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RESUMO

Estudos comprovam que a presenca de corantes azoicos no ambiente, mesmo em
niveis traco, pode causar sérios impactos ao ecossistema. Por esta razdo, métodos
de andlise que permitam seu monitoramento em amostras contaminadas ou nos
veiculos de contaminacdo devem ser encorajados. O presente trabalho apresenta
uma metodologia eletroanalitica sensivel, precisa e rapida, para detectar tracos do
azo-corante Ponceau 4R sobre eletrodo de carbono vitreo, visando sua posterior
aplicacdo no monitoramento deste composto em efluentes da industria de alimentos.
Os resultados indicaram elevada reatividade deste corante em meio acido (solucéo
tampdo Britton-Robinson; pH = 1,0), cujo processo redox foi rapido, de natureza
reversivel e governado por difusdo das moléculas na interface eletrodo/solugdo. O
processo voltamétrico foi associado aos fenébmenos de oxidacdo e reducdo no
grupamento -OH que encontra-se em posi¢ao orto ao cromoéforo -N=N-, ambos ligados
ao naftaleno bisulfonado do corante azoico. ApOs otimizacdo dos parametros que
influenciam o sinal eletroquimico da voltametria de onda quadrada (frequéncia de 150
Hz, amplitude de 30 mV e incremento de 3 mV), foi possivel detectar o Ponceau 4R
com elevada sensibilidade (limite de deteccdo de 9,8x10® mol L) e precisdo dos
dados (desvio padrdo relativo para testes de repetibilidade abaixo de 5,0%). Os
ensaios de recuperacdo também foram promissores (recuperacdo maior ou igual a
90%; concentracdo do analito variando de 1,0x107 a 1,0x10° mol L) e reforcam a
possivel aplicabilidade do procedimento proposto para a eletroanéalise do Ponceau 4R

em matrizes complexas.

Palavras-chave: Azo-corantes; Ponceau 4R; Eletrodo de carbono vitreo; Técnicas

voltamétricas; Eletroanalise.
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1 INTRODUCAO

Apoés a revolucéo industrial no século XIX, houve uma grande expansao na
fabricacdo de novos aditivos, principalmente dos corantes sintéticos que, desde entao,
vém substituindo o mercado dos corantes naturais, jA que proporcionam e/ou
intensificam a cor de alimentos, tecidos e afins de forma mais acentuada. Com o
passar dos anos, apos estudos relacionados a toxidade desses compostos para o
ambiente e organismos vivos, muitos deles tiveram sua fabricagéo e venda proibida
em muitos paises (PRADO, 2003). No Brasil, a fiscalizacdo destes aditivos no meio
ambiente ainda € muito limitada e, por consequéncia, residuos industrias e domésticos
enriguecidos com  muitos desses compostos Vvém sendo lancados
indiscriminadamente, demandando estudos voltados ao monitoramento dos mesmos
em matrizes impactadas.

Dentre estes corantes artificiais mais utilizados estdo os azo-corantes, uma
classe de compostos que tém na sua composicdo o grupo croméforo azo (-N=N-).
Essas moléculas possuem elevada estabilidade quimica, fato este que lhes confere
resisténcia a processos quimicos e fotoquimicos de degradacdo — compostos
refratérios (PIRES, 2013). Esse fato preocupa ja que a baixa taxa de fixa¢do ao longo
do processamento faz com que uma grande parcela destes aditivos seja descartada
na composicao de diferentes efluentes. Quando ndo sdo adequadamente tratados,
esses residuos sdo considerados altamente téxicos para a vida aquatica, afetam
processos simbidticos, reduzem a capacidade de reoxigenacao da agua, dificultam a
passagem de luz solar, reduzindo a atividade fotossintética, além de serem capazes
de afetar as funcdes endocrinas dos seres vivos (CLAUSEN, 2007).

No Brasil, os corantes alimentares sintéticos permitidos sdo quatorze:
Amaranto, Vermelho de Eritrosina, Vermelho 40, Ponceau 4R, Amarelo Crepusculo,
Amarelo Tartrazina, Azul de Indigotina, Azul Brilhante, Azorrubina, Verde Rapido, Azul
Patente V, Amarelo de Quinoleina, Negro Brilhante BN e Marrom HT (ANVISA-
Resolucdo RDC n° 25/2005 da ANVISA/MS). Dentre estes, o corante vermelho
Ponceau 4R (E-124), de formula molecular C20H11N2010S3Nas (604,46 g mol?) e de
coloracdo vermelha intensa, esta entre os mais utilizados. Todavia, em paises como

Estados Unidos e Inglaterra, sua utilizacdo em alimentos foi proibida por conta dos
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efeitos nocivos j& comprovados a saude humana, mesmo em baixas concentragdes
(DOWNHAM, 2000).

Para fins de controle de qualidade e monitoramento ambiental, varios métodos
analiticos tém sido propostos, com base em técnicas cromatogréficas e
espectroscopicas (SOUZA, 2003). Infelizmente, muitas delas sdo susceptiveis a
interferentes naturais e antropicos presentes nas amostras, sendo necessario uma
série de etapas de clean up antes da analise. Esses processos aumentam o tempo de
andlise, tornam o procedimento dispendioso e, em muitos casos, 0s inviabiliza para
rotinas analiticas desenvolvidas em industrias ou centros de controle de qualidade.

Como alternativa, os métodos eletroanaliticos vém ganhando destaque por
superar as dificuldades mencionadas anteriormente, além de permitir analise direta e
in loco (SOUZA, 2003). Os métodos eletroanaliticos baseiam-se em medidas de
corrente elétrica, carga e diferenca de potencial, registrados durante processos redox
ocorridos em diferentes sitios reativos da molécula. Também possuem elevada
seletividade e especificidade, robustez e grande sensibilidade, baixo sinal de fundo e
auséncia de ruidos, permitindo alcancar limites de deteccéo para a analise de tragos,
sem necessidade de pré-concentragdo do analito (BRITO, 2003).

