  que os dados clínicos sejam obtidos de forma 

rápida e menos invasiva possível, por isso a importância de analisar e buscar resultados 

satisfatórios a partir de fluidos ou mesmo de tecidos corporais sadios ou anormais. 

É grande a riqueza de dados que podem ser obtidos através da análise das proteínas de 

um fluido ou tecido humano. Os diagnósticos podem vir através da presença de uma 

proteína incomum (agente externo, como bactéria, por exemplo) em um determinado 

metabolismo ou mesmo da identificação da modificação estrutural de uma proteína quando 

se compara o fluido de uma pessoa sadia ao de uma doente. Essa modificação pode se dar 

pela substituição de um peptídeo por outro na molécula de uma proteína 8. 

A anemia falciforme é uma enfermidade bastante comum e ocorre quando no gene de 

um indivíduo há uma troca da base Adenina pela Timina (A→T). Ocasionando uma 

substituição do ácido glutâmico (Glu β6) pelo aminoácido Valina na molécula da 

hemoglobina 9. Portanto, a identificação prévia desta proteína alterada no organismo 

humano, faz com que o diagnóstico e o tratamento sejam realizados com o objetivo de 

minimizar os danos à saúde do portador desta anomalia genética.  

Existem várias técnicas utilizadas na proteômica como o uso de biomarcadores para 

proteínas ou a automatização na análise de vários tipos de amostras para a rotina clínica, 

que possibilita o diagnóstico rápido de doenças. Essas técnicas são classificadas como: 

proteômica do tipo Top-down ou Bottom-up 2. 

Na proteômica do tipo Top-down as proteínas passam por um processo de purificação e 

são analisadas sem sofrerem nenhuma alteração proposital, preservando as propriedades 

físico-químicas das moléculas, tais como peso molecular, pI, hidrofobicidade, estrutura, 

entre outras. Entretanto, análises dessas propriedades possuem limitada capacidade de 

quantificação. Já na proteômica Bottom-up também conhecida por shotgun as proteínas são 

fragmentadas, geralmente por um processo de digestão envolvendo enzimas, e é realizado 

um mapeamento dos peptídeos que constituía originalmente a molécula da proteína. As 

vantagens para esse método são a reprodutibilidade e a sensibilidade, mesmo para amostras 



115 
 

complexas como o soro sanguíneo. E como desvantagens ou limitações na proteômica do 

tipo bottom-up, um ou mais peptídeos podem ser perdidos no processo de preparo da 

amostra ou mesmo durante a análise 1,2,10. 

Ao longo dos anos, algumas técnicas vêm sendo usadas e aprimoradas para o estudo da 

proteômica. Dentre as mais utilizadas estão: a eletroforese em gel de poliacrilamida em 1D 

ou 2D, que consiste no acoplamento ao gel de dodecil-sulfato de sódio de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) que separa as proteínas de acordo com o seu tamanho. Estas técnicas 

possuem algumas limitações em amostras com grande diversidade de proteínas em 

diferentes concentrações, pois as porções das proteínas em maior concentração, dificulta a 

migração das porções em menor concentração. Além de dificultar a extração das proteínas 

intactas do gel, para possibilitar a análise do tipo top-down. E tanto a eletroforese em gel 

em 1D quanto em 2D necessita da adição de um revelador, dentre os mais usados estão o 

Azul de Coomassie e o nitrato de prata, que tornam possível a visualização das bandas ou 

pontos referentes a cada proteína no gel 2. Outra técnica utilizada para análise de proteínas é 

a Espectrometria de massas com ionização/dessorção a laser em superfície ionizada 

(SELDI-MS) que é eficiente (boa resolução do sinal) para a análise de proteínas com peso 

molecular abaixo de 20 kDa 8. Uma outra técnica é a cromatografia líquida acoplada ao 

espectrômetro de massas (LC-MS) que possibilita a separação  e identificação de proteínas 

presentes em amostras de plasma sanguíneo e urina, porém as amostras precisam ser 

previamente digeridas, o que impossibilita a identificação de amostras com biomarcadores. 

Uma última e eficiente técnica é a eletroforese capilar acoplada ao espectrômetro de massas 

(CE-MS) que é capaz de separar e identificar eficientemente tanto as proteínas quanto seus 

peptídeos formadores e quando comparada a outras técnicas, por exemplo a LC, a 

eletroforese capilar é uma técnica mais simples, mais rápida, possui alta eficiência de 

separação e baixo consumo de solvente e de amostra 11. 
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1.1.1.3. Mapeamento de peptídeos 

 

Estudado pela primeira vez na década de 1950 por Vernon Ingran o mapeamento de 

peptídeos foi utilizado para explicar que a anemia falciforme ocorre devido a troca do Glu 

β6 → Val em um dos peptídeos que constitui a hemoglobina, como foi previamente citado 

no item 1.1.1.2 7,12. 

A realização do mapeamento peptídico é possível devido as modificações (pós-

traducionais) ou mutações que podem ocorrer nas proteínas causando uma substituição de 

peptídeos ou aminoácidos e ainda mudanças nas cargas dos peptídeos. Estas alterações 

ocasionam uma mudança no tempo de migração dos peptídeos, quando analisado por CE, 

por exemplo, ou causam uma relação massa/carga (m/z) diferente no espectro de massas. 

Indicando que há alteração em uma determinada proteína originalmente conhecida 11,12. 

O mapeamento de peptídeos pode ser realizado utilizando HPLC, SDS-PAGE ou CE, 

ou seja, toda e qualquer técnica que permita realizar a separação dos peptídeos advindos de 

uma ou mais proteínas, depois de passado por um processo de digestão destas 7. 

Agregar essas técnicas a um método de preparo de amostra eficaz e aliar a isso a 

detecção por espectrometria de massas faz do mapeamento peptídico uma ferramenta 

eficaz, complementar ao estudo da proteômica. Os métodos de ionização mais utilizados 

para a espectrometria de massas são a ionização eletrospray (ESI) e a ionização/dessorção 

da matriz assistida por laser (MALDI). Onde o ESI é comumente usado em amostras 

líquidas como plasma, soro, urina e o MALDI é mais usado para amostras sólidas, como os 

tecidos, por exemplo. A análise por espectrometria de massas também proporciona o uso de 

biomarcadores nas proteínas para diferenciar células normais de células modificadas, por 

ser capaz de identificar esses compostos 13. 
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1.1.2. Princípios básicos da técnica de eletroforese capilar 

 

A eletroforese é uma técnica de separação de componentes de uma mistura, que foi 

descoberta por Arne Wilhelm Kaurin Tiselius durante a década de 1930 e lhe rendeu um 

prêmio Nobel de química no ano de 1948 por um trabalho pioneiro, onde ele realizou a 

separação de proteínas contidas no soro sanguíneo  14,15. 

A partir das pioneiras pesquisas desenvolvidas por Tiselius os princípios da 

eletroforese evoluíram a cada década, mas apenas no início da década de 1980 que James 

Jorgenson e Krynn Lukacs 16, que são considerados os pioneiros a utilizar tubos finos de 

vidro com diâmetro interno de 75 µm para realizar a separação de compostos, introduziram 

a técnica da eletroforese capilar. 

Por definição, a separação por eletroforese capilar (CE – do inglês, Capillary 

Electrphoresis) ocorre quando espécies carregadas (íons ou compostos ionizáveis) migram 

através de um tubo quando sofrem influência de um campo elétrico 14,15. 

O uso de tubos cada vez mais finos, a chegar em dimensões capilares (15 – 100 µm), 

foi uma excelente descoberta e facilitou a automatização desta técnica. O que seria 

extremamente difícil de ocorrer quando se utilizavam tubos largos em eletroforese, pois a 

passagem de corrente elétrica por um meio condutor causa um aumento na temperatura, 

gerado pela dissipação do calor pelas extremidades do tubo,fenômeno esse conhecido por 

efeito ou aquecimento Joule. Esse aquecimento gera gradientes de temperatura que podem 

ocasionar o fenômeno de convecção, fazendo com que os componentes da amostra se 

misturem continuamente e não cheguem a se separarem por completo, que é o objetivo da 

técnica. Sendo assim, quanto mais estreito for o diâmetro interno do tubo, mais rápido e 

eficiente será a separação dos componentes da mistura 15. 

As separações em CE se baseiam na presença do fluxo eletroosmótico (FEO), que 

consiste num fluxo eletricamente induzido. O FEO é um princípio muito importante na 

eletroforese capilar é gerado devido ao fenômeno da eletroosmose, que é oriundo das 

cargas elétricas nas paredes do capilar. Os capilares geralmente utilizados em CE são os de 
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sílica fundida, esta por sua vez possui um pI de 1,5, portanto, qualquer valor de pH acima 

deste pI (na solução tampão) fará a superfície do capilar ficar carregada negativamente 

(≡SiOH D ≡SiO– + H+). Sendo assim, em meio aquoso a superfície do capilar carregada 

com cargas negativas atrairá as cargas positivas da solução, formando uma dupla camada 

elétrica. Fazendo com que o FEO esteja sempre direcionado do ânodo (+) para o cátodo (–) 

(Figura 2.4) 15,17. 

 

Figura 2.4: Efeito do pH no fluxo eletroosmótico. Adaptado de 17. 

 

Esse fenômeno tem uma implicação direta na velocidade eletroforética (vef), que é a 

velocidade dos íons durante a migração, como mostrado no esquema de vetores na Figura 

2.5 15,17. 

