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Resumo

Titulo: Método Automatico para Determinacao Fotométrica Direta

de Fe (III) em Amostras de Oleos Comestiveis

Neste estudo, um analisador em fluxo-batelada (FBA) foi desenvolvido e
seu desempenho foi avaliado na determinacao de Fe (III) em dleos
comestiveis sem pré-tratamento da amostra. O método utiliza a reagao
entre os ions Fe(III) e o tiocianato solubilizado em meio organico. O
complexo vermelho formado foi monitorado utilizando um diodo emissor
de luz (LED, Amax = 520 nm) e um fototransistor acoplados ao interior
da cdmara de mistura por meio de fibras épticas. As solugdes-padrao
foram preparadas em linha e todas as etapas de analise foram
efetuadas através de simples alteragdes nos parametros operacionais
no programa de gerenciamento do sistema. Ao comparar os resultados
obtidos com o método proposto e com o de referéncia, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas ao se aplicar o
teste t pareado com nivel de confianca de 95%. Para os trés tipos de
amostras em estudo o desvio-padrao relativo estimado foi menor que
0,03 mg kg (n = 3). A frequéncia analitica foi de 95 h™, o limite de
deteccdo foi 0,004 mg kg e o limite de quantificacdo foi de 0,013 mg
kg'. Estudos com amostras fortificadas mostraram resultados de
recuperacao entre 98,4% e 104,2% para ambas as matrizes. De modo
geral, o método proposto apresentou melhor desempenho analitico
guando comparado com analisadores em fluxo automatico anteriores.
Assim, o método automatico proposto é potencialmente util como uma
alternativa para a determinagcdo de outros ions em amostras
semelhantes aos 6leos investigados ou em outras matrizes viscosas
sem necessidade de um pré-tratamento.

Palavras-chave: Analisador fluxo-batelada; calibracao  in-line;
determinacgao de Fe (III), éleo comestivel; matrizes viscosas.
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Abstract

Title: Automatic method for the direct photometric determination

of Fe (III) in edible oil samples

In this study a flow-batch analyzer (FBA) was utilized and its
performance was evaluated for the determination of Fe(III) in edible
without external pretreatment. The FBA method uses the reaction
between Fe(III) and thiocyanate in organic medium. The formed red
complex was monitored by employing a light emitting diode (LED, Amax
= 520 nm) and a phototransistor linked to the mixing chamber by
optical fibers. All standard solutions were prepared in-line and all
analytical processes were carried out by simply changing the
operational parameters in FBA control software. Comparing with the
reference method, no statistically significant differences were observed
when applying the paired t-test at a 95% confidence level. For the three
types of samples studied the estimated standard deviation was less
than 0.03 mg kg (n = 3). The analytical frequency was 95 h™, the
limit of detection was 0.004 mg kg and the limit of quantification was
0.013 mg kg™. The recovery study shows results between 98.4% and
104.2%. The FBA method showed better analytical features when
compared with previous automatic flow methods. Thus, the automated
method proposed is potentially useful as an alternative for the
determination of other ions in similar samples or in other viscous

matrices without external pretreatment.

Keywords: Flow-batch analyzer; In-line calibration; Fe (III)
determination; Edible oil; Viscous matrices.
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Introducao



1.1 Caracterizacao da problematica

Os métodos oficiais utilizados para a determinacao dos
parametros de qualidade de &éleos comestiveis sdo geralmente os
métodos de titulacdo que sao lentos e laboriosos. Estes métodos
utilizam grandes quantidades de solventes organicos, incluindo os
solventes clorados prejudiciais a salide e ao meio ambiente 1. Visando
aproveitar-se das vantagens inerentes a analisadores automaticos
analiticas tais como: versatilidade, elevada frequéncia analitica e baixo
consumo de reagente e amostra, pode ser uma boa alternativa para a
analise de matrizes viscosas, como 6leos comestiveis, desde que esses
meétodos permitam executar a anadlise em meio organico com alta
velocidade analitica, boa precisdo e baixa producdo de residuos 21,

Contudo, a complexidade das amostras oleosas, sua viscosidade e
elevada carga organica causam sérias dificuldades em sua analise direta
em analisadores em fluxo tradicionais como o sistema de analise por
injecdo em fluxo (do inglés Flow-Injection Analyis - FIA) '*1, tornando-
se necessario a utilizacdao de um pré-tratamento para solubilizacdo da
amostra, gerando contaminacao entre amostras, perda de analito e
obstrucao dos canais. Assim, adaptacdes nas configuragcbes dos
sistemas em fluxo para a andlise de amostras oleosas, originam
metodologias em que as vantagens inerentes as técnicas em fluxo
podem nao ser tao evidentes como as observadas na anadlise de
solugbes aquosas (31 para superar tais inconvenientes, uma alternativa
€ desenvolver um método automatico empregando a técnica de analise
fluxo-batelada (FBA) 41,



1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

e Desenvolver um analisador em fluxo-batelada para determinacao
de Fe (III) em Oleos comestiveis sem pré-tratamento da amostra,

utilizando a reacdo deste ion com tiocianato em meio organico

1.2.2 Especificos

e Montar o analisador em fluxo-batelada proposto para a
determinacao de Fe (III) em Oleos comestiveis.

e .Construir um fotbmetro usando um diodo emissor de luz (LED,
Amax = 520 nm) e um fototransistor, ambos conectados a camara
de mistura FBA via fibra optica.

e Desenvolver um programa para controle das operacdoes do
sistema, aquisicao e tratamento dos dados obtidos.

e Avaliar o desempenho analitico do analisador proposto em termos

dos parametros de desempenho analitico.



1.3 Oleos comestiveis

Os Oleos sao liquidos viscosos, geralmente imisciveis em agua,

[1.3]1 530 usados na

mas soluveis em varios solventes orgéanicos
fabricacdo de alimentos, sabdes e velas. Os dleos sdo ainda utilizados
como matéria prima na fabricacdao de combustiveis, como por exemplo,
o biodiesel (composto por uma mistura de alquilésteres de cadeia
linear, que pode ser formado a partir de uma reagdao de
transesterificacdo de Oleos vegetais ou gordura com alcoois de cadeia
curta na presenca de um catalisador) [,

Os Oleos comestiveis podem ser provenientes de vegetais ou
gordura animal [*!, Os éleos e gorduras comestiveis sdo utilizados na
dieta humana, com um papel fundamental nos processos metabdlicos e
bioquimicos, como fonte de energia e na formagdo e funcionamento das
membranas celulares, etc [t °1.

Os Oleos vegetais brutos sdao compostos por: triglicerideos,
produtos de decomposicdao dos triglicerideos, fosfolipidios, esterdis,
vitaminas, pigmentos, carboidratos, ceras, hidrocarbonetos, metais (Ca,
Mg, Fe, Cu, etc.) e tragos de outras substancias [l

Os Oleos comestiveis sao formados predominantemente por
ésteres de triacilglicerdis ou triglicerideos (£97%), que sao formados
por grupos glicerol e acidos graxos (Figura 1.1). Os triglicerideos podem
conter diferentes tipos de acidos graxos saturados ou insaturados. As
cadeias saturadas dos acidos graxos sdao mais bem empacotadas
fazendo com que os triacilglicerdois apresentem ponto de fusao
relativamente alto e forma sdlida. Por outro lado, os compostos de
triacilglicerdois formados a partir de &acidos graxos insaturados
apresentam pontos de fusao relativamente baixo e se apresentam na

forma liquida a temperatura ambiente [,



0
HO H,C-(CH,)n-0—
3H,C-(CH)E  + Ho—] — 2
3 e H H,C-(CH,)n—0—
OH HO O

H,C-(CH,)nl-0—

3 acidos graxos t+ glicerol —» triacilgliceréis

Figura 1.1 - Reacdo de esterificacdo entre o glicerol e &cidos graxos

saturados na producao de triacilglicerdis.

