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COMPARING THE ANALYTICAL EFFICIENCY OF FTIR, UV-VIS, CLAE-DAD AND ESI(+)MS TECHNIQUES IN THE
STUDY OF FOOD DYES. Food additives are chemical substances added to improve organoleptic characteristics, in this context,
there are several synthetic dyes, such as sunset yellow, tartrazine, erioglaucine, allura red, indigo carmine, and new coccine, that can
also be identified through different analytical techniques such as infrared spectroscopy, UV-Vis spectrophotometry, high performance
liquid chromatography with diode array detector and mass spectrometry. Therefore, the objective of this work was to compare methods
developed for different analytical techniques, in order to identify the one that presents greater efficiency in certain applications. For
this, the patterns of the dyes were analyzed, as well as their mixtures and foods that had them. As a result, the CLAE-DAD presents
excellent selectivity and linearity of the calibration curves, but it presents higher LD and LQ values when compared to the UV-Vis,
in turn the infrared provides information regarding functional groups and bonds. Mass spectrometry showed great capabilities in
identifying the molecular formula and better selectivity in the absence of the erioglaucine dye. It is not feasible to indicate the best or
worst analytical approach, but it is possible to point out which one is more suitable for each application. Regarding the quantification
capacity, chromatography and UV-Vis are good alternatives, but in mixtures containing more than one dye, CLAE-DAD is more
suitable due to the better selectivity. Regarding the identification capacity, mass spectrometry, especially FT-ICR MS, is the most
appropriate technique to propose molecular formulas due to its high resolution and mass accuracy. The advantage of FTIR was the
easier sample preparation, being able to analyze the dyes in the solid state.
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INTRODUCAO

Nos tltimos anos, o aumento populacional somado a mudanga
no estilo de vida, corroboraram para que alteragcdes considerdveis
nas formulag¢des dos produtos alimenticios ocorressem, o que
impulsionou as inddstrias de alimentos incorporarem ingredientes
adicionais (aditivos) em seus produtos.' Os aditivos sdo substincias
quimicas inseridas aos alimentos processados ou bebidas para
melhorar caracteristicas organoléticas e atender as necessidades de
produgdo, processamento, armazenamento e distribui¢ao do produto.?
Eles podem ser classificados como naturais ou sintéticos, sendo esse
ultimo vastamente utilizado por causa de sua estabilidade quimica,
custo reduzido e aplicag¢do simplificada.® Os corantes sintéticos
sdo conhecidos por sua estabilidade em relagdo ao pH, calor, luz
e solubilidade em dgua,* dando aos alimentos colora¢des mais
homogéneas tornando-os mais atraentes aos consumidores.’

Dentre os diversos corantes sintéticos existentes estdo incluidos:
o amarelo crepusculo que tem colorag@o laranja e € utilizado na
fabricacdo de cereais, balas, xaropes, sucos artificiais em pd nos
sabores, morango, abacaxi, tangerina, laranja e maracujd, possuindo
boa estabilidade a luz, calor e dcido. Entretanto, ele se descolore
na presencga de dcido ascorbico e SO,. J4 a tartrazina ¢ usada em
laticinios, licores, frutas e sucos artificiais nos sabores morango,
abacaxi, limdo, tangerina, laranja e maracuja, e possui coloracao
amarelo limdo. O azul brilhante, que € sintetizado a partir da tinta do
alcatrdo do carvio, € utilizado em balas, queijos, gelatinas e refrescos,
tem coloragdo azul turquesa e apresenta alta solubilidade em dgua.

*e-mail: wandersonromao @ gmail.com

O vermelho 40, que € usado no preparo de alimentos a base de
cereais, xaropes, refrigerantes, geléias e sucos artificiais nos sabores
goiaba, uva e morango, apresenta boa estabilidade a luz e possui
coloracdo alaranjada. O indigo-carmim apresenta boa estabilidade
a luz e ao 4cido, entretanto, ele tem baixa estabilidade oxidativa,
sendo usado em balas, gelatinas e cereais, e possui coloragdo azul
royal, e o vermelho ponceau que é comumente utilizado em frutas
em calda, xaropes, refrigerantes e sucos artificiais nos sabores cereja
e morango, tendo estabilidade ao calor, luz e ao dcido e possuindo
coloragdo vermelho vivo.®” Todas as férmulas estruturais dos corantes
mencionados acima estdo apresentadas na Figura 1.

Apesar dos corantes sintéticos desempenharem um papel
importante na industria alimenticia, quando consumidos em excesso
podem ser prejudiciais ao organismo humano causando efeitos
genotdxicos.® Por isso, a Food and Drug Administration (FDA)’ e a
World Health Organization (WHO)'” avaliam a quantidade aceitdvel
de ingestdo desses corantes,” 0 que torna necessério controlar o
contetido dos mesmos em alimentos por meio de andlises quimicas.*

Nos ultimos anos, diferentes técnicas analiticas tém sido utilizadas
para identificar e/ou quantificar corantes sintéticos em alimentos.
Entre elas, se destacam a espectroscopia Raman,'! a espectroscopia
na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),'? a
espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis),'* a cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD).!

Diante disso, um dos principais objetivos deste trabalho foi
comparar o desempenho analitico de técnicas como FTIR, UV-Vis,
CLAE e EM (Fourier transform ion cyclotron resonance mass
spectrometry (FT-ICR MS) e linear ion trap mass spectrometry (LTQ
MS)), estudadas na disciplina de Andlise Organica do Programa de
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Figura 1. Formulas estruturais dos corantes: (a) amarelo crepiisculo; (b) tartrazina, (c) azul brilhante; (d) vermelho 40; (e) indigo-carmim e (f) vermelho ponceau

P6s-Graduacido em Quimica da Universidade Federal do Espirito
Santo (PPGQUI-UFES), na identificacdo de seis corantes sintéticos
(amarelo crepusculo; tartrazina; azul brilhante; vermelho 40; indigo-
carmim e vermelho ponceau) em sua forma pura, como misturas e em
suco em po e gelatina, com intuito de estudar os fendmenos fisico-
quimicos e interpreta-los em diversas técnicas analiticas, fomentando
a introdugdo a pesquisa académica, a colaboragdo e o intercambio
de conhecimentos entre pesquisadores de diversas dreas da quimica,
para explorar e indicar a melhor abordagem para discriminacio da
presenca desses corantes em amostras de alimentos.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e reagentes

Foram utilizados os corantes amarelo crepisculo (pureza 90%);
tartrazina (85%); azul brilhante (padrdo analitico); vermelho 40
(80%); indigo-carmim (85%) e vermelho ponceau (75%), da marca
Sigma-Aldrich, metanol e acetonitrila com grau de pureza analitica
superior a 99,5% (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil). Todas as solucdes
foram preparadas com dgua ultrapura com resistividade ndo inferior a
18,2 MQ cm (a 25 °C) obtida pelo sistema de purificagdo por osmose
reversa (Sartorium Arium mini, Gottingen, Germany). Utilizou-se
quatro sabores de suco em p6 da marca Tang®: laranja, limdo, abacaxi
e maracujd, cuja formulagdo inclui compostos tais como acucar,
aspartame, dcido citrico e os corantes amarelo creptisculo e tartrazina.
Nos experimentos com as gelatinas, utilizou-se cinco sabores: cereja,
morango, limao, abacaxi e maracujd da marca Royal®, cujos principais
ingredientes sdo agucar, gelatina, vitamina C, aspartame e os corantes
vermelho 40, amarelo crepusculo, azul brilhante e tartrazina.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

Preparo das amostras

Solugdes estoque de 1000 mg L' para os corantes amarelo
crepusculo; tartrazina; azul brilhante; vermelho 40; indigo-carmim
e vermelho ponceau foram preparadas solubilizando 10 mg dos
respectivos corantes em 10 mL de dgua destilada. As solucdes de
trabalho, para constru¢do da curva analitica, foram preparadas
misturando os corantes por diluicio apropriada das solucdes estoque
até atingirem as concentrag¢des de 1; 5; 10; 50 e 100 pg mL.
Todas essas solugdes foram devidamente armazenadas de modo a
permanecerem estdveis até o momento da andlise.