 

Figura 2.5: Composição dos vetores da velocidade eletroosmótica (veo) e da velocidade 

eletroforética (vef). a) Soma vetorial da velocidade total do cátion, b) soma vetorial da 

velocidade total do ânion e  c) velocidade do nêutron. 
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Em resumo pode-se observar que a vef do cátion é maior que a vef do ânion e que a 

velocidade de um composto neutro é igual a velocidade eletroosmótica (veo) ou seja, este 

migrará na mesma direção e velocidade do fluxo eletroosmótico. Se não existisse o FEO o 

composto neutro não migraria pelo capilar 16. 

O tipo de fluxo que é gerado dentro do capilar favorece a eficiência desta técnica, pois 

o FEO possui o perfil linear da velocidade eletroosmótica. Por outro lado, se o fluxo gerado 

fosse induzido por pressão no capilar, seria um fluxo laminar (Figura 2.6). Essa diferença 

tem uma implicação direta na altura e definição do sinal gerado no eletroferograma 15,18. 

 

Figura 2.6: Perfil do FEO e do fluxo laminar em um capilar e suas consequências na 

distribuição do sinal 18. 

 

Algumas propriedades podem ser manipuladas para controlar o FEO e aprimorar a 

eficiência da análise, tais como: alterar o pH, a concentração e a força iônica da solução 

tampão, trocar o tipo de tampão, mudando assim o tipo de eletrólito da solução ou mesmo 

alterar a temperatura do sistema 15. 

Assim como as propriedades citadas anteriormente para aprimorar a eficiência da 

análise por CE, uma outra propriedade também é muito importante e desta muitas vezes 

depende da viabilidade de se obter uma resposta da análise em questão. Essa propriedade é 

o estudo da superfície interna do capilar. O capilar de sílica fundida que é usado na CE, 

como foi a pouco citado, possui na sua superfície grupos silanóis que em meio aquoso, 

adquirem cargas podendo adsorver as proteínas, inviabilizando a análise. Essa adsorção é 

indesejável, pois causa diminuição na resolução do sinal, devido ao alargamento das 
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bandas. Para tanto, alguns artifícios são usados para minimizar essa atração, que são: um 

mecanismo estático, onde é aderido um revestimento na parede interna do capilar e o outro 

é um mecanismo dinâmico, em que é utilizada uma solução tampão com valores extremos 

de pH ou um aditivo para minimizar a interação entre as proteínas e a parede do capilar 19, 
20,21. 

No mecanismo estático é realizada uma modificação química na parede do capilar, 

aderindo um revestimento que altera as propriedades químicas da superfície, minimizando a 

adsorção das proteínas nas paredes. Por outro lado, os revestimentos comumente usados 

(polibreno ou poli(dimetilacrilamida), por exemplo) não possuem a robustez necessária que 

a técnica exige. Pois estes, tem um curto tempo de vida útil, podendo se desprender da 

parede do capilar, popularmente conhecido como sangramento do capilar, chegando a  

contaminar a amostra. Podem ainda causar alargamento de banda, calda nos picos e 

variação no tempo de migração 5,22. 

Já no mecanismo dinâmico o uso de solução tampão para o controle do pH é 

largamente usado, pois em um valor específico de pH é possível controlar tanto a carga da 

proteína quanto o FEO. Com isso, pode-se entender que causar uma modificação 

temporária nas características químicas da parede do capilar utilizando soluções tampão em 

valores extremos de pH é uma forma menos laboriosa de minimizar ou excluir a adsorção 

das proteínas ou peptídeos pela sílica. Entretanto, em valores extremos de pH a estrutura da 

proteína pode ser alterada ou mesmo ocorrer a lise (quebra) da molécula, acarretando no 

aparecimento de múltiplos sinais. Outra dificuldade é que em pH superior a 11 pode ocorrer 

dissolução da sílica e com isso a parede interna do capilar é danificada, inviabilizando o uso 

do mesmo. O ideal é se trabalhar em um valor de pH acima do pI das proteínas em questão, 

pois nessas condições tanto a parede do capilar quanto a proteína estarão carregadas 

negativamente, o que ocasiona uma repulsão entre estas. Entretanto, nessas condições as 

proteínas com cargas negativas são direcionadas para o ânodo pelo FEO, o que acarreta 

numa repulsão que é vencida pela força do FEO que é elevada em valores altos de pH. 

Porém, isso pode causar um maior tempo de migração do analito 15,19,21. 

Já quando se trabalha com pH ácido e abaixo do pI das moléculas, estas ficam 

positivamente carregadas. Essa é uma condição adequada para a análise de peptídeos, pois 
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a quantidade de cargas existentes é muito menor que a das proteínas. Sendo assim, a força 

de atração entre a parede do capilar (–) e o peptídeo (+) é menor que a força do FEO e este 

consegue conduzir os peptídeos em direção ao cátodo. 

Tão importante quanto conhecer e controlar o pH da solução tampão é determinar sua 

concentração. A faixa de concentração geralmente utilizada em CE varia de 5 a 200 mmol 

L-1 e é inversamente proporcional ao pH. Ou seja, quanto maior o pH, menor deve ser a 

concentração da solução tampão, em geral. Os extremos de concentração não são 

aconselhados, pois em baixas concentrações o FEO pode se tornar inconstante, dificultando 

assim a reprodutibilidade do tempo de migração. E quando se utiliza altas concentrações 

pode ocasionar excesso de calor no sistema (efeito Joule), comprometendo a eficiência da 

separação. 21 

 

1.1.2.1- Instrumentação geral 

 

A técnica da eletroforese capilar pode ser aplicada de diferentes formas: eletroforese 

capilar com focagem isoeléctrica (CIEF), isotacoforese capilar (CITP), cromatografia 

capilar eletrocinética micelar (MECC), electroforese capilar em gel (CGE) e eletroforese 

capilar de zona (CZE), também conhecida como CE em solução livre. O CZE é o mais 

comumente usado modo de CE por ser mais simples instrumentalmente e por causa da sua 

eficiência e elevada resolução 3,17,23. 

Os componentes físicos (Figura 2.7) que compõe um equipamento de CE são 

basicamente dois reservatórios contendo o eletrólito adequado (R1 e R2), um sistema de 

injeção, um capilar com determinado diâmetro interno (podendo ser internamente revestido 

ou não), uma fonte de alta tensão (F) operando com até 30 kV de voltagem, um detector 

(D), um par de eletrodos (e1 e e2), todo o sistema é acoplado a um computador (C) contendo 

um software que possibilita a aquisição e o tratamento dos dados 18. 
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Figura 2.7: Representação esquemática básica de um equipamento de eletroforese capilar 18. 

 

Os capilares usados em CE podem ser de Teflon® ou sílica fundida, sendo este último o 

mais utilizado. Para proporcionar maleabilidade e resistência, o capilar é revestido 

externamente por um polímero (poliimida ou poliacrilato, por exemplo). Como os capilares 

são revestidos se faz necessário abrir uma janela no capilar removendo parte desse 

revestimento por aquecimento, na altura do detector para que a luz ou feixe óptico (a 

depender do tipo de detector) possa atravessar o capilar e detectar o analito.  

Os capilares de sílica fundida podem ser usados com ou sem revestimento interno, 

dependendo do objetivo da análise. Cada tipo tem suas particularidades, como já foi 

explicado anteriormente. Para revestir internamente os capilares são usados polímeros 

hidrofílicos que são ligados nas terminações Si-OH presentes na sílica 5,24,25. 

Existem basicamente dois modos de injeção de amostra em CE. A injeção 

hidrodinâmica e a eletrocinética que também é chamada de eletromigração. O primeiro 

modo de injeção é baseado na diferença de pressão (por pressurização, por vácuo ou por 

gravidade) que é aplicada entre o reservatório da amostra e o capilar. O volume de amostra 

que é injetado desta forma pode ser calculado através da Equação 1, podendo variar entre 1 

e 50 nL 18. 

 

Equação 1 
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Onde: 

rP = pressão aplicada no capilar 

d = diâmetro interno do capilar 

tinj = tempo de injeção 

η = viscosidade da amostra 

L = comprimento total do capilar 

 

Esse modo de injeção é apropriado para análises quantitativas e para amostras 

desconhecidas, por não ser seletivo e ser bem representativo da composição e concentração 

dos componentes da amostra. 

Já na injeção eletrocinética, um gradiente de potencial é aplicado em todo o capilar por 

um determinado intervalo de tempo. Ou seja, a quantidade de amostra injetada (Q) no 

capilar depende da mobilidade eletroforética do analito, do FEO e da condutividade da 

amostra (Equação 2). 

 

 

Onde: 

µep = mobilidade eletroforética   C = concentração do analito 

µeo = mobilidade eletroosmótica   tinj = tempo de injeção 

V = voltagem     L = comprimento total do capilar 

r = raio interno do capilar 

 

Equação 2 
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Esse modo de injeção é seletivo e não representa bem todos os componentes da 

amostra, sendo mais indicado para amostras conhecidas ou para amostras com interferentes. 

É obrigatoriamente usado em CE em gel, pois nesta técnica é impossível realizar a 

transferência de volumes da amostra como é feito na injeção hidrodinâmica. 

 

1.1.2.2- Modos de detecção 

 

Dentre as técnicas de separação existentes na atualidade como a cromatografia líquida 

ou até mesmo as técnicas eletroforéticas em gel, por exemplo, a eletroforese capilar tem um 

diferencial, pois necessita de uma menor quantidade de amostra, consome bem menos 

solventes e em geral tem um tempo de análise menor. Além da adaptabilidade com vários 

sistemas de detecção como: absorção no UV-Vis, condutividade, fluorescência, métodos 

eletroquímicos, espectrometria de massas, entre outros. Tornando a CE uma técnica com 

alta sensibilidade e reprodutibilidade frente as outras técnicas 18. 

