
Disciplina: 7500043 - Análise Instrumental I 

Ano: 2022/1 

Curso: Análise Instrumental I 

Professores da disciplina: 
Juliana Cristina Barreiro 
Emanuel Carrilho

Capítulo 16 - Espectrometria no infravermelho 



Espectrometria no infravermelho 

- Desvios instrumentais são mais comuns - devido as bandas serem mais 

estreitas aumentando a probabilidade de sobreposição; 

- FTIR - não dispersivo, no entanto como em qualquer análise 

quantitativa requer o uso de curvas de calibração. 

Desvantagens 

- Não-obediência à Lei de Beer e a complexidade dos espectros.

Lei de Beer

A=log P solvente / P solução



Espectrometria no infravermelho 

Espectrometria de reflexão no IR-médio 

Aplicações: amostras sólidas - filmes, fibras de polímeros, alimentos, borrachas, 

produtos agrícolas, dentre outros. 

- Reflexão especular; 

- Reflexão difusa (DRIFTS - diffuse-reflectance IR Fourier transform 

spectrometry; 

- Reflexão interna; 

- Reflexão total atenuada ATR - (attenuated total reflectance).



Espectrometria no infravermelho 

- Reflexão difusa (DRIFTS - diffuse-reflectance IR Fourier transform 

spectrometry; 

- mínimo de preparo de amostra; 

- Permite que dados espectrais sejam coletados com amostras que não foram 

alteradas apreciavelmente em relação ao seu estado original; 

*Processo complexo que ocorre quando um feixe de radiação atinge a superfície de um 

pó finamente dividido. 
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- Reflexão difusa (DRIFTS - diffuse-reflectance IR Fourier transform 

spectrometry; 



Espectrometria no infravermelho 

- ATR 

- Amostras difíceis de serem manipuladas - sólidos de solubilidade limitada, filmes, 

fios, pastas, adesivos e pós; 

- Espectros semelhantes aos espectros de absorção comuns; 

- Vantagem - mínimo de preparo de amostra  

   Ex: Linhas, fios, tecidos e fibras podem ser estudados pressionando-se as amostras 

contra um cristal denso, assim como pós ou suspensões; líquidos. 

          Polímeros, borrachas e outros sólidos 

           

*A reflexão ocorre quando um feixe de radiação passa de um meio mais denso para 

um meio menos denso.
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Michelson Interferometer 
• Moving mirror varies wave interference, and 

the sample is exposed to light of a wide range 
of wavelengths 

• Quickly acquire data in a wide spectral range 

FFT 
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• Molecules absorb specific 
frequencies related to their structure 

• Qualitative and quantitative 
functional group identification 
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Sample Preparation 
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KBr Salt Plates 
• Handled via edges (fragile) with gloves 
• No fingerprints or water exposure, clean 

copiously with ethanol or acetone 
• Collect a background spectrum with clean 

KBr plates secured in sample holder 
• Place a few drops of sample solution on 

one salt plate, press the plates together, 
and collect a sample spectrum 

• Use a (clean) spacer between the salt 
plates with sample when the path length 
must be known 
 

Gas Cell 

Salt Plate and Sample Holders 

Sample Chamber 
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- ATR 

https://www.jove.com/v/10351/infrared-spectroscopy?language=Portuguese
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Comparison of ATR/transmittance FTIR combined with
Beer's law and PLS to determine fipronil in matrine
formulation

Kaixian Qiu, Xiangzhong Song, Yanqing Lai, LijunWu, Guo Tang and ShungengMin*

The rapid analysis of fipronil in pesticide preparations is demanded because use of this pesticide is
restricted and even prohibited in many countries. The objective of present work is to compare four
methodologies for quantitative analysis of fipronil in matrine by ATR/transmittance FTIR combined with
Beer's law and partial least squares (PLS) analysis. To remove aqueous solvent, 0.2 ml each sample was
dried under an infrared lamp and subsequently re-dissolved in 1 ml acetonitrile. Good calibration curves
of Beer's law with correlation coefficients (R2) of 0.9982 (H1322) for ATR spectra and 0.9843 (H1324),
0.9821 (H1634) for transmittance second derivative spectra were achieved; and in the PLS calibration, the
the root mean square error of prediction (RMSEP) of fipronil were 0.00197, 0.00580 and R2 of validation
set were 0.9970, 0.9758 for ATR and transmittance, respectively. These methods are all acceptable and
demonstrate the possibility of quick detection of fipronil in matrine by FTIR spectroscopy.

