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Introducio

O corante alimenticio amarelo crepisculo (massa molecular igual a 452,37 g'mol™'),
cuja formula estrutural estd apresentada na Figura 1 ¢ amplamente empregado em bebidas,
doces e outros alimentos processados, mas especialmente, pode estar presente em produtos
farmacéuticos conferindo cor, estabilidade. Sua presenca ajuda a aumentar a aceitacdo dos
consumidores (Balram et al. 2023).

Figura 1- Estrutura quimica do corante amarelo crepusculo.
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O corante apresentado na Figura 1, assim como diversos corantes alimenticios sdo
classificados como sintéticos. Eles apresentam como vantagens uma maior estabilidade, cor
mais brilhante e menor pre¢o quando comparado aos corantes naturais. Isso garante uma maior
aceitagdo dos produtos no mercado, dado que eles apresentam um visual mais atraente para o
consumidor (Basu, Kumar, 2015; Rovina et al., 2016; Carocho ef al., 2014).

Dadas as caracterisitcas desses compostos, tem sido observada resisténcia aos
tratamentos convencionais aplicados em estagdes de tratamento de efluentes (ETE). Isto porque
a presenca dos corantes alimenticios em agua causa efeitos adversos aos corpos hidricos, uma
vez que dificultam a penetragdo de luz, impactando de modo negativo na quantidade de
oxigénio dissolvido do meio (Chekira et al., 2017; Tikhomirova et al., 2018). Além disso, ¢
importante ressaltar que este contaminante tem potencial de desenvolver alergia, asma,
potencial xenoestrogénico, efeitos carcinogénicos e genotoxicos, hiperatividade e déficit de
aten¢do em criangas, efeitos adversos no timo e na contagem de monocitos quando em contato
com organismo humano (Kaya et al., 2021; Tajik; Beitollahi, 2022). Deste modo, justifica-se
estudos direcionados a proposicao de tratamentos para este contaminante.
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Neste sentido, ¢ necessario dispor de técnicas analiticas capazes de identificar
quantificar a presenca de corantes em meio aquoso. A cor caracteristica dos corantes se deve a
presencga de ligagdes duplas e simples referentes as suas moléculas. Sendo, os grupamentos
nitro, nitroso, azo, arilmetano, carbonila, dentre outros, os responsaveis pela coloragao em si,
recebendo assim o nome de cromoéforos. Estes grupamentos podem ser observados através da
absor¢ao nas regioes do ultravioleta e do visivel do espectro (Silva et al., 2017). Por este motivo,
a técnica de espectrofotometria de absorcdo molecular na regido do ultravioleta/visivel
(UV/Vis) tem sido empregada para determina¢ao de concentracdo de corantes (Nascimento et
al., 2020).

Contudo, para que se possa garantir a confiabilidade expressa por um método analitico
a respeito de um dado analito ¢ necessario realizar uma etapa de validagdo de metodologia. A
validagdo de uma metodologia garante através da determinagdo de varios parametros que ela
pode ser utilizada para o uso pretendido (NBR ISO/IEC 17025, 2001).

Dentre os parametros de validagdo comumente empregados encontram-se linearidade,
precisdo, exatidao, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ). A linearidade pode
ser avaliada através do valor do coeficiente de correlacdo e do grafico de residuos, ela indica a
faixa de trabalho para a qual a curva analitica pode ser utilizada. A precisdo indica que os
resultados obtidos através de um método analitico apresentam valores muito proximos a um
valor central. Este parametro pode ser expresso com base na determinagao da repetibilidade, da
precisao intermediaria ou da reprodutibilidade (Brasil, 2017).

Por outro lado, a exatidao indica o quao préximo os dados obtidos estao proximos a um
valor de referéncia. A determinagdo desse parametro pode ser feita com base na analise de um
material de referéncia certificado (MRC), ensaios interlaboratoriais, ou ainda através de ensaios
de recuperacdo (Veterin, 2011). Os limites de deteccdo e quantificacdo expressam a menor
quantidade do analito capaz de ser detectada e quantificada com seguranca. Estes parametros
podem ser expressos com base em dados da curva analitica, em especial o seu coeficiente
angular (Brasil, 2017).