A qualidade dos 6leos e gorduras é ditada por varios parametros
fisicos e quimicos, os chamados indices, que sao: indice de refracdo,
indice de acidez, indice de iodo, indice de perdxido e indice de
saponificacao, entre outras determinagoes (6], Estes parametros estdo
diretamente relacionados com a qualidade da matéria-prima (fonte do
6leo), como por exemplo, fatores geograficos, climaticos e varidveis do
crescimento agronémico no caso dos 6leos vegetais, bem como as
condicdes do processamento e armazenamento. Assim, os parametros
de qualidade podem depender em parte do tipo de o6leo sob
investigacdo, bem como de outros fatores que podem variar
dependendo do interesse e regulamentos que variam de pais para pais.
A Tabela 1.1 mostra os diferentes parametros de qualidade dos dleos

comestiveis e suas condigles.



Tabela 1.1 - ParAmetros de qualidade de dleos comestiveis ¢,

Parametros Condicoes
Composicao e distribuicdo de acidos Percentagem: depende do tipo de
graxos matéria prima

Densidade relativa

Indice de refracdo

Viscosidade

Cor

Turbidez

Ponto de solidificacdo, conteddo da
gordura solida e curva de resfriamento
Odor e sabor

Indice de saponificacdo

Indice de iodo (IV)

Material insaponificavel
Acidez total
Fumacga, flash e podo de fogo
Estados de oxidagao
Indice de peroxido (PV)
Acido tiobarbitlrico reativo
Substancias (TBARS)
para-anisidina (p-Anv)
TOTOX
OSI, reancimat e valor de AOM
Lépidos polares
Polimeros
Substancias volateis (%)
Fosforo
Ferro, cobre, chumbo e arsénio
Cadmio
Acidos graxos trans
Contaminantes e materiais estranhos
Incluindo plastificantes (%)
Carotendides e clorofila
Esqualeno
Tocois
Antioxidantes sintéticos
Agentes antiespumantes

Metais quelantes
Inibidor de cristalizacao

a 20 °C ou 40°C em relagcdo a agua a
20°C (<1)

a 40 °C

a 20 °C

Visual ou colorimétrica
Visual ou instrumental
Para acidos graxos
agua

Avaliacdo sensorial (Reacao de Kreis)
mg KOH/g

g de iodo/ 100 g de amostra (método
Wijs)

g/kg

mg KOH/ g

°C

insaturaveis em

mg de oxigénio/ 100 g de amostra

pmol/g
Ppm
2 PV + p-Anv

Percentagem
Percentagem
a 105°C
Ppm

Ppm

Ppm
Percentagem

Ppm

CsoHso

Determinacdao por HPLC
BHA, BHT, TBHQ, PQ
Dimetilpolisiloxano,
com dioxido de silicio
Acido citrico ou citratos, acidos fosforico
Impressdes digitais utilizado esterdis ou
outros componentes menores

isoladamente ou

Abreviacgbes:
hidroquinona e PG = propil galato.

BHA butil-hidrixi-anisol BHT

= butil-hidroxi-tolueno;, TBHQ = terc-butil-

A qualidade dos dleos comestiveis esta diretamente relacionada

com a concentracao de metais em nivel-traco. Metais em nivel-traco,
tais como Fe, Cu, Ca, Mg, Co, Ni, e Mn sao conhecidos por aumentarem
a taxa de oxidacao nos odleos, enquanto Cr, Cd e Pb sao conhecidas por

terem papel importante nos processos metabdlicos devido a sua



toxicidade 5 8-10l

. Os metais presentes em 06leos comestiveis podem
ser de origem natural ou devido ao processo de fabricacao, tais como o
branqueamento (Fe), o endurecimento (Ni, Cu) e corrosao do

equipamento do processamento (Fe, Ni) [,

1.4 Determinacao de Fe(III) em 6leo comestivel

A auto-oxidacao devido a presenca de metais em nivel-traco em
0leos comestiveis produz compostos oxidantes tais como peroxidos,
aldeidos, cetonas, acidos, epoxidos e outras substancias que podem
desenvolver efeitos patoldgicos no sistema digestivo e aumentar o
efeito cancerigeno por reacdes com outros compostos alimentares, tais
como, proteinas e pigmentos & 121,

O ferro esta presente nos 6leos comestiveis na forma de Fe (III).
Sua presenga nos Oleos comestiveis esta diretamente relacionada com
alteracao do sabor e a estabilidade devido ao processo de oxidagao.
Além disso, o Fe (III) na presenca de oxigénio atua como um pré-
oxidante durante a oxidacdo catalitica de hidroperdxidos presentes nos
6leos 21, por tanto, "The International Olive Oil Council” estabeleceu o

[13]1 & “Codex

limite maximo de 3 mg kg?' de ferro em &leos
Alimentarius Comission (FAO/WHQ)" estabeleceu um limite maximo de
5 mg kg e 2,5 mg kg ! de ferro em azeites virgens e bleos refinados,
respectivamente [41,

Varios métodos tém sido desenvolvidos e aplicados para a
determinacao de ferro em &leos comestiveis, geralmente utilizando
espectrometria de absorcdo atdmica [* '+ 1% 18] egpectrometria de
emissdo atdmica % '® 171 e espectrometria de massa ®1. No entanto,
estes métodos apresentam algumas desvantagens, tais como o baixa
frequéncia analitica, elevado consumo de reagentes e amostra, bem
como a necessidade de uma etapa de pré-tratamento da amostra.

Os sistemas de analise em fluxo também vém sendo utilizados

para a determinacdo de ferro em dleos comestiveis. Em 1991, Carbonell



[15]1 " desenvolveu um analisador por injecdo em fluxo (do inglés: Flow

Injection Analyzer - FIA) para a determinacao direta de cobre e ferro
usando espectrometro de absorcao atomica.

Anthemidis et al. ®} desenvolveram um sistema para a formacdo
on-line de emulsdao com determinagcdo multielementos por
espectrometria de emissdo atdmica. Para isso, foi desenvolvido um
sistema SIA utilizado uma camara de mistura e um agitador magnético
para a continua emulsificacdo do 6leo comestivel com Triton X-100 e
para a introducao subsequente da emulsao em ICP-AES.

Pinto et al. [?! propds um analisador por injecdo sequencial (do
inglés: Sequential Injection Analyser - SIA) para a analise de Fe (III)
em 6leos comestiveis, utilizando o método de reacdo com tiocianato em
meio organico formando um complexo vermelho (A = 520 nm). A
principal vantagem deste método é que a amostra de dleo é analisada
diretamente no sistema de fluxo sem que haja a necessidade de uma
etapa de pré-tratamento da amostra. Além disso, a utilizacdo de uma
camara de mistura se fez necessario para atingir as 6timas condigoes de
dissolucao da amostra.