Introduction

Fipronil [5-amino-3-cyano-1-(2,6-dichloro-4-triuoromethyl
phenyl)pyrazole, Fig. 1], is used to control ants, beetles, cock-
roaches, eas, ticks, termites, mole crickets, thrips, rootworms,
weevils, and other insects on various crops such as rice, vege-
tables and fruits. It is a white powder with a mouldy odor, rst
synthesized by Bayer CropScience in 1987, introduced for use in
1993, and registered in the U.S. in 1996.1–3 Studies have found
that pronil and its metabolites are highly toxic to sea and
freshwater sh and invertebrates, and also highly toxic to
upland game birds as well as honey bees.4–7 For these reasons,
pronil has been restricted and even prohibited in many
countries such as the USA, France and Uruguay, and in early
February 2009, General Office of the Ministry of Agriculture of
China noted that since July 1, 2009, pronil has been forbidden
for use in pesticide preparations while it is still authorised for
use in health and some seed coating agent applications.8

However, for its insecticidal action, some unscrupulous busi-
nesses and individuals still apply pronil into pesticide prepa-
rations, so it is highly desirable to obtain a new method to
detect if pronil is contained in pesticide formulations.

In most studies published to date, the determination of
pronil has been generally performed by high performance
liquid chromatography (HPLC),9,10 gas chromatography (GC)
and mass spectrometry (MS),11–14 although these methods are
laborious, expensive and time-consuming. Infrared (IR) spec-
troscopy is the spectroscopy that relates to the infrared region of

the electromagnetic spectrum, the mid-infrared (MIR), approx-
imately 4000–400 cm!1 (2.5–25 mm) may be used to study the
fundamental vibrations and associated rotational–vibrational
structure.15,16 Most importantly, the application of FTIR into the
analysis of contraband containing pesticide preparations is
quite scarce, though it is a high-speed, green and nondestruc-
tive testing method. Attenuated total reection (ATR) is a

Fig. 1 Chemical structure of fipronil.
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revolutionary IR sampling technique that differs from tradi-
tional transmittance techniques,17 we compare the application
of these two techniques in pronil determination in matrine in
order to determine sustainable alternatives to time-consuming
chromatography procedures.

Besides, the dosage form of matrine is a water-soluble liquid
while water is generally a poor solvent for use with IR samples
because it absorbs so strongly in the IR region18 that it might
completely mask the absorption of pronil. The transmittance
measurement of sample spectrum is not feasible, so in order to
highlight the absorption peaks of pronil, the inuence of water
must be eliminated, therefore, some sample pretreatment
processes are essential. Acetonitrile, because of its simpler
infrared spectrum and excellent solubility, has always been used
as an extraction solvent in agrochemicals measurement.19–21 In

this work, each sample was dried to residue under an infrared
lamp and subsequently re-dissolved in acetonitrile.

The aim of present study was to develop and compare FTIR
procedures, based on ATR/transmittance measurements
combined with Beer's law and partial least squares (PLS) for the
quantitative analysis of pronil in matrine formulations, as
rapid, economical and reliable detecting methods that provides
an alternative analytical methodology for researchers.

Experiment
Samples

Agents and reagents. Soluble liquid matrine (0.38%) was
supplied by Beijing Yagenong Biological Pharmacy Co., Ltd.
(under a temporary registration number for the pesticide of:
LS20011791, production-approved number of pesticide: HNP
11037-A5405, date produced: 2012/03/18); pronil technical.

Samples preparation. Matrine agent (10%) was added at
different concentrations of pronil, thus 30 pronil fortied
samples were prepared, with a total mass of about 10 g while the
mass percentage range of pronil was 0.1–10.5%, of which there
were 10 samples of concentration 0.1–1.0%, and 20 samples of
1.0–10.5%, respectively. In addition, in order to avoid the
density collinearity of pronil and matrine when building a PLS
regression model and to ensure a robust model, we prepared
the samples by adding random amount of acetone (0–1 g) rst
to every sample, and then matrine formulation was added to
every sample to about 10 g.

Instrument and soware

Mid-infrared spectroscopy. An Agilent Cary 630 FT-IR spec-
trometer, with the accessory of ATR and DialPath transmission,
optical path were 50, 100 and 150 mm (USA), was applied for
spectral scanning and could be controlled by Microlab PC.

Fig. 2 Fipronil technical and blank matrine formulation obtained by ATR-FTIR.

Fig. 3 Matrine blank formulation and different concentrations (0.1%, 1.0%, 5.0%, 10.0%) of fipronil fortified samples obtained by ATR-FTIR.
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Spectrum collection. A shallow amount sample was depos-
ited on the surface of the ATR crystal and DialPath transmission
plate, respectively. Air was taken as reference for the back-
ground spectrum. Between each spectrum, the ATR and trans-
mission plate was cleaned in situ by scrubbing with ethanol
solution and dried. The collected spectrum was the average of
24 scanned at 4 cm!1 resolutions and was recorded over spec-
tral range 650–4000 cm!1.

