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Resumo: Os corantes alimenticios (CAs) possuem a importante funcdo de melhorar
a aparéncia e o sabor dos alimentos. Existem dois tipos de CAs, os artificiais, que séo
obtidos por sintese quimica e os naturais, que sdo extraidos de fontes naturais.
Porém, o aumento da publicidade dos efeitos nocivos causados pelo uso de CAs
sintéticos, assim como, das restricées de uso de varios tipos de CAs sintéticos, tem
ajudado a aumentar o interesse na sua substituicdo por CAs naturais. O urucum, um
corante natural extraido de sementes da Bixa orellana, tem o Brasil, como um dos
seus maiores produtores e exportadores. O objetivo deste trabalho é analisar a
qualidade de colorificos, que contenham o urucum, utilizando as técnicas de FTIR-
UATR, juntamente as analises estatisticas multivariadas. A identificagdo da banda
analitica do urucum, localizada 1716 cm, permitiu a identificacdo do urucum dentro
dos espectros infravermelhos dos colorificos comerciais, sem necessitar de sua
extracdo dos colorificos analisados. Uma das amostras dos colorificos obtidos, teve
seus espectros retirados antes e depois de seu prazo de validade (uma vez por més,
por trés meses, apds seu prazo de validade). Utilizando as andlises multivariadas, nos
espectros dessa amostra, foi possivel observar que houve uma alteracéo significativa
em seu espectro ao longo do tempo, indicando que, essa altera¢ao, possa ter sido,
principalmente, causada pelo seu contato com o ar atmosférico e sua umidade e com
a luminosidade do local onde foi armazenada.

Palavras-chave: urucum; colorificos alimenticios; andlise de qualidade; FTIR-UATR;
analise estatistica multivariada.

Abstract: Food colorings (FCs) have the important function of improving the
appearance and flavor of foods. There are two types of FCs: the artificial ones, which
are obtained by chemical synthesis, and the natural ones, which are extracted from
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natural sources. However, the increased publicity about the harmful effects caused by
the use of synthetic FCs, as well as the restrictions on the use of various types of
synthetic FCs, have helped to increase the interest in their replacement with natural
FCs. Urucum, a natural FC extracted from Bixa orellana seeds, has Brazil as one of its
largest producers and exporters. The aim of this study is to analyze the quality of FCs
which contain urucum, using FTIR-UATR techniques, together with multivariate
statistical analyses. The identification of the analytical band of urucum, located at 1716
cm?, allowed the identification of urucum within the infrared spectra of commercial
FCs, without requiring its extraction from the analyzed FCs. One of the FC samples
obtained had its spectra taken before and after its expiration date (once a month, for
three months after its expiration date). Using the multivariate analyses in the spectra
of this sample, it was possible to observe that there was a significant change in its
spectrum over time, indicating that this change may have been caused mainly by its
contact with atmospheric air and its humidity, as well as with the light of the place
where it was stored.

Key words: urucum; food colorings; quality analysis; FTIR-UATR; multivariate
statistical analysis.
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1 INTRODUCAO

Os corantes alimenticios (CAs) tém desempenhado um papel importante ao
longo da histéria, visando melhorar a aparéncia e o sabor dos alimentos (Chamone et
al., 2020; Santos et al., 2022). A cor de um produto €, frequentemente, avaliada e
associada ao sabor pelos consumidores, portanto, constitui um fator importante para
produtos comerciais comestiveis (Demczuk Jr & Ribani, 2015). Existem dois tipos de
CAs, os artificiais que sao obtidos por sintese quimica e 0s naturais que sao extraidos
de matrizes naturais (de Toledo et al., 2021; Santos et al., 2022). O desenvolvimento
de métodos de padronizacao e, consequentemente, a facilidade da padronizacédo dos
CAs sintéticos, em conjunto a sua grande disponibilidade, possibilitaram o aumento
de sua aplicacéo e de seu consumo. No entanto, muitos dos CAs sintéticos utilizados
no passado sao téxicos e representam um potencial de risco para a saude humana
(José et al., 2019).