Ha véarios materiais eletrodicos que podem ser utilizados para este fim, como
ouro, platina, mercurio, carbono vitreo, fibra de carbono, diamante dopado, entre
outros, que apresentam boa condutividade elétrica, estabilidade térmica, resisténcia
mecanica e intervalos de potencial varidvel. Com os avancos na area de materiais
condutores, um numero de substancias organicas e inorganicas cada vez maior vem
sendo estudada com diferentes superficies de carbonaceas, justificando o crescente
e constante numero de trabalhos publicados na area e uma das principais motivacoes
deste trabalho (SOUZA, 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método eletroanalitico para o azo-corante Ponceau 4R (E-124),
utilizando um eletrodo de carbono vitreo como superficie de trabalho, visando
sua posterior aplicacdo para a deteccédo e quantificagdo desse composto em

efluentes da indUstria de alimentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Testar a eletroatividade do E-124 sobre o eletrodo de carbono vitreo;
- Estudar o comportamento eletroquimico do E-124;
- Otimizar parametros voltamétricos para a determinacéo do corante;

- Quantificar tracos do E-124 em amostras sintéticas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CORANTES ALIMENTICIOS

Procurando explicacfes para a utilizacao dos corantes no decorrer da histoéria,

sempre caimos na ideia de fascinio do homem por coloragdes, j4 que esta é um dos

atributos sensoriais que influenciam diretamente na aceitagdo de um determinado

produto alimenticios pelo consumidor. De acordo Campos (2014), corantes sao

substancias que atribuem cor a um determinado produto, possuem estrutura quimica

variada e podem ter origem diversas, sejam naturais (animais ou vegetais) ou

sintéticas. No Brasil, a ANVISA (1977) estabelece que os corantes sao substancias

ou mistura de substancias que apresentam a propriedade de conferir ou intensificar a

coloracao dos alimentos ou bebidas.

A ANVISA (1977) também classifica os corantes alimenticios de acordo com a

similaridade em suas propriedades:

Corante organico sintético - aquele obtido por sintese organica mediante o
emprego de processo tecnolégico adequado.

Corante organico natural - aquele obtido a partir de vegetal ou,
eventualmente, de animal, cujo principio corante tenha sido isolado com o
emprego de processo tecnolégico adequado.

Corante inorgéanico - aquele obtido a partir de substancias minerais e
submetido a processos de elaboracéo e purificagcdo adequados a seu emprego
em alimento.

Caramelo - o corante natural obtido pelo aquecimento de aclUcares a
temperatura superior ao ponto de fuséao.

Caramelo (processo amoénia) - o0 corante organico sintético idéntico ao
natural, obtido pelo processo amoénia, cujo teor de 4-metil-imitazol ndo deve
exceder a 200 mg/kg (duzentos miligramas por quilograma), equivalentes a um
produto cuja intensidade de cor seja de 20.000 (vinte mil) unidades EGB
(European Bewery Convention) correspondente a 0,076 (setenta e seis
milésimos) unidades de absorbancia, determinada com solucédo a 0,1% (um
décimo por cento) peso por volume, em célula de 1 (um) centimetro a 610 nm.
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Para identificacdo destes corantes utiliza-se o numero INS (Sistema
Internacional de Numeracdo, Codex Alimentarius FAO/OMS), onde cada corante
alimenticio apresenta uma numeracao especifica, independentemente de sua classe,

conforme mostrado no quadro do ANEXO 1.

3.2 AZO-CORANTES

Os azo-corantes sdo amplamente utilizados em muitos seguimentos industriais,
particularmente no ramo alimentar. Estes compostos possuem na sua composi¢ao o
grupo croméforo azo (-N=N-) que se unem principalmente aos grupos benzeno e/ou
naftaleno (heterociclicos aromaticos), além de apresentar grupos auxocromos (grupos
carregados que apresentam finalidade de intensificam a cor do croméforo), podendo
ser de carater acido (-COOH, -OH, -SOsH) ou bésico (-NHR, -NRz, -NH2). Pela
variedade e complexidade das estruturas obtidas durante os processos de sintese,
esses compostos podem ainda ser subdivididos em monoazo, como o Ponceau 4R;
diazo, como o Direct Red 81; triazo, como Direct Blue 71; e poliazo, como o Direct
Black 19 (SANTOS, 2012), que depende da quantidade de grupos croméforos

presentes na estrutura do composto (PIRES, 2013).

3.3 IMPACTOS NO AMBIENTE E NA SAUDE PUBLICA

Na industria de alimentos, devido a baixa taxa de fixagdo ao longo do
processamento, boa parte dos residuos dos corantes é descartado na forma de
efluente industrial. Por este fato, ha estudos relacionados ao tratamento dos efluentes
contaminados por corantes por métodos convencionais e avancados. Todavia, de
acordo Clausen (2007), muitos desses processos nao sao eficientes, pois
simplesmente transferem o composto organico do meio aquoso para outro meio
(mudanca de fase), causando poluicdo secundaria.