Soware. For spectral acquisition and treatment, Microlab
PC was used in this experiment. The calibration, modeling
analysis and PLS regression were executed with programs
developed in the Unscrambler9.7 from CAMO (Norway), the
graphics were by Origin 8.5.1 from OriginLab Corporation
(USA).

Beer's law and partial least squares

In optics, Beer–Lambert law, also known as Beer's law, relates
the absorption of light to the properties of materials through
which the light is travelling. For quantitative spectral analysis,
Beer's law denes sample concentration in terms of path
length, absorptivity and concentration. The intensity of absor-
bance peaks varies with concentration, and standard curves can
be generated to correlate absorbance to concentration.22 Che-
mometrics enable the correlation between measurement

information and sample composition including concentration
and other physicochemical properties by processing and inter-
preting complex spectra using multivariate statistical tools.
Partial least squares regression (PLS)23,24 is a multivariate
method for assessing a relationship between a descriptor matrix
X and a response matrix Y, it deals with a linear regression
model by projecting the predicted variables and the observable
variables to a new space. A PLS model would try to nd the
multidimensional direction in X space, which explains the
maximum multidimensional variance direction in Y space. It is
particularly useful to predict a set of dependent variables from a
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Table 1 Fitting equation of characteristic peak height and fipronil content in matrine formulation

Measurement method Spectral pretreatment Peak/cm!1 Fitting equation R2

ATR None 1322 H ¼ 0.3877c + 0.0305 0.9982
Transmittance None 1634 H ¼ 3.6827c + 0.2103 0.8830

1324 H ¼ 8.3841c + 0.6458 0.9787
Second derived 1634 H ¼ 0.2929c + 0.0034 0.9821

1324 H ¼ 2.3118c ! 0.0007 0.9843
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Fig. 3 Matrine blank formulation and different concentrations (0.1%, 1.0%, 5.0%, 10.0%) of fipronil fortified samples obtained by ATR-FTIR.
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The rapid analysis of fipronil in pesticide preparations is demanded because use of this pesticide is
restricted and even prohibited in many countries. The objective of present work is to compare four
methodologies for quantitative analysis of fipronil in matrine by ATR/transmittance FTIR combined with
Beer's law and partial least squares (PLS) analysis. To remove aqueous solvent, 0.2 ml each sample was
dried under an infrared lamp and subsequently re-dissolved in 1 ml acetonitrile. Good calibration curves
of Beer's law with correlation coefficients (R2) of 0.9982 (H1322) for ATR spectra and 0.9843 (H1324),
0.9821 (H1634) for transmittance second derivative spectra were achieved; and in the PLS calibration, the
the root mean square error of prediction (RMSEP) of fipronil were 0.00197, 0.00580 and R2 of validation
set were 0.9970, 0.9758 for ATR and transmittance, respectively. These methods are all acceptable and
demonstrate the possibility of quick detection of fipronil in matrine by FTIR spectroscopy.

Introduction

Fipronil [5-amino-3-cyano-1-(2,6-dichloro-4-triuoromethyl
phenyl)pyrazole, Fig. 1], is used to control ants, beetles, cock-
roaches, eas, ticks, termites, mole crickets, thrips, rootworms,
weevils, and other insects on various crops such as rice, vege-
tables and fruits. It is a white powder with a mouldy odor, rst
synthesized by Bayer CropScience in 1987, introduced for use in
1993, and registered in the U.S. in 1996.1–3 Studies have found
that pronil and its metabolites are highly toxic to sea and
freshwater sh and invertebrates, and also highly toxic to
upland game birds as well as honey bees.4–7 For these reasons,
pronil has been restricted and even prohibited in many
countries such as the USA, France and Uruguay, and in early
February 2009, General Office of the Ministry of Agriculture of
China noted that since July 1, 2009, pronil has been forbidden
for use in pesticide preparations while it is still authorised for
use in health and some seed coating agent applications.8

However, for its insecticidal action, some unscrupulous busi-
nesses and individuals still apply pronil into pesticide prepa-
rations, so it is highly desirable to obtain a new method to
detect if pronil is contained in pesticide formulations.

In most studies published to date, the determination of
pronil has been generally performed by high performance
liquid chromatography (HPLC),9,10 gas chromatography (GC)
and mass spectrometry (MS),11–14 although these methods are
laborious, expensive and time-consuming. Infrared (IR) spec-
troscopy is the spectroscopy that relates to the infrared region of

the electromagnetic spectrum, the mid-infrared (MIR), approx-
imately 4000–400 cm!1 (2.5–25 mm) may be used to study the
fundamental vibrations and associated rotational–vibrational
structure.15,16 Most importantly, the application of FTIR into the
analysis of contraband containing pesticide preparations is
quite scarce, though it is a high-speed, green and nondestruc-
tive testing method. Attenuated total reection (ATR) is a