A crescente divulgacéo dos efeitos nocivos dos CAs sintéticos e de restricées do
uso de varios tipos de CAs sintéticos tem contribuido para a geracao de interesse na
substituicdo de CAs artificiais por CAs naturais, que sao considerados uma alternativa
mais saudavel do que os sintéticos e apresentam efeitos benéficos a saulde,
principalmente, pelo seu poder antioxidante e seus efeitos anti-inflamatérios (Chisté
etal., 2011; Constant et al., 2021; de Toledo et al., 2021; Santos et al., 2022; Baptistao
et al., 2023; Costa et al., 2023).

Entre os diversos tipos de CAs naturais, pode-se encontrar 0 urucum, que tem
como origem as sementes da planta Bixa orellana encontrada em regides tropicais da
América Central e do Sul (Fontinele et al., 2018; Araujo et al., 2019; Silva et al., 2020;
de Toledo et al., 2021). Da camada que envolve essas sementes, extrai-se 0 corante
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ou pigmento, que se destaca pela sua coloracdo amarelo alaranjada e que contém os
carotenoides bixina e norbixina, sendo que, a bixina, é o principal pigmento causador
da coloracdo do urucum, pois representa aproximadamente 80 % dos carotenoides
presentes nele (Olegéario & dos Santos, 2014; Furini et al., 2021; de Toledo et al.,
2021). A molécula da bixina possui dois grupos carboxilicos, sendo um deles com um
éter metilico (Demczuk Jr & Ribani, 2015). A acdo oxidante da bixina é sugerida por
causa da presenca de nove duplas ligagdes conjugadas alternadas na sua estrutura,
gue atuam como capturadores de radicais livres (Santos et al., 2022). Uma vez isolada
da semente, a bixina torna-se muito vulneravel a degradacdo, podendo sofrer
decomposicéo pela acao de calor, luz e oxidacdo (da Silva et al., 2020; Constant et
al., 2021). Consequentemente, os compostos do urucum, também sofrem uma grande
interferéncia das condicbes de processo e a sua decomposicdo ainda pode ser
potencializada por determinados solventes (Lucarini et al., 2017; da Silva et al., 2020).

O urucum é uma das principais fontes de CAs naturais utilizados mundialmente
e tem gerado um aumento de interesse em varios setores, como por exemplo, nas
industrias de alimentos, nas quais é aplicado como CA em derivados lacteos,
embutidos, doces, licores, sorvetes e margarinas e em outros ramos industriais, que
também fazem uso de suas propriedades tintoriais, como a industria téxtil, a de
cosmeéticos e a de tintas e vernizes (Olegario & dos Santos, 2014; de Sousa & de
Faria, 2014; Demczuk Jr & Ribani, 2015; Balan, 2017; Chamone et al., 2020;
Goncalves et al., 2020; de Toledo et al., 2021; Santos et al., 2022). O urucum também
possui propriedades versateis e benéficas para a saude, como a capacidade de
reduzir inflamacdes, inibir o crescimento de fungos e bactérias, além disso, também é
rico em antioxidantes que combatem os radicais livres, que s&o associados a doencas
cerebrais, cardiacas e cancerigenas (Stuetz et al., 2017; Carvalho et al., 2022).

O mercado de CAs naturais cresce a cada ano, em razdo da crescente procura
por produtos saudaveis e, como seu movimento financeiro é estimado em US$ 2,9
bilhdes, os investimentos em pesquisas para aprimorar a qualidade e a estabilidade
de produtos naturais, estdo ganhando forca, o que confere grande importancia a
estudos sobre CAs naturais como o urucum (Lucarini et al., 2017; Constant et al.,
2021; Santos et al., 2022; Baptistao et al., 2023).

Impulsionado pela crescente demanda mundial e doméstica por produtos
saudaveis e naturais, o Brasil se destaca como o maior produtor mundial de CAs e
sementes de urucum (Chisté et al., 2011; Baptistdo et al., 2023). De acordo com o
IBGE, em 2019, a producédo brasileira de sementes de urucum, foi de 15.625
toneladas.