A principal preocupacao referente a presenca desses compostos ho meio
ambiente se deve aos estudos que comprovam os efeitos toxicos dos azo-corantes
para os ecossistemas e seres vivos relacionados (RUPPENTHAL, 2013). De acordo
Graciani (2014), além da poluigdo visual, os azo-corantes podem alterar os ciclos

biolégicos, afetando os processos de fotossintese e limitando a vida aquatica.
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Entre os diferentes tipos de corantes existentes no mercado, 0s que
apresentam maior toxicidade sdo os do grupo azo, pois 0 meio redutor se apresenta
como um ambiente propicio para a clivagem redutiva nos anéis aromaticos e,
consequente, formagdo de aminas aromaticas e outros metabodlitos que possuem
elevado potencial carcinogénico e mutagénico (PINHEIRO, 2004).

No Brasil e nos Paises que compdem a Mercosul, 0os azo-corantes sao
liberados para utilizacdo industrial, com restricAo apenas na concentracdo dos
mesmos (PIRES, 2013). Deste modo, ndo menos importante quanto a busca por
técnicas alternativas de tratamento dos efluentes contaminados por estes aditivos, o
desenvolvimento de procedimentos analiticos é extremamente necessario por permitir
identificar e quantificar o E-124 em matrizes ambientais complexas, mesmo em baixas
concentracgdes, auxiliando aos 6rgdos competentes na ado¢cédo de medidas de controle
das fontes poluidoras.

3.4 PONCEAU 4R (E-124)

O corante Ponceau 4R, de grau alimenticio, possui identificacdo pelo Sistema
de Numeracédo Internacional (INS) E-124, mas ainda possui aproximadamente 115
variacdes, sendo que os mais utilizados na literatura séo New Coccine, Food Red 102
e Coccine red (BENINCA, 2012). Pela IUPAC, recebe o nome de &cidol trissodico 1-
(4sulfo-1naftilazo)-2-naftol-6,84-disulfénico. Pertence ao grupo dos corantes azo-
sulfénicos e, fisicamente, apresenta-se como um po fino e homogéneo, de coloracdo
vermelha escura. A estrutura quimica e aspecto fisico deste corante estéo
apresentadas na Figura 01.

O E-124 é estavel na presenca de luz, calor e acidos, sendo nao-biodegradavel
e acumulativo no ambiente. Entretanto, pode desbotar parcialmente com a presenca
de acido ascorbico e dioxido de enxofre (SO2), que sdo agentes redutores (PINTEA,
2007). O E-124 é sintetizado a partir da tinta do alcatrdo de carvdo e usado na
fabricacdo de frutas em caldas, xaropes de bebidas, laticinios, cereais, balas,

refrigerantes, sucos artificiais em po, entre outros (CAMPOS, 2014).
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Figura 01: (A) Estrutura quimica e (B) aspecto fisico do E-124 sélido.
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Fonte: Autoria propria. Fonte: Food Additives.

3.5 LEGISLACAO

Apés a criacao do primeiro corante sintético no século XIX, houve uma expansao
na criacao e utilizacao destes, de modo que ja nas primeiras décadas do século XX
haviam mais de 80 corantes sintético sendo utilizados, mesmo sem nenhuma restricao
ou conhecimento toxicolégico sobre esses aditivos (DOWNHAM, 2000). Mais tarde,
diferentes comités internacionais, tais como a Comissdo do Codex Alimentarius,
organismo subsidiario da FAO e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), foram
criados com o objetivo de estabelecer normas internacionais na area de alimentos,
incluindo padrdes, diretrizes e guias sobre boas préticas e de avaliacdo de seguranca
e eficacia (ANVISA, informe técnico, 2016).

De acordo Prado (2003), existem onze corantes alimentares sintéticos
permitidos no Brasil: Amaranto, Vermelho de Eritrosina, Vermelho 40, Ponceau 4R,
Amarelo Crepusculo, Amarelo Tartrazina, Azul de Indigotina, Azul Brilhante,
Azorrubina, Verde Rapido e Azul Patente V. Em 2005, com a harmonizacdo da
legislagcéo brasileira entre os paises membros do Mercosul, os corantes Amarelo de
Quinoleina, Negro Brilhante BN e Marrom HT, foram aprovados para uso em alguns
alimentos, totalizando 14 corantes sintéticos permitidos pela legislacéo brasileira e
paises do Mercosul. A Tabela 01 descreve a numeracdo de INS (Sistema de
Numeracao Internacional) para os corantes alimenticios e a ingestéo diaria aceitavel
(IDA) por peso corpéreo (PC), segundo recomendacdes da ANVISA (Resolucdo RDC
n° 25/2005). Segundo esses dados, o E-124 apresenta IDA = 4 mg/Kg de PC, ou seja,


http://www.foodadditivesworld.com/
http://www.foodadditivesworld.com/
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uma pessoa adulta de PC aproximadamente 65 kg, pode ingerir apenas 260 mg de E-
124 por dia.

Tabela 01: Azo-Corantes aplicados na industria alimenticia brasileira, seguido dos
seus respectivos INS e IDA.

Corante Numero INS IDA (mg/Kg PC)
Amaranto E 123 0,5
Vermelho de Eritrosina E 127 0,1
Vermelho 40 E 129 7
Ponceau 4R E 124 4
Amarelo Crepusculo E 110 2,5
Amarelo Tartrazina E 102 7,5
Azul de Indigotina E 132 5
Azul Brilhante E 133 10
Azorrubina E 122 4
Verde Répido E 143 10
Azul Patente V E 131 15
Amarelo de Quinoleina E 104 5
Negro Brilhante BN E 151 1
Marrom HT E 155 1,5