A reacdo de Fe** com o ion tiocianato (SCN"), a qual produz um
complexo de cor avermelhada, é considerada uma reacao classica,
descrita pela primeira vez para indicar o ponto final da titulacao de

prata (Ag™) em solugdo de HNOs, proposta por Volhard em 1874 [*8],

2+
Fe(SCN)
Complexo vermelho

3+ -
Fe + (SCN)

Nos estudos que envolvem a formagao de complexos, o tiocianato
tem recebido uma atencdo especial, pois este ion pode ligar-se ao metal
tanto pelo atomo de enxofre (NCS’), quanto pelo atomo de nitrogénio
(SCN’), resultando em isotiocianato, ambos complexos de grande

estabilidade [*2-2],



1.5 Sistemas automaticos de analise

Nas ultimas décadas, houve um grande aumento na demanda por
andlises quimicas, principalmente nas a&reas clinica, de controle
ambiental e de controle de qualidade. Surgiu, entao, a necessidade de
se desenvolver novos métodos e sistemas automatizados que
permitissem a obtencdo do maior numero possivel de informacdes a
respeito de uma amostra, que exigisse menos tempo, recursos e
esforco humano. A automacdo de métodos analiticos 22! contribuiu

muito para suprir essa necessidade.

Os sistemas automaticos de analise sdo classificados em trés
grupos [%21;

e analisadores automaticos discretos ou em batelada;

e analisadores automaticos robdticos;

e analisadores em fluxo.

Os analisadores automaticos discretos ou em batelada
caracterizam-se por utilizar um dispositivo mecanico para a
transferéncia da amostra até o detector. A amostra é armazenada em
frascos individuais. Os sistemas discretos normalmente simulam as

r [18 231 Além disso, os

operagoes que seriam realizadas pelo operado
sistemas discretos podem ser usados quando a amostra for um sodlido
ou quando a anadlise necessita de uma amostra moida, pesada,
calcinada ou filtrada 23!,

Os analisadores automaticos robdticos sdao caracterizados por
efetuarem as operagbes analiticas utilizando um braco mecéanico. A
complexidade mecanica, a baixa taxa de amostragem e o custo de
aquisicao e manutencgao torna este sistema inconveniente para seu uso
em analises de rotina. No entanto, eles desempenham um importante
papel em etapas preliminares do procedimento analitico, como em

tarefas que envolvam, por exemplo, a manipulacdo de substancias
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toxicas, radioativas e/ou explosivas, evitando a exposicdo do analista
nessas situacoes.

Os analisadores em fluxo baseiam-se na insercao e
processamento da amostra em um fluido transportador que ¢é
direcionado até o detector. Os sistemas em fluxo apresentam uma
mecanica simples, com baixo consumo de reagente e amostra,
atingindo uma alta frequéncia analitica com a minima intervencdo do
operador. Além disso, apresentam poucos componentes como bombas
peristalticas e valvulas solenoides e de comutagdo, por exemplo [%4],
Desde o desenvolvimento do primeiro analisador automatico em fluxo
(Segmented Flow Analyser - SFA), em 1957 [8l  muitos outros

analisadores tém sido propostos ao longo do tempo % 227281,

1.5.1 Analisador em Fluxo-Batelada

O analisador em fluxo-batelada (do inglés: Flow-batch Analyser -
FBA) foi proposto por HONORATO e colaboradores em 1999 [%l, Este
sistema é caracterizado por aliar as vantagens analiticas favoraveis dos
sistemas automaticos em batelada (amostra é processada dentro de
uma camara de mistura aberta) e em fluxo (transporte de reagentes,
amostra, tampao, etc.) [2°],

De maneira geral, nos analisadores fluxo-batelada a adicao da
amostra, reagentes, solucdes padrao, tampao, diluentes, indicadores,
na camara de mistura sao realizadas em fluxo usando um processo de
multicomutacgdo simultanea e/ou intermitente dos fluidos de acordo com
o0 método analitico desenvolvido.

A amostra é processada em batelada, assim, as medidas podem
ser realizadas com a maxima sensibilidade, pois os equilibrios fisico e
quimico do processo analitico podem ser obtidos e a dispersdo ou

diluicao da amostra pode ou nao ocorrer.
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A medida do sinal analitico é geralmente feita em fluxo, mas pode
ser realizada diretamente na cAmara de mistura [4 29361,

A principal caracteristica do sistema em fluxo-batelada esta na
utilizacdo de uma cédmara de mistura (pequena peca cilindrica,
geralmente de PTFE). Na camara de mistura ou cdmara reacional ocorre
a maior parte dos procedimentos analiticos, como por exemplo, a
adicao, homogeneizacao, reacdes e acondicionamento dos fluidos,
preparo de solucdes de calibracdo, deteccdo do analito [,

Todos os procedimentos descritos acima podem ser controlados
com o auxilio de um microcomputador, garantindo dessa forma a
reprodutibilidade e velocidade analitica. Além disso, o analisador FB
pode ser utilizando para realizar diferentes processos analiticos sem
alterar sua configuracdo fisica, apenas modificando os pardametros
operacionais do software de controle.

Varias aplicagbes deste sistema tém sido relatadas na literatura
como: extracdo liquido-liquido [3°1 e digestdo [3!1, andlise screening

[32] [33] [34]
4

, titulagao , exploragao de gradientes de concentracao

adicdo de padrdo [3°!, andlise multicomponente [3¢], turbidimetria [37],

reagdo de cinética lenta  [3%],

abordagens explorando
quimiluminescéncia *°J, fluorescéncia [*°1 e nefelometria 91,

Variantes da configuracdo basica do FBA tém sido propostas com
sucesso. ALMEIDA e colaboradores [**! desenvolveram um sistema FBA
utilizando uma bomba pistdo acoplada a camara de mistura para
propulsao dos fluidos (Figura 1.2). Nesse tipo de dispositivo a propulsao
€ promovida dentro da prépria camara de mistura devido a acdo de um
pistdo pneumatico inserido no seu interior. O funcionamento desse
sistema € baseado na diferenca de pressdao dentro da camara de
mistura pelo movimento do pistdo. O acoplamento entre a cadmara de
mistura e o pistao forma a unidade de propulsao do analisador, que
funciona de forma similar a uma bomba seringa.

Os volumes dos fluidos que sao aspirados para a cédmara de

mistura sao controlados pelo tempo de acionamento das valvulas
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solenoides, que atuam como interruptoras de fluxo, e pela rotacao de
um motor de passos, responsavel pelo movimento do pistao, que é

controlado por meio de um microcomputador.

(a)
=
1
| afm [l @ F T 10
__’rl‘ = =_= N
\\ OB B I
4 P |
Lo J G O
| )

Figura 1.2 - Bomba pistao acoplada a cdmara de mistura para propulsao sos
fluidos em um sistema FBA. (a) motor de passos (b) camara de mistura (c)
visualizagao interna da camara de mistura com o pistdo inserido em seu

interior. As setas indicam os sentidos de movimento do pistao.

Outra modificacao foi a miniaturizacdo do FBA, usando a técnica de
litografia UV em polimero comercial uretana-acrilato para construgdo da
camara de mistura [42],

BARRETO e colaboradores [®*2! desenvolveram um sistema fluxo-
batelada monossegmentado (do inglés Monosegmented Flow-batch
System - MSFB). Este sistema combina as caracteristicas favoraveis
dos sistemas em fluxo-batelada e as dos analisadores em fluxo
monossegmentado, permitindo o uso deste sistema para reacgdoes de
cinética lenta sem prejudicar a sensibilidade ou a frequéncia de
amostragem. O MSFB foi avaliado durante a determinacgao
espectrofotométrica de boro em extrato de plantas, baseado no método

gue envolve a reacao lenta entre o boro e a azometina-H. As solucdes
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de calibracao sao preparadas de forma in-line. Neste sistema,
guantidades adequadas de reagente e amostra sao adicionadas e
homogeneizadas dentro da céamara de mistura. Em seguida uma
aliquota da mistura reacional é armazenada entre bolhas em uma
bobina de armazenamento.