A espectroscopia no infravermelho estuda movimentos vibracionais de
moléculas pela absor¢édo da radiacao infravermelha, sendo que, a regido de 4000 a
400 cm* de um espectro de absorcéo no infravermelho, contém diversas informacgées
sobre as estruturas e conformacgdes dos constituintes moleculares de uma amostra
(Barbosa, 2007; Smith, 2011). A aplicacdo de técnicas de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-UATR), a analises estatisticas
multivariadas, € um método de anadlise rapido, ndo destrutivo, de baixo custo e
frequentemente utilizado em analises de qualidade de alimentos (Lucarini et al., 2017;
Ferreira et al., 2021; Ordoudi et al., 2023).Portanto, o presente trabalho teve como
objetivo, estudar a aplicagdo de técnicas de FTIR-UATR, acopladas as andlises
estatisticas multivariadas, para obter e analisar espectros infravermelhos do urucum
e de CAs comerciais que o contenham.
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2 METODOLOGIA

A amostra urucum foi obtida por meio de sementes da planta Bixa orellana, que
foram adquiridas em mercados especializados na cidade de S&o Paulo (SP, Brasil).
Dos seis CAs, todos contendo urucum e de origem brasileira que foram obtidos, quatro
foram adquiridos por meio de supermercados e dois foram por meio da feira livre,
sendo ambos localizados na cidade de Séo José dos Campos (SP, Brasil). Além dos
seis CAs adquiridos, também foram obtidas amostras de fub& e de 6leo soja, pois
ambos séo frequentemente utilizados na producao de CAs contendo urucum (Santos
et al., 2022).

As amostras dos seis CAs comerciais adquiridos, a partir deste ponto, foram
divididos nos grupos: A; B; C; D; E; F; onde cada letra representa uma amostra de um
CA diferente, sendo que, as amostras A, C, D e E, pertencem aos quatro CAs obtidos
em supermercados e as amostras B e F, pertencem aos CAs obtidos na feira livre.
Fotos de todas as amostras (A — F), estdo apresentadas na Figura 1.

Figura 1 - Amostras A, B, C, D, E e F, dos colorificos alimenticios comerciais, contendo urucum.

Fonte: autores.

Na Figura 1, observa-se que a diferenca nas coloragbes das amostras A — F,
indica possiveis variacdes nas concentracdes de urucum dos CAs obtidos.

O Quadro 1 mostra as informacdes disponiveis sobre os principais ingredientes
presentes nos CAs analisados, segundo as indicagcbes de suas respectivas
embalagens.
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Quadro 1 - Informacdes disponiveis sobre os seus respectivos ingredientes dos colorificos
alimentares (CAs) A,B,C,D,EeF.

CAs Principais Ingredientes

A | Fuba enriquecido com ferro e &cido félico, suspenséo oleosa de urucum, glaten, urucum

B | Sem informacdes disponiveis sobre seus ingredientes

C | Oleo de soja e derivados de soja, urucum

Fuba enriquecido com ferro e &cido folico, possivel presenca de soja, amendoim, trigo,
castanha de caju, castanha do para e castanhas, corante de urucum

E Fuba, urucum

F | Sem informacdes disponiveis sobre seus ingredientes

Fonte: autores.

Como as amostras B e F, foram obtidas na feira livre, os seus respectivos CAs
sdao vendidos nas quantidades que os consumidores desejam comprar e,
consequentemente, ndo possuem embalagens ou rétulos, que possuam informacdes
sobre seus respectivos ingredientes. Porém, ao analisar os ingredientes das amostras
A, C, D e E, pode-se observar, que a maioria possui 6leo de soja e que todos possuem
fuba. Sendo assim, além dos espectros infravermelhos do urucum e das amostras A,
B, C, D, E e F, dos CAs comercializados, que contém o urucum, espectros de
amostras de fuba e de 6leo de soja também foram obtidos.

A técnica de FTIR-UATR foi utilizada para obter os espectros de absorcao no
infravermelho de todas as amostras. Foram obtidos e analisados 5 espectros para
cada uma das amostras, totalizando 45 espectros, na faixa de 4000 a 450 cm™, com
resolucdo de 4 cm™, no modo de reflexdo, com 32 varreduras por espectro, a uma
temperatura controlada de 20 °C, utilizando o espectrofotometro Spectrum Spotlight
400 FTIR, da PerkinElmer.