Fonte: ANVISA/MS - Resolucdo RDC n° 25/2005

3.6 METODOS ELETROANALITICOS

Héa varios métodos analiticos que séo frequentemente utilizados para o controle
de qualidade e quantificacdo dos corantes (PRADO,2003), com destaque para a
cromatografia liquida e gasosa, eletroforese capilar, espectroscopia de infravermelho
e ultravioleta-visivel, dentre as quais os métodos cromatogréficos sdo os mais
utilizados para tal finalidade (CAMPOS, 2014). Todavia, muitos deles apresentam uma
série de restricbes para analises de rotina, como o elevado custo instrumental, alta
susceptibilidade a interferentes, além das etapas de clean up longas e exaustivas
(ZHANG et al., 2014; WANG et al., 2015).
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Os métodos eletroanaliticos surgem como alternativas as limitagdes descritas
anteriormente e baseiam-se em medidas das propriedades elétricas da molécula
(corrente elétrica, diferenca de potencial, quantidade de carga, etc.) durante um
processo redox (PACHECO, 2013). As técnicas eletroanaliticas comparadas com as
técnicas cromatograficas e espectroscopicas, apresentam vantagens, pois
demandam curto tempo na realizagdo das analises, baixo custo da instrumentacéo e
dos materiais utilizados, além da elevada seletividade (SOUZA, 2012).

Dentre as técnicas eletroanaliticas mais utilizadas estdo as voltametrias, que
baseiam-se em diferentes modelos de medida de corrente ao passo que o potencial
do eletrodo € variado. As técnicas voltamétricas mais utilizadas em trabalhos
eletroanaliticos sdo: Voltametria de Varredura Linear, Voltametria Ciclica, Voltametria
de Onda Quadrada, Voltametria de Pulso Diferencial, Voltametria de Redissolucéo e
Voltametria Adsortiva (PACHECO, 2013).

Nos processos voltamétricos, as reacdes que ocorrem na superficie do eletrodo
sofrem influéncia de trés modelos de transferéncia de massa: migracao, conveccao e
difusdo. A difusdo € o processo de transferéncia de massa mais largamente estudado
e ocorre como resultado de gradientes de concentracdo. Os modelos matematicos
gue explicam os fenbmenos de superficie nas voltametrias consideram apenas 0s
processos difusionais e, por este motivo, a solucédo contendo a espécie eletroativa é
mantida em repouso (elimina-se assim a convecc¢ao) e em eletrolito suporte (elimina-
se a migracdo e assegura a condutividade da solugéo) (PACHECO, 2013).

Além da transferéncia de massa, tem-se a transferéncia de carga que é
consequéncia das reacfes eletrédicas (processos de oxidacdo e reducdo) que
ocorrem na interface eletrodo-solucéo, gerando corrente elétrica composta por duas
componentes: (I) a corrente faradaica, relativa as reacbes redox ocorridas na
superficie do eletrodo e (Il) a corrente capacitiva, que é a corrente necessaria para
carregar a dupla camada elétrica existente na interface eletrodo/solucado (PACHECO,
2013). Nos estudos eletroanaliticos, correntes faradaicas elevadas e baixas correntes

capacitivas aumentam a sensibilidade

3.7 ELETROANALISE DO E-124

Ha poucos relatos de métodos eletroanaliticos propostos para identificar e

guantificar o E-124 em amostras ambientais, inclusive usando superficies de trabalho



25

diferenciadas. Como exemplo, tem-se o trabalho publicado por Mendoncga (2015), que
utilizou um eletrodo de pasta de carbono modificado com hexacianoferrato de niquel
para quantificar este corante em aguas naturais, alcancando limite de deteccéo (LD)
de 9,90x10" mol L%. Wang (2015) analisou o E-124 em amostras de refrigerantes,
utilizando um eletrodo de nanotubos de carbono modificado com poli(3,4-
etilenodioxitiofeno):poli(estirenosulfonato) e dois de seus derivados, obtendo
LD = 1,8x10°mol L. Zhang (2014B) utilizou eletrodo de pasta de grafite expandido
para determinar simultaneamente o E-124 (LD = 2,0x10° mol L!) e Amaranto em
bebidas néo-alcodlicas produzidas na China. Huang (2016) desenvolveu um método
para determinar E-124 em refrigerantes, utilizando um eletrodo de carbono vitreo
modificado com quistosana e esferas de MnO: como superficie de trabalho,
alcancando LD = 0,1x10° mol L% Zhang (2014C) desenvolveu um sensor
eletroquimico para determinar simultaneamente E-124 e E-102 em refrigerantes,
utilizando um de pasta de grafite expandido modificado com liquido idénico (IL-EGPE),
obtendo LD = 1,4x10°mol L-1.

Apesar dos resultados obtidos nos trabalhos anteriores serem importantes, o
desenvolvimento de novos métodos eletroanaliticos a partir de materiais menos
dispendiosos e mais robustos sdo importantes atrativos para a implantacdo dos
procedimentos nos laboratoérios de controle de qualidade ou em centros de pesquisa.
Eletrodos de carbono vitreo possuem essas caracteristicas, mesmo sem modificacéo

prévia, o que instiga mais pesquisas nesta linha de raciocinio.



26

4 MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica (P.A.). A Solugéo
tampdo Britton-Robinson, utilizada como eletrdlito de suporte, foi preparada pela
mistura dos acidos boérico (HzBOs; Vetec), acido acético (CHsCOOH; Vetec) e acido
fosférico (HsPOas; Vetec), todos com concentracdo de 0,04 mol Lt. O ajuste do pH foi
realizado com solugdo de NaOH 1,0 mol L* (Merck).

A solucdo estoque do Ponceau 4R (Sigma-Aldrich) foi preparada a
1,0x10° mol L1, As solucdes padréo foram preparadas por diluicéo, a partir da solugéo
estoque, até a concentracdo desejada. Quando armazenadas, as solucfes foram
mantidas sob refrigeracéo (x5°C), respeitando o prazo de validade. Todas as solucdes

foram preparadas com agua ultra-pura (Milli-Q, Millipore).