Instrumentagdo

Os cromatogramas foram adquiridos utilizando um CLAE
da Agilent modelo 1260 (Palo Alto, CA, EUA) consistindo de
bomba quaterndria (G1311C), DAD (G1260D) e injetor automdtico
(G1329B). Os dados foram coletados e analisados no software Agilent
OpenLab Control Painel. Para as andlises foi utilizada uma coluna
Phenomenex Gemini C,; (250 mm x 4,6 mm x 5 um) com temperatura
de 35 °C, volume de injegdo de 5 uL e vazdo de I mL min™'. A fase
movel consistiu de 0,1 mol L' de acetato de amonio (fase mével A)
e acetonitrila:metanol (50:50, v/v - fase mével B). Antes de ser
utilizada, a fase mével A foi submetida a filtragéio com filtro de seringa
descartdvel de 0,22 um. As condic¢des do gradiente foram ajustadas
conforme Tabela 1.

Tabela 1. Gradiente otimizado para separacdo de corantes por CLAE-DAD,
a uma taxa de vazdo de 1,0 mL min"'

T (min™) A (%) B (%)
0-4 90 10
4-10 90-55 10-45
10-11 55 45
11-17 55-90 45-10

Os comprimentos de ondas especificos para cada corante foram
de 480, 430, 610, 430, 610 e 510 nm para amarelo crepusculo,
tartrazina, azul brilhante, vermelho 40, indigo-carmim e vermelho
ponceau, respectivamente.

No que se refere a coluna cromatografica, a sua eficiéncia
¢é verificada diante dos pratos tedricos. Os mesmos podem ser
calculados pela Equag@o 1'“!'" ou obtidos pelo equipamento apds
a leitura.

N = 16(d/W)? (H

onde: N = nimero de pratos tedricos, d, = distdncia de retencdo e
W = largura do pico na altura da linha de base.

Foram construidas curvas de calibracio com a mistura dos
corantes em cinco niveis de concentrag@o: 1;5; 10; 50 e 100 ug mL™!
e determinados os limites de detecgdo (LD) e quantificag¢do (LQ),'s"
conforme apresentados nas Equacdes 2 e 3, respectivamente.

LD =3,3(S/m) (2)
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sendo: LD = limite de deteccdo, S = desvio padrio da intercessdo e
m = inclinagdo da curva analitica.

LQ = 10(S/m) 3)

sendo: LQ = limite de quantificacdo, S = desvio padrao da intercessdo
e m = inclinag@o da curva analitica.

Espectrometria de massas (EM)

Preparo das amostras

Pesou-se 10 mg de cada amostra e diluiu-se em um baldo de
10 mL. Posteriormente, 200 pL da solucdo foi diluida para um
volume total de 1 mL da mistura de d4gua e metanol, resultando em
uma concentragdo de 0,2 mg mL"'. Logo apds, preparou-se uma
mistura com 200 pL de cada um dos seis corantes para explorar a
seletividade do método.

ESI(+)FT-ICR MS
Os espectros de massa foram adquiridos no espectrometro
de massas FT-ICR MS modelo 9,4T Solarix (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha) acoplado a uma fonte de ESI configurada para
operar no modo positivo de ionizagdo (ESI(+)), sob faixa de massas
m/z 154-1500 para a tartrazina, indigo-carmim, azul brilhante e
vermelho 40 e m/z 202-1500 para o amarelo creptisculo e o vermelho
ponceau. As condigdes de operagdo da fonte ESI foram: i) pressdo
do gds nebulizador de 1,5 bar; ii) temperatura do gds de secagem de
200 °C; iii) voltagem do capilar de 3,8 kV para o amarelo crepisculo
e vermelho ponceau, e 4 kV para as demais; iv) tempo de acumulacdo
de fons de 0,025 s para vermelho ponceau; 0,02 s para a tartrazina,
indigo-carmim e vermelho 40; 0,015 s para amarelo crepusculo e
0,001 s para azul brilhante.
Os espectros de ESI(+)FT-ICR MS foram adquiridos acumulando
16 varreduras de sinais transitérios no dominio do tempo em conjuntos
de dados de 4 mega pontos para amarelo crepisculo e vermelho
ponceau e 2 mega pontos para os demais. Os espectros foram
calibrados externamente com uma solucdo padrdo de arginina sob
uma faixa de m/z 154-2000, tempo de acumulacio de fons de 0,005 s
e voltagem do capilar de 3,0 kV. O software utilizado para aquisi¢cao
e processamentos dos dados foi o Compass Data Analysis (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), onde foram determinados o erro de
massas, a resolucio e a composi¢ao elementar a partir dos valores
de m/z, fixando um erro maximo de 2 ppm.
A exatiddao de massas foi definida com base no erro de massas,
calculado via software Compass Data Analysis, a partir da Equagao 4.
Erro (ppm) = [(M,

Mesrico)Miegrico] % 10° )

medido tedrico.

ESI(+)LTQ MS

Para a aquisi¢do de dados, usou-se um espectrometro de massa
LTQ XL™ (Thermo Fisher Scientific, EUA), onde as amostras foram
injetadas diretamente na fonte de ESI configurada para operar no
modo positivo de ionizac¢do, ESI(+). A faixa dindmica de aquisi¢cido
de fons no analisador foi m/z 50-1500. Os demais parametros da
fonte ESI foram: i) voltagem da fonte = 4 kV; ii) temperatura do
probe de 110 °C; iii) taxa de fluxo do gas = 5 uL min’; iv) fluxo
de gds auxiliar = 2 (unidade arbitrdria); v) taxa de fluxo de gds de
varredura = 0,01 (unidade arbitrdria); vi) voltagem do capilar =19 V;
vii) temperatura capilar de entrada = 275 °C e viii) voltagem de tube
lens =200 V.

A calibragio do equipamento foi realizada usando uma solugdo de
CalMix LTQ positivo sob uma faixa de massas de m/z 154-200, tempo
de acumulacdo de fons de 0,005 s e voltagem do capilar de 4,0 kV.
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Os espectros de massa obtidos foram processados usando o programa
Xcalibur, versdo 2.2 (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha).