Os detectores mais utilizados em CE para o estudo da proteômica são o espectrômetro 

de absorção molecular na região UV-Vis e o espectrômetro de massas, devido às 

características dos analitos em questão que permitem a detecção por esses tipos de 

detectores. As proteínas possuem duplas ligações conjugadas, que caracterizam os grupos 

cromóforos que é a característica primordial para que um composto seja detectado por um 

espectrômetro UV-Vis. E para um composto ser detectado por espectrometria de massas 

este precisa ser ionizado e vaporizado sem perder suas características químicas, etapas que 

são viáveis às proteínas e peptídeos 26. 

A detecção por espectrometria de absorção na região do UV-Vis acoplada a técnica de 

eletroforese capilar obedece a Lei de Lambert-Beer (Equação 3), assim como a técnica de 

HPLC. Sendo que para a CE a sensibilidade da detecção é inferior se comparado com  o 

uso deste detector pela HPLC, devido a diminuição do caminho óptico que em CE é da 

ordem de µm e em HPLC é mm. Desta forma, o feixe de luz deve ser precisamente 

focalizado, para que o mínimo de luz seja dispersa 18. 
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A = b C ɛ 

Onde: 

A = Absorbância   C = concentração molar  

ɛ = absortividade molar   b = caminho óptico 

 

A detecção no UV-Vis pode ser realizada direta ou indiretamente. Na primeira forma os 

analitos absorvem na região de detecção e se utiliza preferencialmente um eletrólito que 

não absorva na mesma região do analito. Pois assim, o sinal será equivalente apenas a 

absorbância da espécie analisada. Já a detecção indireta é utilizada quando as espécies 

possuem fraca absorção ou não absorvem na região do UV-Vis. Nesses casos é necessário 

que o eletrólito de corrida possua ao menos uma espécie que tenha um grupo cromóforo. 

Este modo de detecção é geralmente utilizado para análise de cátions e ânions inorgânicos, 

aminas de cadeia curta, ácidos carboxílicos e alguns aminoácidos 18. 

Na Tabela 2.1 estão listados alguns tipos de detectores usados em CE e seus limites de 

detecção 15,18. 

Tabela 2.1: Tipos de detectores usados em CE e seus limites de detecção.  

Modo de detecção Limite de detecção (mol L-1) 

Absorbância UV-Vis 

direto 

indireto 

 

10-5 – 10-7 

10-4 – 10-5 

Fluorescência 10-13 – 10-16 

Amperométrico 10-7 – 10-10 

Condutométrico 10-7 – 10-9 

Espectrometria de massas 10-4 – 10-10 

 

O acoplamento da espectrometria de massas como sistema de detecção para a técnica 

de eletroforese capilar vem sendo aplicado há mais de 20 anos. Esta fusão se fez possível 

Equação 3 
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devido à alta eficiência e poder de resolução da CE aliados a alta sensibilidade e grande 

diversidade de espécies analisáveis pela espectrometria de massas, se comparada a outros 

tipos de detectores. Os detectores UV-Vis e de fluorescência, por exemplo, fornecem pouca 

informação sobre a estrutura química das espécies estudadas 26. 

A etapa mais importante na análise por MS é a ionização das espécies, pois se esta 

etapa for ineficiente a detecção não é possível. Existem alguns modos de ionização, dentre 

eles estão: a ionização/dessorção de matriz assistida por laser (MALDI), a ionização por 

impacto de elétrons (EI), a ionização química (CI), a ionização por eletrospray (ESI), entre 

outros. Um dos mais simples e muito utilizado é o ESI, por necessitar apenas de uma fonte 

de alta tensão (1000 – 7000 V) em contato com a amostra. Neste tipo de ionização é 

formado um spray eletrostático, onde as pequenas gotas formadas são carregadas e formam 

os íons. Um grande proveito deste tipo de ionização frente as outras é que a dessolvatação 

dos íons formados acontece paulatinamente a temperaturas que variam de 25 – 80 ºC. Desta 

forma a geração de fragmentos ou moléculas ionizadas como subprodutos é inexistente. 

Isso garante que os íons formados em fase gasosa preservem suas estruturas, o que é ideal 

para estudos de especiação química 26. 

 

1.2. Revisão bibliográfica 

 

O estudo da proteômica utilizando como ferramentas o mapeamento de peptídeos vem 

se desenvolvendo a cada ano e a grande diversidade de pesquisadores nesta área faz com 

que hajam várias linhas de pesquisas. Alguns autores preferem trabalhar com capilares 

revestidos internamente e muitos desenvolvem a cada dia novos revestimentos e processos 

para revestir mais eficientemente esses capilares. Outros preferem trabalhar com capilares 

sem revestimento interno, manipulando a parede do capilar de forma reversível. Na 

atualidade são poucos os trabalhos para o estudo da proteômica por CE em que se utilizam 

capilar sem revestimento. E esse foi o desafio do presente trabalho, mostrar que é possível 

de forma simples realizar grandes descobertas na área da proteômica. 
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Um dos trabalhos pioneiros na área de proteômica utilizando a eletroforese capilar 

como técnica de análise, foi o de Jorgenson e Lukacs 16. Neste trabalho, os autores 

analisaram aminoácidos e dipeptídeos de uma forma rústica se comparada as avançadas 

tecnologias da atualidade. Eles usaram um tubo de vidro de 80 – 100 cm de comprimento 

total, 75 µm de diâmetro interno (d.i.) e 550 µm de diâmetro externo (d.e.). Essas 

dimensões foram necessárias para possibilitar seu resfriamento, melhorando assim a 

eficiência da separação. O detector utilizado foi de fluorescência (on-colunm) com uma 

lâmpada com arco de mercúrio a alta pressão construído pelos autores. O eletrólito utilizado 

foi a solução tampão fosfato 50 mmol L-1  a pH 7 (que ficavam contidos em béqueres), sob 

tensão de +30 kV. Os autores conseguiram separar aminoácidos básicos, neutros e ácidos 

em 25 minutos. Também foi analisada uma amostra de urina humana em que eles 

adicionaram um marcador químico e detectaram alguns compostos. Porém não foram 

capazes de identificá-los, possivelmente devido às limitações da técnica e do detector 

utilizado na época. Mesmo assim os autores desde já comprovaram a eficiência da técnica 

em analisar amostras reais. 

Uma das limitações da técnica de eletroforese capilar, quando utiliza-se o detector UV-

Vis, é o limite de detecção que é da ordem de 10-7 mol L-1. Esta concentração  pode ser 

considerada relativamente alta quando se trata da análise  de alguns fluidos biológicos. 

Com o objetivo de propor uma solução para esta problemática Bonneil e Waldron 12 

propuseram um método para separar e identificar peptídeos da cadeia B da insulina, 

citocromo C e β-caseína. As etapas do método consistia primeiramente da digestão das 

proteínas, seguida da pré-concentração, separação e detecção dos peptídeos extraídos. 

Todas essas etapas ocorreram em linha e em um intervalo de tempo de quatro horas. Para 

tanto, os autores utilizaram um tampão de fosfato de sódio com pH de 2,5. Para a pré-

concentração dos peptídeos foi utilizado um pré-concentrador de C18 e as espécies foram 

dessorvidas com uma mistura de acetonitrila:tampão fosfato, 90:10 (v/v). Foram avaliados 

capilares de vários diâmetros interno e comprimento total, sendo o de 75 µm (d.i.), 45 cm 

comprimento total e 30 cm de comprimento efetivo o que obteve o melhor resultado. O 

método desenvolvido apresentou boa reprodutibilidade, e o pré-concentrador era  

reutilizável. Porém o método obteve baixa resolução se comparada a métodos 

convencionais de CE. Apesar das limitações, com o método proposto foi possível 
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quantificar peptídeos em concentrações de 50 – 100 nmol L-1 e o fator de pré-concentração 

das amostras foi de 800 vezes. 

Uma linha de pesquisa que cresce a cada dia para aprimorar o diagnóstico ou 

tratamento de doenças com o estudo da proteômica utilizando CE é introduzir e avaliar a 

eficiência de revestimentos internos no capilar para minimizar o processo de adsorção das 

proteínas e peptídeos nestes e também o desenvolvimento de digestores que antecedem a 

análise por CE. 

Migneault e colaboradores 22 avaliaram dois métodos para imobilizar a enzima tripsina 

e criar um micro-reator para realizar a digestão da proteína hemoglobina humana. Em um 

dos métodos, os autores imobilizaram a tripsina utilizando o glutaraldeído, realizando um 

acoplamento covalente com um vidro poroso servindo como suporte sólido. No outro 

método, foi realizado uma reação de ligação cruzada sem a utilização de suportes sólidos. 