4.2 INSTRUMENTACAO

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma célula convencional
equipada com trés eletrodos: um eletrodo de carbono vitreo (ECV) como eletrodo de
trabalho, um eletrodo de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo do tipo Ag/AgCl
como referéncia. O conjunto de eletrodos foi conectado a um potenciostato modelo
u-Autolab (Type lll, Methrom) e controlados por computador, por meio do software
NOVA 1.10.

4.3 METODOLOGIA ELETROANALITICA

As informacdes relacionadas a eletroatividade, comportamento redox, cinética
eletrddica, transporte de massa, mecanismos de troca eletrbnica, entre outros
fendbmenos de superficie sofridos pelo analito na interface eletrodo/solucdo. Em todos
0s casos, as informacdes foram avaliadas com base nos valores de corrente de pico
(Ip), potencial de pico (Ep) e potencial de pico a meia-onda (Epi2), que controlam a

sensibilidade e seletividade da técnica.
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Para a quantificacdo do E-124, utilizou-se a Voltametria de Onda Quadrada
(VOQ), apos a otimizacdo dos parametros que controlam a sensibilidade da técnica:
frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial (f), amplitude dos pulsos (a) e
incremento de varredura (AEs). Neste caso, além dos parametros ja mencionados
para a VC, a selecdo das melhores condi¢cdes para a quantificagdo do composto
também tomou por base a razéo sinal/ruido para as medidas obtidas.

Conhecendo-se as melhores condicbes experimentais e operacionais, foi
construida uma curva eletroanalitica para o Ponceau 4R (1,0x107 a 5,0x10° mol L),
a partir da relagéo entre Ip e a concentracdo do corante [Ponceau 4R]. Os limites de
deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados com base no quociente entre o
desvio padrdo do coeficiente linear (DP,) e a média do coeficiente angular (b),

conforme descrito nas seguintes equacoes:

DP,
LD =0,3%X T

DP,
LQ = 10x—

A precisdo do método foi avaliada por testes de repetibilidade intraday (n = 10) e
interday (n = 5) feitos na mesma concentracdo do analito (1,0x10¢ mol L), tomando

por base o desvio padrao relativo das medidas em escala percentual (0RSD):

. _ (DPy
%RSD = (—=) x100

Onde DPyy e X representam o desvio padrdo e a média das medidas obtidas para o

corante a uma dada concentragao, respectivamente. Os ensaios de recuperacao do
composto foram feitos em trés diferentes niveis de fortificacdo (1,0x107, 5,0x107 e
1,0x10° mol L1) e comparados ao valor tedrico calculado. Todas os experimentos
foram realizados a 20°C e em triplicata, sendo que os resultados apresentados neste

trabalho representam a média aritmética obtida entre trés medidas.

. [recuperadal
recuperacio (%) = [adicionada] x 100
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ELETROATIVIDADE DO E-124

Neste trabalho, a eletroatividade do Ponceau 4R foi inicialmente avaliada sobre
eletrodo de carbono vitreo (ECV), em meio de solucdo tampé&o Britton-Robinson
(pH = 2), utilizando VC a 50 mV s1. Nestas condi¢bes, o comportamento eletroquimico
o analito foi caracterizado por um par de processos redox bem definidos, cujos picos
anddico (Pico A) e catddico (Pico B) foram de igual intensidade e registrados em +0,80
V e +0,77 V (vs. Ag/AgCl), respectivamente, conforme ilustrado na Figura 02.

Figura 02: Voltamograma ciclico obtido para o Ponceau 4R (5,010 mol L) sobre
eletrodo de carbono vitreo, em meio de solu¢do tampé&o Britton-Robinson (pH = 2),

apo6s 30 varreduras consecutivas de potencial a 50 mV s
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Fonte: Autoria Propria.
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Embora o grupamento -N=N- seja responsavel pelas principais caracteristicas
da molécula como corante alimentar, os Picos A e B estdo relacionados aos
fendbmenos de oxidacéo e reducdo do grupamento -OH que encontra-se em posicao
orto no naftaleno bisulfonado (carbonos a e B na posicdo 1,2) em relagdo ao grupo
cromoforo do analito (HUANG, ZENG e WANG, 2016). Fazendo esta consideracao,
0s processos redox do Ponceau 4R ocorrem por um mecanismo envolvendo um
elétron para cada processo de oxidacao e reducéo registrado.

A medida que se prossegue com as ciclagens, verifica-se que os valores de Ip e
Ep permanecem praticamente constantes, mesmo apés 30 varreduras consecutivas
de potencial, sugerindo que o transporte de massa do E-124 para a superficie do
eletrodo é controlada por difusdo, sem registro de adsorcao de reagentes ou produtos
da reacdo sobre a superficie de trabalho. Esta caracteristica é importante para
trabalhos eletroanaliticos, uma vez que a adsor¢cdo bloqueia a area eletroativa do
material, necessitando de um pré-polimento da superficie a cada nova medida, que
prejudica a reprodutibilidade das medidas.

Alem dos dados supracitados, as informacdes acerca da reversibilidade da
molécula foi também estudada com base no perfil voltamétrico do Ponceau 4R
registrado em funcdo da velocidade de varredura (v) do potencial eletrodico
(5 a 500 mV st). Como pode ser observado na Figura 03, a intensidade nos valores
de Ip, tanto para o processo anodico quanto catddico, aumentam de forma
proporcional e nao-linear com o aumento de “v’, seguido de um pequeno
deslocamento no valores de Ep. Todavia, a diferenca entre os valores de Ep anddico
e catédico permanece constantes e equivalente a 60 mV. Esse conjunto de
caracteristicas classifica o processo redox do Ponceau 4R sobre ECV como sendo
totalmente reversivel.