Fig. 1 Chemical structure of fipronil.
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only one characteristic band was barely persuasive. PLS regres-
sion was applied for the sake of making use of much more
spectral information of pronil to obtain more compelling
model. In view of the small number of samples, cross validation
was adopted as validation method. It was a method where some
samples were kept out of the calibration and used for prediction.
This was repeated until all samples had been kept out once. In
full cross validation, only one sample at a timewas kept out of the

calibration, there were as many segments as sample numbers
(one sample per segment), also known as the “Leave-one-out”
method. In segmented cross validation, the samples were divided
into subgroups or “segments”, one segment at a time was kept
out of the calibration. There were as many calibration rounds as
segments, so that predictions could be made on all samples.
Segmented cross validation was adopted in this study, and we
could select the number of segments and how many samples

Fig. 7 Different concentrations (0.1%, 1.0%, 5.0%, 10.0%) of fipronil fortified samples: original spectra (a) and solvent-transferred spectra (b) obtained by trans-
mittance FTIR.

Fig. 8 Absorbance of 1324 cm!1, 1634 cm!1 in increasing concentration (a) and linear fitting of relation between H1324, H1634 and fipronil concentration (b).
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there should be in each segment (20 segments and 1 or 2 samples
in each segment in this case). The optimal number of principal
components (PCs), four in our case, was chosen according to
Fig. 5. The models were established covering the full spectral
region, the optimization as well as predictive capability of cali-
bration model was expressed by the indicators as correlation
coefficients (R2) and root mean square error (RMSE), optimized
model was presented in Table 2. Root mean square error of
prediction (RMSEP), is a measurement of the average difference
between predicted and measured response values, at the
prediction or validation stage, while root mean square error of
calibration (RMSEC), is a measurement of the average difference

between predicted and measured response values, at the cali-
bration stage.23 It could be seen from Table 2 that RMSEP was
0.00197 and R2 of validation was 0.9970. Signicant linear
correlation could be found between predictive and measured
values in scatter diagram as Fig. 6a, and the regression coefficient
plot was showed in Fig. 6b, regression coefficients summarized
the relationship between all predictors and a given response.
Each wavelength dened one point of the line, the coefficients
showed the relative importance of those variables in the model.
Predictors with a large regression coefficient played an important
role in the regression model; a positive coefficient showed a
positive link with the response, a negative coefficient a negative
link. Predictors with a small coefficient were negligible. The
region from 1000 cm!1 to 1750 cm!1 had a very high positive
inuence on the model, especially the peaks at 1071 cm!1, 1139
cm!1, 1188 cm!1, 1292 cm!1, 1322 cm!1, 1396 cm!1 and 1638
cm!1. Through comparing the enlarged gure of the wavelengths
range from 1000 cm!1 to 1750 cm!1 with pronil technical, we
could nd they were remarkably similar, particularly the position
of characteristic peaks, just as shown in Fig. 6c, which illustrated
that absorption bands of pronil played an important role in
establishing of regression model.

Transmittance FTIR spectra analysis and method selection

Fig. 7a presented different concentrations (0.1%, 1.0%, 5.0%,
10.0%) of pronil fortied samples based on transmittance
measurements with 50 mm optical path, the spectra range of
1250 cm!1 to 1750 cm!1 was magnied and showed on the
right. It was obvious that a few at peaks appeared while the
characteristic peak at 1633 cm!1 did not appear any linear
relation with the pronil content, which further illustrated the

Fig. 9 Second derivative spectra of all samples (a); the absorbance of 1324 cm!1, 1634 cm!1 in increasing concentration (b) and linear fitting of relation between
H1324, H1634 and fipronil concentration (c).

Fig. 10 Correlation curves between true and predicted values (a) and regression
coefficients of the PLS model (b).
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Determinação simultânea de amarelo tartrazina e amarelo crepúsculo em alimentos  
via espectrofotometria UV-VIS e métodos de calibração multivariada
Simultaneous determination of tartrazine and sunset yellow in food  
by spectrophotometry UV-VIS and multivariate calibration methodology
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1 Introdução
Os corantes (naturais ou sintéticos) são amplamente 

utilizados pela indústria de alimentos, visando principalmente 
conferir, restaurar ou intensi!car a cor dos alimentos (BRASIL, 
1978), de tal modo que, após o processamento, tenham uma 
aparência adequada, garantindo a padronização e possibilitando 
aumentar o número e a variedade de produtos industrializados. 
Esta adição é justi!cável, já que a cor é uma das primeiras 
qualidades sensoriais pelas quais os alimentos são julgados 
pelos consumidores, sendo associada com a qualidade, o 
sabor (BERZAS NEVADO; GUIBERTEAU CABANILLAS; 
CONTENTO SALCEDO, 1995) e até mesmo com o estado de 
conservação do alimento. 