Recentemente, outra modificagcdo foi desenvolvida por LIMAL e
colaboradores [%3 441 para o analisador micro-flow-batch (UFBA)
utilizando microbombas solenoides para a selegcao e propulsao dos

fluidos para a cdmara de mistura.

1.6 Analise de matrizes viscosas em sistemas em fluxo

A analise direta de amostras oleosas torna-se complexa, devido a
sua viscosidade e sua carga organica. A introducdao de matrizes
organicas em detectores espectrométricos, por exemplo, esta associada
a problemas instrumentais como a dificuldade de insergcao da amostra
no sistema e aparecimento de indices de refracao. Assim, existe uma
necessidade de se introduzir uma ou varias etapas de pré-tratamento
da amostra como diluicio com solventes organicos, extracdo ou
lixiviacdo, incineracdo ou combustdo, dissolucdao acida e emulsificacao.
Contudo, este processo pode ocasionar perda de analito ou
contaminacdo da amostra 1.

A determinacao dos parametros de qualidade de amostras oleosas
utilizando as metodologias tradicionais, na maioria métodos
titulometrico, sdao dispendiosas e laboriosas, além de utilizarem grandes
guantidades de reagentes organicos. Dessa forma, os analisadores em
fluxo apresentam-se como uma alternativa vantajosa para a analise de
tais parametros, obtendo vantagens, como: simplicidade, versatilidade,
baixo consumo de reagente e amostra e baixa geracdao de residuo.
Entre os analisadores em fluxo descritos na literatura, o mais aplicado
para analises de amostras oleosas é o analisador por injecao em fluxo
(FIA) 31,
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Em 1990, Mesa et al. [**1 propuseram um método para a
determinacao de polifendis em amostras de azeite de oliva, onde os
analitos sdo extraidos para fase aquosa por meio de uma extracao
liguido-liquido empregando um analisador por injecao em fluxo.

Sistemas de analise por injecdo sequencial também vem sendo
utilizados para anadlise de amostras oleosas como, por exemplo, o

método proposto por Rio et al. [4€]

, em 2010, que descreveram um
sistema de titulagcao utilizando um analisador por injecao sequencial
(SIA) acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos para a obtencao
de sinais de segunda ordem. O método é aplicado para determinacao de
acidez total em amostras de dleos vegetais e biodiesel.

O sistema fluxo-batelada pode ser usado para a analise de liquidos
viscosos e suspensodes, que sao dificeis de misturar e requerem mistura

[47] Recentemente, Lima et al. [*8! descreveram um

mecanica assistida
sistema de fluxo-batelada para determinacao de glicerol livre em
biodiesel com o pré-tratamento da amostra acoplado a camara de

mistura.



Capitulo 2

Experimental
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2.1 Reagente, amostras e solucoes

Todas as solugdes e amostras foram preparadas com reagentes
de grau analitico. Agua recém deionizada com um sistema Milli-Q Plus®
(Millipore), com resistividade especifica >18 MQ cm™ a 25 °C, foi
utilizado para preparar todas as solucoes.

Solugdo de tiocianato de aménio 0,05 mol L foi preparada por
dissolugdo de uma quantidade adequada do sélido numa mistura de

121 solucBes

metanol/cloroféormio (35:65) com acido nitrico 0,1 mol L’
padrdo de Fe (III) organometalico (0,1 - 1,0 mg kg™!) foram preparadas
a partir de diluicdes adequadas da solucdo estoque 50 mg kg™ de Fe
(III) (Aldrich) em uma matriz oleosa isenta de metal (metil isobutil
cetona, MIBK Synth).

Todas as diluicdes foram realizadas por pesagem, devido a
dificuldade em pipetar rigorosamente os oOleos por conta de sua
natureza viscosa. A solugdo de limpeza foi preparada através de uma
mistura de metanol/cloroféormio (25:75). A metodologia foi aplicada a
dez amostras de d6leos comestiveis (quatro de oliva, trés de soja e trés

de girassol).

2.2 Material e equipamento

2.2.1 Analisador fluxo-batelada proposto

Na Figura 2.1 sao mostrados os componentes principais utilizados
na montagem do FBA para determinacao de ferro (III) em Odleos

comestiveis.
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Figura 2.1 - Diagrama esquematico FBA proposto. Camara de mistura (CM),
bomba peristaltica (BP), haste de mistura (h), motor de drive de DVD (MD),
diodo emissor de luz (LED, Anax = 520 nm), fototransistor (FT), valvulas
solenoides (V1, V2, V3, V4 e V5), amostra ou solugdao padrao (A), metil
isobutil cetona (R1), tiocianato de amoénio (R2), metanol/cloroformio (25:75)

para solucao de limpeza (L) e descarte (D).

Foi utilizada uma camara de mistura (CM) para promover a
homogeneizacao entre amostras e reagentes, preparo das solugdes de
calibracao e deteccao do analito. Esta camara foi projetada no LAQA e
foi construida na Oficina Mecanica do Departamento de Fisica da UFPB
com um cilindro de PTFE (Teflon®) composto por quatro canais de
entrada e um canal de saida, com um volume interno de 1,0 mL.

Uma bomba peristaltica (BP) Ismatec® IPC, modelo 78002-00 foi
utilizada possibilitando o bombeamento simultaneo de todas as solugdes
empregadas por ser equipadas com 8 canais para a propulsdao. Para o
bombeamento dos fluidos foram utilizados tubos de Tygon®, com
diametro interno de 1,14 mm. Para o transporte e armazenamento dos
fluidos foram utilizados tubos de Teflon®, com didmetro interno de 0,8

mm.
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Uma vazdo de 149,4 £ 1,5 pL s (n = 20) foi utilizada para a
propulsdao do reagente tiocianato de amoénio (R2), solucdao de limpeza
metanol/cloroformio (L) e para o descarte (D). Devido elevada
viscosidade das amostras (S) e do reagente metil isobutil cetona (R1)
foi utilizado uma vazdo de 127,1 + 1,7 uL s™* (n = 20).

No FBA proposto foram utilizadas quatro valvulas solenoides de
trés vias da Cole Parmer, modelo EW-01540-13, para selecdo e
direcionamento dos fluidos para a camara de mistura. Uma quinta
valvula foi utilizada para o descarte. As valvulas solenoides sdao
controladas por um acionador de valvulas conectado a um notebook via
porta USB, utilizando uma interface de controle National Instruments®
modelo NI USB-6009.

A homogeneizacao dos fluidos foi realizada por uma haste de PTFE
(h) com uma das extremidades achatada, de 0,8 mm de diametro. A
haste de mistura foi acoplado a um motor de drive de DVD, modelo
MDN3 GT3 CPAC, até 2000 rpm, 5 V cc. O agitador é controlado por um
acionador de valvulas conectado a um notebook via porta USB,
utilizando uma interface de controle National Instruments® modelo NI
USB-6009.

O controle das valvulas solenoides e do agitador foram realizados
utilizando um acionador de valvulas /abmade. Um diagrama
esquematico da ligagdo entre o acionador de valvula e a interface
National Instruments® modelo NI USB-6009 é mostrado a seguir na
Figura 2.2. Este dispositivo baseia-se na utilizacao de um circuito
integrado ULN2803, capaz de suportar altas tensdes e corrente, além
de permitir o controle simultaneo ou independente de até 8 portas de
saida.

