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ESPECTROFOTOMETRIA DERIVATIVA: UMA ESTRATEGIA SIMPLES PARA A DETERMINACAO
SIMULTANEA DE CORANTES EM ALIMENTOS
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DERIVATIVE SPECTROPHOTOMETRY: A SIMPLE STRATEGY FOR SIMULTANEOUS DETERMINATION OF FOOD DYES.
A very simple spectrophotometric method is described for resolving binary mixture of the food colorants Sunset Yellow (INS 110)
and Tartrazine Yellow (INS 102) by using the first derivative spectra with measurements at zero-crossing wavelengths. Before the
spectrophotometric measurements, the dyes were sorbed onto polyurethane foam and recovered in N,N-dimethilformamide.
Commercial food products (gelatine and juice powder) were analysed by using the proposed method and the HPLC technique.
The results are in very good agreement and the differences between the methods is not statistically important. Therefore,
the first-order derivative spectrophotometric method is accurate, precise, reliable and could be applied to the routine analysis of
food samples.
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INTRODUCAO

Muitos produtos alimenticios originalmente ndo apresentam
cor, e em outros a cor € perdida ou alterada durante o processo de
industrializagdo; assim, surge a necessidade da adicdo de corantes
a fim de conferir ou restaurar a coloragio perdida’.

Os corantes amarelo crepusculo e amarelo tartrazina sdo
corantes sintéticos que apresentam estruturas distintas das subs-
tancias corantes encontradas na natureza (Figura 1). Estes corantes
sdo comumente adicionados aos alimentos, proporcionando colo-
racdo intensa e estdvel ao produto industrializado. Assim como
para muitos outros aditivos alimentares, o controle analitico dos
corantes sintéticos € de grande importincia na industria alimenti-
cia, devido ao potencial téxico e carcinogénico que apresentam®*.
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Figura 1. Estruturas dos corantes: (a) amarelo crepiisculo e (b) amarelo
tartrazina

Muitos métodos analiticos tém sido descritos para determi-
nar misturas de corantes em alimentos, incluindo cromatografia’,
espectrofotometria®®, voltametria®!!, eletroforese capilar'? e va-
rias combinacdes de técnicas'*!*. Os métodos baseados no uso
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da espectrofotometria derivativa tém apresentado resultados
satisfatérios na determinagdo de misturas de corantes em ali-
mentos'>16.

A espectrofotometria derivativa €, atualmente uma ferramenta
analitica adicional que auxilia na resolucdo de diversos problemas
analiticos. A derivatizagio dos espectros permite separar sinais sobre-
postos e eliminar “background” causado pela presenca de outras espé-
cies na amostra. Portanto, torna-se desnecessaria uma etapa prelimi-
nar de separacdo das espécies a serem determinadas, simplificando o
procedimento analitico e aumentando a velocidade analitica'™'®.

A espectrofotometria derivativa consiste na representa¢do da
razdo da variag@o da absorvancia com o comprimento de onda, em
fungdo do comprimento de onda. A diferenciagio da lei de Lambert-
Beer (d"A/dA" = cb(d"e/dA")) mostra que as derivadas sdo sempre
proporcionais as concentragdes do analito, sendo as aplicagdes
analiticas baseadas nesta relagdo'.

O objetivo do presente trabalho ¢ determinar simultaneamente
os corantes amarelo crepusculo e amarelo tartrazina em produtos
alimenticios, utilizando o método espectrofotométrico derivativo.
Para minimizar possiveis efeitos de interferéncias da matriz os
corantes foram inicialmente retidos em espuma de poliuretana, e
recuperados usando o solvente organico N,N-dimetilformamida.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Os corantes amarelo creptsculo (INS 110) e amarelo tartrazina
(INS 102) foram adquiridos da indudstria Duas Rodas (Santa
Catarina, Brasil) e purificados, através de sucessivos processos de
extragdes com solventes organicos; apds a etapa de purificacdo, os
corantes foram secos em estufa por 12 h a temperatura de 60 °C. O
grau de pureza foi determinado por comparacdo a dados da litera-
tura', sendo obtidos 89 e 91% para amarelo crepisculo e amarelo
tartrazina, respectivamente. A solug@o estoque de concentragdo
1000 mg/L foi preparada pela dissolu¢ao em agua destilada da massa
apropriada de cada corante. Utilizou-se solugdo tampao acetato (pH
3,0) com concentracio de 1,0 mol/L para ajuste das condicdes de
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retengdo dos corantes na espuma de poliuretana. Todos os solventes
e reagentes utilizados foram de grau analitico. A espuma de
poliuretana do tipo poliéster (d = 60 kg/m?) foi lavada com dgua e
acetona, seca e triturada (600 um) antes do uso.