O estudo destes aditivos, tão importantes para a indústria 
de alimentos, não está somente associado às características 
bené!cas que eles propiciam ao processamento e à venda de 
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Os corantes sintéticos são usualmente adicionados a alimentos industrializados para conferir e restaurar a cor obtendo-se a qualidade 
estética desejada. Em função destes aspectos e do potencial toxicológico que alguns corantes podem apresentar, o controle de qualidade 
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1 Introdução
Os corantes (naturais ou sintéticos) são amplamente 

utilizados pela indústria de alimentos, visando principalmente 
conferir, restaurar ou intensi!car a cor dos alimentos (BRASIL, 
1978), de tal modo que, após o processamento, tenham uma 
aparência adequada, garantindo a padronização e possibilitando 
aumentar o número e a variedade de produtos industrializados. 
Esta adição é justi!cável, já que a cor é uma das primeiras 
qualidades sensoriais pelas quais os alimentos são julgados 
pelos consumidores, sendo associada com a qualidade, o 
sabor (BERZAS NEVADO; GUIBERTEAU CABANILLAS; 
CONTENTO SALCEDO, 1995) e até mesmo com o estado de 
conservação do alimento. 

O estudo destes aditivos, tão importantes para a indústria 
de alimentos, não está somente associado às características 
bené!cas que eles propiciam ao processamento e à venda de 
produtos alimentícios, mas também pelo seu potencial tóxico à 
saúde humana. Consequências desta toxicidade podem resultar 
em alergias e também riscos de câncer (GENNARO; ABRIGO; 
CIPOLLA, 1994). Em função disto, muitos trabalhos têm sido 
desenvolvidos para a avaliação da toxicidade destes aditivos 
(ANTUNES; ARAÚJO, 2000; ELHKIM et al., 2007; LAU et al., 
2006), desenvolvimento de metodologias de quantificação 
(KISELEVA; PIMENOVA; ELLER, 2003; ALGHAMDI, 2005; 
VIDOTTI et al., 2005), con!rmação da presença ou ausência 
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Resumo
Os corantes sintéticos são usualmente adicionados a alimentos industrializados para conferir e restaurar a cor obtendo-se a qualidade 
estética desejada. Em função destes aspectos e do potencial toxicológico que alguns corantes podem apresentar, o controle de qualidade 
destes compostos é de fundamental importância. Neste trabalho, foi estudado o potencial das metodologias matemáticas como o princípio 
da aditividade, espectrofotometria derivativa e técnica multivariada (Regressão por Mínimos Quadrados Parciais - PLSR) na determinação 
simultânea de dois corantes alimentícios: Amarelo Crepúsculo (AC) e Amarelo Tartrazina (AT), extraídos com lã natural. Estas metodologias 
foram avaliadas e comparadas em função das suas capacidades de previsão, sendo que o modelo PLSR otimizado (faixa espectral de 305 a 
645 nm, empregando-se 1a derivada como transformação dos dados e 2 componentes principais) apresentou o menor valor de Raiz Quadrada 
da Soma dos Erros de Previsão (RMSEP) (AT = 0,191 e AC = 0,102). A faixa de concentração estudada foi de 1,0 a 16,0 mg.L-1 para AC e de 
2,0 a 22,0 mg.L-1 para AT. O conjunto de validação externa apresentou erros relativos médios de 1,97% para AC e 1,39% para AT. A aplicação 
desta metodologia em amostras reais mostrou que em todas as amostras analisadas as concentrações destes corantes estavam de acordo com 
os limites estabelecidos pela legislação brasileira. 
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pelos consumidores, sendo associada com a qualidade, o 
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de alimentos, não está somente associado às características 
bené!cas que eles propiciam ao processamento e à venda de 
produtos alimentícios, mas também pelo seu potencial tóxico à 
saúde humana. Consequências desta toxicidade podem resultar 
em alergias e também riscos de câncer (GENNARO; ABRIGO; 
CIPOLLA, 1994). Em função disto, muitos trabalhos têm sido 
desenvolvidos para a avaliação da toxicidade destes aditivos 
(ANTUNES; ARAÚJO, 2000; ELHKIM et al., 2007; LAU et al., 
2006), desenvolvimento de metodologias de quantificação 
(KISELEVA; PIMENOVA; ELLER, 2003; ALGHAMDI, 2005; 
VIDOTTI et al., 2005), con!rmação da presença ou ausência 
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Os corantes sintéticos são usualmente adicionados a alimentos industrializados para conferir e restaurar a cor obtendo-se a qualidade 
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destes compostos é de fundamental importância. Neste trabalho, foi estudado o potencial das metodologias matemáticas como o princípio 
da aditividade, espectrofotometria derivativa e técnica multivariada (Regressão por Mínimos Quadrados Parciais - PLSR) na determinação 
simultânea de dois corantes alimentícios: Amarelo Crepúsculo (AC) e Amarelo Tartrazina (AT), extraídos com lã natural. Estas metodologias 
foram avaliadas e comparadas em função das suas capacidades de previsão, sendo que o modelo PLSR otimizado (faixa espectral de 305 a 
645 nm, empregando-se 1a derivada como transformação dos dados e 2 componentes principais) apresentou o menor valor de Raiz Quadrada 
da Soma dos Erros de Previsão (RMSEP) (AT = 0,191 e AC = 0,102). A faixa de concentração estudada foi de 1,0 a 16,0 mg.L-1 para AC e de 
2,0 a 22,0 mg.L-1 para AT. O conjunto de validação externa apresentou erros relativos médios de 1,97% para AC e 1,39% para AT. A aplicação 
desta metodologia em amostras reais mostrou que em todas as amostras analisadas as concentrações destes corantes estavam de acordo com 
os limites estabelecidos pela legislação brasileira. 
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aparência adequada, garantindo a padronização e possibilitando 
aumentar o número e a variedade de produtos industrializados. 
Esta adição é justi!cável, já que a cor é uma das primeiras 
qualidades sensoriais pelas quais os alimentos são julgados 
pelos consumidores, sendo associada com a qualidade, o 
sabor (BERZAS NEVADO; GUIBERTEAU CABANILLAS; 
CONTENTO SALCEDO, 1995) e até mesmo com o estado de 
conservação do alimento. 