Para os experimentos de fragmentacdo (MS/MS) utilizou-se
hélio como gés de colisdo e selecionou-se os seguintes fragmentos:
m/z 453 e 475 do corante amarelo crepusculo; m/z 535 da tartrazina;
m/z 467 do indigo-carmim; m/z 793 e 815 do azul brilhante;
ml/z 497 e 519 do vermelho 40, e m/z 605 e 617 do corante
vermelho ponceau.

Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

Preparo das amostras

Primeiramente, seis amostras dos corantes em pé foram
analisadas. Posteriormente, foram preparadas e analisadas solugdes de
todos os corantes na concentragdo de 1000 mg L' em metanol: dgua
(50:50, v/v). A partir das solucdes dos corantes tartrazina, indigo-
carmim e vermelho ponceau foram construidas curvas de calibracio
com concentragdes de 1; 5; 10; 50 e 100 ug mL"' e em seguida
analisadas por FTIR. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

Instrumentagdo

Para as andlises por infravermelho médio foi utilizado o
equipamento FTIR Cary 630, fabricado pela Agilent Technologies
(Santa Clara, CA, EUA), utilizando um acessoério de diamante ATR
com angulo de reflexdo de 45°, 1 mm de didmetro, drea ativa de
200 um e penetracio de aproximadamente 2 um na amostra. A regido
espectral foi de 4000 a 650 cm™ com 32 varreduras e resolugdo de
4 cm’'. As amostras sélidas foram colocadas diretamente sobre o
acessoério de ATR para obtengdo dos espectros. Para as solu¢des, um
volume de 50 pL foi adicionado sobre o suporte de ATR.

Andlise multivariada

Os conjuntos espectrais foram pré-processados utilizando a
primeira derivada com base no algoritmo de Savitzky-Golay?
aplicando um polindmio de segunda ordem em uma janela de 11
pontos. Apds o pré-tratamento, os espectros foram divididos em dois
grupos: 70% (n = 17) para o conjunto de calibracio e 30% (n = 7)
para o conjunto de teste, utilizando o algoritmo de Kennard-Stones.?!
Os dados foram centrados na média.

A calibragio foi realizada utilizando o modelo PLS (partial last
squares), contudo antes foi necessario determinar o nimero correto de
varidveis latentes para evitar subajuste, ou seja, falta de ajuste do modelo
causado por um baixo nimero de varidveis latentes; ou sobreajuste,
onde o modelo se ajusta em excesso ao conjunto de treinamento em
decorréncia do maior nimero de varidveis latentes.> Com isso, utilizou-
se como critério de selecdo a quantidade de varidveis que minimizam
a raiz quadrada média do erro da validagdo cruzada (RMSECV),”
baseando-se no método de validagio cruzada venetian blinds k-fold e
ponderando-se em evitar sobreajustes ou subajustes.

O modelo foi avaliado em termos de coeficiente de determinacéo
(R?), LD e LQ, raiz quadrada média do erro de calibragao (RMSEC)
e raiz quadrada média do erro de predicio (RMSEP), definidos de
acordo com Portela e colaboradores® e de Souza e colaboradores.?

Todos os célculos foram realizados no software MATLAB
R2015a e utilizando o pacote LibPLS.*

Espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Preparou-se solucdes dos padrdes dos corantes em 10 mL de dgua
deionizada cada, com concentra¢des que variaram de 1 a 50 pg mL'.
Estas solugdes foram utilizadas para obtencdo dos espectros de
cada corante e sele¢do dos respectivos comprimentos de onda



438 Lyrio et al.

com absorbancia maxima (A,,). Para valida¢do do método, foram
construidas curvas de calibracdo para 36 solugdes desses corantes,
considerando a faixa de 1 a 50 ug mL". O valor de LD e LQ foi
calculado conforme as Equagdes 2 e 3 respectivamente.

Para a andlise do UV-Vis e obtencdo dos espectros foi utilizado
o equipamento espectrofotometro Cary 60, fabricado pela Agilent
Technologies (Santa Clara, CA, EUA). A regido espectral foi de 800
a 200 nm, utilizando uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho

optico.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os comprimentos de onda das bandas de absorcdo podem ser
correlacionados com os tipos de ligag@o de espécies quimicas.?

As estruturas moleculares dos corantes sdo compostas por dois
componentes cruciais, os cromoforos (responsaveis pela producio de
cor) e os auxdcromos, que podem nio s complementar o croméforo,
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mas também tornar a molécula solivel em dgua e dar maior afinidade
de fixacdo as fibras.”” A etapa de obtengio dos espectros de absorcdo
no visivel para a solucdo de cada um dos padrdes dos corantes
consistiu em andlises que variaram o comprimento de onda de 200 a
800 nm, os quais estdo apresentados na Figura 2.

Os comprimentos de onda maximos obtidos: tartrazina (426 nm),
indigo-carmim (609 nm), vermelho ponceau (507 nm), vermelho
40 (541 nm), azul brilhante (624 nm), e para o amarelo crepusculo
(463 nm). Os corantes apresentaram sinais de bandas significativos,
proporcionando uma visdo qualitativa de cada um.

A partir dos comprimentos de onda observados, podemos
estimar qual cor cada corante apresentard, visto que, o equipamento
de espectroscopia UV-Vis mede o comprimento de onda absorvido,
possibilitando estimar a cor dos corantes através da radiagdo refletida
pelo corante, conforme apresentada na Tabela 2.

Todos os corantes analisados apresentaram colora¢do do
complexo semelhante ao ja descrito na literatura, evidenciando a
acurdcia dos valores encontrados. Para obtenco das curvas analiticas,
Figura 3, utilizou-se os espectros das seis solucdes de cada corante,
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Figura 2. Espectro de absor¢do molecular dos corantes na regido do UV-Vis em suas respectivas concentragoes, onde: (a) tartrazina; (b) indigo-carmim;

(c) vermelho ponceau, (d) vermelho 40; (e) azul brilhante e (f) amarelo crepiisculo
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Tabela 2. Valores de absor¢ao maxima, emissdo complementar e coloracdo do complexo para os corantes analisados

Corantes Absor¢do Maxima (nm) Emissdo complementar Coloragio do Complexo
Tartrazina 426 Roxo (400 a 480 nm) Amarelo
indigo-carmin 609 Laranja (590 a 630 nm) Azul
Vermelho ponceau 507 Verde (480 a 560 nm) Vermelho
Vermelho 40 541 Verde (480 a 560 nm) Vermelho
Azul brilhante 624 Laranja (590 a 630 nm) Azul
Amarelo crepisculo 463 Azul (430 a 480 nm) Laranja
crepusculo e vermelho ponceau pois 0s mesmos possuem valores
3,04 maéximos de absorcdo proximos, dificultando a interpretacdo visual;
o corante indigo-carmim apresenta uma banda com melhor definigdo.
2,5
m z . oA .
S 504 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)
2
S 1.5 A CLAE vem sendo utilizada em estudos com corantes devido
2 1 a sua alta sensibilidade, boa repetibilidade e capacidade de detectar
< 104 vdrios pigmentos simultaneamente.* Desta forma, os cromatogramas
os :."_;;’:;;'2‘;0 tipicos dos corantes analisados, sdo apresentados na Figura 5 de
7 =he=lndigo Carmin forma individualizada.
Azul Brilhante . ) . ) . . .
—#—Vermelho Ponceau A tartazina foi o primeiro corante a ser eluido (7,14 min), seguido
0,0 4 Amarelo Crepusculo Lo . i A
T T T T T 7 do indigo-carmim (9,87 min), vermelho ponceau (10,97 min), amarelo
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Concentragdo/mg mL-"

Figura 3. Curvas de calibragdo para as solugoes dos corantes nas faixas de
0,001 a 0,05 mg mL"'

onde extraiu-se as absorbancias das solu¢des nos comprimentos de
onda maximos.