Procedimento para determinacio dos corantes

Uma aliquota de 10,0 mL da solu¢@o (amostra ou padrdo) foi
transferida para um baldo de 25,0 mL e a esse volume foi adicionado
um volume igual de CH,COOH (2,0 mol/L), sendo o pH ajustado a
3,0 com NaOH (1,0 mol/L). A mistura de 150 mg de espuma de
poliuretana (EPU) e um volume de 10,0 mL da solugido tamponada
foi agitada (agitador magnético) por um periodo de 20 min. Em se-
guida a mistura foi filtrada e a espuma seca por 30 min, a temperatu-
ra de 60 °C. Apds a secagem os corantes foram recuperados utilizan-
do 20,0 mL de N,N-dimetilformamida, sob agitacio (agitador mag-
nético) por 20 min. Os corantes foram determinados como descritos
a seguir. A solugdo do branco contendo todos os reagentes exceto o
analito e as solugdes padrdo foram preparadas e tratadas segundo o
mesmo procedimento descrito para as amostras.

Preparacdo das amostras de alimentos

O método foi aplicado a determinagdo dos corantes amarelo
crepisculo e amarelo tartrazina em alguns produtos alimenticios:
pos para gelatina (sabores laranja e maracujd): foram dissolvidos
em dgua quente (~60 °C) de acordo com as recomendagdes do fa-
bricante e filtrados em membrana 0,45 um e, p6s para refresco
(sabores laranja, manga e péssego): foram dissolvidos em dgua, a
temperatura ambiente, de acordo com as recomendagdes do fabri-
cante e filtrados em membrana 0,45 pum.

Aplicaciio da técnica da primeira derivada

Os espectros de absor¢iio das amostras e das misturas bindrias
dos corantes em quantidades conhecidas (padrdes com concentra-
¢oes na faixa entre 1-20 mg/L para cada corante) foram obtidos na
regido entre 350 e 700 nm, com velocidade de varredura de 350
nm/min (Hitachi U-2000 Spectrophotometer). O espectro da pri-
meira derivada foi obtido com AA = 3 nm e aplicando sobre 11
pontos experimentais a funcdo “smoothing”, usando o método sim-
plificado de Savitzky-Golay®. Os sinais no ponto zero dos espec-
tros de absor¢@o das misturas bindrias foram medidos usando cur-
vas de trabalho apropriadas. Estas curvas de trabalho foram
construidas a partir da medida do sinal analitico de solu¢des com
diferentes propor¢des dos corantes nas solugdes.

Procedimento cromatografico

A comparacdo do método espectrofotométrico derivativo foi
realizada com a determinagdo dos corantes amarelo creptsculo e
amarelo tartrazina nos produtos alimenticios através da CLAE,
usando um detector de arranjo de diodos com medidas em 252 nm
(absorvancia maxima para os corantes analisados). Como fase es-
taciondria foi utilizada uma coluna cromatogréfica C, e como fase
movel duas diferentes solugdes: tampao de NaH, PO, /Na,HPO,
0,01 mol/L (90%v/v) e metanol (10% v/v), pH 7,0 (solugdo A) e
tampdo NaH,PO,/Na,HPO, 0,01mol/L. (20% v/v) e metanol (80%
v/v), pH 7,0 (solug@o B).

