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Resumo

Titulo: um microanalisador fluxo batelada para determinacao

fotométrica de sulfitos em bebidas.

Os sulfitos sao aditivos quimicos com grande atuacdo na industria de
bebidas, entretanto o uso desses aditivos em excesso podem causar
patologias e seu limite encontra-se no maximo de 0,7 mg/kg de SO, peso
corporeo por dia. Esse estudo propde um microanalisador em fluxo
batelada (UFBA) para determinacao fotométrica de sulfitos em bebidas. A
microcdmara do PFBA foi construido a partir da resina comercial uretana-
acrilato e polimerizado em fotoexpositora de radiagao ultra-violeta. O
método fotométrico para determinacao de sulfitos em bebidas baseou-se
na reacao dos sais de sulfitos, em meio acido, com solucao de formaldeido
gue posteriormente reagiu com a solucao de cloridrato de pararosanilina
originando, por fim, um complexo de cor violeta com absor¢cdo maxima
em 565 nm. O modelo linear da curva analitica foi validada através da
ANOVA, grafico dos residuos e teste F deixados pelo modelo. O limite de
deteccdo foi de 0.08 mg L™ e o desvio padrdo relativo inferior a 1,5% (n
= 3). Foi realizado um teste de precisdao avaliada através do teste de
recuperacao (96,8% a 102,6%). O uFBA é potencialmente util como uma
alternativa para determinacdes fotométricas de sulfitos como parametros
de qualidade de bebidas e rendimento de 240 amostras por hora, gerando
baixo consumo de amostra e reagentes. Os resultados obtidos pelo uFBA
proposto comparado ao método convencional, ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas na aplicacdo do teste t pareado com nivel

de confianca de 95%.

Palavras-chave: portatil; microanalisador fluxo batelada; resina de

uretano-acrilato; espectrofotometria; sulfito total; bebidas.



Abstract

Title: A micro-flow-batch analyser for photometric determination of

sulphites in beverages.

Sulfites are chemical additives major role in the beverage industry,
however, the excessive use of these additives can cause disease and its
limit is @ maximum of 0,7 mg/kg of body weight per day SO,. This study
proposes a micro-batch-flow analyser (JFBA) for photometric
determination of sulphites in beverages. The PFBA was built from the
commercial urethane-acrylate resin and polymerized exhibiting photo of
ultra-violet radiation. The photometric method for the determination of
sulfites in beverages based on the reaction of salts of sulfites in an acid
medium with formaldehyde solution subsequently reacted with
pararosaniline hydrochloride solution giving finally, a complex of violet
color with maximum absorption at 565 nm. The linear model of the
calibration curve was validated by ANOVA, residual plot and left by the F
test model. The detection limit was 0,08 mg L and the relative standard
deviation less than 1,5% (n = 3). A test precision assessed by recovery
test (96,8% to 102,6%) was performed. The UFBA is potentially useful as
an alternative to sulfites photometric determinations as parameters of
quality of beverage and yield of 240 samples per hour, producing low
consumption of sample and reagents. The results obtained by the
proposed JUFBA compared to the conventional method, no statistically
significant differences in applying paired with a confidence level of 95% t-

test.

Keywords: Portable; micro-flow-batch analyser; urethane-acrylate resin;

spectrophotometry; total sulphite; beverages.



Capitulo 1

Introducao



1 Introducao

1.1 Caracterizacao da Problematica

Os aditivos alimentares sdo compostos quimicos amplamente
utilizados nas industrias de bebidas e sdao encontrados, comumente, na
forma de didxido de enxofre (SO,) e em sais inorganicos como sulfitos de
sddio, potassio e de calcio. (TAYLOR; HIGLEY; BUSH, 1986).

Os sulfitos sao considerados agentes inibidores da deterioragao do
produto ocasionada por bactérias, fungos e leveduras. Dessa maneira, os
aditivos atuam como agentes antioxidantes evitando o escurecimento
enzimatico (LIU; PILONE, 2000; RIBERA et al 2001) do produto causado
por acao desses microorganismos. Assim, a utilizacdao desses aditivos na
industria de alimentos e bebidas ¢é imprescindivel para aumentar
significativamente o prazo de validade dos produtos sem perda de sua
qualidade (RIBERA et al 2001).