As separações dos peptídeos foram realizadas por CZE com 15 kV a 25 ºC e o detector de 

UV-Vis operando a 200 nm. Para tanto os autores usaram um capilar de sílica fundida com 

50 µm (d.i.), 360 µm (d.e.), 50 cm de comprimento efetivo (até o detector) e 60 cm de 

comprimento total, para realizar a imobilização da tripsina. Uma solução de fosfato de 

sódio de 50 mmol L-1 e pH 2,5 foi usada como tampão. Os peptídeos obtidos pelos dois 

métodos de imobilização também foram analisados por MALDI-MS. Dentre os parâmetros 

usados na avaliação da eficiência de cada método de imobilização como o número de 

etapas, o pH de atuação, entre outras, fizeram com que os autores concluíssem que os 

melhores resultados foram obtidos com o método que utilizava o suporte sólido, através do 

acoplamento covalente controlado por vidro poroso. Isso ocorreu devido a sua ampla área 

superficial que possibilitava o contato entre a enzima e a proteína o que permitiu que a 

digestão da proteína ocorresse em quatro horas, um tempo reduzido se comparado com as 

24 horas necessárias para a digestão por tripsina livre em solução. 

Ghafourifar e colaboradores 5 imobilizaram a enzima quimotripsina por reticulação 

polimérica ou também conhecido por método da ligação cruzada com gluteraldeído para a 

produção de partículas poliméricas.  O capilar de sílica fundida foi preenchido com as 

partículas poliméricas e este  serviu como um microreator para a digestão das seguintes 

proteínas: mioglobina, albumina de soro bovino (BSA) e caseína bovina. Em seguida, o 
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mapeamento dos peptídeos dessas proteínas foi realizado por CE-MS (mioglobina), CE-UV 

(BSA) e CE-LIF (caseína bovina). A digestão ocorreu durante 30 minutos a 37 ºC. Dentre 

os peptídeos da mioglobina que foram coletados, 17 foram identificados por CE-MS. Um 

dos objetivos dos autores é acoplar esse microreator a diferentes técnicas de separação, 

acredita-se que por esse motivo eles analisaram apenas uma proteína por vez em três 

equipamentos diferentes. 

Zhu e colaboradores 27 desenvolveram um método de polimerização térmica para 

revestir internamente um capilar para separação de proteínas e peptídeos por eletroforese 

capilar de zona com ionização por eletrospray e detecção por espectrometria de massas 

(CZE-ESI-MS). Os autores utilizaram como revestimento o polímero poliacrilamida linear 

(LPA) que é largamente usado para esta finalidade e compararam a eficiência deste com 

capilares revestidos também com LPA comerciais. Para avaliar a eficiência do capilar 

revestido em desenvolvimento os autores analisaram: uma mistura de quatro proteínas (β-

lactoglobulina, citocromo-C, mioglobina e anidrase carbônica), os peptídeos digeridos da 

BSA e um anticorpo intacto. O novo capilar com LPA permaneceu estável por 97 análises 

consecutivas e se manteve depois de ser armazenado durante 50 dias, para a análise dos 

peptídeos da BSA. Os autores compararam o desempenho do capilar comercial e do 

preparado em laboratório e concluíram que o desenvolvido por eles obteve uma melhor 

eficiência de separação frente ao comercial. 

Lin e colaboradores 3 desenvolveram um método por CZE-UV para determinação de 

cadeias de globina (longo polipeptídio composto de mais de 100 aminoácidos) e variantes 

da hemoglobina para associar as propriedades dessas proteínas a uma doença chamada 

talassemia, uma enfermidade autossômica recessiva do sangue que é hereditária. Para isso, 

os autores compararam amostras de sangue de pessoas doentes ao de pessoas saudáveis. 

Para a análise por CZE-UV foi utilizado um capilar de sílica fundida de 50 µm, sem 

revestimento interno, com 70 cm de comprimento total, a 25 ºC e operando com 16 kV de 

voltagem. O detector UV estava ajustado para medições a 214 nm. Fosfato de sódio 100 

mmol L-1 a pH 2,14 foi usado como tampão. As amostras de sangue necessitaram de um 

prévio tratamento para serem injetadas no equipamento de CZE-UV. Os autores 

constataram que as cadeias α, β e γ de amostras de pessoas saudáveis tiveram um tempo de 
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migração menor que as de portadoras da doença. Os autores concluíram que o método 

proposto é rápido e simples, pois utiliza capilar sem revestimento, mas conta com o uso  de 

soluções tampão altamente ácidas para minimizar a adsorção das proteínas também 

altamente ácidas no capilar. Métodos mais simples, menos laboriosos possuem uma 

tendência maior a aplicação clínica para diagnósticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



131 
 

1.3. Objetivos 

 

1.3.1. Objetivos Gerais 

 

Desenvolver um método de preparo de amostras de proteínas através do fracionamento 

da amostra inicial, por eletroforese capilar, resultando em sub-misturas de complexidade 

reduzida para posterior análise por espectrometria de massas e estudos de proteômica. 

 

1.3.2. Objetivos Específicos 

 

v Desenvolver a separação de proteínas por CE-UV/Vis,  

v Avaliar o uso de três diferentes condições de pré e pós condicionamento, com 

distintas soluções tampão; 

v Realizar um procedimento de coleta de frações e identificar cada proteína em 

cada fração por LC-ESI-MS; 

v Digerir as proteínas em cada fração com quimotripsina livre em solução e 

realizar mapeamento peptídico por CE-UV e LC-ESI-MS. 
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2- EXPERIMENTAL 

 

2.1- Materiais e Reagentes 

 

Mioglobina (Mio) de coração de cavalo, albumina de soro bovino (BSA) de coração de 

cavalo, β-caseína, β-lactoglobulina A e B (LGB), hemoglobina humana (Hemo), α-

quimotripsina (CT) de pâncreas bovino de tipo II, Trizma base (tris [hidroximetil] amino-

metano, Tampão Tris), fosfato de sódio monobásico mono-hidratado, fosfato tribásico de 

sódio dodeca-hidratado e ácido bórico foram todos da Sigma Aldrich (St-Louis, MO, 

EUA). O ácido fosfórico utilizado foi da Sigma Aldrich (Oakville, ON, Canadá). O ácido 

clorídrico e a acetonitrila foram da EM Science (Darmstadt, Alemanha). Hidróxido de sódio 

e acetona foram da Fisher Scientific. Borato de sódio da A&C (Montréal, QC, Canadá). 

Vials de 2,5 mL polipropileno, com diâmetro 6 x 29 mm da Life Science (Canadá) foi usado 

para a disposição dos eletrólitos e amostras em todos os experimentos. Também foi 

utilizado um filtro de nylon com membrana de 0,22 µm da Cameo. 

 

2.2- Equipamentos 

 

Foi utilizado um equipamento de eletroforese capilar (CE) da Agilent (Alemanha) 

modelo G1600AX equipado com detector UV-Vis com arranjo de fotodiodos (PDA). O 

software utilizado para a aquisição dos dados foi o ChemStation B.03.03 SW. A separação 

dos analitos foi realizada em um capilar de sílica fundida (75 µm diâmetro interno ID, 360 

µM diâmetro externo OD) da Polymicro Technologies (Phoenix, Arizona, USA). O 

comprimento total (CT) do capilar foi de 50 cm e o comprimento até o detector (CD) foi de 

42 cm.  
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Um pHmetro da Fisher Scientific accumet® model 20, uma centríguga a vácuo Savant 

Speed Vac SC 110 (EUA), uma incubadora de banho seco da Fisher Scientific, uma outra 

incubadora de banho seco da Fisher Scientific Isotemp 125D, uma mini centrífuga da 

Costar model 10, um agitador vortex da Barnstead Thermolyne 16700 Mixer, um marcador 

de janela da MicroSolv CE foram utilizados no presente trabalho. 

 

2.3- Soluções 

 

Todas as soluções foram preparadas usando água purificada (resistividade 18,2 

MW.cm) obtida em sistema Milli-Q, Millipore (Bedford, MA, EUA)  . 

Foram preparadas soluções de: NaOH 1 mol L-1 e 0,1 mol L-1, HCl 1 mol L-1 e 0,1 mol 

L-1. As soluções dos eletrólitos foram preparadas segundo a equação de Henderson–

Hasselbalch, tampão fosfato 25 mmol L-1 (pH 2,5; 6,8; 11,3), tampão borato 25 mmol L-1 

(pH 10), tampão tris 100 mmol L-1 e 10 mmol L-1 (pH 8,3). 

 

2.4- Separação de proteínas e peptídeos por CE 

 

2.4.1- Condicionamento do capilar  

 

2.4.1.1- Capilar novo 

 

O condicionamento de um capilar novo se faz necessário para que ocorra a ativação do 

capilar e consiste na lavagem com as seguintes soluções: fluxo de NaOH 1 mol L-1 durante 

20 minutos, seguido de fluxo de NaOH 0,1 mol L-1 durante 10 minutos e de solução tampão 
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por 10 minutos, finalizando com fluxo de lavagem com  água por 5 minutos e ar por 5 

minutos. Todas as lavagens foram realizadas a uma pressão de 950 mbar.  

 

2.4.1.2- Capilar usado (condicionamento diário) 

 

Para a ativação diária do capilar usado, foram desenvolvidos dois métodos, um ácido e 

um básico. O método ácido era utilizado quando eram analisados peptídeos ou aminoácidos 

e o condicionamento se dava da seguinte forma: fluxo de NaOH 0,1 mol L-1 durante 20 

minutos, fluxo de HCl 0,1 mol L-1 durante 10 minutos, fluxo de água por 10 minutos 

seguido de fluxo da solução tampão ácida durante 10 minutos. 

Já o condiciomento para o método básico que era utilizado para a análise de proteínas 

consistiu da lavagem com fluxo de NaOH 0,1 mol L-1 durante 20 minutos, fluxo de água 

por 10 minutos seguido da solução tampão básica durante 10 minutos.  