O estudo destes aditivos, tão importantes para a indústria 
de alimentos, não está somente associado às características 
bené!cas que eles propiciam ao processamento e à venda de 
produtos alimentícios, mas também pelo seu potencial tóxico à 
saúde humana. Consequências desta toxicidade podem resultar 
em alergias e também riscos de câncer (GENNARO; ABRIGO; 
CIPOLLA, 1994). Em função disto, muitos trabalhos têm sido 
desenvolvidos para a avaliação da toxicidade destes aditivos 
(ANTUNES; ARAÚJO, 2000; ELHKIM et al., 2007; LAU et al., 
2006), desenvolvimento de metodologias de quantificação 
(KISELEVA; PIMENOVA; ELLER, 2003; ALGHAMDI, 2005; 
VIDOTTI et al., 2005), con!rmação da presença ou ausência 
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Validação dos modelos
Esta etapa de validação foi realizada para as três metodologias 

matemáticas de quanti!cação propostas neste trabalho: princípio 
da aditividade, primeira derivada e calibração multivariada. 
Após elaboração de vários modelos de calibração, a capacidade 
de previsão de cada um deles foi avaliada frente a seis padrões 
sintéticos, de concentrações diferentes daquelas adotadas na 
fase de calibração (Figura 1, amostras destacadas em cinza). 
Com base nestes resultados, foi escolhido o modelo de melhor 
desempenho, que foi utilizado na determinação das espécies de 
interesse em produtos comerciais.

3 Resultados e discussão

3.1 Princípio da aditividade espectrofotométrica
Para a utilização do princípio da aditividade na análise 

espectrofotométrica simultânea dos corantes, curvas analíticas 
independentes foram construídas nos dois comprimentos de 
onda no qual se encontram as absorções máximas dos corantes 
AT e AC (402 e 460 nm, respectivamente) com o objetivo de 
determinar suas absortividades (ε). Estes dados são mostrados 
na Tabela 1.

Considerando-se que as únicas espécies responsáveis 
pela absorção na região de 402 e 460 nm sejam os corantes de 
interesse, a aplicação da aditividade da lei de Beer (A = εbc) 
pode ser obtida pela junção dos dados (Tabela 1), a qual permite 
obter uma equação que engloba a in#uência do corante AT e 
AC no comprimento de onda 402 nm (Equação 3) e outra em 
460 nm (Equação 4), respectivamente. 

A402 = 0,823 cAT + 1,449 cAC  (3)

A460 = 0,424 cAT + 2,819 cAC  (4)

A partir do espectro da mistura destes corantes é possível 
determinar A402 e A460 e, assim, a resolução das equações 
simultâneas descritas anteriormente possibilita determinar a 
concentração de AT e AC na amostra analisada. 

Para avaliar a capacidade de previsão do método 
espectrofotométrico associado ao princípio da aditividade, 
um conjunto de validação contendo a mistura dos corantes 
foi analisado (Figura 1, amostras destacadas em cinza). Os 
resultados obtidos estão apresentados na Tabela 2, juntamente 
com os dados de RMSEP (Raiz Quadrada da Soma dos Erros de 
Previsão) para cada corante. O RMSEP é uma forma de avaliar o 
erro absoluto e, portanto, permite uma visualização e conclusão 
rápida do aumento ou diminuição na exatidão de cada uma das 
metodologias matemáticas empregadas.