Entretanto, esses aditivos em excesso podem ocasionar danos a
saude humana, pois ingestdes acima do indice diario aceitavel (IDA), que
corresponde a 0,7 mg/kg peso corpdreo/dia expressas na forma de SO,
provocam sérios problemas, como por exemplo, broncoespasmos em
pessoas asmaticas sensiveis a sulfitos (TAYLOR; HIGLEY; BUSH, 1986;
YANG; PUCHASE, 1985; ANIBARRO et al, 1992; PERONI; BONER, 1985;
VALLY; THOMPSON, 2003; WHO, 2000). Além disso, alguns casos de
distlirbios neuroldgicos foram constatados em populagdo com reduzida
atividade da enzima sulfito oxidase. Tal enzima exerce a fungao redutora
de sulfito a sulfato, o qual é excretado pelo organismo via renal (KISKER
et al 1997; EDWARDS; JOHNSON; MARRIAGE; GRAF; COYNE;
RAJAGOPALAN; MACDONALD, 1999).

Para o controle e monitoramento desses aditivos em bebidas é
recomendado pela AOAC (Association of Analytical Communities) (AOAC,
1997) o método baseado na destilagdo Monier-Williams. Contudo, esse

método apresenta algumas desvantagens, tais como o tempo total de
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analise, o qual, para cada destilacdo, corresponde a aproximadamente 2
horas; é muito laborioso, pois envolve a execucdo de varias etapas,
aumentando a possibilidade da ocorréncia de erros; de dificil automacao;
e requer um consumo elevado de reagentes e amostras, elevando o custo
por analise e a quantidade de residuos gerados.

O desempenho analitico dos métodos usados para determinagao de
sulfitos em bebidas pode ser sensivelmente melhorado através da
automacao dos mesmos.

Uma alternativa proposta por Honorato e colaboradores sao os
denominados analisadores em fluxo-batelada (FBA - Flow-Batch
Analyser). Por se tratarem de analisadores hibridos, agregam
caracteristicas vantajosas de analisadores em fluxo e de analisadores
discretos (em batelada) (HONORATO et al, 1999). Recentemente, Monte e
colaboradores (MONTE FILHO, 2010) propuseram a miniaturizagcao do
analisador FBA, culminando no desenvolvimento do microanalisador em
fluxo-batelada (UFBA - micro-Flow-Batch Analyser), que apresenta como
principal caracteristica a reducao significativa da quantidade de residuos,
mantendo a velocidade analitica e a confiabilidade das analises de
maneira similar ao FBA.

Sendo assim, a proposta de trabalho é o desenvolvimento de um
microanalisador em fluxo batelada para determinacao de sulfitos em
bebidas alcdolicas fermentadas e fermento-destiladas. Como resultados
esperados, o microanalisador desenvolvido deve proporcionar analises
confidveis, com baixo consumo de reagentes e de amostras,

instrumentagdo e operagao simples e elevada frequéncia analitica.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

Desenvolver um microanalisador em fluxo batelada (NFBA) para

determinacao de sulfitos em bebidas com deteccdo fotométrica.

1.2.2 Especificos

Projeto e montagem do microanalisador proposto;

e Desenvolvimento de um programa  computacional para
gerenciamento do microanalisador;

e Levantamento dos parametros operacionais do UFBA e de seu
desempenho analitico;

e Validacao do microanalisador proposto e aplicacao do mesmo na

determinacgao de sulfitos em amostras reais de bebidas.

1.3 Fundamentacao teodrica
1.3.1 Sulfitos em bebidas

Os agentes sulfitantes ou sulfitos sao utilizados como ingredientes
adicionais em bebidas e alimentos na forma de sais inorganicos de sulfitos
ou de didoxido de enxofre (SO;) (TAYLOR, HIGLEY, BUSH, 1986;
LECLERCQ, MOLINARO, PICCINELLI, BALDINI, ARCELLA, STACCHINI P.,
2000). Além disso, tais compostos também podem resultar da agao de
leveduras durante a fermentagao de bebidas, principalmente de cervejas e
vinhos (LECLERCQ et al 2000).