 

2.4.2- Avaliação do método de separação dos analitos 

 

Antes e após cada injeção da amostra era necessário a lavagem do capilar para retirar 

quaisquer resquícios da amostra anterior que porventura tenham ficado aderidos a 

superfície do capilar. Dois métodos de condicionamento entre as análises foram avaliados e 

estão apresentados na Tabela 2.2. 
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Tabela 2.2: Parâmetros de condicionamento do capilar para o desenvolvimento do método 

de separação das proteínas e dos peptídeos por CE-UV. 

  Proteínas Peptídeos 

 Ação Método 1a Método 2a Método 1b Método 2b 
Pré-

condiciona

mento 

Fluxo NaOH 0,1 molL-1, 

2 min 

NaOH 0,1 molL-1, 

3min 

HCl 1 molL-1, 

3 min 

HCl 0,1 molL-1, 

3 min 

 Fluxo H2O, 2 min Tampão, 3 min Tampão, 3 min Tampão, 3 min 

 Fluxo Tampão, 3 min    

Injeção Pressão Amostra, 5 s Amostra, 5 s Amostra, 5 s Amostra, 5 s 

 Pressão Tampão, 2 s Tampão, 2 s Tampão, 2 s Tampão, 2 s 

Pós-

condiciona

mento 

Fluxo NaOH 0,1 molL-1, 

1 min 

HCl 0,1 mol L-1,  

2 min 

NaOH 0,1 molL-1, 

1 min 

NaOH 0,1 molL-1, 

2 min 

 Fluxo Espera, 0,2 min  Espera, 0,2 min Espera, 0,2 min Espera, 0,2 min 

 Fluxo H2O, 3 min H2O, 1 min H2O, 1 min H2O, 1 min 

   NaOH 1 molL-1 

 1 min 

HCl 1 molL-1 

2 min 

HCl 1 molL-1  

1 min 

Fluxo = 950 mbar, Pressão = 34,5 mbar. 

 

Também foi avaliado o potencial aplicado no sistema e foram testadas as tensões de 15 

e 20 kV durante 10 minutos. 

Foi avaliada a eficiência das soluções: tampão tris 10 mmol L-1 e 100 mmol L-1 (pH 

8,3), tampão fosfato 25 mmol L-1 (pH 11,3) e tampão borato 25 mmol L-1 (pH 10), 

utilizadas quando os analitos eram proteínas e o tampão fosfato 25 mmol L-1 (pH 2,5) usado 

também para a análise de peptídeos e aminoácidos. 

Para a desenvolvimento do método de separação foi testado o aminoácido hidrocloreto 

de L-triptofano metil éster (H-trp-OMe-H) (na concentração de 100 µmol L-1), assim como 

também foi analisada uma amostra padrão da Beckmam® que era composta de água, ácido 

bórico, borato de sódio, ácido benzoico, ácido p-hidroxibenzoico, ácido p-

hidroxifenilacético e EDTA, em concentrações não fornecidas pelo fabricante. As proteínas 
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utilizadas para desenvolver o método foram a mioglobina (30 µmol L-1, pI 7,14), a BSA 

(1,4 µmol L-1, pI 5,82) e a LGB (5,4 µmol L-1, pI 5,4). As proteínas foram avaliadas tanto 

individualmente quanto misturadas. 

A repetitividade do tempo de migração (tm) de cada proteína foi verificada repetindo as 

análises por sete vezes consecutivas utilizando o método de separação que obteve o melhor 

resultado. 

 

2.5- Método de coleta de frações em CE 

 

O método de coleta de frações tem o objetivo de dividir a mistura amostral em frações 

menores com um número menor de proteínas, permitindo assim uma melhor identificação 

de cada componente da amostra inicial. Este método consiste na interrupão do potencial 

elétrico do sistema em um determinado tempo, permitindo assim a troca do injetor para o 

novo coletor, sem que o sistema continue fluindo. O tempo selecionado para interrupção do 

sistema foi escolhido de acordo com os tempos de migração de cada analito em um tempo 

total de análise de 10 minutos. A amostra inicial foi dividida em quatro frações, cada fração 

foi coletada por dez vezes consecutivas e a programação do método de coleta de frações é 

apresentada na Tabela 2.3. Cada fração era recolhida para o vial que continha 100 µL da 

solução tampão apropriada. Para tanto foi preparada uma solução com as cinco proteínas 

(mioglobina, BSA, β-caseína, LGB e hemoglobina), estudadas no presente trabalho, todas 

com a concentração de 60 µmol L-1. 
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Tabela 2.3: Programação do método de coleta de frações em CE. 

Tempo (min) Comando Ação 

0,0 Outlet Fração 1 

0,1 Voltage 20 kV 

2,2 Outlet Fração 2 

2,3 Voltage 20 kV 

4,5 Outlet Fração 3 

4,6 Voltage 20 kV 

6,7 Outlet Fração 4 

6,8 Voltage 20 kV 

9,0 Outlet Tampão 

9,1 Voltage 20 kV 

 

 

2.6- Análises por cromatografia líquida acoplada a espectrometria 
de massas 

 

2.6.1- Separação por cromatografia líquida 

 

As frações 2, 3 e 4 coletadas por CE-UV foram encaminhadas para análise no Centro 

Regional de Espectrometria da Universidade de Montreal (Canadá). O instrumento 

utilizado foi um aparelho de cromatografia líquida acoplada a um MS com um analisador 

de tempo de voo (LC-TOF) Agilent Technologies modelo 1100 series. A fonte de ionização 

foi por eletrospray positiva. A coluna utilizada foi Poroshell 300SB-C8 (Agilent 

Technologies), com as dimensões de 2,1 x 75 mm, com partículas de 5 µm, equipada com 

um termostatizador TCC G1316A operando a 40 ºC. O cromatógrafo líquido era acoplado a 

um detector de arranjo de diodos (DAD) modelo G1315D, analisando a faixa de 
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comprimentos de onda de  200 – 400 nm. Os eluentes utilizados foram a água (eluente A) e 

a acetonitrila (eluente B), ambos sendo adicionados de ácido fórmico com concentração 

final 0,1%. O gradiente de eluição é mostrado na Tabela 2.4. 

Tabela 2.4: Gradiente de eluição das proteínas analisadas por LC-TOF/MS. 

Tempo (min.) Eluente A (%) Eluente B (%) 

0,0 90 10 

0,1 90 10 

6,0 20 80 

7,0 20 80 

10,2 90 10 

14,0 90 10 

 

2.6.2- Análise por LC-ESI-MS de proteínas e peptídeos 

 

Um espectrômetro de massas por tempo de voo (MS-TOF) com fonte de íons positivos 

dual ESI, identificando compostos com faixa de massa variando de 110 – 3200 m/z, foi 

utilizado para as análises de proteínas e dos peptídeos. Os parâmetros da fonte são: 

temperatura do gás de 350 ºC, fluxo do gás de 10,0 L min-1 e nebulizador com pressão de 

35 psi. 

 

2.7- Digestão das proteínas 

2.7.1- Desnaturação das proteínas induzida por aquecimento 

 Inicialmente para se avaliar qual a rota de desnaturação que levaria ao melhor 

resultado foi preparada uma solução de mioglobina com concentração de 60 µmol L-1. 

Desta solução foram retiradas quatro aliquotas de 100 µL, sendo uma para o branco e as 

outras três para se realizar o procedimento de desnaturação. Todas as aliquotas foram 



139 
 

aquecidas durante 30, 45 ou 60 minutos a 90 ºC. Em seguida, as amostras foram resfriadas 

a temperatura ambiente por 10 minutos e digeridas pela enzima quimotripsina. O mesmo 

procedimento foi realizado, posteriormente, com soluções de BSA, LGB e β-caseína 

também com concentração final de 30 µmol L-1. 

 

2.7.2- Digestão das proteínas em solução por quimotripsina livre 

 

Foi preparada uma solução 6 µmol L-1 de quimotripsina solubilizada em uma solução 

tampão Tris 100 mmol L-1 e pH 7,8, desta solução foram retirados 100 µL e adicionados a 

solução contendo a(s) proteína(s) desnaturada(s) (ítem 2.7.1). Todas as soluções tanto de 

proteínas quanto de quimotripsina foram preparadas de forma que a concentração da 

solução final, após a mistura das mesmas, fossem 30 µmol L-1 e 3 µmol L-1, 

respectivamente. Essas soluções foram mantidas aquecidas em banho-maria por 15, 30 ou 

60 minutos a 37 ºC. Após cada digestão as alíquotas eram colocadas em um banho de gelo 

seco e acetona por 30 segundos, para interromper o processo de digestão. Em seguida as 

alíquotas digeridas foram analisadas qualitativamente por CE-UV/Vis apenas para verificar 

se houve a digestão das proteínas e posteriormente essas alíquotas foram encaminhadas 

para análise por LC-ESI-MS. 

 

2.7.3- Dessalinização e extração dos peptídeos usando resina C18 

 

Antes de se iniciar o processo de dessalinização, seguido da extração dos peptideos 

digeridos, foi necessário remover o solvente das amostras. Para tanto, utilizou-se uma 

centríguga a vácuo Savant Speed Vac SC 110 (EUA) operando com rotação de 3000 rpm 

durante 25 minutos. 
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Em seguida, a amostra seca foi submetida ao procedimento de dessalinização dos 

peptideos que foi realizado segundo o protocolo da Zip Tip® 28, que consistiu na preparação 

das soluções apresentadas na Tabela 2.5 a seguir: 

Tabela 2.5: Soluções utilizadas para a dessalinização da amostra, segundo protocolo da Zip 

Tip® para resina C18.  