Em sistemas reversiveis, a velocidade da reacdo de transferéncia de carga é
elevada, de modo que a etapa de transferéncia de massa por difusdo torna-se uma
das principais variaveis para a cinética do processo eletrédico, estabelecendo um
equilibrio dindmico na interface do eletrodo. Para reacdes reversiveis, o coeficiente

de difuséo pode ser estimado de acordo com a equacao de Randles-Sevcik:

Ip = (2,69x105)n32AD*C:\lv
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Onde “n” é o numero de elétrons envolvidos no processo, “A” é a area do eletrodo em
cm?, “Co” é a concentracdo do analito na solugdo em mol mlt, e “Do” representa o
coeficiente de difusdo. Tomando por base o menor valor de “v” investigado e
considerando a area do eletrodo de trabalho como sendo 0,05 cm?, o valor teérico
observado de D, para o Ponceau 4R sobre ECV foi de 3,25x101° cm? s%, o que denota

rapida transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo.

Figura 03: Voltamograma ciclico obtido para Ponceau 4R (5,0x10°¢ mol L) sobre
eletrodo de carbono vitreo, em meio de solugdo tampéao Britton-Robinson (pH = 2),
usando velocidades de varredura de (a) 5, (b) 25, (c) 50, (d) 75, (e) 100, (f) 150,
(9) 200, (h) 250, (i) 300, (j) 400 e (k) 500 mV s.
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Fonte: Autoria Propria.

Apesar de se ter uma cinética eletrédica rapida na interface do eletrodo de
trabalho, observa-se que o ruido do sinal eletroanaliticos aumenta expressivamente
em valores de v = 200 mV s. Além disso, a medida que se aumenta a velocidade de
varrimento, também ocorre o aumento gradativo de Epi/2 paralelamente, diminuindo a
seletividade do procedimento para detectar o analito na presenca de possiveis

interferentes eletroativos na faixa de potencial estudada. Neste caso, a sensibilidade
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do procedimento torna-se mais expressiva em v < 150 mV s1. Tendo a velocidade de

50 mV st selecionada.
5.2 ESTUDO DO pH

Dentre os varios fatores que podem influenciar a sensibilidade na eletroanalise
de um determinado composto, o pH aparece como uma das variaveis mais criticas. O
carater préton-dependente deste composto sobre diferentes superficies eletrédicas ja
foi confirmado em outros estudos (Wang, 2015; Zhang 2014 A-C; Huang, 2016). No
presente trabalho, a eletroatividade do Ponceau 4R sobre ECV foi avaliado em
diferentes valores de pH, compreendidos entre o meio acido e o levemente basico

(1,0 < pH = 8,0), conforme indicado na Figura 04.

Figura 04: Voltamograma ciclico obtido para Ponceau 4R (5,0x10° mol L) sobre
eletrodo de carbono vitreo, em meio de solucdo tampéao Britton-Robinson com pH
ajustado (a) 1,0; (b) 2,0; (c) 4,0; (d) 6,0 e (e) 8,0; usando velocidades de varredura de
50 mV s
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Os resultados indicam que a eletroatividade do analito (transferéncias de cargas
e de massa no processo redox) diminui com o aumento do pH, como pode ser
verificado pela diminuigdo pronunciada nos valores de Ip, além do deslocamento de
Ep anddico e catédico para valores menos positivos. Foi observado também que os
valores de Epi2, bem como das correntes capacitivas que participam do sistema,
tornaram-se maiores com o aumento do pH do meio. Neste sentido, com foco na
sensibilidade e seletividade do método eletronalitico, utilizou-se solucdo tampéo
Britton-Robinson pH = 1,0 como condic&o otimizada para o eletrdlito nos experimentos

posteriores.

5.3 COMPONENTES DE CORRENTE DA VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

A fim de aumentar a intensidade das correntes faradaicas registradas no
processo redox do corante sobre o ECV para fins eletroanaliticos, o comportamento
redox da molécula também foi avaliado por VOQ. A Figura 05 apresenta as
componentes de corrente da VOQ obtidas para o Ponceau 4R (5,0x10® mol L"1) sob
condicBes otimizadas. Observa-se que as componentes de corrente direta e reversa
sdo de mesma intensidade e direcionadas para sentidos opostos, que é caracteristico
de sistemas reversiveis, conforme ja demostrado por VC.

A componente de corrente resultante foi a mais intensa e surge como resultado
da diferenca entre as correntes obtidas nas componentes direta e reversa. A titulo de
informacéo, a sensibilidade alcancada em termos de intensidade de Ip foi mais de dez

vezes maior na VOQ em comparacao ao obtido por VC, reafirmando a sensibilidade
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das técnicas de pulso. Segundo Pacheco (2013), na VOQ o modelo de amostragem
de corrente ocorre ao final da aplicacdo de cada pulso de potencial, de tal maneira
gue a participacdo das correntes capacitivas se torna negligenciavel, melhorando
significativamente a sensibilidade da técnica sobre a corrente total medida. Como o
sinal eletroanalitico da componente resultante apresentou picos mais estreitos, de
maior intensidade e com menor participacdo das correntes de fundo, a mesma foi

selecionada para a quantificacdo do analito.