A curva evidencia uma linearidade em cada corante. Os corantes
indigo-carmim e amarelo crepuisculo apresentaram linearidade a partir
das menores concentragdes; a tartrazina, vermelho 40 e vermelho
ponceau apresentaram linearidade a partir de 0,007 mg mL"; jd o
corante azul brilhante somente apresentou linearidade a partir de
0,020 mg mL™". Através da Tabela 3, observa-se os valores de R? para
cada curva. Os corantes apresentaram boa linearidade, em maioria
a partir de 0,010 mg mL"'. A técnica possibilitou a determinag@o e
quantificacdo dos mesmos, porém, em baixa concentragao.

Outra forma de identificacdo dos corantes dd-se através da
mistura bindrias e quaternarias dos mesmos, visto que, cada corante
se apresentard na banda de absor¢ido maxima, conforme exemplificado
na Figura 4.

Para as misturas de tartrazina + azul brilhante e indigo-carmim +
vermelho ponceau percebe-se uma boa separagdo das bandas,
facilitando a diferenciagdo dos mesmos; enquanto para a mistura
de amarelo crepusculo + vermelho ponceau, por possuirem valores
maximos de absor¢ao préximos, observa-se uma jungdo das bandas,
dificultando a interpretagdo visual.

Para a mistura quarterndria notamos uma dificuldade de separagao
das bandas onde estdio localizados os corantes tartrazina, amarelo

crepuisculo (11,53 min), vermelho 40 (12,46 min) e azul brilhante
(14,85 min), isso porque, respectivamente apresentaram menor tempo
de retencdo, ou seja, menor interagio com a coluna, corroborando com
o estudo de Cheibub e colaboradores'* que apresentaram resultados
semelhantes.

Observa-se na Figura 5 que os primeiros corantes a eluirem foram
os azos seguidos dos corantes ndo azo, considerando uma excecio
para o corante indigo-carmim (ndo azo), que foi o segundo composto
a eluir pela coluna cromatografica, devido a presenca de cetonas e
fungdes de amina que o caracterizam polar em relacdo aos demais
corantes, assim como a tartrazina (primeiro composto a eluir), que
além disso é um corante com o grupo azo, tornando-o com carater
mais polar que os demais compostos analisados." O dltimo corante
a ser eluido, possui um forte cardter apolar, pois € um derivado de
triafenilmetano.”® Além disso, ndo possui em sua estrutura grupos
funcionais que poderiam proporcionar maior polaridade, como
cetonas, logo ele interage por mais tempo com a coluna C,5. Ainda
sobre o corante azul brilhante (Figura 5(c)), observa-se a presenga
de um pequeno pico ao lado do pico majoritario no cromatograma,
que deve ser consequéncia dos isomeros do enxofre em sua estrutura
quimica.” Outra questdo que pode explicar a maior apolaridade do
azul brilhante € seu arranjo molecular simétrico, que promove o
balango das cargas.

Além da eluicio, o fator simetria também € um parametro a ser
analisado, uma vez que diz sobre a qualidade dos dados obtidos, e é
dado pela distancia do pico da linha central ao inicio do mesmo, sendo
o valorigual a 1,0 considerado uma simetria ideal.*® Logo temos que
dentre todos os corantes analisados, o azul brilhante (1,18) e vermelho

Tabela 3. Equacdes lineares, coeficientes de determinac@o (R?), limites de detecg@o (LD) e limites de quantificagdo (LQ) para os corantes analisados

Corantes Equagio linear Linearidade (R?) LD (ug mL™") LQ (ug mL™1)
Tartrazina y =44,899 x — 0,0588 0,9929 7,757 23,506
Vermelho 40 y =46,763 x — 0,0472 0,9902 9,120 27,638
Indigo-carmim y =41,867 x — 0,0069 0,9994 2,232 6,762
Azul brilhante y = 64,923 x + 0,3447 0,9356 24,005 72,741
Vermelho ponceau y =35,73 x - 0,009 0,9993 2,398 7,266
Amarelo creptisculo y =49,231x-0,0141 0,9996 1,859 5,633
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Figura 5. Cromatogramas das solugées padrdo (1000 mg L) para os corantes
(a) amarelo crepiisculo: 480 nm; (b) tartrazina: 430 nm; (c) azul brilhante:
610 nm; (d) vermelho 40: 510 nm; (e) indigo-carmim: 610 nm e (f) vermelho

ponceau: 510 nm

ponceau (1,00) apresentaram melhor simetria em detrimento aos
demais. Em contrapartida, os corantes tartrazina (0,81) e amarelo
crepusculo (0,87) apresentaram menor simetria, o que pode ter sido
consequéncia de fatores como a mudanca da composicdo da fase
movel, ou ainda, efeitos extra-coluna.’!

Os pratos tedricos avaliam a eficiéncia da coluna, seu valor (N)
depende tanto do analito como das condi¢des cromatograficas, sendo
que N > 2000 equivale a uma eficiente separacdo cromatografica.*
Assim os resultados para todos os corantes apresentaram-se eficientes,
sendo o azul brilhante o corante de destaque quanto a esse parametro.

Os cromatogramas das misturas dos corantes sdo apresentados
na Figura 6, enquanto a Tabela 1S apresenta a descri¢do da drea para
cada corante identificado nesses espectros.

A Figura 6, demonstra a eficiéncia da técnica CLAE acoplada
a um DAD para separacdo e identificagdo de corantes em misturas.
Observa-se que os dados apresentados estdo em conformidade com os
cromatogramas dos padrdes apresentados na Figura 5. Independente
da concentra¢do da mistura no comprimento de 430 nm, no tempo
de retencdo entre 7,055 e 7,141 min, temos a presenca do pico
responsavel pela tartrazina; ja no comprimento de 480 nm, observa-se
o tempo de reteng@o entre 11,524 a 11,533 min, onde se encontra o
amarelo crepusculo. Em 510 nm, temos a presenga de dois picos com
tempos de retengdo entre 10,959 a 10,969 mine 12,451 a 12,459 min,
responsdveis por indicar a presenga do vermelho ponceau e vermelho
40, respectivamente. Por fim, em 610 nm, os corantes indigo-carmim
e azul brilhante se apresentaram nos tempos de retengao entre 9,864
29,874 e 14,823 a 14,852 min, respectivamente.

E possivel ainda observar na Tabela 1S que as dreas dos picos
variaram para todos os corantes em funcdo da concentracdo da
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Figura 6. Cromatogramas das misturas com concentragdo 0,001 mg mL"' com os corantes: (a) amarelo crepiisculo; (b) tartrazina; (c) azul brilhante; (d) vermelho

40; (e) indigo-carmim e (f) vermelho ponceau em cinco niveis de concentragdo: 0,001; 0,010; 0,100; 0,005; 0,050 mg mL", separados e detectados por um

CLAE-DAD com comprimentos de onda de 430 nm, 480 nm, 510 nm e 610 nm

mistura, sendo um comportamento comum a todos eles: quanto maior
a concentracdo, maior a drea. Areas cromatograficas sio medidas
para se estabelecer as quantidades de analitos presentes nas amostras
analisadas.® Isso mostra que a CLAE é uma importante técnica para
andlises de misturas com diferentes concentracdes, como € o caso
em questao.