Todos os espectros obtidos foram processados, utilizando o software Spectrum
5.3 e 10,3 (ambos da PerkinElmer), onde foram realizadas as correcfes de linha de
base, a suavizagdo espectral utilizando o algoritmo Savistzky Golay (9 pontos), a
conversdo dos espectros em transmitancia em espectros em absorbancia e
normalizac&o dos espectros, em absorbancia, nessa exata ordem. A normalizagao foi
realizada considerando a intensidade da banda mais acentuada como uma unidade.

O software Origin 8.5 foi utilizado para construc¢éo dos graficos e para a ANOVA
e o software Minitab 8.0, para a realizar as analise estatisticas multivariadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 ESPECTRO INFRAVERMELHO MEDIO DO URUCUM E SUAS ATRIBUICOES
APROXIMADAS.

A Figura 2 mostra o espectro infravermelho médio do urucum, em transmitancia,
com numeracdo de suas bandas caracteristicas, sendo que, suas atribuicbes
aproximadas, baseadas na literatura, estdo demonstradas no Quadro 2.

Figura 2 - Espectro infravermelho médio, em transmiténcia, do urucum, com os picos que foram
atribuidos e numerados.
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Fonte: autores.

Quadro 2 - Modos vibracionais e atribuicdes aproximadas do espectro médio do urucum.

N° | Nimero de onda (cm™) | Modos vibracionais e atribuicdes aproximadas

1 3277 Estiramento da ligagdo O-H do grupo COOH

2 3010 Estiramento da ligagdo =C-H sp?

3 2919 Estiramento assimétrico da ligacdo C-H sp®

4 2852 Estiramento simétrico da ligagdo C-H sp®

5 1716 Estiramento da ligacdo C=0 do grupo COOH

6 1608 Estiramento da ligacdo C=0 do grupo COOR

7 1562 Estiramento da ligagdo C=C dos dienos conjugados

8 1425 Deformacéao angular assimétrica no plano da ligagdo C-H

9 1377 Deformacao angular simétrica no plano da ligacao C-H

10 1288 Combinacéo da deformacéo angular de OH e do estiramento C-O
11 1254 Combinacao da deformacéo angular de OH e do estiramento C-O
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12 1209 Combinacéo da deformacéo angular de OH e do estiramento C-O
13 1159 Estiramento da ligacdo C-O do grupo COOH

14 1011 Estiramento da ligacdo C-O do grupo COOR

15 962 Deformac&o angular fora de plano da C-H sp?

16 827 Deformacédo angular fora de plano C-H sp?

17 682 Deformacéao angular fora do plano de O-H

Fonte: Barbosa (2007); Smith (2011); Fontinele et al. (2018); Costa et al. (2023).

As bandas dos modos vibracionais do estiramento da ligacdo O-H juntamente as
de estiramento da ligacdo C-H sp?®, sdo encontradas na regido de 3300 a 2800 cm™.
O alargamento da banda em 3277 cm, indica forte interacdo intermolecular através
da ligacdo O-H. A banda em 1716 cm™ é atribuida como carbonila do éster, indicativo
da presenca de bixina (Costa et al., 2023). Além disso, também séo encontradas as
bandas de estiramento da ligagdo C=C, estiramento da ligacdo C-O, deformacao
angular da ligacdo C-H, estiramento C-H sp?.

3.2 OBTENCAO DOS ESPECTROS INFRAVERMELHOS DAS AMOSTRAS DOS
COLORIFICOS ALIMENTICIOS CONTENDO URUCUM.

Os espectros infravermelhos médios, em absorbancia e normalizados, das
amostras A — F, dos CAs contendo urucum, estdo apresentados na Figura 3.

Figura 3 - Espectros infravermelhos médio, em absorbéncia e normalizados, das amostras A, B, C, D,
E e F, dos colorificos alimenticios, contendo urucum.
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Fonte: autores.