O gradiente de elui¢do foi conduzido de 100% da solucdo A até
100% da solugéo B em um intervalo de 40 min, com vazdo de 1,0 mL/
min. Os tempos de reten¢@o obtidos foram 10,0 e 17,4 min para os
corantes tartrazina e amarelo crepusculo, respectivamente? .
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os corantes amarelo creptsculo e amarelo tartrazina sio es-
pécies com absorcdo espectral na regido do visivel e em misturas
uma intensa sobreposicdo espectral das bandas de absor¢do impe-
de a aplicacio da espectrofotometria direta para analises quantita-
tivas (Figura 2). Em situagdes como esta, as técnicas derivativas
tém sido aplicadas com sucesso para melhorar a sensibilidade e a
seletividade das determinagdes.
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Figura 2. Espectros de absor¢do em DMF para os corantes amarelo
crepusculo (a, 10,0 mg/L), amarelo tartrazina (b, 10,0 mg/L) e mistura (c)

O problema na determinagdo quantitativa dos corantes sintéti-
cos ndo € apenas a separacdo dos mesmos, mas isolar quantita-
tivamente os corantes da matriz. Isto € muitas vezes necessario
devido a complexidade da matriz, capaz de causar sérias interfe-
réncias nas medidas espectrofotométricas, gerando erros na medi-
da analitica.

Meétodos tradicionais, semelhantes a absorcdo em algoddo ou
poliamidas, ndo parecem ser quantitativos e podem ainda resultar
na degradacdo dos corantes™.

Nos ultimos anos, a utilizagdo da espuma de poliuretana vem
se destacando devido aos bons resultados apresentados em proce-
dimentos de separagdo/pré-concentra¢do de espécies organicas e
inorginicas®?’. Neste trabalho, foi explorada a propriedade de
sor¢do apresentada pela espuma de poliuretana, com objetivo de
isolar os corantes da matriz, eliminando eventuais problemas na
medida espectrofotométrica.

Estudos sugerem que a adsor¢do dos corantes na espuma de
poliuretana ocorre quando a espécie (corante) predominante estd
em sua forma neutra (zwitterion), sendo a adsorcio de cada espé-
cie uma combinagdo de efeitos estéricos, indutivos e de natureza
hidrofébica da espécie®. O processo de sor¢do dos corantes na es-
puma de poliuretana € afetado por diferentes fatores, como pH,
quantidade de EPU e tempo de contato. Cada uma dessas varidveis
foi otimizada, sendo definidas as condigdes: 150 mg de EPU, 20 min
de agitacdo e solucdo tampao acetato 1,0 mol/L (pH 3,0). De acor-
do com os valores de pKa para os corantes estudados®, em pH 3,0
o grupo sulfonico estd ndo protonado e, com a protonacdo do gru-
po azo, a molécula estd na forma neutra, condicdo essa favoravel a
retengdo®.

Diferentes solventes foram testados a fim de recuperar os
corantes retidos na espuma de poliuretana. A recuperacao dos
corantes em solu¢do aquosa alcalina mostrou-se pouco eficiente,
sendo necessdrio um longo tempo de contato, o que poderia contri-
buir para degradagdo dos corantes devido ao meio alcalino.

O solvente organico N,N-dimetilformamida apresentou resul-
tados satisfatérios para uma recuperagdo eficiente dos corantes. A
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eficiéncia na recuperagdo dos corantes utilizando DMF foi 98-101%
e 97-100% para amarelo crepusculo e amarelo tartrazina, respecti-
vamente. Uma hipétese sugerida para o favorecimento da dessorcio
dos corantes nesse meio € a solvata¢ao, pelo solvente aprético apolar
N,N-dimetilformamida®.

A recuperagdo foi possivel agitando-se a espuma, contendo os
corantes retidos, durante 10 min e utilizando 20,0 mL do solvente,
apos a etapa de secagem, a temperatura de 60 °C. O estudo do com-
portamento termogravimétrico dos corantes indicou que a tempe-
ratura utilizada para secagem ndo afeta a estabilidade dos corantes
de interesse.

Para alcancar melhores precisdo e exatiddo no método, foi neces-
sario um estudo dos pardmetros instrumentais que afetam a forma da
derivada espectral: a velocidade de varredura, a aplicacdo da fungio
de atenuagdo “smoothing” e o incremento do comprimento de onda
para obter a derivada espectral (AA). Sinais analiticos semelhantes
foram obtidos para diferentes velocidades de varreduras, sendo desta
forma escolhido um valor intermedidrio, 350 nm/min. Para a mistura
bindria estudada (mistura dos corantes amarelo crepusculo e tartrazina)
um AX = 3 nm foi selecionado como o melhor, considerando o nivel de
ruido, a resoluc@o no espectro e a concentragio do analito. Devido ao
grande nivel de ruido, foi necessdrio aplicar a fun¢do “smoothing”
considerando 11 pontos experimentais.