Os sulfitos inibem reagbes enzimaticas que favorecem o
escurecimento em alimentos, principalmente por sua atuagao como
agentes redutores (LECLERCQ, MOLINARO, PICCINELLI, BALDINI,
ARCELLA, STACCHINI, 2000; RIBERA; JONKER; NARBONNE; O’BRIEN;

ANTIGNAC, 2001). Por tais razdes, os sulfitos sao largamente utilizados
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em bebidas e alimentos (LECLERCQ et al 2000). Entretanto, em
concentragcdbes ndao controladas, os sulfitos podem acarretar efeitos
nocivos a saude, principalmente em relacdo a sua ingestao por individuos
gue apresentam crises asmaticas, além de outros problemas respiratérios
(YANG; PURCHASE, 1985; FAZIO; WARNER, 1990; ANIBARRO;
CABALLERO; GARCIA-ARA: DIAZ-PENA; OJEDA, 1992; WUTHRICH B.,
KAGI M.K., HAFNER, 1993; PERONI; BONER, 1995; WARNER;
DIACHENKO; BAILEY, 2000; VALLY; THOMPSON, 2003). Pessoas com
disturbios neuroldgicos também podem ser afetados pela toxicidade dos
sulfitos. Outro exemplo estd relacionado a um estudo populacional, em
que foi observado que parte da amostra estudada possuia alteracao na
atividade enzimatica de sulfito oxidase, ou seja, a conversao de sulfito a
sulfato ficou comprometida nao ocorrendo a excrecao de sulfito (KISKER;
SCHINDELIN; PACHECO; WEHBI; GARRETT; RAJAGOPALAN; ENEMARK;
REES, 1997; EDWARDS; JOHNSON; MARRIAGE; GRAF; COYNE;
RAJAGOPALAN; MACDONALD, 1999).

Essas acOes patoldgicas ainda sao bastante controversas devido
aos mecanismos de intolerancia presentes nos seres vivos, sendo a
vertente mais aceita a que define tais agdes como processos multiplos em
conjunto e explicados nas diferentes observacdoes entre os casos
registrados de sensibilidade aos agentes sulfitantes (ANIBARRO;
CABALLERO; GARCIA-ARA; DIAZ-PENA; OJEDA, 1992; PERONI; BONER,
1985; VALLY; THOMPSON, 2003).

1.3.2 Legislacao - Controle e Fiscalizacao

Os aditivos sulfitantes possuem legislagao especifica dependendo
do pais em que sao utilizados. As quantidades adicionadas as bebidas
durante o processo de producao ou estocagem das mesmas devem ser
limitadas, considerando a menor concentracao adicionada para obter o
efeito desejado (BRASIL 1997).
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O consumo de sulfitos deve apresentar valores de ingestao abaixo
da Ingestao Diaria Aceitavel (IDA), que é de 0,7 mg /kg de SO, por peso
corporeo/dia (WHO, 2000).

Nos paises europeus a ingestdo desses agentes foi questionada e
pesquisas foram elaboradas para avaliar o uso indiscriminado dos sulfitos,
sobretudo em bebidas alcodlicas. Tais estudos mostraram que a ingestao
de vinhos pode aumentar a concentracao de sulfitos para valores acima da
IDA (MARESCHI; FRANCOIS-COLLANGE; SUSCHETE, 1992; VERGER;
CHAMBOLLE; BABAYOU; BRETON; VOLATIER, 1998).

Em muitos paises, inclusive no Brasil, o controle e a fiscalizagao de
aditivos, em especial sulfitos, seqguem como referéncia as recomendagoes
do JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) para ao
uso seguro desses compostos em bebidas e alimentos (BRASIL, 1997). No
Brasil a responsabilidade é da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), segundo a qual a concentracdao maxima de sulfitos permitida é
de 350 mg L™ (BRASIL, 2002).

Por outro lado, na Europa exige-se que a quantidade desses
aditivos ndo ultrapasse os valores de 160 mg L! e de 210 mg L para
vinhos tintos e brancos, respectivamente, estando a Comunidade
Econdmica Européia (CEE) responsavel pelo controle e fiscalizacao
(EUROPEAN COMMISSION, 2001).

Na América do Norte o o6rgdo responsavel, a Administracdo de
Drogas e Alimentos (FDA - Food and Drug Administration), obriga
informar concentragdo de sulfitos acima de 10 mg L™ em seus rétulos
(FDA, 1996).