De forma complementar, curvas de calibragdo foram tragadas para
as solucdes dos corantes a partir das dreas dos picos cromatograficos,
conforme estudo de Bonan e colaboradores.” Percebe-se que os
valores dos coeficientes de determinacdo (R?) se encontram na faixa
de 0,92-1,00, conforme mostra a Tabela 4 e Figura 7. Os valores
de LD e LQ variaram de 0,4-62,1 ug mL! e de 7,2-188,1 ug mL"!
respectivamente, e se assemelham com os resultados encontrados por
Bento, Lima e Paim'" e Prado e colaboradores.?® Isso sugere que o
método desenvolvido para andlise dos corantes por CLAE € eficiente.

Espectrometria de massas

Andlise dos padroes de corantes

No intuito de avaliar as capacidades da espectrometria de massas
no estudo de corantes, procedeu-se a andlise dos espectros de ESI(+)
FT-ICR MS e ESI(+)LTQ MS, as quais possibilitaram a avaliacio
da exatiddo de massas, capacidade de obtencdo da composic¢io
elementar e seletividade em uma mistura. Observamos na Figura 8
(a)-(f) os espectros gerados no ESI(+)FT-ICR MS para os corantes
amarelo crepusculo, tartrazina, indigo-carmim, azul brilhante,
vermelho 40 e vermelho ponceau onde foram detectados na forma
de aduto sodiado, [M+Na]* (m/z474,96170; 556,93993; 488,94120;
815,11182;518,98828; 626,91614, respectivamente) e na forma de
dimero sodiado, com exce¢@o dos corantes azul brilhante e vermelho
ponceau, Figura 8(d) e (f), respectivamente, que ndo apresentaram
este sinal. No entanto, para o ESI(+)LTQ MS, todos os compostos,
Figura 8 (g)-(1), foram detectados na forma protonada, [M+H]*
(m/z 453,04345; 535,00411; 467,02078; 793,24487; 497,08978;

605,01723, respectivamente) e sodiada [M+Na]* (m/z 475,04377,
557,00284; 489,03855; 815,23193; 519,09122; 627,02389,
respectivamente). Somente as espécies amarelo crepusculo,
tartrazina, indigo-carmim, vermelho 40 e vermelho ponceau,
Figura 8 (g)-(i) e Figura 8 (k)-(1) foram detectadas na forma de
dimero sodiado [2M+Na]*, (927,02810; 1090,81447; 955,07559;
1015,0848; 1230,85907, respectivamente). Adicionalmente, as
espécies azul brilhante e vermelho 40 ndo apresentaram fons na
forma de dimero sodiado e dimero protonado, respectivamente, na
andlise por ESI(+)LTQ MS.

A formacdo de clusters, ou seja, moléculas protonadas, adutos
sodiados, dimeros protonados e sodiados, sdo resultados esperados
do processo de ionizag@o por electrospray (ESI),**** que podem ser
favorecidos dependendo do tipo de fabricante da fonte de ionizag@o,
como provado neste trabalho e por Lyrio e colaboradores.*

Em termos de determinac@o da composicio elementar, os sinais
identificados no ESI(+)FT-ICR MS, Tabela 5, apresentam erros
absolutos médios para os seis corantes inferiores aos apresentados
pelos sinais identificados no ESI(+)LTQ MS (0,602 e 115,584 ppm,
respetivamente). E possivel observar que ESI(+)FT-ICR MS
apresentou valores de resolucdo na ordem de 10°, maiores que os
apresentados no ESI(+)LTQ MS (ordem de 10%). A maior exatiddo de
massas demanda maior poder de resolu¢@o para sustentar que o sinal
adquirido corresponde a apenas um composto,* dito isso, o analisador
ESI(+)FT-ICR MS € o mais adequado dentre os estudados para
determinacdo da massa exata, e portanto, da composicio elementar
de moléculas.®

Os equipamentos que comportam analisadores de massas
baseados no principio da ressonancia, como o FT-ICR MS, sdo mais
caros quanto a manutencao e instalacdo, além de maior complexidade
de operacdo, porém apresentam altissima resolugdo e exatiddo de
massas.’*¥ Em contrapartida, os analisadores do tipo quadrupolo ion
trap linear (LTQ) possuem menor custo, s30 mais compactos, ficeis
de operar, possuem alta sensibilidade e possibilitam experimentos
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Figura 7. Curvas analiticas para as solu¢oes da mistura dos corantes nas faixas de 0,001 a 0,1 mg mL"'

Tabela 4. Equacdes lineares, coeficientes de determinagdo (R?), limites de detecg@o (LD), limites de quantificagdo (LQ) para os corantes analisados

Corante Equacdo linear Linearidade (R?) LD (ug mL™") LQ (ug mL™")
Amarelo crepticulo y =60703 x + 8,1014 1,0000 0,4 1,3
Tartrazina y =48974 x + 17,151 0,9999 2,4 7,2
Azul brilhante y = 123025 x + 684,06 0,9500 49,1 148,8
Vermelho 40 y = 69830 x + 205,16 0,9991 6,6 20,0
Indigo-carmim y =110933 x + 439,14 0,9225 62,1 188,1
Vermelho ponceau y = 50873 x + 35,868 0,9995 4.8 14,5

de multiestagio de fragmentac¢do (MS") contudo, apresentam menor
resolugdo, exatiddo e limite de massas quando comparado ao
FT-ICR MS. 33738 A Tabela 5 e a Figura 1S descrevem esses dados.

Andlise de misturas dos padroes

A seletividade do método € relevante quando hd sistemas com
multiplos componentes e reflete na capacidade de detectar ou
quantificar um analito na presenca de interferentes.** Dessa forma,
analisando-se os espectros de massas da mistura dos seis corantes,
Figura 9, hd prevaléncia dos sinais [M+Na]* (m/z 815) no ESI(+)
FT-ICR MS e ESI(+)LTQ MS e [M+H]* (m/z 793) no ESI(+)LTQ

MS, referentes ao azul brilhante, indicando que houve uma supressao
dos demais corantes.

Ao excluir o azul brilhante da mistura foi possivel identificar,
Figura 10, os sinais dos demais corantes (amarelo crepusculo,
tartrazina, indigo-carmim, vermelho 40 e vermelho ponceau) na forma
de aduto sodiado [M+Na]*, m/z 475,02563; 557,00284; 489,03855;
519,07680 e 627,00473, respectivamente, e também o sinal protonado
[M+H]* (m/z 497,03918 do corante vermelho 40).