Solução Composição Volume (µL) 

Acetonitrila 

Volume 

(µL) Água 

Volume 

(µL)TFA 

Volume 

total (µL) 

1 

(hidratação) 

50:50, ACN:H2O, 

 0,1 % TFA 

500 490 10 1000 

2 

(lavagem) 

0,1 % TFA em 

H2O 

0 990 10 1000 

3 

(eluição 

peptideo) 

60:40, ACN:H2O, 

0,1 % TFA 

600 390 10 1000 

4 (reconstituição 

da amostra) 

5:95, ACN:H2O,    

0,1 % TFA 

50 940 10 1000 

TFA = Ácido Trifluoroacético 10 %, ACN = Acetonitrila 

 

Para amostras sólidas se fazia necessário a reconstituição da amostra adicionando 13 

µL da solução 4, depois a solução foi agitada com um agitador vórtex por 30 segundos e 

centrifugada também por 30 segundos. 

Utilizando um pipetador P10, inicialmente, o cartucho Zip Tip® C18 foi hidratado, 

para tanto aspirou-se 10 µL da solução 1, descartou-se a solução e esta etapa foi repetida. 

Em seguida, aspirou-se 10 µL da solução 2, descartou-se a solução e repetiu-se a etapa. É 

importante aspirar e expelir as soluções muito lentamente para evitar a entrada de ar na 

resina C18. A etapa seguinte foi a adsorção dos peptídeos no material, para tanto aspirou-se 

lentamente 10 µL da amostra e expeliu-se o líquido de volta no tubo e repetiu-se 6 vezes 

sem liberar o pipetador. A seguir aspirou-se 10 µL da solução 2 e expeliu-se o líquido no 

recipiente de descarte, repetiu-se 5 vezes, também sem liberar o pipetador. Para efetuar a 

última etapa aspirou-se cerca de 1,3 µL da solução 3 (resfriada), expeliu-se a amostra no 
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vial reservado, repetiu-se mais duas vezes e a amostra foi encaminhada para analise por 

LC-ESI-MS como descrito no ítem 2.6.2. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Separação de proteínas e peptídeos por CE 

 

3.1.1.  Condicionamento do capilar 

 

Diariamente era necessário realizar o condicionamento do capilar já usado como 

descrito no ítem 2.4.1.2 e também quando era preparado um novo capilar (item 2.4.1.1). O 

condicionamento era realizado para remover qualquer partícula do interior do capilar e para 

ativar a parede do capilar para que o mesmo fosse eletricamente carregado de acordo com a 

necessidade da análise. Por exemplo, para a análise de peptídeos e aminoácidos era 

necessário trabalhar em um pH ácido, semelhante ao pH do eletrólito usado para a 

separação dos analitos. Condição oposta ocorreu para a análise de proteínas quando foi 

escolhido trabalhar em pH básico (eletrólito) e assim o capilar era ativado em pH básico. 

 

3.1.2. Avaliação do método de separação dos analitos 

 

Dentre os métodos desenvolvidos e avaliados para a separação devida das proteínas, 

peptídeos e aminoácidos por CE-UV que estão apresentados na Tabela 2.2, os métodos que 

foram eficientes para a separação foi o método 2a para proteínas (mioglobina, BSA, β-

caseína, LGB e hemoglobina) e 2b para peptídeos (gerados da quebra das proteínas citadas 

anteriormente) e o aminoácido H-trp-OMe-H. 
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Em cada método avaliado foram analisadas as proteínas citadas e o aminoácido 

individualmente e posteriormente os analitos foram misturados e analisados para verificar a 

eficiência da separação dos mesmos pelo método proposto. 

A diferença entre os métodos 1b e 2b são sutís, apenas diferem na etapa de pré-

condicionamento, onde a concentração do HCl varia em 0,1 e 1,0 mol L-1 e na etapa do pós-

condicionamento onde no primeiro método se utiliza NaOH 0,1 mol L-1 por 1 minuto e no 

método 2b o mesmo eluente é rinçado por 2 minutos. O uso de uma base em um método 

onde os analitos necessitam de um meio ácido para migrarem pelo capilar, tem o objetivo 

de limpar o capilar, para remover impurezas ou algum componente da amostra que tenha 

ficado retido na parede do capilar. Acredita-se que o menor tempo era insuficiente para 

limpar efetivamente o capilar. Em seguida, o capilar é lavado com água para remover a 

base do capilar e posteriormente é passado o HCl 1 mol L-1 por 2 minutos no método 1b e 

por 1 minuto no método 2b. O HCl, na concentração utilizada, é agressivo para a parede 

interna do capilar, sendo assim esta não necessitaria de uma lavagem relativamente longa 

para reativá-la para o meio ácido que é necessário para realizar a análise.    

 Os sinais dos aminoácidos não apareciam quando o método 1b estava sendo avaliado, 

acredita-se que as etapas de pré e pós-condicionamento não eram eficientes para ativar a 

parede do capilar e sendo assim, o sinal não era gerado. Porém, quando o método 2b foi 

testado e as modificações foram realizadas, os sinais foram gerados com boa intensidade e 

corrente estável, indicando que a solução tampão estava no pH adequado e a condição foi 

robusta durante toda a análise. Na Figura 2.8 a seguir é mostrado um eletroferograma do 

aminoácido H-trp-OMe-H 100 µmol L-1, com solução tampão fosfato de sódio 25 mmol L-1 

(pH 2,5) e tensão de 15 kV. 
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Figura 2.8: Eletroferograma do aminoácido H-Trp-OMe-H 100 µmol L-1 sob as condições do 

método 2b. Em (a) é apresentado o espectro UV a 220 nm do aminoácido analisado. 

Nas condições do método 2b para a solução 100 µmol L-1 H-Trp-OMe-H, foi gerado 

um sinal em 9,91 ± 0,10 minutos. A análise foi realizada em triplicata. 

Inicialmente o método 2b também foi utilizado para analisar as proteínas, mas a grande 

maioria das proteínas tem pI superior a 2,5 que é o valor de pH do meio, sendo assim, todas 

as proteínas estavam carregadas positivamente (pHmeio < pIproteína). Desta forma a atração da 

proteína pela parede do capilar (carga negativa) é forte, fato este que pode ocasionar uma 

forte adsorção entre estes, retardar o tempo de migração e ainda causar caldas nos sinais.  

No presente trabalho, com as proteínas que foram utlizadas para o desenvolvimento do 

método não ocorreu uma forte adsorção entre os analitos e a parede do capilar, mas o tempo 

de migração foi tardio (sinais entre 8 e 10 minutos) quando comparados aos tempos de 

migração obtidos nos métodos 1a e 2a que foram avaliados posteriormente a esse teste. 

Devido aos resultados obtidos com o uso de uma solução tampão ácido para analisar 

proteínas, decidiu-se desenvolver um método com todos os reagentes alcalinos inclusive os 

eletrólitos (método 1a). Com este método os analitos geraram sinais, mas decidiu-se 

introduzir um reagente ácido ao método com o objetivo de limpar e remover impurezas do 

capilar como explicado anteriormente para o método 2b para os peptídeos e aminoácidos. 

Criando assim o método 2a que foi utilizado durante todas as análises e com todos os 

eletrólitos avaliados. 

(a) 
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A seguir é mostrado (Figura 2.9) uma comparação dos sinais obtidos para a mioglobina 

30 µmol L-1 quando analisada pelo método 2a (solução tampão tris pH 8,3, 10 mmol L-1) e 

2b (solução tampão fosfato pH 2,5, 25 mmol L-1), ambos sob tensão de 15 kV. 

 

 

Figura 2.9: Diferença no tempo de migração da mioglobina 30 µmol L-1 quando se utilizou um 

eletrólito ácido (a) e um básico (b) para análise de proteínas por CE-UV. 

 

A mudança do pH do meio ocasionou uma diminuição de cinco minutos no tempo de 

migração do analito, possibilitando uma diminuição no tempo total de análise. 

O sinal negativo apresentado na Figura 2.9b é devido ao grupo acetato da solução 

tampão Tris que não possui um grupo cromóforo, sendo assim este não absorve a radiação 

UV e gera um sinal negativo na linha de base 14. 

A solução tampão Tris possui a vantagem de poder ser usada em altas concentrações 

sem ocasionar o efeito Joule (aquecimento da solução). Por este motivo, decidiu-se 

aumentar a concentração deste eletrólito, pois a intensidade do sinal estava baixa se 

comparada com a intensidade gerada quando o mesmo analito na mesma concentração foi 

analisado usando solução tampão fosfato, por exemplo. Então a concentração inicialmente 

(a) 

t (mim) 

(b) 
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usada que era de 10 mmol L-1 foi incrementada para 100 mmol L-1 e assim perdurou por 

todas as análises seguintes. 

Com o objetivo de diminuir ainda mais o tempo de migração de todos os analitos o 

valor da tensão foi aumentado de 15 kV para 20 kV, para todas as análises seguintes. 

Após estabelecer todos os parâmetros do método para a análise das proteínas 

individualmente, foi preparada uma mistura das três proteínas nas mesmas concentrações 

utilizadas para o desenvolvimento do método e esta mistura foi analisada por CE-UV/Vis. 

Em seguida, foram adicionadas mais duas proteínas para compor uma mistura mais 

diversificada. Tendo em vista que uma amostra real provavelmente será constituída de uma 

grande quantidade de proteínas. As proteínas adicionadas foram hemoglobina humana (12,9 

µmol L-1, pI 7,1) e a β-caseína (29,4 µmol L-1, pI 4,6). O eletroferograma da mistura das 

cinco proteínas está apresentado na Figura 2.10. 