Quando o circuito integrado ULN2803 recebe uma tensao maior
que 3,8 V em suas portas de entrada, gerando uma corrente de 150 mA
nas portas de saida, permitindo assim, uma poténcia suficiente para o
acionamento das valvulas solenoide e do agitador simultaneamente. O

acionador de valvulas é controlado via notebook, utilizando uma
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interface de controle USB da National Instruments® modelo NI USB-
60009.
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Figura 2.2 - Diagrama esquematico da ligacdo entre o acionador de valvulas
e a interface NI USB-6009 [4°1,

Para as medidas analiticas, foi utilizado um diodo emissor de luz
(LED, Amax = 520 nm) e um fototransistor, ambos conectados a camara
de mistura FBA através de fibras Opticas.

O programa utilizado para gerenciamento do sistema automatico
proposto (FBA) foi escrito em linguagem LabVIEW® 7.1 da National
Instruments®. Esse programa de gerenciamento apresenta uma
interface simplificada, como pode ser visto na tela principal abaixo
(Figura 2.3).
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Figura 2.3 - Interface do programa de controle do FBA proposto.

O programa desenvolvido permite ao usuario controlar e gerenciar
o tempo de abertura das valvulas solenoides dos reagentes, amostra e
descarte, tempo de agitacdo dos fluidos, limpeza da cdmara de mistura,
além de obter e salvar em uma tabela do Excel o sinal analitico
instrumental obtido na analise.

Os tempos de abertura das valvulas da amostra (V1), do reagente
metil isobutil cetona (V2), do reagente tiocianato de amoénio (V3),
solucdo de limpeza metanol/cloroférmio (25:75) (V4) e do descarte
(V5) sao configuradas em suas respectivas caixas de controle digital. O
programa permite ainda controlar o nimero de replicatas, o nUmero de
ciclos de limpeza e a rotacao da bomba peristaltica.

Os tempos de acionamento das valvulas solenoides sdo

proporcionais ao volume adicionado na cdmara de mistura. Assim, um
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estudo preliminar de calibracdo de cada canal foi necessario para obter
com precisao a medida dos volumes adicionados a camara de mistura.

A vazao em cada linha de fluxo foi determinada pelos volumes de
agua coletados e medidos em massa numa balancga analitica (Scientech
modelo SA210) segundo os tempos de abertura das valvulas de 1 a 7
segundos.

O programa de gerenciamento do FBA desenvolvido apresenta
uma interface (Figura 2.4) que possibilita que este procedimento seja
realizado com maior facilidade. Na interface do programa €& possivel
configurar o tempo de abertura e o acionamento de cada valvula

isoladamente.

Ligar

( w FBA - Calibracdo das Valvulas

Vahvula 1 () Vahula 2 (5) Vahvula 3 (s)

do @ o @ o o
0 0 0

Iniciar

Valvula 4 () Vahrula 3 (s)

o @ o d
0 0

Figura 2.4 - Interface do programa para realizar o estudo de calibragdao das

valvulas solenoides do FBA proposto.

2.3 Procedimento do FBA proposto para a determinacao de Fe

(III) em Oleos comestiveis

Para a determinagao de Fe (III) em dleos comestiveis utilizando o

FBA proposto é necessario efetuar as seguintes etapas analiticas:
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1. Enchimento de canais;

Antes de iniciar qualquer procedimento analitico, deve ser
realizado o preenchimento de todos os canais do sistema. Nesta
configuracdo, com todas as valvulas desativadas, as solugbes sao
bombeadas e retornam aos seus respectivos recipientes. Em seguida,
as valvulas V1, V2, V3 e V4 sdo acionadas simultaneamente durante
1,5 s (Figura 2.5) e as solugdes utilizadas na analise sdo bombeadas em
direcdo a camara de mistura (CM) preenchendo assim, todos os canais

localizados entre as saidas das valvulas e a camara de mistura.

tvi s

tVZ 1,5

tys

tva 15

tV5 5,0

Figura 2.5 - Diagrama de tempos (em segundos) usado na etapa de
enchimento de canais. tyi, tvz, tvs, tva € tys sao os tempos de abertura das

valvulas V1, V2, V3, V4 e V5, respectivamente.

Em seguida, a valvula V5 é acionada durante 5,0 s e a solucao
presente na CM é descartada por aspiracao da bomba peristaltica (BP).
Este procedimento deve ser realizado sempre que houver uma troca de

amostra.

2. Preparacao das misturas
A etapa de analise é iniciada com todas as valvulas desativadas.

Posteriormente, o preparo da solucdo do branco através do FBA
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proposto é realizado na camara de mistura acionando simultaneamente
as valvulas V2 e V3, adicionando cerca de 250 pL de cada solugdo. Em
seguida, apdés homogeneizacdo da mistura, é efetuada a medida a
absorbancia do branco. Em seguida, a valvula V5 é acionada durante
3,5 s e a solucao presente na CM é descartada por aspiracao da bomba
peristaltica (BP). Na Figura 2.6 é mostrado o diagrama de tempos de

abertura das valvulas para o procedimento da medida do branco.

tvz 2,0
tyz 17 | 5
tV5 i 3,5

“Tempo de mistura_
& medida de sinal™’

Figura 2.6 - Diagrama de tempos (em segundos) usado no procedimento de
medida do branco. ty;, tys e tys sdo os tempos de abertura das valvulas V2, V3

e V5, respectivamente.

As solucbes de calibragdo na faixa de 0,1 a 1,0 mg kg™* de Fe (III)
foram preparadas automaticamente na CM, utilizando uma solugao
padrdo de 2,0 mg kg de Fe (III) preparada a partir de diluicdo da
solucdo estoque (50 mg kg™). Durante a preparacgdo das solucdes, as
valvulas V1 (solugao padrao) e V2 (metil isobutil cetona) sao acionadas
simultaneamente e, apdés homogeneizacao desta mistura por 2,0 s, a
valvula V3 é ativada por 1,7 s, permitindo a insercao do tiocianato de
amonio na CM. Uma nova homogeneizacao é efetuada por 2,0 s e a
mistura resultante é submetida a medicao de absorbancia. O descarte é
feito através do acionamento da valvula V5, durante 3,5 s. Os tempos
de acionamento das valvulas V1 e V2 variam proporcionalmente, de

modo que a soma dos tempos t,; e t,2 seja constante e igual a 2,0 s. Na
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Figura 2.7 é apresentado o diagrama de tempos para execucdo da
etapa de obtencdo da curva de calibracdao. Na figura é apresentada a
configuragao de tempos para preparagcao da solugao referente ao
primeiro ponto da curva, onde t,; = 0,4 s e t,, = 1,6 s. O Uultimo ponto
da curva foi obtido com a configuracdo t,; = 0,8 s e t,», = 1,2 s,
mantendo assim, a proporcionalidade entre estes parametros,

necessaria para obtencdo da curva de calibracdo.

tVl 0,4
tvz 1,6
tV3 | 1,7 E
ys | | | 3,5
i Tempo de _, E'Eempo de misturae
mistura S'medida de sinat'

Figura 2.7 - Diagrama de tempos (em segundos) usado na etapa de obtengao
da curva de calibragao. Onde, ty;, tv2, tvz € tys sao os tempos de abertura das

valvulas V1, V2, V3 e V5, respectivamente.

O procedimento para a determinacao da amostra na CM é idéntico
ao procedimento usado para preparar as solugdes de calibragao, exceto
pelos tempos de acionamento das valvulas V1 e V2 que sdo de 0,8 s e
1,2 s, respectivamente. Nesta etapa, a solucdo-padrao é retirada do
sistema e amostra é bombeada em seu lugar.