Com finalidade de identificar as bandas do urucum nos espectros dos CAs, 0s
espectros médios do fub& e do 6leo de soja foram obtidos e comparados pico a pico
com o do urucum, uma vez que, ambos ingredientes estao presentes na maioria das
amostras obtidas (Quadro 1). A comparacao visual dos espectros infravermelhos
médios, em absorbancia, do urucum, do fuba e do éleo de soja, esta apresentada na
Figura 4.

Figura 4 - Comparacéo visual dos espectros médios, em absorbancia, do 6leo de soja, do fub4 e do

urucum.
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Fonte: autores.

Observa-se que o espectro médio do 6leo de soja possui uma banda intensa em
1742 cm™ e o de fuba possui duas bandas nesta regido, uma em 1741 cm™ e outra
em 1708 cm. Como a resolucéo do espectrofotdmetro utilizado é de 4 cm™, conclui-
se que, estes dois excipientes, ndo possuem uma banda em 1716 cm. Portanto,
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como a banda em 1716 cm esta presente somente no espectro médio do urucum,
ela pode ser utilizada como uma banda marcadora que indica a presenca do urucum
nos CAs. Por fim, para verificar a presenca e o contorno da banda marcadora do
urucum, localizada em 1716 cm?, a Figura 5 apresenta a superposicdo dos espectros
médios, em absorbancia, das amostras A — F, dos CAs obtidos.

Figura 5 - Superposi¢cao dos espectros infravermelhos médios, em absorbancia e normalizados, das
amostras A, B, C, D, E e F, dos colorificos alimenticios contendo urucum.
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Fonte: autores.

Pode-se observar na Figura 5 que, visualmente, os contornos de bandas e o
namero de picos se assemelham, tornando dificil detectar as diferencas espectrais
entre as amostras A, B, C, D, E e F. Observa-se, também, que a alteracdo das
intensidades relativas das bandas em 1750 cm, que podem ser correspondentes as
bandas do 6leo de soja e do fuba (Figura 4) e nas bandas localizadas na regiao de
1100 a 900 cmt, apresentam variagdes nas suas intensidades relativas e contornos,
0 que sugere variacdes na composicao dos CAs analisados. Desta forma € necessario
recorrer a célculos matematicos e estatisticos para discutir os graus de similaridade
entre os espectros das amostras A — F.

3.3 ESTUDO DA SIMILARIDADE DOS COLORIFICOS ALIMENTICIOS DENTRO DE
SEUS RESPECTIVOS PRAZOS DE VALIDADE.

Para as andlises de componentes principais (PCA) e de agrupamentos
hierarquicos (HCA), foram utilizados cinco espectros para cada um das amostras (A —
F), sendo que, todos os espectros analisados jaA estavam em absorbéancia e
normalizados.

As regides dos espectros que foram analisadas pela HCA, para obter o
dendrograma apresentado na Figura 6, foram a de 3000 a 2800 cm™ e 1800 a 800
cm?, sendo que, a numeracdo dos espectros das amostras analisadas pela HCA, foi
realizada na seguinte forma:

e Espectros da amostra A:1a5
Espectros da amostra B: 6 a 10
Espectros da amostra C: 11 a 15
Espectros da amostra D: 16 a 20
Espectros da amostra E: 21 a 25
Espectros da amostra F: 26 a 30
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Figura 6 - Dendrograma das regides de 3000 a 2800 cm™ e 1800 a 800 cm, dos espectros
infravermelhos, em absorbancia e normalizados, das amostras A, B, C, D, E e F, dos colorificos
alimenticios contendo urucum.
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Fontes: autores.

Observa-se no dendrograma, da Figura 6, a formacgéo de quatro agrupamentos
principais, sendo importante também notar a similaridade entre os espectros da
amostra A (1 a 5), que se agruparam com os da amostra E (21 a 25) e, especialmente,
entre os espectros da amostras B (6 a 10), que se agruparam com os da amostra F
(26 a 30), uma vez que, as amostras B e F, sdo as unicas duas amostras pertencentes
a CAs adquiridos em uma feira livre. Os coeficientes de similaridades dos principais
agrupamentos, estédo apresentados no Quadro 3.