De acordo com o método proposto, para analisar misturas bi-
ndrias € preciso medir o sinal no comprimento de onda em que a
contribuicdo de um dos componentes da mistura seja zero. Estes
comprimentos de onda foram previamente estabelecidos para cada
um dos corantes.

As curvas da primeira derivada dos espectros obtidos para ama-
relo crepusculo e amarelo tartrazina puros e para a mistura destes
corantes estdo apresentadas na Figura 3, sendo possivel observar os
comprimentos de onda selecionados: 550,0 nm (sinal zero para
tartrazina) e 486,5 nm (sinal zero para crepisculo) para determina-
¢do dos corantes amarelo crepusculo e tartrazina, respectivamente.
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Figura 3. Espectro da primeira derivada para os corantes amarelo crepiisculo

(a, 10,0 mg/L), amarelo tartrazina (b, 10,0 mg/L) e mistura (c). Tartrazina foi
determinado em 486,5 nm e crepiisculo foi determinado em 550,0 nm

As curvas de trabalho foram obtidas nos comprimentos de onda
selecionados para misturas sintéticas bindrias, apresentando
linearidade na faixa de concentra¢do de 1-20 mg/L. A Figura 4
apresenta os espectros derivados para diferentes concentragdes dos
corantes, mostrando a proporcionalidade entre as derivadas d"A/
dA" e as concentragdes dos analitos.

O limite de deteccdo foi determinado para cada corante consi-
derando a mistura bindria de interesse, a partir de 10 medidas do
branco do procedimento, obtendo-se a média e o desvio padrio
desse conjunto de medidas. Os limites de detecgdo (3S,/m, sendo
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Figura 4. Espectros da sobreposi¢do espectral da mistura entre os corantes

amarelo creplisculo e amarelo tartrazina em diferentes concentragoes
(1-20 mg/L)

S, o desvio padrio das medidas do branco do procedimento e m a
inclinagdo da curva de trabalho) estimados para os corantes foram
0,38 e 0,19 mg/L para amarelo creptsculo e amarelo tartrazina
respectivamente. De modo semelhante, estimou-se o limite de
quantificagdo para os corantes de interesse, sendo esses valores
1,26 para amarelo crepisculo e 0,63 mg/L para amarelo tartrazina®.

Foram estabelecidas curvas de trabalho com coeficientes de
correlag@o (1) superiores a 0,999 no intervalo de concentracdes de
1,0-20,0 mg/L para os corantes analisados.

O método foi aplicado a andlise de misturas bindrias sintéticas
dos corantes investigados, com recuperagdes superiores a 97%
(97-101%).

Foram realizadas medidas independentes para avaliar a preci-
sdo do método. Resultados satisfatérios foram obtidos para mistu-
ras contendo concentra¢des iguais a 2,0 mg/L. de amarelo crepus-
culo e amarelo tartrazina. Nessas condicdes, a precisdo (%) mos-
trou-se melhor que 2%.

As amostras de pés para gelatina e de pds para suco foram
preparadas como descritos na secdo experimental, e as solugdes
obtidas foram analisadas através do método espectrofotométrico
derivativo proposto. O estudo da recuperacéio dos corantes em uma
amostra de suco e de gelatina foi realizado pela adi¢do de quanti-
dades exatas de cada corante as amostras, antes da reten¢do na
EPU. A Tabela 1 mostra que a recuperagdo para amarelo crepiscu-
lo e amarelo tartrazina foi bastante satisfatéria. A recuperacio
média, desvio padrio e desvio padrdo relativo foram de 97,80, 1,97
e 2,01% para amarelo crepusculo e 97,14, 1,71 e 1,76% para ama-
relo tartrazina.

Mesmo com a etapa preliminar de retengido na EPU, o procedi-
mento proposto ainda € compardvel a outros descritos na literatu-
ra, envolvendo técnicas cromatograficas, quanto a velocidade ana-
litica. Por outro lado, a simplicidade e facilidade de execugdo tor-
nam este procedimento espectrofotométrico proposto adequado as
determinagdes de rotina.