Espectrofotometria derivativa
Para determinação do ponto de inflexão (derivada da 

absorbância igual a zero, independente da concentração do 
analito) de cada um dos corantes, espectros das soluções padrões 
do corante AT (na faixa de concentração 30,0 a 120 mg.L-1) e 
AC (na faixa de concentração 10,0 a 50,0 mg.L-1) em tampão de 
NH4OH/NH4Cl (pH 10) foram obtidos na faixa de 200 a 800 nm, 
sendo posteriormente derivados e alisados empregando-se 
o programa Microcal OriginTM (Versão 6.1). Posteriormente, 
curvas analíticas (dA versus Concentração) foram obtidas para 
a faixa de concentração de interesse: AT de 2,0 a 22,0 mg.L-1 e 
AC de 1,0 a 16,0 mg.L-1. 

Calibração multivariada
Foram preparadas 36 misturas sintéticas em meio 

tamponado NH4OH/NH4Cl (pH 10), cada uma delas composta 
por diferentes proporções dos padrões AT e AC. Para todas 
as misturas, quantidades conhecidas das soluções estoque de 
200 mg.L-1 de AT e 100 mg.L-1 de AC foram utilizadas. Então, 
alíquotas destas soluções foram transferidas para um balão 
volumétrico de 10,0 mL e completado até o volume final 
com tampão pH 10. O planejamento experimental utilizado 
para compor as 30 misturas sintéticas responsáveis pelo 
desenvolvimento dos modelos de calibração e as seis misturas 
que compõem o conjunto de validação pode ser visualizado 
na Figura 1. A faixa de concentração estudada foi de 2,0 a 
22,0 mg.L-1 para o AT e de 1,0 a 16,0 mg.L-1 para o AC. 

Posteriormente, os espectros UV-VIS (Espectrofotômetro 
SCINCO, modelo S1150) destas 36 misturas sintéticas foram 
coletados, sendo que apenas 30 destes padrões sintéticos 
foram utilizados para desenvolver os modelos de calibração 
multivariada (PLSR). Todos os dados espectrais foram 
transportados em formato ASCII pelo programa Microcal 
OriginTM (Versão 6.1) e a análise multivariada dos dados foi 
realizada empregando-se o programa Matlab for Windows 
(versão 4.0) dotado do pacote PLS Toolbox (versão 1.5).

Figura 1. Composição das misturas sintéticas do conjunto de calibração 
(●) e previsão (  ).

Tabela 1. Curvas de calibração obtidas para os corantes AT e AC em 
402 e 460 nm.

Corantes Equações R2

Tartrazina (402 nm) A402 = 0,823[AT] – 0,051 0,9984
Tartrazina (460 nm) A460 = 0,424[AT] + 0,027 0,9976
Crepúsculo (402 nm) A402 = 1,449[AC] + 0,035 0,9988
Crepúsculo (460 nm) A460 = 2,819[AC] + 0,003 0,9991

Ciênc. Tecnol. Aliment., Campinas, 30(4): 903-909, out.-dez. 2010 905

Determinação espectrofotométrica de corantes via PLSR

permitiu a construção de duas curvas de calibração. A Tabela 3 
apresenta os parâmetros (curvas de calibração, coe!cientes 
de correlação e os respectivos comprimentos de onda) que 
possibilitam a determinação simultânea dos corantes AT e AC 
via metodologia da 1a derivada. 

No método da primeira derivada, o mesmo conjunto de 
validação contendo as misturas binárias dos padrões sintéticos 
de AT e AC foi utilizado para veri!car o potencial de previsão 
desta metodologia. Aplicando-se o valor da derivada da 
absorbância (no comprimento de onda determinado) na sua 
respectiva equação (Tabela 3), é possível obter a concentração 
dos corantes de interesse. A Tabela 4 apresenta os resultados 
desta previsão e de RMSEP para os corantes: amarelo tartrazina 
e amarelo crepúsculo. 

3.3 Modelo de calibração multivariada (PLSR)
A metodologia de calibração multivariada foi conduzida 

essencialmente via processos de Regressão de Mínimos 
Quadrados Parciais (PLSR). O modelo foi desenvolvido a partir 
do planejamento experimental contendo 36 misturas binárias 
como mostrado na Figura 1. Deste conjunto, 30 padrões foram 
utilizados para a etapa de calibração (conjunto de calibração) e 
seis padrões para a fase de validação (conjunto de validação). O 
modelo de calibração otimizado foi processado na faixa espectral 
do visível, compreendida entre 305 a 625 nm (localização do 
sinal analítico do principal grupo cromóforo), empregando-se 
1a derivada aos dados espectrais, pré-processamento com dados 
centrados na média e procedimento de validação cruzada. 