Quadro 3 - Coeficientes de similaridade do dendrograma das regides de 3000 a 2800 cm™ e 1800 a
800 cm'?, dos espectros infravermelhos em absorbancia e normalizados, das amostras A, B, C, D, E e
F, dos colorificos alimenticios contendo urucum.

Amostra Numeracédo dos espectros Similaridade do agrupamento (%)

AeE (1ab)e(21a2b) 76,90
BeF (6 a10) e (26 a 30) 82,84
(AeE)e(BeF) (la5e2la25)e(6alle26a30) 4,02
C (11 a 15) 95,71
D (16 a 20) 53,33

CeD (11 a 15) e (16 a 20) -344,64

A, B,C D EeF (1 a30) -494,08

Fonte: autores.

Baseando-se nos dados apresentados no Quadro 3, observa-se que 0s
espectros da amostra C (11 a 15) formaram o agrupamento com espectros de
somente um CA, com a maior similaridade entre si. Além dos espectros da amostra
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C, os espectros da amostra D (16 a 20), foram os Unicos espectros que também
formaram um agrupamento isolado, porém, apresentaram uma similaridade inferior a
do agrupamento dos espectros da amostra C. E importante lembrar que, conforme o
Quadro 1, a amostra D, é a amostra que possui a maior variedade de ingredientes.
Portanto, sugere-se que a diversidade de ingredientes presentes na amostra D
contribuiu na discriminacdo de seus espectros e, consequentemente, diminuido a
similaridade de seu agrupamento.

Observando os espectros da Figura 5, pode-se notar que a intensidade relativa
da banda marcadora do urucum, localizada em 1716 cm, varia entre os espectros
das amostras A, B, C, D, E, F. Sabe-se que a intensidade de uma banda em um
espectro infravermelho, em absorbancia, pode se relacionar com a quantidade de um
determinado composto presente na amostra. O célculo de intensidade relativa da
banda marcadora, localizada em 1716 cm?, foi realizado, com objetivos de verificar o
teor de urucum utilizados na preparacao dos CAs obtidos, sendo que, os resultados
desse calculo para as amostras A, B, C, D, E e F, estdo apresentados no Quadro 4 e
na Figura 7.

Quadro 4 - Intensidade relativa da banda 1716 cm™, nos espectros infravermelhos médios, em
absorbancia e normalizados, das amostras A, B, C, D, E e F, dos colorificos alimenticios contendo

urucum.
Amostras l1716 Desvio Padrao

A 0,19000 0,0003

B 0,18183 0,0002

C 0,28277 0,0009

D 0,37313 0,0015

E 0,15113 0,0007

F 0,17783 0,0002

Fonte: autores.
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Figura 7 - Histograma das intensidades relativas da banda 1716 cm, nos espectros infravermelhos
médios, em absorbancia e normalizados, das amostras A, B, C, D, E e F, dos colorificos alimenticios
contendo urucum.
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0,15
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0,05
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Amostras

Fonte: autores.

Observa-se no Quadro 4, que as bandas de 1716 cm™* mais intensas, pertencem
as amostras C e D. Utilizando a Figura 7 e o Quadro 4, pode-se demonstrar, que as
intensidades relativas da banda 1716 cm™ das amostras C e D, em relacdo as das
outras amostras e entre si, possuem diferencas estatisticamente significativas.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS MULTIVARIADAS DE UM COLORIFICO
ALIMENTICIO CONTENDO URUCUM, ANTES E APOS SEU PRAZO DE VALIDADE.

Com o objetivo de verificar se haveria alteracdes espectrais com o decorrer do
tempo, apds o prazo de validade de um dos CAs, foram obtidos cinco espectros do
CA B, dentro de seu prazo de validade, vencido ha 1 més, vencido ha 2 meses e
vencido ha 4 meses, gerando um total de 20 espectros, que tiveram seus respectivos
espectros médios apresentados na Figura 8.
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Figura 8 - Superposicao espectros infravermelhos, em absorbéncia e normalizados, do colorifico
alimenticio B dentro e fora do seu prazo de validade.