A andlise estatistica (teste t de Student) dos resultados obtidos
pelos dois métodos, para um nivel de confianca de 95% mostrou
ndo haver diferencas significativas entre os métodos; os valores de
t de Student calculados (0,346 — 4,041) mostraram-se inferiores ao
valor tedrico (4,303)%.

Os resultados analiticos obtidos nas determinagdes dos corantes
analisados no presente trabalho sdo aceitdveis pela legislacdo bra-
sileira, que permite a utilizagdo de 0,01% de corante na massa
final do produto a ser consumido®.

Como a etapa de reten¢do na EPU livra os corantes da matriz,
eliminando possiveis interferéncias nas medidas espectrofotomé-



Vol. 29, No. 2

Espectrofotometria Derivativa

233

Tabela 1. Determinagio e recuperaciio dos corantes artificiais amarelo crepdsculo e amarelo tartrazina em produtos alimenticios”

amostras amarelo crepusculo

presente (mg/L) adicionado (mg/L) recuperado (%)

amarelo tartrazina

presente (mg/L) adicionado (mg/L) recuperado (%)

pé para gelatina 1,76 1,00 100,7 1,50 3,00 95,4
(sabor péssego) 1,76 3,00 99,3 1,50 1,00 99,5
pé para suco 3,14 2,00 96,5 4,08 2,00 98,7
(frutas citricas) 3,14 3,00 95,2 4,08 1,00 95,3

3,14 1,00 97,3 4,08 2,00 96,8
valores médios 97,80 97,14
desvio padrdo 1,97 1,71
desvio padrio relativo (%) 2,01 1,76

*valores médios de trés determinagdes.

Tabela 2. Determinagio dos corantes artificiais amarelo crepusculo e amarelo tartrazina em produtos alimenticios através da
espectrofotometria derivativa e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)”

Produtos alimenticios

Espectrofotometria Derivativa (mg/g)

CLAE (mg/g)

crepusculo tartrazina crepusculo tartrazina
pd para gelatina (sabor laranja) 0,057 = 0,009 0,056 + 0,002 0,059 = 0,014 0,057 = 0,001
pé para gelatina (sabor maracujd) 0,028 + 0,002 0,178 = 0,002 0,030 = 0,001 0,182 = 0,008
pé para suco (sabor laranja) 0,488 + 0,003 0,618 + 0,009 0,495 + 0,016 0,622 + 0,004

0,108 = 0,010
1,175 = 0,018

pd para suco (sabor péssego)
pé para suco(sabor manga)

0,148 + 0,002
1,210 = 0,001

0,110 = 0,001
1,201 = 0,019

0,148 + 0,003
1,212 + 0,028

*valores médios de trés determinagdes e desvio padrao

tricas, o método pode ser aplicado a outros produtos alimenticios
de composi¢do mais complexa, tais como bolachas (recheios) do-
ces, balas, doces industrializados ou pds para sorvetes (dados nao
publicados).

CONCLUSOES

O método espectrofotométrico derivativo proposto foi aplica-
do com sucesso a amostras de pds para gelatina e pés para suco.

Na literatura ndo ha método oficial para se investigar o teor em
corantes sintéticos nos alimentos. Entdo, para validar o procedi-
mento proposto recorreu-se a um método independente, a cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia. Uma comparagio entre os valores
obtidos nas andlises de alguns produtos pelo método espectrofoto-
métrico e pela CLAE estd apresentada na Tabela 2.

O método proposto permite a determinagdo simples, rapida e di-
reta dos corantes amarelo creptsculo e amarelo tartrazina em alimen-
tos, sem separacdes prévias; além disso, o procedimento espectrofo-
tométrico € de baixo custo. O estudo da recuperag@o indica que o
procedimento proposto € atraente para determinagdes de rotina.

Na comparacdo do método espectrofotométrico derivativo pro-
posto, a CLAE, a concordancia entre os valores obtidos mostra a
confiabilidade do método proposto para resolucido de sobreposi-
¢des espectrais sem interferéncias da matriz.
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