Para todas as amostras foi necessaria a diluicdo das mesmas, a
qual foi efetuada na propria cdmara de mistura, acionando as valvulas
V1 e V2 durante intervalos de tempo adequados, de modo que 0s sinais
obtidos estivessem dentro da faixa de calibracdo. O controle da diluicao
é feito com base na expressao tyi/(tvi+tv2) que representa o fator de

diluicao baseado em tempo.
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N3o foi necessario efetuar nenhum ciclo de limpeza do sistema
entre replicatas de uma amostra devido a auséncia de carry-over

durante as medicoes.

3. Troca da amostra e limpeza

Terminada a andlise de uma amostra, a mesma deve ser retirada
do sistema, esvaziando o canal da amostra para que uma nova amostra
seja analisada. Para tanto, ao trocar a amostra é necessario efetuar um
ciclo de limpeza, usando a configuracao de tempos de acionamento das
valvulas apresentadas no diagrama dos tempos na Figura 2.8. Para
isso, as valvulas V1 e V4 sao acionadas simultaneamente, permitindo o
enchimento do canal (V1) com uma nova amostra e a insercao da
solucdo de limpeza (V4). Este procedimento é necessario para
minimizar a ocorréncia de efeito de memadria. Em seguida, um segundo
ciclo de limpeza é realizado adicionando apenas a solugdo de limpeza

para lavar a camara de mistura, permitindo assim, efetuar uma nova

analise.
tVl 3,0
tv4 3,5 E 6,0 E
t\/5 : 6,5 : 6,5
Tempo de i'I'empo de
e Tstota

Figura 2.8 - Diagrama dos tempos (em segundos) usada para a limpeza da
camara de mistura e troca de amostra. ty;, tvs e tys sdo os tempos de abertura

das valvulas V1, V4 e V5, respectivamente.

2.4 Procedimento para o método de referéncia

O procedimento espectrofotométrico de referéncia para a

determinacao de Fe (III) em dleo comestivel foi realizado de acordo
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com o método do tiocianato 3!, As solucdes de calibragdo (0,1 a 1,0 mg
kg') de Fe (III) foram preparadas por diluicdes adequadas da solucdo
estoque 50 mg kg de Fe (III). Os sinais analiticos foram medidos em
uma absorbancia de aproximadamente 520 nm. A anadlise de cada
amostra foi realizada em triplicata e as concentracdes foram estimadas
a partir das equacdes obtidas pelas curvas analiticas.

Para o método de referéncia foi utilizado um espectrofotobmetro
UV-Vis Hewlett-Packard (HP) com arranjo de diodos, modelo 8453,
equipado com uma cubeta (Hellma QS 1000, célula de fluxo de quartzo
com caminho optico de 1,0 cm), e monitorando o sinal analitico em 520

mm.

2.5 Procedimentos de avaliacao do fluxo-batelada proposto

O desempenho do sistema fluxo-batelada proposto (FBA) foi
avaliado em termos de sensibilidade, com os valores do limite de
deteccao (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e faixa dinamica. Os
parametros foram comparados com os resultados obtidos em um
espectrofotdbmetro comercial.

De acordo um a IUPAC, a sensibilidade de calibragdo de um
método instrumental é definido como a inclinacdo da curva de
calibracdo a uma dada concentracdo do analito [*& 23],

A sensibilidade de um método é definida pelos limites de deteccao
e de quantificacdo. O limite de deteccao (/imit of detection — LOD) é a
menor concentracao do analito de interesse que pode ser detectada
pela técnica instrumental escolhido, com certo nivel de confianca. O
limite de quantificagdo (/imit of quantification — LOQ) é a mais baixa
concentragcao que pode ser quantificada dentro dos limites de precisao e
exatiddo do método escolhido (2% 311,

O limite de deteccao e de quantificagao foram estimados

matematicamente pelas expressées mostradas a seguir:
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— 3% —
LOD = = (o) LOQ

10 - 5,
g (b)

onde a expressao (a) é o limite de deteccao e (b) é o limite de
guantificacdo. B é a inclinacdo da curva analitica estimada pela
regressao linear através do método dos minimos quadrados e S, é o
desvio padrao do branco para 20 amostras. Assim como a sensibilidade
de calibracao foi definida pelo valor da inclinacdo da curva analitica (B).
Também foi avaliada a frequéncia analitica e a quantidade de amostras
e reagentes gastos por medida efetuada.

O método da relacdo sinal/ruido corresponde ao inverso do desvio
padrao relativo (DPR), que utiliza de 20 a 30 medidas do sinal do
branco, € amplamente utilizado devido a sua rapidez e simplicidade dos
calculos estatisticos. O método da estimativa do limite de detecgdo e
quantificacdao baseado em parametros da curva analitica apresenta
maior confiabilidade estatistica e robustez, pois leva em consideragao o
intervalo de confianga da regressao. Neste caso, o LOD e o LOQ sao
estimados a partir do intervalo de confiangca e pode ser medido a 95%
de confianca estatistica. Tais estimativas foram realizadas por
intermédio de uma planilha eletronica para validacdo de métodos
analiticos univariados [*°! e disponivel na internet [*?1, A estimativa do
sinal analitico a partir da equacao de regressdo apresenta um erro
padrao, e o produto deste erro pelo valor da distribuicdao t de Student

apropriado, permite calcular o intervalo de confianca da curva analitica
[501]

[53] é& estimado usando analises de

O teste de recuperacao
amostras adicionadas com quantidades conhecidas do analito (podem
ser adicionadas as amostras, pelo menos trés concentracdes diferentes
do analito). O Teste de recuperacao foi utilizando para avaliar a
exatiddo do método proposto. A taxa de recuperacao é calculada

empregando a expressao a seguir:
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c,—C,
Recuperacio (%) = ( - ) % 100
3

onde C; é a concentracdo total do analito na amostra apds adicao de
uma quantidade conhecida do mesmo, C, é a concentragao original do
analito determinado na amostra e C, é a concentracao do analito

adicionado na amostra.
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3.1 Parametros do analisador fluxo-batelada

Para obter parametros de desempenho analitico do FBA proposto,
foram realizados estudos preliminares para a obtencdao dos parametros
de concentracdes e de volumes de reagentes e amostras adicionados a
camara de mistura. Para tanto, todos os estudos foram realizados no
sistema automatico FBA proposto, seguindo o método e os intervalos de
avaliagdo utilizados por Pinto [, Na Tabela 3.1 sdo apresentados os
resultados do estudo dos parametros avaliados e os valores

selecionados para cada deles.

Tabela 3.1 - Parametros selecionados do FBA proposto para o procedimento
de determinacao de Fe (III) em 6leo comestivel.

Parametro Intervalo avaliado Valor selecionado

Concentragao do reagente tiocianato 10 - 100 50
de aménio (mmol L)

Tempo de agitacdo (s) 0,5-5,0 2
Concentragdo da solucao de limpeza 10:90 - 45:55 25:75
metanol/cloroféormio (v/v %)

Volume da amostra (uL) 25 -150 100
Volume de metil-isobutil-cetona (uL) 50 - 200 150
Volume do reagente tiocianato de 50 - 300 250

amonio (uL)

Volume total (pL) 125 - 650 500

Os parametros operacionais do analisador foram balizados em
funcdo do volume total da camara, tempo total de andlise e sinal
analitico, de modo a minimizar os dois primeiros e maximizar o ultimo.
Os volumes de amostra, de MIBK e de tiocianato de amoénio foram
avaliados dentro das faixas apresentadas na Tabela 3.1. O volume total
de mistura reacional dentro da camara foi fixado em 500 pL, uma vez

gue a utilizacdo de grandes volumes na camara implica em maior
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consumo de reagentes e de amostra, e consequentemente em um
aumento no tempo total de analise.