Diante do exposto, justifica-se a necessidade e o controle da
concentragao de sulfitos em bebidas e alimentos, sobretudo com o uso de
técnicas analiticas na determinacdo de tais aditivos, ja que alguns
procedimentos analiticos apresentam dificuldades em decorréncia da
elevada reatividade desses compostos (MACHADO, 2007; WEDZICHA,
1997).
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1.3.3 Métodos para determinacao de sulfitos

Diversos métodos sdao empregados para determinacao de sulfitos
em bebidas utilizando como principio a conversao das variadas formas de
sulfitos em SO, (WARNER; DIACHENKO; BAILEY, 2000).

O sistema de destilagao Monier-Williams otimizado (figura 1.1)
para a determinacdo analitica de sulfitos é considerado o método oficial
pela FDA.

[ 4

Figura 1.1: Destilacao Monier-Williams otimizado pela FDA (a) funil de
adicdo, (b) entrada de gas nitrogénio, (c) baldo de 3 vias, (d)
condensador de bolas, (e) borbulhador e frasco coletor de SO..

Entre as décadas de 80 e 90, a FDA prop6s, nos Estados Unidos,
possiveis alteracdes no método Monier-Williams de destilagdo, ja que esse
método nao detectava satisfatoriamente sulfitos com concentragdes
superiores a 10 mg L' em matrizes de alimentos (AOAC, 1995). O método
Monier-Williams otimizado pela FDA foi utilizado para a determinacao de
SO, em varios tipos de alimentos, desde frutas secas a bebidas
comercializadas nos Estados Unidos (FDA, 1996).

Esse método corresponde ao processo Monier-Williams, também
conhecido como destilagao de Monier-Williams (ANIBARRO; CABALLERO;
GARCIA-ARA; DIAZ-PENA; OJEDA, 1992; WARNER; DIACHENKO; BAILEY,
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2000). O mesmo fundamenta-se em separar o SO, de sua matriz pelo seu
aguecimento em meio acido durante duas horas. Em seguida, o SO
formado é transportado através de um fluxo de nitrogénio e, ao entrar em
contato com uma solucdao de peroxido de hidrogénio (H,0;), sofre
oxidacao transformando-se em acido sulfurico (reacao 1). Finalmente, o
acido formado pode ser determinado por titulacdo acido-base com solugao
de hidréxido de sdédio (NaOH).
Na,S03(aq) + 2HClagqy = 2NaCl(aq) + H20qy + S04y
S02(g) + H202aq) = H2504¢q)

Reacao 1: Oxidacao do sulfito de sédio (aditivo) a didxido de enxofre e
originando acido sulfurico na presenca de perdxido de hidrogénio.

Assim, a concentracdo encontrada de SO, ¢é diretamente
proporcional a quantidade de acido sulfurico (H,S04) formado (HILLERY;
ELKINS; WARNER; DANIELS; FAZIO, 1985; LUCK; JAGER, 1986).

Outro procedimento utilizado na industria € o método Ripper, uma
titulacdo iodométrica com a finalidade de monitorar os sulfitos livres
diretamente relacionados a produgao de vinhos. (OUGH, 1996; WILLIAMS;
SCUDAMORE-SMITH; NOTTINGHAM; PETROFF, 1992; BRASIL, 2005).
Esse método consiste na quantificacdo direta de SO, presente na amostra.
Para isso adiciona-se solucao de H,SO4 a amostra com o objetivo de
liberar o SO, e diminuir a oxidagcao de polifendis presentes na mesma pela
adicao de iodo. Quanto menor o pH do meio, maior a concentragao de SO,
liberada e por tal motivo a titulacdo subsequente deve ser realizada o
mais rapido possivel para evitar perdas significativas (ZOECKLEIN et al.,
2001). O método Ripper possui como desvantagens a baixa precisao e
elevados erros sistematicos devido a dificuldade de visualizacdo do ponto
de viragem em matrizes como vinho tinto, nas quais ocorrem variacoes
devido a presenca de adutos formados pela ligacao entre antocianinas e
ions hidrogenossulfito (HSO3"). Tais adutos dissociam-se com grande

facilidade em meio acido e o SO, liberado é titulado como sulfito livre,
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motivo pelo qual ndao é recomendado como método de referéncia pela
AOAC (VAHL; CONVERSE, 1980).