Figura 05: Componentes de corrente da voltametria de onda quadrada registradas
para o Ponceau 4R (5,0x10° mol L) sobre eletrodo de carbono vitreo, em meio de
solucdo tampé&o Britton-Robinson (pH = 1,0), utilizando f =100 s, a=50 mV e AEs =
2mV.
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Fonte: Autoria Propria

5.4 ESTUDO DA FREQUENCIA

Entre as diferentes variaveis que controlam a resposta eletroquimica na VOQ,
os valores de “f” sdo criticos para que se alcance uma melhor sensibilidade do sinal,
ja que a velocidade de varredura nesta técnica € dada pelo produto desta variavel por
AEs (DANTAS, 2007). No presente trabalho, o efeito de f no comportamento
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eletroquimico do Ponceau 4R foi investigado no intervalo entre 10 a 250 s, conforme
ilustrado na Figura 06. Foi observado um aumento nao-linear de Ip a medida que o
valores de f aumentaram, enquanto que Ep permaneceu constante para toda a faixa
estudada; um comportamento esperado para moléculas que sofrem processo redox

totalmente reversivel e rapido sobre o eletrodo de trabalho.

Figura 06: Efeito da frequéncia sobre o perfil voltamétrico do Ponceau 4R
(5,0x10® mol L) sobre eletrodo de carbono vitreo, em meio de solucdo tampéao
Britton-Robinson (pH = 1,0), utilizando a = 50 mV e AEs = 2 mV. A insercéo refere-se

aos voltamogramas de onda quadrada obtidos para cada frequéncia.
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Fonte: Autoria Propria

Constatou-se ainda que o aumento das correntes torna-se menos pronunciado
para f 2 75 s, indicando que o controle difusional de transporte de massa do seio da
solucdo para a superficie do eletrodo passa a se tornar ainda mais critico em
velocidades mais elevadas. O aumento de f também proporcionou expressivas na
linha de base dos voltamogramas, que pode estar relacionada a mudancas na

reversibilidade e/ou na capacitancia do sistema (SANTOS, 2003). Para f = 200 s},
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observa-se aumento significativo no ruido do sinal analitico e perda de resolugéo do
pico analitico. Com base nessas informagdes, utilizou-se f = 150 s* como condicéo

otimizada para os experimentos subsequentes.

5.5 ESTUDO DA AMPLITUDE

A intensidade em que os pulsos de potencial sdo aplicados apresenta grande
influéncia sobre a sensibilidade seletividade do método, j& que podem influenciar
diretamente nos valores de Epi2. Para a faixa de “a” avaliada neste estudo (5 a 50
mV), constatou-se um efeito positivo em Ip, cujos valores aumentaram de forma linear

até a = 30 mV, como pode ser visto na Figura 07.

Figura 07: Efeito da amplitude sobre o perfil voltamétrico do Ponceau 4R
(5,0x10°® mol L) sobre eletrodo de carbono vitreo, em meio de solucdo tampéao
Britton-Robinson (pH = 1,0), utilizando f = 150 s* e AEs = 2 mV. A insergéo refere-se

aos voltamogramas de onda quadrada obtidos para cada amplitude.
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Pbde-se observar também que com o aumento da amplitude dos pulsos nao
houve deslocamentos significativos nos valores Ep, reafirmando o carater reversivel
da reacédo redox do Ponceau 4R sobre ECV.

Em adicdo, acima de 30 mV, constatou-se um aumento no ruido do sinal
eletroanalitico, além de um leve alargamento da onda voltamétrica, implicando em
perda de sensibilidade e seletividade para a determinacdo do analito. Baseando-se
neste discurso, foi utilizado a = 30 mV como condicéo ideal para a realizagdo dos

demais experimentos.

5.6 ESTUDO DO INCREMENTO

O incremento de varredura de potencial (AEs) pré-determina o modo pelo qual o
potencial é aplicado ao final de cada pulso, sendo também um fator determinante para
a velocidade da reacdo (PACHECO, 2013). Neste trabalho, este parametro foi
avaliado no intervalo de 1 a 5 mV, conforme indicado na Figura 08. O aumento desta
variavel influenciou positivamente na intensidade dos valores de Ip, de forma que as
correntes aumentaram linearmente em toda a faixa investigada. O aumento de AEs
também proporcionou o deslocamento de Ep para valores mais positivos, sugerindo
uma aparente influéncia deste parametro sobre as propriedades cinéticas e
mecanistica da molécula. O ruido do sinal tornou-se mais pronunciado a medida que
os valores de AEs aumentavam. Considerando que em AEs = 3 mV ainda se
observava uma boa relagéo sinal/ruido, com picos estreitos e de intensidade elevada,

esta condicéo foi utilizada nos experimentos posteriores.
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Figura 08: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o Ponceau 4R
(5,0x10°® mol L) sobre eletrodo de carbono vitreo, em meio de solu¢do tampéo
Britton-Robinson (pH = 1,0), utilizando f = 150 s, a = 30 mV e diferentes valores de
AEs. A insergao refere-se ao efeito de AEs sobre as correntes de pico.
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Fonte: Autoria Propria

5.7 CURVA ANALITICA

Uma vez otimizada as melhores condi¢cGes voltamétricas para a determinacao
do Ponceau 4R sobre o ECV (f = 150 s, a = 30 mV e AEs = 3 mV), foi construida a
curva analitica para a determinacao do analito (Figura 09), com faixa de concentracao
compreendida entre 1,0x107 a 2,2x10° mol L e coeficiente de correlacéo (r) de
0,9979, sugerindo uma baixa dispersao nos dados do seguimento linear e que o
método proposto é representativo para estimar a concentracao do analito presente na
célula eletroguimica. A sensibilidade do método eletroanaliticos proposto, avaliada em
temos de LD e LQ, foi equivalente a 9,8x10® e 3,3x107 mol L, respectivamente.
Essas medidas também foram acompanhadas de elevada preciséo, tendo em vista os
baixos desvios obtidos para as medidas intraday (%RSD = 2.3; n = 10) e interday
(%RSD = 4.7; n = 5) feitas com 0 1,0x10" mol L* do Ponceau 4R sobre ECV.
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Figura 09: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o Ponceau 4R sobre
eletrodo de carbono vitreo, na faixa de 1,0x107 a 2,2x10° mol L"! do analito, em meio
de solugdo tampéo Britton-Robinson (pH = 1,0), utilizando f = 150 s%, a=30 mV e
AEs = 3 mV. A inser¢do refere-se a curva analitica obtida com os voltamogramas, a
partir da relacéo entre a concentracdo do analito e as respectivas correntes de pico
registradas sobre o eletrodo de trabalho.
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Fonte: Autoria Prépria