A otimizacao da proporgao volumétrica 6tima entre amostra e
reagentes foi realizada através da preparacao automatica de misturas
reacionais onde os volumes de amostra cobriram a faixa de 25 a 150 pL
sendo acrescentados 25 pL de amostra em cada mistura preparada. Os
volumes de MIBK e tiocianato de amdnio foram varridos dentro das
faixas de 50 a 200 pL e de 50 a 300 pL, respectivamente, sendo
acrescentados 50 pyL de cada solucao em cada mistura preparada. O
maior sinal analitico foi obtido com a proporgao 100 uL de amostra: 150
ML de MIBK: 250 pL de tiocianato de aménio, corroborando a proporcao
descrita por Pinto [2J.

Uma vez determinada a propor¢cao volumétrica na mistura
reacional, foi investigada a concentragcao 6tima da solugao de tiocianato
de amoénio. Para tanto, foi avaliada uma faixa de concentracdao deste
reagente de 10 a 100 mmol L, variando-se de 10 em 10 pL, reagindo
com uma solugdo de Fe (III) com 0,8 mg Kg™'. Os dados deste estudo
sao apresentados na Figura 3.1. Na curva apresentada, verifica-se que
os valores de concentracdo de tiocianato acima de 50 mmol L*
praticamente permanecem constantes. Desta forma, foi escolhido este
valor como sendo a concentracdo de tiocianato de amoénio a ser usada

no analisador automatico.
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Concentracdo SCN™ (mmol L 1)

Figura 3.1 - Estudo da concentragdo 6tima de tiocianato de amoénio

(representado por SCN").

Até entdo, para garantir uma mistura homogeneizada, todas as
analises foram realizadas com um tempo de mistura de 10 s. De modo
a aumentar a velocidade analitica, o tempo de agitacao suficiente para
a homogeneizagdao satisfatéria da mistura reacional foi avaliado
experimentalmente através da medicdo dos sinais de absorbancia de
uma mistura reacional com a seguinte composicao: 100 pL Fe(III) 0,8
mg Kg' + 150 pL de MIBK + 250 pL de tiocianato de amdnio 50 mmol
L'l. Foi observado que os valores de absorbdncia para tempos de
agitagao maiores que 2,0 s permaneceram constantes (Figura 3.2).

Assim, o tempo de agitacao de 2,0 s foi selecionado como valor étimo.
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Tempo de homogeneizacéo (s)

Figura 3.2 - Estudo do tempo 6timo de homogeneizagao.

A composicao da solugao de limpeza foi avaliada em termos de
aparecimento de sinal analitico apds efetuar o procedimento de limpeza
da camara em duplicata. Os dados deste estudo sao apresentados na
Figura 3.3. Foi observado que proporgoes de cloroformio menores que
75% (v/v) e de metanol maiores que 25% (v/v) nao solubilizavam bem
a mistura reacional e havia, com isso, aumento de absorbancia da linha
de base apds a execucdo de dois ciclos de limpeza do sistema. Sendo,
portanto, mais eficiente na limpeza a mistura metanol/cloroférmio a

25:75 em proporgao.
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Absorbancia
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Concentracao de Cloroformio (%% wv/v)

Figura 3.3 - Estudo da concentracdo 6tima da solucdo de limpeza cloroférmio

em metanol (v/v %).

3.2 Validacao da curva analitica para determinacao de Fe (III)

Foram construidas duas curvas analiticas para determinacgao de
Fe(III) em duas diferentes faixas de concentracdo: uma construida a
partir de medidas feitas usando o FBA proposto na faixa de 0,1 a 1,0
mg kg' e outra usando as medidas feitas através do método de
referéncia na faixa de 1,0 a 2,2 mg kg'. Todas as medidas foram feitas
em triplicata.

Para construcdo da curva analitica utilizando o FBA proposto
foram usadas solucbes de calibracdo com os niveis de concentracgao:
0,1; 0,3; 0,5; 0,8 e 1,0 mg kg™ de Fe(III). A equacdo de regressdo
obtida pelo FBA proposto foi A = 0,592C+0,0649, (onde A é a resposta
analitica e C é a concentragdo do analito em mg kg™?).

Os niveis de concentracdo das solucdes de calibragcao usadas na
construcdo da curva analitica obtida através do método de referéncia
foram: 1,0; 1,4; 1,6; 2,0 e 2,2 mg kg*! de Fe(III). A equacdo de

regressao obtida pelo método de referéncia foi A = 0,3488C-0,047,
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(onde A é a resposta analitica e C é a concentracdao do analito em mg
kg™).

Os altos valores dos coeficientes de correlagdo (R?=0,9984 para o
FBA proposto e de R*=0,9914 para o método de referéncia) sdo forte
indicio de que ambas as curvas obtidas apresentam comportamento
linear entre as respostas analiticas e a concentracao de Fe(III) nas
solugcdbes de calibragcdao. As curvas de calibracao foram validadas
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA), ndao mostrando
falta de ajuste em um nivel de confianca de 95%.

Apds a validacdo da curva analitica, forem estimados os valores
do limite de deteccao (LOD) e limite de quantificagao (LOQ), com base
em critérios estabelecidos pela IUPAC [°*! para o sistema proposto e
para o método de referéncia baseado no uso do espectrofotometro
comercial. Os resultados, apresentados na Tabela 3.2, mostra que os
valores de LOD e LOQ obtidos pelo método de referéncia sao um pouco
menores que aqueles obtidos através do FBA proposto. Estas diferencas
estdo diretamente relacionadas ao tipo de detector e ao caminho éptico
utilizado. O FBA proposto apresenta um LED (Amax = 520 nm) e um
fototransistor, com um caminho o6ptico de 0,8 cm. Ja o
espectrofotometro apresenta um arranjo de fotodiodos como detector, e o
caminho éptico de 1,0 cm, o que Ihe confere maior sensibilidade. Desta
maneira, estes resultados apresentam-se coerentes com as diferencas

entre os dois instrumentos utilizados.

Tabela 3.2 - Valores de LOD e LOQ em mg L' para a determinagdo de Fe
(III), estimados ao nivel de 95% de confianga.

Referéncia FBA

LOD 0,00376 0,00402

LOQ 0,0125 0,0134
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3.3 Aplicacdes analiticas do FBA proposto

As curvas analiticas construidas pelo FBA proposto e pelo método
de referencia foram obtidas para a determinacao de Fe (III) em
amostras de o6leos comestiveis. A Tabela 3.3 mostra os resultados

obtidos com medidas em triplicata.

Tabela 3.3 - Valores das concentragdes (n = 3) das amostras de odleos
comestiveis para a determinacdo de Fe (III) em mg kg utilizando o FBA

proposto e o espectrofotométrico de referéncia.