A supressdo idnica € um fator que afeta o desempenho quantitativo
de um detector de massas e tem probabilidade de efeito danoso atenuada
em fontes de ionizacdo por electrospray (ESI), onde alguns materiais
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Figura 8. Espectros dos corantes para o ESI(+)FT-ICR MS em (a), (b), (c), (d), (e) e (f), e para o ESI(+)LTQ MS em (g), (h), (i), (j), (k) e (I). Em vermelho

estdo as casas decimais com a incerteza da leitura

Tabela 5. Resultados das andlises dos corantes amarelo crepusculo, tartrazina, indigo-carmim, azul brilhante, vermelho 40, vermelho ponceau e seus respectivos

valores de m/z,,, Mm/Z,,, €rro de massas, resolugdo e os principais fragmentos MS/MS para os fons dos espectros oriundos do ESI(+)FT-ICR MS e ESI(+)LTQ MS

4 . ESI(+)FT-ICR MS ESI(+)LTQ MS
Composto e férmula fon m,, MS/MS (m/z)
molecular (M) /2 Erro RP Mz Erro RP
[M+H]* 452,97976 - - - 453,04345 140,59 1077 436, 373,355 ¢ 282
Amarelo crepsculo  [2M+H]*  904,95224 - - - 90501585 73,30 1888 -

C,H,oN,Na,0;S, [M+Nal]* 47496170  474,96170 0,01
[2M+Na]* 92693418  926,93411 0,08

428195 475,04377 172,76 1159 447,433,280 218
231636 927,02810 101,31 2057 -

[M+H]* 534,95768 - -

Tartrazina [2M+H]*  1068,9081 - -

C,6HoN,Na;0,S, [M+Na]*  556,93962  556,93993  -0,56
[2M+Nal]*  1090,89003  1090,89193  —1,74

- 535,00411 86,78 1371 513,491,463 e 218
- 1068,88917  —17,69 2007 -

143215 557,00284 113,49 1592 -

77575 1090,81447  -68,99 2129 -

[M+H]* 466,95902 - -

- 467,02078 132,24 1103 449, 437, 395 e 355

fndigo-carmim [2M+H]* 93291077 - - - 932,95335 45,96 2261 -
C,6HgN,N2,0;S, [M+Na]* 48894097  488,94120 048 164298 489,03855 199,54 1195 -
[2M+Na]*  954,89271  954,89343  —0,75 84635 95507559 191,48 2085
Azul brilhante [M+H]* 793,12946 - - - 79324487 14549 1676 713, 623, 621 e 502
CyH3,N,Na, 0,8, [M+Na]*  815,11140 81511182  -0,52 97222 81523193 147,84 1708 735, 621, 541 e 500
[M+H]* 497,08978 - - - 497,08978 168,60 1171 480, 417, 282 ¢ 260
Z‘Tgiﬂ&‘;?ogs [M+Nal]* 51898792 51898828  —0,7 155649 519,09122 199,01 1320 491, 488, 439, 320 e 262
[2M+Na]*  1014,98661 1014,98776  —1,13 79328 1015,08480 96,73 2190 -
[M+H]* 605,01723 - - - 605,01723 137,29 1358 587,541, 525,495 ¢ 268
[2M+H]* 12088611 - - - 1208,86497 324 2278 -

Vermelho ponceau
C\HsN,Na,O4S, [M+Nal* 626,91611 62691614  -0,05

[2M+Na]* 1230,8430 - -

563, 535, 509, 495, 382
e 356

- 1230,85907 13,05 2352 -

338083 627,02389 171,89 1452

nao-voldteis, como sais, podem afetar tanto na formacao das goticulas
quanto na evaporagdo do solvente presente nelas, interferindo na
quantidade de fons que efetivamente atingem o detector.**

Outro fator que afeta a capacidade de resposta do electrospray é o
logaritmo negativo da constante de ionizacao de base (pk,), menores

valores de pk, indicam maior capacidade de resposta. Um menor valor
de pk, (maior k,) indica que os produtos sdo favorecidos no equilibrio
quimico, enquanto que maiores valores de pk, (menor k) indicam
que o analito mantem-se preferencialmente no estado neutro.** Os
resultados obtidos podem indicar que o corante azul brilhante possui
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Figura 10. Espectro de massas da mistura dos corantes: amarelo crepiisculo
623,23689 (M, = C,;H,,N,Na,0,S,); tartrazina (M, = C,;H,N,Na;0,S,); indigo-carmim
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Figura 9. Espectros da mistura de corantes no (a) ESI(+)FT-ICR MS e
(b) ESI(+)LTQ MS

maior facilidade na ionizagio por conta de ser supostamente de cardter
mais basico, além disso, ele se diferencia das demais moléculas
principalmente por ser um sal i6nico, jd possuindo uma carga natural
em sua estrutura.*

Andlise de sucos e gelatinas comerciais

Sucos e gelatinas comerciais sdo produtos que contém em sua
formulag@o corantes sintéticos cuja finalidade estd na formacéo
do aspecto visual do produto como ponto de sele¢do por parte dos
consumidores. A cor estd relacionada com muitos aspectos da vida
cotidiana, incluindo a escolha de alimentos.* ¢

Nas quatro amostras de sucos comerciais (abacaxi, laranja,
maracuja e limao) 1&-se em seus respectivos rétulos a presenca dos

corantes tartrazina e amarelo creptsculo, com excegdo do suco de
limdo, que s6 continha o corante tartrazina. Entretanto, na andlise
por ESI(+)LTQ MS, Figura 11 (a)-(c), observa-se nas amostras dos
sucos de abacaxi, laranja, maracuja e limdo a presenga do sinal de
ion protonado [M,+H]* (m/z 295) e [M+Na]* (m/z 317 para o suco
de abacaxi e laranja) ambos referente ao aspartame (C,H{N,Os;
M,, =294,30 g mol™), e sinal de um aduto sodiado [M,+Na]* (m/z 365)
referente a sacarose (C;,H,,0,; M,, = 342,30 g mol ), dimero sodiado
[2M,+Na]* (m/z 706, com excecdo do suco de limdo) também
referente a sacarose, e sinais de aduto sodiado [M +Na]* (m/z 214)
referente ao dcido citrico (C{H;O5; M, = 192,12 g mol™).

A detec¢@o da tartrazina, foi possivel apenas nas amostras de
suco de abacaxi, laranja, maracujd e limado, [M;+Na]* (m/z 557), e
[2M;+Na]* (m/z 1090,54294). O tltimo sinal foi apenas observado
para o suco de maracujd, Figura 11(c). Logo nio foi possivel por
ESI(+) via infusdo direta a deteccéo do corante amarelo creptisculo
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Figura 11. Espectros de ESI(+)LTQ MS de sucos em po comerciais dos sabores: (a) abacaxi; (b) laranja; (c) maracujd e (d) limdo. Em vermelho estdo as

casas decimais com a incerteza da leitura
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em nenhuma das amostras. Isso se deve principalmente a grande
quantidade de compostos quimicos presentes em uma amostra
comercial que possuem diferentes potenciais de ionizacdo e
concentragoes.

Cinco amostras comerciais de gelatina (abacaxi, cereja, limao,
maracujd e morango) foram também analisadas, onde 1é-se nos rétulos
apresenca do corante vermelho 40 (cereja e morango), azul brilhante
(cereja e limdo), amarelo crepisculo (morango, limao, abacaxi e
maracujd) e tartrazina (limdo, abacaxi e maracujd). Entretanto os
resultados de ESI(+)LTQ MS (Figura 12(a)-(e)), detectaram apenas
o corante vermelho 40 (sinal do fon protonado [M,;+H]* de m/z 497)
para as gelatinas de abacaxi, cereja, limdo e morango, e o corante
tartrazina (sinal [M,+Na]* de m/z 557,09394) referente a gelatina de
lim#o. Os corantes azul brilhante e amarelo crepusculo nido foram
detectados em nenhuma das amostras. O espectro da gelatina de
maracujd ndo apontou nenhum dos corantes estudados.