 

Figura 2.10: Eletroferograma gerado a partir da análise da mistura das cinco proteínas. 

Sendo na sequência: mioglobina 3,42 min., β-caseína 3,80 min., dois sinais referentes a β-

lactoglobulina A e B 4,43 min. e 4,54 min. e a hemoglobina 4,75 min.  

 

A sequência foi estimada fazendo uma analogia do tempo de migração de cada proteína 

quando analisadas individualmente e também pela visualização do espectro referente a cada 

sinal. A mioglobina e a hemoglobina possuem em suas estruturas uma molécula de ferro o 

que proporciona cor a estas proteínas e seus espectros possuem uma pequena banda de 

3,42 

3,80 

4,43 
4,54 4,75 
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absorção na região do visível. Na Figura 2.11 a seguir são mostrados dois exemplos de 

espectro de proteínas com e sem ferro nas estruturas moleculares. 

 

Figura 2.11: Espectros de UV da proteína (a) BSA e (b) Mioglobina. 

 

As proteínas apresentam o aspecto de um pó branco e todos os espectros possuem 

padrão semelhante a Figura 2.11(a). Já a mioglobina e a hemoglobina que possuem a 

característica física de um pó marrom, apresentam uma fraca absorção na região visível e 

um espectro semelhante ao apresentado na Figura 2.11(b). Motivo este que torna inviável a 

identificação e quantificação precisa de uma mistura complexa de proteínas por 

espectrometria de absorção UV/Vis e se faz necessário a análise das mesmas por 

espectrometria de massas. 

Após o estabelecimento das condições de condicionamento do capilar (método 2a), 

decidiu-se avaliar a eficiência de outros eletrólitos para ampliar as possibilidades de 

análise. Esta avaliação foi realizada tendo em vista que os fluidos biológicos podem ser de 

diferentes origens e, consequentemente, ser constituído de diversas proteínas que podem 

não ser facilmente separadas por um único eletrólito em apenas um valor de pH. Para tanto 

foram utilizadas a solução tampão borato a 25 mmol L-1 (pH 10,2) e a solução tampão 

fosfato a 12,5 mmol L-1 (pH 11,3). Os tempos de migração obtidos utilizando as diferentes 

soluções tampão estão apresentados na Tabela 2.6. 

 

 

 

(a)     (b) 
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Tabela 2.6: Tempos de migração das proteínas analisadas pelo método 2a utilizando as 

soluções tampões fosfato, borato e Tris, nas condições apresentadas. 

Proteína 12,5 mmol L-1 

Fosfato, pH 11,3  

25 mmol L-1 

Borato, pH 10,2 

100 mmol L-1 

Tris, pH 8,3 

Mioglobina  

(30 µmol L-1) 

3,9 min 3,22 min 3,3 min 

β-LGB  

(5,4 µmol L-1) 

3,6 min 4,15 min Dois sinais = 4,06/4,25 min 

BSA 

(1,4 µmol L-1) 

3,8 min 4,12 min 4,35 min 

Hemoglobina 

(12,9 µmol L-1) 

3,36 min 3,6 min Sinal largo,  
em 4,5 – 7,6 min 

β-caseína 

(29,4 µmol L-1) 

3,05 min 3,45 min 3,73 min 

n = 3, Tensão = 20 Kv 

 

Dentre os eletrólitos utilizados o único que foi capaz de separar os isômeros da LGB A 

e B foi a solução tampão Tris, com as demais soluções foi obtido um único sinal.  

Cada proteína foi analisada individualmente e, posteriormente foi preparada uma 

mistura com as cinco proteínas todas com a concentração final equivalente a utilizada nas 

análises individuais. A seguir, na Figura 2.12, são apresentados os eletroferogramas das 

misturas das proteínas obtidos com as soluções tampão borato pH 10,2 (25 mmol L-1) e 

fosfato pH 11,3 (12,5 mmol L-1). 
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Figura 2.12: Eletroferograma obtido usando (a) solução tampão fosfato 12,5 mmol L-1, 

pH 11,3 e (b) solução tampão borato 25 mmol L-1, pH 10,2. 

 

Assim como já foi observado na Figura 2.10, os eletroferogramas apresentados na 

Figura  2.12 não possuem todos os picos bem resolvidos, o que era de se esperar quando se 

utiliza um capilar sem revestimento interno. Mesmo utilizando estratégias (controle do pH) 

para minimizar a interação Coulômbica entre os grupos silánois da parede do capilar não 

revestido e as proteínas, este fator diminui a resolução da separação das proteínas quando 

analisadas por CZE 29,30. 

Mesmo não obtendo uma excelente separação de todos o componentes da mistura 

amostral, é perfeitamente aceitável os dados obtidos para o presente trabalho, pois o 

objetivo principal é utilizar a eletroforese capilar como uma método de preparo das 

amostras e relizar uma separação inicial para a posterior divisão da amostra, sem que essa 

perca suas características e possa ser melhor analisada e identificados todos os seus 

constituintes pela espectrometria de massas que fornece dados mais ricos e robustos dos 

analitos. 

(a) 

 

 

 

 

 

(b) 

t (min) 

t (min) 
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3.2. Coleta das frações por CE-UV/Vis 

 

A mistura amostral com as cinco proteínas estudadas neste trabalho foi analisada por 

CE-UV/Vis, todas com concentração de 60 µmol L-1, sob as condições de pré e pós-

condicionamento do método 2a, utilizando a solução tampão Tris 100 mmol L-1, pH 8,3. 

Entretanto, foi utilizada a programação de interrupção da tensão elétrica de acordo como 

mostrado na Tabela 2.3 (ítem 2.5). A Figura 2.13 mostra a superposição dos gráficos (sem a 

escala das ordenadas) referentes ao eletroferograma (a) e a corrente elétrica (b) durante os 

10 minutos da análise. 

 

Figura 2.13: Superposição dos gráficos referentes ao eletroferograma (a) e a corrente elétrica 

(b) da coleta das frações da mistura padrão simulada. 

 

As frações coletadas foram enviadas para análise por LC-ESI-MS para a identificação 

das proteínas contidas em cada fração. Esses resultados serão apresentados no ítem 3.5. 

 

 

(a) 

 

 

 

(b) 
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3.3. Repetitividade 

 

Para verificar a precisão do método, as soluções das proteínas foram analisadas 

separada e repetidamente por 7 vezes consecutivas. O tempo de migração (tm), o desvio 

padrão (Sr) e o Coeficiente de Variação (CV) estão apresentados na Tabela 2.7 a seguir: 

Tabela 2.7: Valores do tempo de migração médio, do desvio padrão de repetitividade e do 

coeficiente de variação para expressar a precisão do método de separação das proteínas.  

Proteína tm (min) Sr (min) CV (%) 

Mioglobina 

(30 µmol L-1) 

3,31 0,02 0,57 

β-LGB 

(5,4 µmol L-1) 

4,61 / 4,76 0,14 / 0,14 3,02 / 3,03 
 

BSA 

(1,4 µmol L-1) 

4,93 0,03 0,69 

Hemoglobina 

(12,9 µmol L-1) 

6,05 0,18 2,97 

β-caseína 

(29,4 µmol L-1) 

3,21 0,06 2,00 
 

n = 7 

 

Os valores calculados para o coeficiente de variação são inferiores a 20 %, que é o 

valor limite para determinar a precisão de um método para análise de elementos em escala 

micro 31. Isso comprova que o método proposto é preciso, nos termos em que foi 

desenvolvido. 

Os valores apresentados na Tabela 2.7 foram obtidos através da análise das proteínas 

pelo método 2a utilizando solução tampão Tris 100 mmol L-1, pH 8,3 e tensão de 20 kV. 

Esses valores diferem um pouco dos apresentados na Tabela 2.6, isso pode ter ocorrido 
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devido ao fato das análises terem sido realizadas com soluções tampão e capilares 

preparados em tempos diferentes.  

 

3.4. Desnaturação e digestão das proteínas 

 

Inicialmente foi realizada uma tentativa de digerir as proteínas sem que estas fossem 

submetidas ao aquecimento. Para a avaliação foi preparada uma solução com 

mioglobina:quimotripsina (3:1) que foi mantida a 37 ºC por 24 horas. Entretanto, a proteína 

não foi digerida, por este método. Acredita-se que a etapa de desnaturação da proteína seja 

essencial para a digestão, pois nesta etapa ocorre a exposição das cadeias laterais da 

molécula que se encontram na parte interna da proteína e possibilita a interação com a 

enzima 7. Na Figura 2.14 está apresentado o eletroferograma da mistura de mioglobina e 

quimotripsina resultante do contato durante 24 horas da enzima com o substrato. 

 

Figura 2.14: Eletroferograma da mistura de quimiotripsina e mioglobina nas condições do método 

2b utilizando solução tampão fosfato, 25 mmol L-1, pH 2,5. 

 

Sendo assim, o método foi acrescido da etapa de desnaturação da proteína. Ainda 

tomando como exemplo a mioglobina, esta foi aquecida em banho-maria a 90 ºC, visto que 

a grande maioria das proteínas possuem temperatura média de fusão (temperatura de 

desnaturação) abaixo de 100 ºC 7. 