No procedimento de validação cruzada, a calibração pode 
ser repetida n vezes (n = número de amostras), sendo que em 
cada oportunidade uma das amostras do conjunto de calibração 
é retirada e utilizada como amostra de previsão. Uma vez que 
todas as amostras tenham sido tratadas como objeto de previsão, 
é possível estimar a Soma dos Quadrados dos Erros de Previsão 

A aplicação do princípio da aditividade para determinação 
da mistura dos corantes de interesse evidencia a tendência de 
um erro sistemático negativo, que subestima a determinação 
de ambos corantes. Esta tendência deve ser decorrente da 
sobreposição considerável entre os máximos de absorção de 
ambos analitos, já que uma maior exatidão em uma análise 
deste tipo é conseguida quando existe uma diferença elevada 
entre as absortividades molares dos compostos em um mesmo 
comprimento de onda. 

3.2 Espectrofotometria derivativa
Inicialmente foram determinados os pontos de in"exão 

para os corantes AT e AC, separadamente. A Figura 2 
mostra os espectros derivados de AT (em preto) em diversas 
concentrações, em que é possível evidenciar apenas um ponto 
de in"exão, ou seja, um comprimento de onda (406,45 nm) no 
qual a concentração de AT não in"uencia no valor da derivada 
da absorbância, resultando sempre em valor zero. Isso possibilita 
a determinação de AC neste comprimento de onda, “sem” 
interferência da concentração de AT. 

No caso do AC (em cinza), dois pontos de in"exão são 
passíveis de serem observados, ou seja, dois comprimentos de 
onda (364,76 e 466,92 nm) em que a concentração de AC não 
in"uencia na medida da derivada de absorção do AT.

Para aplicação desta metodologia, foram obtidas curvas 
analíticas a partir de soluções padrão dos corantes de interesse 
contendo entre quatro e seis pontos de diferentes concentrações. 
Os valores da derivada da absorbância do espectro foram 
medidos em 406,45 nm para o corante AC e 364,76 e 466,92 nm 
para o corante AT. O fato de o corante AT apresentar a 
possibilidade de leitura em dois comprimentos de onda distintos 

Figura 2. Espectros derivados e alisados dos corantes AT e AC em 
diversas concentrações.

Tabela 2. Resultados de previsão e RMSEP para o princípio da 
aditividade.

Tartrazina (mg.L-1) Crepúsculo (mg.L-1)
Valor real Valor previsto Valor real Valor previsto

6,0 6,00 1,0 0,92
18,0 15,7 4,0 3,87
10,0 9,78 7,0 6,52
22,0 19,5 10,0 9,14

2,0 1,74 13,0 11,9
10,0 8,11 16,0 14,6

RMSEP* 1,97 RMSEP* 0,86
*RMSEP = (∑(CReal - CPrevista)2/n)1/2

Tabela 3. Parâmetros para determinação de AT e AC via primeira 
derivada.

Comprimento de  
onda (nm)

Curva de  
calibração

R2

364,76 dA/d[AT] = –8,77E-5 + 4,16E-5 [AT] 0,99770
466,92 dA/d[AT] = –8,06E-5 - 6,57E-5 [AT] –0,99460
406,45 dA/d[AC] = –4,59E-5 + 20,4E-5 [AC] 0,99993
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Validação de métodos analíticos

Conceitos importantes

•Analito - 


•Matriz 


•Amostra = Analito + Matriz


•Interferente  


•Branco


•Background / sinal de fundo


•Análise


•Determinação



Validação de métodos analíticos

Conceitos importantes
•Figuras de mérito


 - Seletividade - sensibilidade (slope)


- Limites de detecção e quantificação


- Linearidade (calibração)


- Precisão


- Exatidão


- Robustez 


- Parâmetros de aceitabilidade 





Conceitos importantes
Componentes de instrumentação ótica 

- Esquema geral 

- Fontes de radiação 

- Seletores de comprimento de onda 

- Compartimento de amostra 

- Transdutores de radiação (detectores) 

- Tipos de instrumentos óticos



Conceitos importantes

•  1) Fonte de radiação: Lâmpadas de deutério (UV) e tungstênio (vis) ou de 
arco de xenônio para toda a faixa de comprimentos de onda UV/Vis, laser, etc; 

•  2) Parte óptica: Seletor de comprimento de onda (filtros e monocromadores); 

• 3) Compartimento para amostra (cubeta ou célula) - Deve ter paredes 
perfeitamente normais (90º) à direção do feixe; 

                 – Quartzo (transparente em toda a faixa UV/Vis) 

                 – Vidro (somente visível, absorve muito a radiação UV 

• 4) Detectores -transdutores 
     
    – Dispositivos capazes de converter luz para o domínio elétrico: LDR, 
fotodiodos, fotocélulas, tubos fotomultiplicadores, CCD 

        • 5) Indicadores de sinal: converte sinal elétrico em gráfico.



Conceitos importantes

Fonte de Radiação Espelho colimador 

Rede de difração 
Detector 

Cela de amostra 

Instrumentos 