Percebemos a presenga do corante vermelho 40 em amostras
que, segundo o rétulo dos produtos, ndo deveria estar presente. Sao
elas: abacaxi e maracujd. Atribuimos a uma provavel falha industrial
no controle de qualidade dessas amostras, onde esse corante nio
deveria estar presente. O rigor no controle na drea de alimentos visa
a protecdo a satide do consumidor, com base na rotulagem e listagem
de ingredientes de todo alimento comercializado.’

De modo semelhante aos resultados observados para as amostras
de sucos comerciais, estdo presentes também nos espectros das
gelatinas o sinal sodiado [M,+Na]* (m/z 365) referente a sacarose
e o sinal [M,+H]* (m/z 295) referente ao aspartame. Os sinais
dos corantes foram pouco intensos e suprimidos pelos sinais da
sacarose e aspartame, principalmente por causa das diferengas de
concentracdo. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA), por meio da Resolugdo RDC n° 259 de 2002, a listagem
de ingredientes nos rétulos deve seguir uma ordem decrescente, ou
seja, do composto em maior quantidade para o de menor.*” Nesse
caso, os rotulos dos produtos comerciais estudados apontam, por
meio da ordem dos ingredientes, que a sacarose e o0 aspartame estao
em maiores quantidades do que os corantes (compostos de menor
concentracio na formulag¢@o dos ingredientes), justificando a maior
intensidade desses sinais.

Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR)

As andlises por FTIR foram realizadas com o objetivo de enfatizar
a estrutura dos seis corantes apresentados neste estudo, isso porque,
essa técnica € pautada na interagdo da radiacdo eletromagnética
com as moléculas que possuem momentos de dipolo permanente
ou induzido e/ou diferentes estados vibracionais o que possibilita a
identificagdo de grupos funcionais presentes na mesma.*

A Figura 13 apresenta os espectros vibracionais na regido do
infravermelho médio obtidos para as amostras de corantes sintéticos
e suas respectivas estruturas moleculares.

Na Tabela 6 encontra-se os principais comprimentos de onda
identificados para cada corante e suas respectivas atribuicdes para
caracterizacdo da amostra.

Os resultados encontrados, corroboram com os estudos
apresentados por Campos® e Vlase e colaboradores,’’ que também
utilizaram a técnica de FTIR na regido do médio para caracterizar
corantes alimenticios, e encontraram bandas de absor¢ao compativeis
com as apresentadas neste estudo. E também importante enfatizar
que essas mesmas bandas dizem respeito aos grupos funcionais
presentes nas estruturas dos corantes analisados, conforme mostra
Figura 13, e que sdo compativeis com os grupos encontrados no
estudo de Campos.®
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Figura 12. Espectros de massa de gelatinas comerciais analisadas por ESI(+)
LTQ MS com sabores: (a) abacaxi; (b) cereja; (c) limdo; (d) maracujd e (e)
morango. Em vermelho estdo as casas decimais com a incerteza da leitura

Existem bandas alargadas que representam grupos funcionais que
sdo comuns a praticamente todos os corantes, elas aparecem entre
os comprimentos de onda de 1000 a 1200 cm™ e indicam a presenca
de ligacdo S=0, presentes em aromdticos, ou ainda ligagdes C—N
demonstrando que hd semelhancas estruturais nas moléculas dos
corantes estudados. Entretanto, existem bandas caracteristicas para
cada corante, o que permite a identificacdo individual deles como
reportado por Campos® e Lohumi e colaboradores.*

A Figura 14 mostra o espectro de FTIR para solucdes dos
corantes tartrazina, indigo-carmim e vermelho ponceau em metanol
e dgua 50:50, com concentra¢des variando de 1 a 0,001 mg mL",
onde € possivel identificar e destacar quatro bandas vibracionais:
2952 e 2840 cm, que dizem respeito as ligagdes de C—H e CH,
respectivamente, e estdo presentes na estrutura de todos os corantes,
a banda 1630 cm™ se refere ao grupo C=C de aromadticos™ e, por
fim, a banda mais evidente em 1015 cm™ que diz respeito aos modos
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Figura 13. Espectros vibracionais na regido do infravermelho médio para amostras de corantes
Tabela 6. Principais atribui¢des no espectro de FTIR para os corantes industriais
Corante N° de f)lnda Grupo funcional Referéncia Corante N de (znda Grupo funcional Referéncia
(cm™) (cm™)
1502 C=C de aromiticos 49 3599-3008 Estlrameng) d/e ligagdes OH 50
Amarelo 1180 C-N de aminas 49 aagua
crepusculo 1034 Ligagio S=0 50 1623 Presenca de -C=C— 50
833 Anel aromatico 50 1550 Nicleos aromdticos 50
- .~ Vibracoes de niicleos
Est to de 1 OH
3672-2014 AN OO Imeoss 50 Vermelho 40 1490 aromiticos ~C=C 20
Issa Vibragdes de nicleos " 1181 C-N de alifaticos 49
aromdticos C=C 1042 Ligacao S=0 50
Tartrazina 1463 e 1340 Banda.lsldg dgf_o;r_nggao 50 980 Presenga de CH=CH- 49
axial de U=o= 727 Presenca de anel aromdtico 49
1120 Ligacdo C-O de dlcoois 49 1638 C=0 de amidas 49
1006 OH ligado ,%O, carbono 50 1470 Deformacao angular de —CH, 50
terciario fndigo-
. ~ . 1202 Ligacdo C-N 49
1574 Ligacoes duplas dos anéis 49 carmim
arométicos 1032 Ligacdo S=0 50
1388 Presenca de CH, 49 734 Anel aromatico 49
SO, com bandas intensas 3573.3139 Estiramento das ligagdes OH 50
Azul 1330 de deformagcao axial 49 da dgua
brilhante "
1161 Ligaciio S=O 50 Vermelho 1492 C=C de aromdticos 50
915 RCH=CH, 50 ponceau 1191 C-N de alifiticos 49
o1 CH=CH- de anel 50 1043 Ligacdo S=O 50
aromdtico 839 Anel aromético 49
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Figura 14. Espectros de absor¢do na regido do infravermelho médio para
amostras de corantes tartrazina, indigo-carmim e vermelho ponceau nas
concentragées: 0,001; 0,005; 0,010, 0,050 e 0,100 mg mL"'

de vibrac@o relacionados ao estiramento do grupo C—OH,> podem
estar relacionados ao metanol adicionado como solvente da solugdo.