Outros métodos sao propostos para determinacao de sulfitos em
bebidas objetivando a substituicao da titulacdo. Entre eles a CLAE
(WILLIAMS; SCUDAMORE-SMITH; NOTTINGHAM; PETROFF, 1992) com
detector eletroquimico, adotada por algumas industrias na determinagao
de SO, total em vinhos. Uma vantagem do método cromatografico é a
simplicidade na preparacao da amostra e o tempo de andlise, em média
de 10 a 12 minutos. A principal desvantagem desse método esta
relacionada a demora na estabilizacdo do detector eletroquimico, tempo
médio de 10 a 12 horas, além do elevado custo desde o equipamento a
coluna utilizada (WILLIAMS; SCUDAMORE-SMITH; NOTTINGHAM;
PETROFF, 1992).

1.3.4 Métodos espectrofotométricos UV-Visivel

A Espectrofotometria de Absorcao Molecular no Ultravioleta-Visivel
€ baseada na absorcdo da radiacdo eletromagnética por espécies
moleculares, sendo utilizada como instrumento analitico na determinacao
de espécies organicas e inorganicas (PATNAIK, 2004).

Os instrumentos espectrofotométricos utilizados nas regides do
Ultravioleta-Visivel (figura 1.2) apresentam, basicamente, cinco
componentes: uma fonte estavel de radiacdao (figura 1.2(a)), um seletor
de comprimento de onda para limitar o espectro da medida (figura
1.2(b)), um recipiente para armazenar a amostra (figura 1.2(c)), um
detector que faz a conversdo da energia radiante em sinal analitico (figura
1.2(d)) e um software que realiza o processamento do sinal através de
um computador (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2007).
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Figura 1.2: Representacao esquematica dos principais componentes de
instrumentos espectrofotométricos: (1) fontes de radiagao, (2) seletores
de onda, (3) camara amostras, (4) sistemas de deteccdo e (5) sistema
resposta do sinal analitico. Fonte: (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2007).

A Espectrofotometria no Ultravioleta-Visivel utiliza radiacdo
eletromagnética com  comprimentos de onda variando de
aproximadamente 190 a 780 nm. Os espectrofotometros e fotdmetros sao
instrumentos dpticos empregados em meio cientifico, industrial e clinico
para medidas quantitativas nessa regiao espectral (FRENZEL; MCKELVIE;
PHOTOMETRY; KOLEV; MCKELVIE, 2008).

A lei de Beer informa que a absorbancia medida depende da
concentracdo das espécies absorventes e da extensdo do caminho através
do qual ocorre o fendmeno de absorcdao, mais conhecido como caminho
optico (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2007).

A absorbancia de uma solucao esta relacionada matematicamente

com a transmitancia de maneira logaritmica (equacgdo 1.1).
A= —logT=A= log%"zsbc (1.1)
Portanto, a absorbancia de um analito quando aumenta, em

contrapartida sua transmitancia decresce (figura 1.3) (SKOOG; HOLLER;
NIEMAN, 2007).
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Figura 1.3: Representacao da relacdo absorbancia e transmitancia em

analito.

1.3.5 Analises fotométricas

As andlises fotométricas ou fotometria estdo associados as medidas
realizadas em instrumentos para andlises quantitativas desde o
Ulltravioleta-Visivel ao Infravermelho préximo, designados fotébmetros
(FRENZEL; MCKELVIE, 2008).

Um fotOmetro basicamente é composto de uma fonte de energia
estavel, recipente para a amostra, seletor de radiacao, fototransdutor e
um processador de sinal (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009; UGUCIONE;
CARDOSO, 2007).

Frequentemente sao utilizados lampadas de tungsténio como fonte
de radiacao, além de filtros e lentes oOpticas, que sdo todos componentes
de custo elevado. Uma alternativa eficiente foi a utilizacgdao de diodos
emissores de luz, conhecidos com LEDs (light-emitting diode) (figura 1.4),
como fonte estavel de energia radiante. As principais vantagens do uso
dos LEDs estao principalmente no baixo consumo de energia, custo de
aquisicao, boa estabilidade e elevada vida util (UGUCIONE; CARDOSO,
2007).
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Figura 1.4: LEDs comerciais.
Fonte: http://www.greenprophet.com/2012/09/led-lights-health-
hazard/

Muitos sistemas que usam os LEDs na parte doptica sao bastantes
relatados na literatura desde meados da década de 1970. Essa utilizacao
estd devido as caracteristicas de facil operacdo dos LEDs serem
combinados com detectores de luz de forma simples e econbmica na
confeccdo de instrumentos fotométricos ou espectrofotométricos.