Assim, o presente estudo teve como objetivo validar uma metodologia de determinagao
do corante alimenticio amarelo creptsculo utilizando espectrofotometria de ultravioleta/visivel
(UV/Vis).

Materiais e Métodos

Inicialmente, foram determinados os comprimentos de onda (A) caracteristicos do
corante amarelo creptsculo (AC) através de varredura espectral de 200 a 800 nm, utilizando
espectrofotometro de UV/Vis (Metash UV-5100). Para cada A identificado foi construida uma
curva analitica com faixa linear de trabalho de 1 a 20 mg-L™.

A confirmagao da confiabilidade do método de quantificagdo foi dada pela determinagao
da linearidade, precisao, exatiddo, bem como limites de quantificagdo (LQ) e deteccdo (LD),
conforme determinacdes previstas no documento DOQ-CGCRE-008 do Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO, 2020) e na Resolucdo da diretoria colegiada
(RDC) n°166 de 2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2017).
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A precisdo foi obtida através da determinagdo da repetibilidade e calculo do coeficiente
de variancia (CV) para as diferentes concentragcdes da curva analitica que ¢ dado pela razao
entre o desvio padrao absoluto das 9 (nove) replicatas pela média das absorbancias para cada
concentragdo, apresentando valor menor ou igual a 5% para estar em conformidade com o
INMETRO (2020). Outro parametro investigado foi a exatiddao, expressa através da razdo
percentual entre a concentracdo teorica e a média das triplicatas da concentracdo obtida
experimentalmente.

O limite de quantificacdo foi expresso por 10 vezes a relagdo entre o desvio padrao
absoluto (o) das replicatas do menor ponto das curvas e o coeficiente angular (a) da curva
analitica. Ja o limite de deteccao foi dado pela terca parte do valor obtido para LQ. Ainda em
conformidade com o previsto pela ANVISA, determinou-se a linearidade a partir do coeficiente
de correlagdo (r). Para garantir a obtencao de uma equagdo da curva linear também foi realizada
uma andlise estatistica aplicando o teste de Grubbs utilizando intervalo de confianca de 95%
(Grubbs, Beck, 1972).

Resultados e discussao

A deteccdo e quantificacdo do corante AC foi realizada a partir da analise de varredura
espectral de uma solugio aquosa com concentragio de 10 mg-L™! do corante. Os comprimentos
de onda (A) caracteristicos selecionados foram 234, 312 ¢ 483 nm. Para cada um dos A foi
construida uma curva analitica com 12 pontos, considerando o valor médio obtido para leitura
das 9 (nove) replicatas. Para garantir que os dados obtidos apresentam confiabilidade estatistica,
o INMETRO propde que seja realizada uma analise através de um teste estatistico, sendo o teste
de Grubbs escolhido neste estudo. Na Figura 2 a) estdo dispostos os valores obtidos para G< e
G>.

Figura 2- a) Valores de G< e G> para cada uma das concentra¢des das curvas analiticas, b) Curvas
analiticas para os A 234, 312 ¢ 483 nm; ¢) Grafico dos residuos das curvas analiticas

Concentragio 234 nm 312 nm 483 nm _ : jgijﬂggggfi’ggﬁg;g
(mg/L) G- G- G- G- G- G- gl T R
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2 208 125 098 135 159 131 :% -
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5 009 211 1,15 2,18 147 084 S N,
6 1,05 1,81 0,97 202 1,07 130 e 5
7 116 181 099 219 131 191 o] B e
8 199 159 09 138 091 081 R
9 70 103 151 043 LS4 131 F 00 “:"a‘”gu :
10 130 158 140 130 160 134 & ] 8
15 1,17 169 138 1,74 126 149 9
20 129 1,61 1,17 143 133 144 DS ———————————
*G (tabelado (9)) = 2.21. a) Valores previstos

Os dados apresentados na Figura 2 a), demonstram que os valores obtidos para cada
concentracdo estdo em conformidade o valor tabelado para o teste de Grubbs, considerando
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uma amostra de tamanho 9. Verifica-se que todos os resultados de G< e G> sdo inferiores ao
valor tabelado, garantindo que as replicatas concordam entre si.