Calibragdo multivariada

O modelo e calibracdo PLS foi construido para quantificar o
teor de corante em uma solugdo. O primeiro modelo construido,
Figura 15(a), foi para o corante vermelho ponceau com um nimero
6timo de 4 varidveis latentes, os valores de RMSEC, RMSEP, R%c e
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R?p foram iguais a 0,0608 mg mL'; 0,1328 mg mL™'; 0,9759 mg mL"!
e 0,5211 mg mL", respectivamente, resultou em LD e LQ iguais a
40,3 e 131,3 ug mL", respectivamente. Entretanto, melhores valores
de coeficiente de determinacdo para o conjunto de testes foram
obtidos com o modelo para o corante indigo-carmim, com 4 variaveis
latentes e RMSEC, RMSEP, R% e R?p iguais a 0,1051 mg mL";
0,1619 mg mL';0,9221 mg mL!' e 0,8964, mg mL"! respectivamente,
contudo, apresentou valores de LD e LQ (48,5 ¢ 161,7 ug mL",
respectivamente), RMSEC e RMSEP maiores que o modelo do
vermelho ponceau. O modelo para o corante tartrazina manteve-
se com 4 varidveis latentes, a valores de¢ RMSEC, RMSEP, R% ¢
R?p iguais a 0,1521 mg mL"'; 0,2149 mg mL"'; 0,8440 mg mL"' e
0,7141 mg mL"!, respectivamente, com LD e LQ igual a 35,7 ug mL"!
e 119,7 ug mL".

Quando comparamos as figuras de mérito da técnica de ultravioleta
na regido do visivel com os de CLAE-DAD e infravermelho médio
(FTIR), pode-se inferir que a técnica analitica UV-Vis apresenta uma
melhor eficiéncia quanto a detec¢do e quantificagdo para os corantes
tartrazina, indigo-carmin e vermelho ponceau, uma vez que os valores
de LD e LQ sdo menores.

O trabalho desenvolvido enquadra-se na drea técnico-cientifica
da quimica analitica, visando estudar os fendmenos fisico-quimicos
e interpretd-los em diversas técnicas analiticas, apontando suas
vantagens e limitacdes na andlise de corantes alimentares. Contudo,
os experimentos e escrita foram desenvolvidos inteiramente por
discentes de pds-graduaciio do PPGQUI/UFES de diversas subareas
da quimica que, sob orientacdo de um professor, se uniram para
desenvolver a presente pesquisa, consistindo em uma oportunidade
perfeita para introducdo a pesquisa académica, a colaborag@o e o
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Figura 15. Relagdo entre o valor predito e o valor de referéncia para (a) vermelho ponceau, (b) indigo-carmim e (c) tartrazina
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intercdmbio de conhecimentos entre pesquisadores de diversas areas
da quimica. Sendo assim, as abordagens cientificas exploradas nio
sdo voltadas a drea educacional, porém elas apresentam potencial
para serem extrapoladas para futuras aplica¢des com essa finalidade,
que foram percebidas durante o desenvolvimento da pesquisa.
Alguns discentes manifestaram interesse em técnicas especificas,
principalmente a espectrometria de massas e a CLAE-DAD, seja
pela versatilidade da técnica ou pelas possibilidades de pesquisa.
A técnica FT-ICR MS foi a que representou o maior interesse e
dificuldade por parte dos discentes, principalmente devido a sua
maior complexidade e exclusividade, contudo, o desenvolvimento
da pesquisa oportunizou o melhor entendimento do equipamento e
do tratamento dos dados, encaminhando novos discentes a seguirem
essa linha de pesquisa. De maneira geral, a pesquisa ndo traz somente
contribui¢do cientifica para a drea da analitica, mas também capacita
os discentes no planejamento e condugio de uma pesquisa académica,
bem como na escrita de artigos cientificos.

CONCLUSAO

A espectrometria de massas, principalmente o ESI(+)FT-ICR MS
¢ uma técnica que combina altissima resoluc@o e exatiddo de massas
que consegue identificagdo da férmula molecular de um analito
qualquer, contudo, tanto ESI(+)FT-ICR MS quanto o ESI(+)LTQ MS
ndo obtiveram um desempenho satisfatorio em misturas de corantes
contendo azul brilhante devido ao efeito de supressdo idnica, porém,
na auséncia deste corante, a espectrometria de massas conseguiu
detectar todos os outros cinco corantes presentes, demonstrando certo
nivel de seletividade. Nas misturas de sucos e gelatinas, o ESI(+)LTQ
MS detectou parte dos corantes indicados nos rétulos dos produtos,
além de outros compostos, como sacarose, aspartame e acido citrico.
A vantagem da espectrometria de massas ESI(+)FT-ICR MS ¢€ a
obtencdo da férmula molecular com altissima exatiddo, enquanto que
0 ESI(+)LTQ MS, apesar de menor resolugdo e exatidao de massas,
é aplicdvel na realizacdo de estudos de multiestagio de fragmentacdo
(MS"), o que permite a obtenc@o de informagdes estruturais sobre
as moléculas.

O CLAE-DAD € um método simples que quando aplicado para
a determina¢@o de seis corantes sintéticos - amarelo crepusculo,
tartrazine, azul brilhante, vermelho 40, indigo-carmim e vermelho
ponceau - se mostra eficiente, visto que possui boa capacidade de
separagdo sendo considerada seletiva. Na construcao da curva foi a
que obteve melhores linearidades, contudo apresenta LD e LQ médios
inferiores ao método com UV-Vis.

O UV-Vis se apresenta como uma boa alternativa pois utiliza
pequenos volumes da amostra, facilidade no manuseio, porém nao
permite identificacdo real de moléculas a partir de seu comprimento de
onda. Os espectros permitiram a deteccdo e quantificagdo dos analitos
em baixas concentrac¢des (0,001 a 0,050 mg mL"). Em contraste com
o CLAE, o método desenvolvido apresenta seletividade limitada.

O infravermelho ¢ uma técnica que exige uma manipulacio
minima no preparo da amostra podendo ser considerado uma boa
opg¢ao para andlises preliminares, pois ele € capaz de identificar
bandas funcionais caracteristicas de cada corante de modo a indicar
qual a matriz estd sendo analisada. Os valores de RMSEP para trés
dos corantes analisados variaram entre 0,1328-0,2149 mg mL",
enquanto que o R?p variou entre 0,52-0,89. Os resultados de LD e
LQ médios para o modelo de calibragdo multivariada com dados de
FTIR foram maiores que os calculados para as técnicas CLAE-DAD
e UV-Vis, que além disso, apresentaram R? superior a 0,9 para todos
os corantes analisados.

Apesar da pesquisa visar o estudo dos fendmenos fisico-quimicos
e interpretd-los em diversas técnicas analiticas a partir da andlise
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de corantes alimentares, o projeto contribuiu para a intera¢do entre
discentes de diversas subdreas da quimica, fomentando a introdugio
a pesquisa académica e a colaboragdo. De uma maneira geral, a
pesquisa ndo traz somente contribui¢do cientifica para a drea da
quimica analitica e alimentos, mas também, capacita os discentes no
planejamento e condug¢io de pesquisas, bem como na escrita de artigos
cientificos, e fornece um material que pode ser utilizado futuramente
para fins diddticos dado a experiéncia proporcionada aos discentes.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Espectros de massa do experimento de fragmentacdo (MS/
MS) dos corantes estudados (Figura 1S) e descricdo da drea para
cada corante identificado nos espectros UV-Vis no CLAE-DAD
(Tabela 1S) estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, em
formato PDF, com acesso livre.
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