—— Vencido ha 4 meses
. —— Vencido ha 2 meses
—— Vencido ha 1 més
—— Nao vencido

—

Absorbancia
| 1 1 1 1 1

L

i 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' I ' 1 i 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm'1)
Fonte: autores.

Observa-se que 0s espectros apresentados na Figura 8, possuem numero de
picos e o contorno de bandas semelhantes e ndo apresentam o aparecimento ou
desaparecimento de bandas, o que dificulta sua diferenciagao utilizando apenas uma
inspecao visual. No entanto, observam-se variagdes de intensidades relativas em
algumas bandas na regido de 1800 a 1500 cm™. Portanto, para verificar se estas
diferencas sdo estatisticamente significativas, torna-se necessario recorrer aos
calculos matematico e estatistico, para que se possa discutir os graus de semelhanca
entre 0s espectros.

Utilizando as analises estatisticas multivariadas HCA e PCA, nas regifes de
3000 a 2800 cm™ e de 1800 a 800 cm™, dos espectros infravermelhos médios, em
absorbancia e normalizados, do CA B, dentro e fora de seu prazo de validade, obteve-
se o dendrograma apresentado na Figura 9, sendo que, 0s espectros analisados
foram numerados na seguinte forma:

Espectros do CA B dentro do seu prazo de validade: 1 a 5;
Espectros do CA B vencido ha 1 més: 6 a 10;

Espectros do CA B vencido ha 2 meses: 11 a 15;
Espectros do CA B vencido ha 4 meses: 16 a 20.
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Figura 9 - Dendrograma das regides de 3000 a 2800 cm™ e de 1800 a 800 cm*, dos espectros
infravermelhos, em absorbancia e normalizados, do colorifico alimenticio B dentro e fora do seu prazo
de validade.

Dendrograma
Ligagdo de Ward; Distancia Euclideana

-372,11-

-214,74

Similaridade

-57,37

100,00 Lt == = 1

1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Fonte: autores.

O dendrograma apresentado na Figura 9, apresenta um separacao perfeita dos
espectros em quatro agrupamentos, pois todos 0s agrupamentos sdo compostos
somente por espectros retirados da mesma amostra, indicando que todas as regides
analisadas possuem diferencas estatisticamente significativas entre si, incluindo as
regides dos espectros do CA B vencido ha apenas 1 més.

As variacdes responsaveis pela separacao perfeita dos espectros (Figura 9), sdo
geradas em um processo natural causado pela interacdo do CA B com o ar
atmosférico e pela incorporacdo de sua umidade, assim como, pela influéncia da
luminosidade do ambiente em que o CA B foi armazenado. Essas alteragcbes
espectrais indicam que possiveis variacdes estruturais na composicdo biomolecular
do CA B, podem ocorrer ao decorrer do tempo, ap0s seu prazo de validade.

Para analisar, minuciosamente, as similaridades entres 0s agrupamentos
apresentados na Figura 9, os coeficientes de similaridade destes agrupamentos estao
apresentados no Quadro 5.
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Quadro 5 — Coeficientes de similaridade do dendrograma das regies de 3000 a 2800 cm™ e 1800 a
800 cm™, dos espectros infravermelhos, em absorbancia e normalizados, do colorifico alimenticio B

dentro e fora do seu prazo de validade.

= Similaridade do
Amostra Numeracédo dos espectros
agrupamento (%)
Dentro do prazo de validade (1ab) 93,55
Vencido ha 1 més (6 a10) 85,31
Dentro do prazo de validade
Vencido ha 1 més (1as)e(6al0) 41,95
Vencido ha 2 meses (11 a 15) 78,02
Vencido ha 4 meses (16 a 20) 86,57
Vencido h4 2 més
vencido ha 4 meses (11a15)e (16 a20) -301,66
Todas as amostras (dentro e
fora do prazo de validade) (1220) -372,11

Fonte: autores.