De posse dos dados da média da absorbancia de cada ponto (valores ndo apresentados
de modo a garantir a confidencialidade) foram construidas as curvas analiticas, cujos resultados
estdo apresentados na Figura 2 b) e c). Nesta figura também estdo dispostos os graficos dos
residuos de cada curva.

Conforme pode ser observado na Figura 2 b), a linearidade das curvas construidas para
o corante amarelo crepusculo apresentaram valores de coeficientes de correlagdo iguais a
0,9997, 0,9996 ¢ 0,9996 para 234, 312 e 483 nm, respectivamente. Estes valores atendem a
exigéncia da ANVISA. Analisando os residuos referentes as curvas construidas (Figura 2 ¢)),
nota-se que estes apresentaram comportamento aleatorio para os 3 comprimentos de onda
avaliados, com valores proximos a zero € com baixa amplitude (entre -0,25 e 0,25). Desta
maneira, pode-se afirmar que o método proposto ¢ linear.

Uma vez verificada a linearidade do método, passou-se a avaliagao da precisdo. Para
i1sso, foram definidos os valores de CV para cada um dos pontos das curvas, sendo obtidos
valores entre 1,99 e 4,94 para 234 nm; 2,57 ¢ 4,99 para 312 nm e 1,87 e 4,61 para 483 nm.
Desse modo, constatou-se que em todos os casos os valores foram inferiores a 5%, indicando
que o método ¢ preciso.

Em seguida, a exatidao foi avaliada pelo método da fortificacao, utilizando trés niveis
de concentragdes diferentes dentro da faixa linear da curva analitica como mostrado na Tabela
1.

Tabela 1. Resultados obtidos para o teste de exatiddo expresso através da recuperagio (%)

Recuperacio (%)

Concentracao
teérica (mg-L1)
234 nm 312 nm 483 nm
3,0 104,7 104,4 101,5
7,5 103,8 103,1 100,2
12,5 99,8 99,2 99,3

Observa-se que os percentuais de recuperacdo variaram entre 99,2% e 104,7%,
apresentando-se dentro da faixa de 80 a 110% estabelecida pelo INMETRO (2020), para
concentracdes de analito entre 1 e 20 mg-L!'. Desta forma, pode-se afirmar que o método
analitico proposto ¢ exato, indicando a proximidade dos dados obtidos aos valores de referéncia.

Em seguida, foi realizada a determinacgdo dos limites de quantificagdo (LQ) e deteccdo
(LD), estando os valores obtidos dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2- Limites de quantificacdo e deteccdo do método proposto para determinagdo do
corante amarelo crepusculo.

Limite de Limite de
Comprimento de uantificacao deteccao
onda (nm) q ¢ ¢
(mg-L") (mg-L7)
234 0,66 0,22
312 0,87 0,29
483 0,72 0,24

Conforme apresentado na Tabela 2, verifica-se que os limites de detec¢ao referente ao
método aplicado variaram de 0,22 a 0,29 mg-L"!, enquanto para os limites de quantifica¢io a
variacdo obtida foi de 0,66 a 0,87 mg-L-!. Desse modo, pode-se afirmar que os limites obtidos
atendem as necessidades de analise requeridas pelo grupo de pesquisa.

Conclusoes

Através deste estudo foi possivel disponibilizar um método através da técnica de
espectrofotometria de ultravioleta/visivel capaz de monitorar o corante alimenticio amarelo
crepusculo em 3 comprimentos de onda caracteristicos, sendo eles: 234, 312 e 483 nm. Para
garantir a confiabilidade foram analisados diferentes parametros de valida¢ao que atenderam
as exigéncias do INMETRO. Assim, ¢ possivel afirmar que o método proposto ¢ linear, preciso
e exato, apresentando limites de deteccdo e quantificacdo inferiores a 0,30 e 0,88 mg-L™,
respectivamente.
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