Amostra FBA Referéncia
Oliva 1,56 =+ 0,03 1,55 + 0,02
0,89 £ 0,02 0,91 £ 0,01
1,05 + 0,01 1,07 £ 0,02
0,92 £ 0,02 0,89 £ 0,02
Soja 0,62 £ 0,02 0,64 £ 0,01
0,55 £ 0,01 0,57 £ 0,01
1,27 + 0,03 1,21 + 0,02
Girassol 0,49 £ 0,02 0,51 £ 0,01
0,72 £ 0,01 0,74 £ 0,01
0,70 £ 0,02 0,65 £+ 0,01

Na Tabela 3.3, pode-se observar que os procedimentos FBA e de
referéncia apresentaram desempenhos similares. Os valores do desvio
padrdo foram, em geral, menores que 0,03 e 0,02 mg kg! para as
amostras analisadas via FBA e pelo método de referéncia,
respectivamente. Além disso, a aplicacdo do teste t-pareado mostrou
ndo haver diferengas estatisticas significativas a um nivel de 95% de

confianca.



37

O FBA proposto apresentou uma frequéncia analitica de 95

amostras por hora.

3.4 Determinacao analitica de Fe (III) em o0leos comestiveis

Para a realizacdo do teste de recuperacao foram utilizadas trés
amostras de 6leos comestiveis (soja, oliva e girassol). Um volume de 50
ML de solucao padrao de Fe (III) com concentracdes conhecidas de 0,1;
0,5 e 0,7 mg kg* foram adicionadas a 100 pL de éleo comestivel ( 1,55,
1,21 e 0,51 mg kg' de Fe (III)), para as medidas utilizando o FBA
proposto.

A Tabela 3.4 apresenta os resultados obtidos na determinacao de

Fe (III) em o6leos comestiveis utilizando o teste de recuperacgao.

Tabela 3.4 - Teste de recuperacao de Fe (III) em 6leo comestivel (n = 3).

Amostras Recuperagao %
0,1 %t,4S/vVn? 0,5+ t,1S/Vn? 0,7 £ t,-1 S/Vn?
Oliva 99,1 +1,4 104,2 £ 1,3 102,6 £ 1,7
Soja 98,7 £ 1,2 101,4 + 1,1 99,3+ 1,2
Girassol 98,4+ 1,4 102,8 £ 1,6 103,11+ 1,2

@ Onde n é o numero de medicbes repetidas, t,.; é o pardmetro estatistico de t de Student (com
n = 3, ao nivel de confianca de 95%) e S é o desvio padrdo

Os resultados obtidos pelo teste de recuperacao para cada uma
das amostras de 6leo comestivel estavam dentro da faixa de 98,4% a
104,2%.

3.5 Comparacao do FBA proposto com outros sistemas
A Tabela 3.5 apresenta caracteristicas analiticas selecionadas do
FBA proposto, andlise de injecdo sequencial (SIA) [?! e anélise por

injecdo em fluxo (FIA) [**! para a determinacdo de Fe (III) em 6leos
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comestiveis. Em geral, o FBA (em comparagao com outros processos)

apresenta parametros satisfatorios, tais como: o limite de deteccdo,

frequéncia analitica e auséncia de fluido transportador.

Tabela 3.5 - Quadro comparativo entre as caracteristicas analiticas do FBA

proposto e as de outros procedimentos para determinagao de Fe (III) em dleo

comestivel.

Parametro FBA SIA [2] FIA [15]
Limite de detecgao 0,004 0,31 0,6
(mg L)

Faixa de trabalho (mg 0,1-1,0 0,5 -25 0-10
L™

Desvio padrdo relativo < 2,0 < 3,5 2
(%)

Frequéncia analitica 95 20 -
(h™)

Consumo de amostras 100 pL 150 pL 4-20g
Volume de reagente 250 250 -
(KL)

Volume de residuos 2300 4200 10000
(KL)

Método UV-Vis® UV-Vis® AASP
Pré-tratamento Ausente Ausente Presente
Deteccao integrado Presente Ausente Ausente
Fluido Transportador Ausente Presente Presente

@ espectrofotometria de absorcdo UV-Vis

b espectrometria de absorcdo atémica.
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4.1 CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido um analisador fluxo-batelada para
a determinacdo direta (sem pré-tratamento da amostra) de Fe(III) em
O0leos comestiveis. Para isso, foi utilizada uma camara de mistura
confeccionada em PTFE (Teflon®), utilizando como detector um diodo
emissor de luz e um fototransistor, ambos conectados a camara de
mistura FBA através de fibras dpticas, cujo caminho dptico de 0,8 cm. A
determinacao de Fe(III) em amostras de 6leos comestiveis baseada na
reacdo destes fons com tiocianato em meio organico [?! foi efetuada
COMm sucesso.

O analisador proposto mostrou caracteristicas analiticas satisfatérias
quando comparado com sistemas de fluxo [%*%1 que utilizaram o mesmo
método. Além disso, o sistema automatico desenvolvido apresentou
uma instrumentagcao simples, com baixo consumo de reagente e
amostra, baixa geracao de residuos e elevada frequéncia analitica (95
amostras por hora). O limite de deteccao, de quantificacao e a precisao
obtida foram compativeis com os parametros regulamentados por
érgdos de fiscalizacdo, dos dleos comestiveis [** 41, As solucdes-padrio
foram preparadas em linha e todos os processos analiticos foram
efetuados com simples alteracdes nos parametros operacionais no
programa de controle construido em ambiente LabVIEW 7.1.

Conclui-se, desta forma, que o analisador fluxo-batelada
desenvolvido pode ser uma alternativa potencialmente util para a
determinacao de Fe(III) em Oleos comestiveis sem pré-tratamento da
amostra. Além disso, este tipo de analisador pode também ser muito
util para o monitoramento de outros parametros de qualidade em
amostras complexas, similares aos 6leos comestiveis, como por
exemplo, a determinacao de outros metais, sulfatos, e aditivos em
oleos lubrificantes, gasolina e biodiesel. No entanto, possiveis
problemas de sensibilidade e seletividade também precisam ser

investigados.
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4.2 PERSPECTIVAS

Com o sucesso obtido no desenvolvimento e aplicacao do analisador
em fluxo-batelada, partiu-se, apds a finalizacdo do trabalho, para a
aplicacdo do mesmo analisador a determinacao do indice de iodo em
0leos comestiveis. Este parametro também é regulamentado pela
ANVISA e o método de referéncia é volumétrico °°1. Entretanto, ao
utilizar a mesma configuracao fisica usada no trabalho ora apresentado,
a qual foi baseada em propulsao peristaltica, verificou-se que os tubos
de bombeamento ndo apresentavam compatibilidade com os principais
reagentes utilizados, sendo inutilizados quase imediatamente.

Tentou-se entado, a utilizacao de uma configuragao com propulsao a
pistdo acoplado a camara. Nesta configuragdo, ocorreram problemas de
corrosao do anel de vedagao do pistdao e de reprodutibilidade na tomada
de volumes dos reagentes e amostras devido a alta pressao de vapor do
acido acético. Como ultima alternativa, foi utilizada uma configuragao
com propulsao a base de microbombas diafragma. Esta configuragao
também apresentou falhas em sua execugdao devido a baixa
reprodutibilidade na tomada de volumes tanto de amostras como de
reagente (solucdo de Wijs em acido acético glacial).

Em virtude da ocorréncia de todos os problemas encontrados nesta
nova aplicacdao, é apresentado como perspectiva futura de trabalho, o
desenvolvimento de uma nova modalidade de analisador em fluxo-
batelada. Esta modalidade serd baseada na propulsao por uma bomba
seringa comercial multicanal, equipada com seringas de precisao
construidas em vidro e com émbolo de PTFE. Com isso, espera-se que
todos os problemas acima discutidos sejam solucionados de forma
simples com sistema de facil automagao e controle. O programa de
controle deste novo sistema ja estd em fase de desenvolvimento, bem
como a configuracdo de acoplamento e comutacdao de valvulas

solenoides.
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