Tendo em mente, que um coeficiente de similaridade negativo indica que ndo ha
similaridade entre dois agrupamentos, ao analisar os resultados apresentados no
Quadro 5, pode-se observar que, além de todos os principais agrupamentos formados
serem estatisticamente diferentes, suas diferencas aumentam cada vez mais
rapidamente ao passar do tempo, uma vez que, o coeficiente de similaridade entre os
agrupamentos dos espectros do CA B vencido ha 2 meses e ha 4 meses (- 301,66 %),
€ aproximadamente sete vezes menor do que o coeficiente de similaridade dos
agrupamentos dos espectros do CA B dentro do seu prazo de validade e vencido ha
1 més (- 41,95 %).

Com o intuito de determinar qual regido mais contribuiu para a separagao perfeita
dos espectros do CA B dentro e fora de validade (Figura 9), as regides de 3000 a 2800
cm! e 1800 a 800 cm?, foram analisadas novamente, utilizando a HCA,
separadamente, nas seguintes regioes:

e Regido de 3000 a 2800 cm™: a
e Regido de 1800 a 1500 cm™: B
e Regido de 1499 a 1190 cm™: y
e Regido de 1189 a 800 cm™: &

Os dendrogramas obtidos, utilizando a HCA nas regides a, B, y e 6, dos
espectros infravermelhos, em absorbéancia e normalizados, do CA B, dentro e fora do
seu prazo de validade, estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Dendrograma das regides a, 3, y € 8, dos espectros infravermelhos, em absorbancia e
normalizados, do colorifico alimenticio B dentro e fora do seu prazo de validade.
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Fonte: autores.

Observa-se que o dendrograma da regido & (1189 a 800 cm™) da Figura 10, é
mais semelhante ao da Figura 9, que analisa a regido 3000 a 2800 cm™ e de 1800 a
800 cm™. Na regido & (1189 a 800 cm?), encontram-se as bandas mais intensas, dos
modos vibracionais da ligacdo C-O, presentes no espectro infravermelho do CA B.
Portanto, sugere-se que a regiao 0, foi a que apresentou a maior contribuicdo na
discriminacéo dos espectros do CA B, dentro e fora de seu prazo de validade.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A banda analitica em 1716 cm, atribuida a vibracédo da ligacdo C=0 do grupo
COOH, no espectro infravermelho do urucum, permitiu a sua identificacdo nos CAs
obtidos, sem necessitar sua extracao dos CAs.

A utilizacdo de analises estatisticas multivariadas, possibilitou a discriminacao
dos espectros dos seis CAs obtidos. Mostrou-se que o agrupamento dos CAs (A e E)
e (B e F), apresentaram um coeficiente de similaridade igual a 76,90 % e 82,84 %,
respectivamente. O maior coeficiente de similaridade, de um agrupamento constituido,
por todos os espectros de somente um CA, foi encontrado no agrupamento do CA D,
gue apresentou um valor igual a 95,71 %, sendo assim, 0 agrupamento com a maior
homogeneidade entre seus espectros. O calculo de intensidade relativa da banda de
1716 cm?, indicou que as amostras dos CAs estudadas, apresentam concentracoes
diferentes de urucum, sendo a maior intensidade relativa encontrada no espectro do
CAD.

As técnicas espectroscopicas FTIR-UATR, acopladas a analises estatisticas
multivariadas, demonstraram que o CA B, ap6s seu prazo de validade, sofreu
alteracéo ao longo do tempo, que foram influenciadas, principalmente, pela interacao
do CA B com o ar atmosférico, pela incorporacéo de umidade e pela luminosidade, do
local onde foi armazenado. Utilizando a HCA, também foi possivel determinar, que foi
a regido espectral regido de 1189 a 800 cm™ que mais contribuiu para diferenciacdo
dos espectros do CA B, antes e apds seu prazo de validade.

O presente trabalho mostra o potencial do uso das técnicas espectroscépicas
FTIR-UATR, acopladas a analises estatisticas multivariadas, na analise de qualidade
de alimentos, pois, como foi demonstrado, essas técnicas podem ser utilizadas para
criar um método de analise de qualidade rapido, eficiente, preciso e ndo destrutivo.
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