Os ensaios de recuperacao do composto foram feitos em trés diferentes niveis
de fortificagdo (1,0x1077, 5,0x107 e 1,0x10° mol L'') e comparados ao valor tedrico.
Os percentuais de recuperacgao obtidos (90-96%) atestam a exatidao e confiabilidade
do método eletroanaliticos proposto para a eletroanalise do Ponceau 4R sobre ECV.
Novos testes estdo sendo conduzidos com a perspectiva de aplicar este procedimento

na deteccgdo e quantificagdo deste azo-composto em amostras de efluentes reais da
industria de alimentos.
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6 CONCLUSAO

Os estudos qualitativos, conduzidos por voltametria ciclica, mostraram que o
comportamento eletroquimico do Ponceau 4R sobre o eletrodo de trabalho foi
caracterizado por um processo reversivel, relacionado aos fendbmenos de oxidacao e
reducdo no grupamento -OH que encontra-se em posi¢cao orto ao cromoéforo -N=N-,
ambos ligados ao naftaleno bisulfonado do corante azoico. A molécula apresenta
carater préton-dependente, sendo que sua reatividade torna-se mais pronunciada em
meio acido. Nos fendmenos de superficie, o transporte de massa era rapido e
controlado por difusdo, sem fenbmenos de adsorcdo de reagentes e/ou produtos
sobre o eletrodo de carbono vitreo.

A quantificacdo do composto foi mais viavel por voltametria de onda quadrada,
tendo em vista a menor participacao de correntes capacitivas no sinal eletroanaliticos.
Utilizando as melhores condi¢des operacionais (solu¢cao tampao Britton-Robinson; pH
= 1,0) e voltamétricas (f = 150 Hz, a = 30 mV, AEs = 3 mV), foi possivel detectar o
analito com LD = 9,8x10® mol L. Por meio dos estudos de repetibilidade (%RSD <
5,0%) e recuperagao (= 90%), ficou comprovado a eficiéncia do método proposto para
a eletroanalise do Ponceau 4R. O conjunto das figuras de mérito permite-nos inferir
gue esta metodologia podera ser aplicada com éxito na deteccdo e quantificacdo
deste corante em matrizes complexas, a exemplo dos efluentes da industria de

alimentos.
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8 Anexol

Corantes identificados pelo INS

Corantes organicos sintéticos idénticos aos naturais
INS Nome do aditivo alimentar
160 ai | Beta-caroteno (sintético idéntico ao natural)
150 b | Caramelo Il — processo sulfito caustico
150 ¢ | Caramelo Il — processo ambnia
150d | Caramelo IV — processo sulfito-amonia
CORANTES ARTIFICIAIS
INS NOME DO ADITIVO ALIMENTAR
102 Tartrazina, laca de Al
104 Amarelo de quinoleina
120 Amarelo sunset, amarelo crepusculo FCF, laca de Al
122 Azorrubina
123 Amaranto, bordeaux S, laca de Al
124 Ponceau 4R, laca de Al
127 Eritrosina, laca de Al
128 Vermelho 2G
129 Vermelho 40, vermelho allura AC, laca de Al
131 Azul patente V, laca de Al
132 Indigotina, carmim de indigo, laca de Al
133 Azul brilhante FCF, laca de Al
143 Verde rapido FCF, verde indelével, fast green FCF, laca de Al
151 Negro brilhante BN, negro PN
155 Marrom HT
180 Litol rubina BK
CORANTES ORGANICOS NATURAIS
INS NOME DO ADITIVO ALIMENTAR
100i | Cdrcuma, curcumina
1011 | Riboflavina

a7



101 ii Riboflavina 5” fosfato de soédio

120 Carmim, cochonilha, acido carminico, sais de Na, K, NH4 e Ca
140 i Clorofila

140 ii Clorofilina

141i | Clorofila cuprica

141 ii | Clorofilina cuprica, sais de Na e K

150 a | Caramelo | — simples

153 Carvao vegetal
160 a ii | Carotenos: extratos naturais

160 b | Urucum, bixina, norbixina, annatto extrato e sais de Na e K
160 ¢ | Paprica, capsorubina, capsantina

160d | Licopeno

160 e | Beta-apo-8’- carotenal

160 f | Ester metilico ou etilico do acido beta-apo-8 carotendico
161 b | Luteina

161 g | Cantaxantina

162 Vermelho de beterraba, betanina

163 i | Antocianinas (de frutas e hortalicas)

163 ii Extrato de casca de uva

CORANTES INORGANICOS

INS NOME DO ADITIVO ALIMENTAR

171 Di6xido de titanio

1721 | Oxido de ferro, preto

172 i Oxido de ferro, vermelho

172 iii | Oxido de ferro, amarelo

173 Aluminio

174 Prata

175 Ouro

Fonte: ANVISA, 11/2006 FRENTE A RESOLUCAO N° 44/CNNPA, DE 1977
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