Por nao precisar de circuitos eletronicos bem elaborados para seu
controle, os LEDs podem trabalhar de modo continuo ou através de
pulsos. Também sdo empregados como fonte de radiacdo semi-
monocromatica ou unido a filtros de interferéncia para se obter uma faixa
de radiacao mais estreita (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009; DASGUPTA,
2003).

1.3.6 Sistemas automaticos de analise

Os sistemas automaticos de analises apresentam grande
empregabilidade em laboratorios de pesquisas e, principalmente, em
laboratorio clinicos, dada a demanda diaria de diagndsticos precisos e
rapidos (VALCARCEL; CARDENAS, 2000).

Esses analisadores automaticos apresentam vantagens como, alta
frequéncia analitica, menor taxa de erro operacional devido a baixa
interferéncia do operador e baixo consumo de reagentes e amostras
(KOLEV; MCKELVIE, 2008).
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O primeiro analisador em fluxo surgiu na década de 50 (SKEGGS,
1957) e até hoje iniUmeros outros tém sido propostos. Assim, varias
combinagdes foram anexadas aos analisadores em fluxo como aspiragao
ou bombeamento de amostras, tipo de confluéncia, segmentacao de
amostras, tudo isso para melhor adaptacdo do sistema visando o método
desejado.

Um dos primeiros analisadores em fluxo foi o analisador em fluxo
continuo (CFA), também denominado como analisador em fluxo
segmentado (SFA - Segmented Flow Analyser) (SKEGGS, 1957).

Ruzicka propds na década de 70 o analisador por injecao em fluxo
(FIA), nesse analisador a amostra injetada é carregada por um liquido
transportador nao segmentado (RUZICKA; HANSEN, 1975). No FIA as
determinagbes podem ser realizadas sem a necessidade de atingir o
equilibrio quimico.

O analisador em  fluxo monossegmentado (MSFA -
Monossegmented Flow Analyser) surgiu na década de 80. Nesse sistema,
idealizado por Pasquini e colaboradores, a amostra € introduzida por um
fluido carregador e o segmento € originado por meio de duas bolhas de ar,
cujo conjunto é denominado monossegmento (PASQUINI; OLIVERIA,
1985). O monossegmento é formado pela amostra e reagente, ocorrendo
nele a reacdo quimica. Este posteriormente é transportado ao detector
que pode ser fotométrico, potenciométrico, etc... (PASQUINI; OLIVERIA,
1985). As principais vantagens desse analisador sdao a elevada frequéncia
analitica, baixa dispersao da amostra, maior sensibilidade, baixo consumo
de amostra e reagentes, além disso, 0 mesmo pode ser utilizado para
reagdes de cinética lenta.

Em 1990, Ruzicka e Marshall propuseram o analisador por Injecao
Sequencial (SIA) que funciona com uso de uma valvula principal chamada
multi-port, responsavel pela selecdo do reagente, amostras ou tampdes
que serao aspirados em sequéncia para um reator em que ocorre a
homogeneizagao e reagdo. Posteriormente o volume presente no reator €

bombeado para o sistema de deteccao (RUZICKA; MARSHALL, 1990). O
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analisador SIA é muito utilizado em diversas aplicacbes devido as
multitarefas realizadas, além das vantagens como baixo consumo de
reagentes e amostras e alta reprodutibilidade. Todavia, a frequéncia
analitica € muito baixa, cujo motivo pode estar relacionado a aspiragao
sequencial quando em contraste com os demais analisadores em fluxo
(LENEHAN; BARNETT; LEWIS, 2000).

Em 1994 Reis e colaboradores desenvolveram o analisador em
fluxo com multicomutacao (MFA - Multicommutation in Flow Analyser).
Nele utilizam-se valvulas e minibombas solendides para fins de comutacao
entre os fluidos aumentando assim a versatilidade do sistema (REIS,
1994). A principal particularidade do MFA é a inclusao de aliquotas da
amostra e de reagente de forma binaria, permitindo a formacao de zonas
reacionais que sao transportadas por fluxo carregador. A origem dessas
zonas reacionais beneficia o processo de homogeneizagao entre a amostra
e o reagente, ndo afetando na frequéncia analitica (ROCHA, 2002).