Para avaliar qual o tempo de aquecimento e de digestão com quimiotripsina livre seria 

necessário para obter a lise das proteínas, alíquotas digeridas durante 60 minutos com a 
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enzima quimiotripsina, foram aquecidas a 90 ºC por 30, 45 e 60 min. Desses três 

experimentos o melhor resultado foi obtido quando a proteína foi aquecida por 60 min. 

Sendo assim, o tempo de aquecimento foi estabelecido como 60 min. A partir deste ponto 

foi avaliado o tempo de digestão entre a proteína desnaturada e a enzima. Para tanto, a 

proteína desnaturada foi digerida durante 15, 30 e 60 min. Qualitativamente a diferença na 

quantidade e intensidade dos sinais são mínimas entre 30 e 60 min., como apresentado na 

Figura 2.15. 

 

 

 

Figura 2.15: Eletroferograma resultante da digestão por quimiotripsina livre da mioglobina 

desnaturada (1:10, E:S) durante (a) 15 min., (b) 30 min., (c) 60 min. Sob as condições do método 2b 

utilizando solução tampão fosfato, 25 mmol L-1, pH 2,5 e um tempo total de análise de 20 minutos. 

Pela análise dos eletroferogramas apresentados na Figura 2.15 observa-se que em (c) 

alguns sinais possuem uma intensidade ligeiramente maior que em (b). Mas, acredita-se que 

(a)       Branco 

(b)       Branco 

(c)       Branco 
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o tempo de 30 minutos seja suficiente para a digestão das proteínas estudadas neste 

trabalho. Deve-se descartar os sinais finos, pois estes não são equivalentes a compostos na 

amostra e sim partículas que dispersam o feixe de luz.  

Os resultados obtidos no presente trabalho, até o momento, são mais animadores que 

os encontrados por alguns autores, em relação a simplicidade do método e ao curto tempo 

de desnaturação e digestão das proteínas. 

Sun e colaboradores 4 desenvolveram um método de digestão com tripsina livre que 

necessitava de 12 horas a 37 ºC para digerir BSA na proporção 1:30 (E:S), após a 

desnaturação química assitida por ureia, e analisaram os peptídeos resultantes por CZE-

ESI-MS. Migneault e colaboradores 32 também utilizaram a tripsina livre para digerir 

proteínas e com o método proposto que também desnaturava a proteína quimicamente com 

ureia, eram necessárias 24 horas a 37 ºC para a digestão da proteína lisozima utilizada no 

método. Ghafourifar e colaboradores 5 desenvolveram um método de digestão de proteínas 

utilizando a enzima quimiotripsina, enzima semelhante a utilizada neste trabalho, e que 

consistiu na desnaturação química e térmica, por 15 min a 50 ºC, com ureia e ditiotreitol 

para reduzir ligações dissulfeto. Em seguida foi adicionado iodocetamida para evitar a 

oxidação do tiol e impedir que as ligações dissulfeto se formem novamente. Os autores 

precisaram diluir a solução resultante, para poder realizar a digestão, visto que em soluções 

com alta concentração salina a ação das enzimas é dificultada 7. 

No caso de uma amostra com baixa concentração essa etapa de diluição pode 

inviabilizar a detecção. Após a etapa de desnaturação do substrato os autores realizaram 

tanto a digestão por quimiotripsina livre em solução quanto a digestão com a enzima 

imobilizada em um digestor. Para a enzima em solução foram necessárias 24 horas a 37 ºC 

para digerir o substrato. Um tempo bastante superior ao utilizado no presente trabalho. 

 

3.5. Análise por MS, identificação das proteínas e dos peptídeos 
na mistura e nas frações  
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As cinco proteínas utilizadas neste trabalho para desenvolver um método de preparo de 

amostra para um posterior mapeamento de seus peptídeos com o objetivo de estudos sobre 

proteômica foram analisadas individualmente por LC-ESI-MS. As relações massa/carga 

(m/z) de cada proteína encontra-se na Tabela 2.8. 

Tabela 2.8: Relação massa/carga das proteínas analisadas por LC-ESI-MS. 

Proteína m/z 

Hemoglobina (60 µmol L-1) 15127,5 

Mioglobina (1,5 µmol L-1) 16952,7 

β-LGB (1,4 µmol L-1) 18364,3 

β-caseína (60 µmol L-1) 24024,4 

BSA (0,37 µmol L-1) 66431,7 

 

Essas medidas foram necessárias para confirmar a massa de cada proteína e identifica-

las nas frações coletadas por CE-UV/VIS.  

Foram coletadas quatro frações na etapa de divisão da mistura das proteínas por CE-

UV/VIS. Dessas, em apenas três frações (F2-F4) foram identificadas proteínas e estas são 

apresentadas na Tabela 2.9, a seguir: 

Tabela 2.9: Proteínas coletadas na frações por CE-UV/VIS e analisadas por LC-ESI-MS. 

Fração m/z 

F2 16952,5 

F3 18363,0 / 24056,8 / 66468,7 

F4 66466,7 

Analisando as relações m/z e comparando com os dados da Tabela 2.8, observa-se que  

em F2 foi coletada apenas a mioglobina, em F3 foram coletadas LGB, β-caseína e BSA e 

em F4 também foi coletada a BSA. Há uma pequena diferença dos valores exatos entre as 

m/z das proteínas apresentadas nas Tabelas 2.8 e 2.9. Uma justificativa para esta diferença 

seria o fato de que moléculas grandes como proteínas podem adquirir múltiplas cargas 

durante a etapa de ionização por eletrospray. Outra justificativa seria a fração de BSA ter 
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Cl37 e Cl35 ligado, causando assim essa diferença nas massas das proteínas identificadas nas 

frações coletadas por CE-UV/VIS. 

A última etapa realizada no presente trabalho até o momento foi analisar os peptídeos 

resultantes da digestão das proteínas por quimiotripsina livre em solução. Na Figura 2.16 

estão apresentados os fragmentos peptídicos obtidos da digestão das misturas de proteínas 

de acordo com as frações coletadas. 

 

Figura 2.16: Espectros de massa obtidos por LC-ESI-MS dos peptídeos resultantes da digestão das 

proteínas contidas nas frações (a) F2, (b) F3, (c) F4. O (d) branco é referente a quimiotripsina. 

 

Os sinais obtidos nos espectros de massas das diferentes frações são semelhantes em 

sua grande maioria o que intriga, visto que são provenientes de diferentes proteínas. Uma 

possível explicação é o fato da quimotripsina catalisar a hidrólise de ligações peptídicas, 

mais especificamente, ligações que contêm resíduos de aminoácidos que apresentam 

cadeias laterais hidrofóbicas, como por exemplo, tem-se a fenilalanina (Phe), o triptofano 

(Trp) e a tirosina (Tyr). Entretanto mais estudos devem ser realizados para se conseguir 

uma condição de digestão que se possa diferenciar os resíduos de peptídeos advindos de 

diferentes proteínas. 
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O que se obtém de positivo com esses resultados é que o método desenvolvido foi 

capaz de digerir as proteínas dentro de suas limitações. Uma tentativa de aprimorar a 

clivagem das proteínas pode ser a associação entre a desnaturação química e térmica ou 

mesmo acrescentar, por exemplo, o dodecilsulfato de sódio (SDS) que é um potente agente 

desnaturante de proteínas. 

Os estudos de proteômica e mapeamento de petídeos serão realizados futuramente, pois 

as análises das amostras não foram realizadas em tempo hábil para que essas estruturas 

fossem elucidadas. 

 

4. CONCLUSÃO 

 

A eletroforese capilar com detecção UV demonstrou ser uma técnica bastante eficiente 

para análise de proteínas, pois possibilitou o fracionamento da amostra para posterior 

análise e identificação das proteínas por espectrometria de massas. Foi desenvolvido um 

método de desnaturação e digestão das proteínas simples e com um tempo bastante 

reduzido de duas horas totais frente a outros trabalhos da literatura que utilizaram de 12 a 

24 horas apenas para a etapa da digestão. 

O método de digestão desenvolvido foi eficiente para digerir as proteínas mioglobina, 

BSA, LGB, hemoglobina e β-caseína, contidas em cada fração recolhida por CE-UV/Vis. 

Porém, os resíduos de aminoácidos detectados por LC-ESI-MS foram bastante semelhantes 

mesmo vindos de diferentes proteínas. Isso provavelmente pode ter ocorrido devido aos 

sítios de clivagem preferencial da enzima quimotripsina utilizada. Portanto, sugere que 

mais estudos devem ser realizados para uma completa diferenciação. Possibilitando assim, 

a realização do mapeamento dos peptídeos e a aplicação em estudos proteômicos. 

O método de separação das proteínas por CE-UV/Vis foi avaliado por três soluções 

tampão (Tris, fostato e borato), mas apenas com o tampão Tris foi seguido todo o método 

até a etapa de digestão das proteínas e análise dos peptídeos. Pois não houve tempo hábil 

para realizar  todas as etapas do método com as demais soluções tampão.  
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5. PERSPECTIVAS 

 

As perspectivas para o método proposto são: 

 

4. Realizar todas as etapas do método com as soluções tampão borato 25 mmol L-1 (pH 

10,2) e fosfato 12,5 mmol L-1 (pH11,3). 

5. Aprimorar as condições de digestão visando uma diferenciação mais evidente entre 

as m/z dos fragmentos de peptídeos gerados pelo processo de digestão com a 

enzima quimotripsina livre em solução 

6. Realizar a identificação de cada fragmento, ou seja, o mapeamento dos peptídeos 

por LC-ESI-MS. 

7. Analisar amostras reais para verificar a confiabilidade do método e realizar a sua 

validação. 
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