Em 1999 surgiu um novo analisador proposto por Honorato e
colaboradores (HONORATO, 1999) denominado de analisador fluxo
batelada (FBA - Flow-Batch Analyser). O FBA traz todas as caracteristicas
vantajosas dos outros analisadores automaticos em fluxo preservando as
caracteristicas de modelos convencionais em batelada. O diagrama do FBA
proposto por Honorato et al. (HONORATO, 1999) esta apresentado
ilustrativamente na figura 1.5.

Q [

Figura 1.5: diagrama esquematico de um analisador fluxo-batelada: CR:
camara reacional (camara de mistura); Vt: valvula do titulante; Vs:
valvula da amostra; Vi: valvula do indicador; Vw: vaélvula da agua; W:
descarte; D: detector.
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A camara de mistura (CM) representa a principal vantagem do
analisador FBA, pois nessa camara ocorre a maior parte dos
procedimentos laboratoriais como homogeneizagao, adicao dos reagentes
e amostras pelas valvulas, diluicdes, além da possibilidade de acoplar o
sistema de deteccdo a mesma. A camara possui formato cilindrico e é
composta de politetrafluoreto de etila (PTFE), um polimero de adigao
conhecido comercialmente por TEFLON® ou de uma resina acrilica, o
polimetilmetacrilato (PMMA).

O FBA apresentou varias aplicagdes ao longo do tempo, como
aplicacdes de titulagcdo automatica com uma frequéncia analitica de 20
amostras por hora e um consumo de 0,6 mL por amostra (HONORATO,
1999). Também foi utilizado o uso do FBA para determinacdo de ferro III
em aguas, a frequéncia analitica foi de 30 amostras por hora (CARNEIRO,
2002). Outra utilizacdo do FBA foi para determinacdo de sédio em
combustdo etanol, o analisador proposto apresentou uma frequéncia
analitica de 80 a 140 amostras por hora (ALMIDA, 2003) entre outras
aplicagcoes (DINIZ, 2012).

1.3.7 Miniaturizacao de sistemas automaticos

A miniaturizacdo de analisadores automaticos tornou-se uma
tendéncia marcante nos ultimos anos. A Quimica Analitica, em especial,
beneficiou-se com o surgimento de sistemas automaticos miniaturizados,
substituindo equipamentos de detecgao convencionais por equivalentes
em escala menor, precisos e portateis (ARMENTA; GARRIGUES; DE LA
GUARDIA, 2008). Outros fatores importantes como a redugao no consumo
de reagentes e amostras e a reduzida geracao de residuos, este ultimo de
grande relevancia para as exigéncias da Quimica Verde (ARMENTA;
GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2008).

Na década de 90 Manz et al (MANZ; GRABER; WIDMER, 1990)
propuseram o conceito de Microssistema de Analise Total (UTAS - Micro

Total Analysis System), no qual um pequeno chip possuindo estruturas
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internas de escala ainda menor teria a funcdao de realizar todo um
procedimento analitico desde o preparo da amostra até a deteccao da
mesma.

Além disso, a area da microeletronica trouxe grande contribuicao
para o avanco da miniaturizacao (SILVA, 2012). Materiais como quartzo,
vidro e silicio sao utilizados rotineiramente para a fabricacdo de circuitos
integrados (CIs) através de técnicas como a corrosdo em meio aquoso ou
em meio seco (FONSECA, 2008), nas quais regides especificas do
substrato sao atacadas por um banho quimico ou por plasma. Em seguida,
nos CIs, a selagem é realizada juntando-se a placa com seus canais com
outra placa de substrato em altas temperatura e pressoes (WHITESIDES,
2008). Como resultado final os canais bem definidos resultam em
materiais inertes a ataques quimicos. Tais procedimentos necessitam de
tecnologias de alto custo que requerem condicdes especiais de trabalho,
como sala com elevado controle de limpeza e reagentes em altas
concentragoes, tornando os citados processos limitados para fins de
pesquisa.

Para minimizar esses problemas, varias estratégias de
microfabricacdo vem sendo empregradas como o uso de polimeros
(FONSECA, 2008; WHITESIDES, 2008). Esses materiais apresentam
vantagens do ponto de vista da resisténcia quimica e mecanica, além da
relativa facilidade no desenvolvimento de dispositivos microfluidicos a
custos reduzidos quando comparados com as técnicas convencionais de
fabricagdao de Cls. Os polimeros mais utilizados na microfabricacao sdo os
de caracteristicas eldsticas, denominados elastbmeros, podendo-se citar
como exemplos o policloreto de vinila (PVC), o copolimero estireno-
butadieno-estireno (SBS) e o poliestireno (PS). Os polimeros elastébmeros
ndo necessitam de investimentos tecnoldgicos elevados para serem
manipulados, o que os tornam bons materiais para a inovagao da
instrumentacgdo analitica (WHITESIDES, 2008).
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1.3.8 Microfabricacao em uretana-acrilato

A microfabricacao consiste no processo de gravacao de minicanais
utilizando como substrato comercial a resina poliuretana-acrilato e foi
sugerido por Fernandes e Ferreira no inicio do século XXI (FERNANDES;
FERREIRA, 2006). Comercialmente encontra-se disponivel na forma de
oligdmeros (Cytec®), cuja féormula estrutural estd representada na figura
1.6, os quais sao sensiveis a radiacdo ultravioleta, polimerizando-se pela
acao desta (FERNANDES, 2006).
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Figura 1.6: Formula estrutural do oligbmero de uretano-acrilato.

Utilizando o referido oligdbmero é possivel obter minicanais de até
0,25 mm de diametro, pois esse material € um elastbmero com boa
resolucao dos canais e possui resisténcias fisica e quimica desejaveis para
os procedimentos analiticos (FONSECA, 2007, 2008; FERNANDES, 2006).

Sua estrutura microscopica €& composta por uma mistura
homogénea de aglomeracdes do polimero poliacrilato disperso em um mar
de cadeias do poliuretano fixas em ligagbes cruzadas e propriedades
termorrigidas. A cobertura de tonner impede a polimerizagdo nas areas
estabelecidas pelo layout, permitindo desse modo a formacao dos canais
(FONSECA, 2007, 2010).

O processo de miniaturizacdo em uretana-acrilato tem inicio no
projeto grafico do /ayout dos minicanais, normalmente executado em
softwares graficos como o Corel Draw ou AutoCad (FONSECA, 2007;

FILHO, 2010). Prossegue-se pela impressdao do /layout em peliculas de
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transparéncia para retroprojetor utilizando-se uma impressora a laser
(FERNANDES, 2010).

A figura 1.7 ilustra o processo de microfabricagao em uretana-
acrilato. A largura do dispositivo é determinada pela espessura da
moldura da borracha utilizada. A base do protétipo € uma fina placa de
acrilico, pois esse material ndo sofre influéncia da radiacdo ultravioleta
empregada na polimerizacao (ANIBARRO; CABALLERO; GARCIA-ARA:;
DIAZ-PENA; OJEDA, 1992).

Figura 1.7: Esquema geral simplificado para microfabricagao em uretana-
acrilato. (a) montagem do molde, (b) deposicao da resina, (c) fixacao da
resina, (d) polimerizagao pela radiacao ultravioleta.

De acordo com a figura 1.7, a resina € depositada cuidadosamente
sobre o prototipo visando preencher todo o volume e de modo a evitar a
formagao de bolhas de ar (figura 1.7(b)). Posteriormente, outra placa de
acrilico é fixada sobre o protdtipo com resina assegurando a uniformidade
da mesma (Figura 1.7(c)). Em seguida o protétipo é levado para uma
expositora fotolitografica com fonte de radiagdo ultravioleta, podendo ser
utilizado um equipamento para a confeccao de carimbos vendido
comercialmente. A incidéncia de raios ultravioleta resulta na polimerizacao
(Figura 1.7(d)), cujo tempo depende da intensidade da radiagdao e da
espessura do protétipo. Sendo assim, quanto menor o molde mais rapida
e eficiente é a polimerizacao (FILHO, 2010). Apds a polimerizacao do
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material o mesmo deve ser removido cuidadosamente de seu molde para
nao haver danos aos canais formados. Geralmente, utiliza-se um banho
de ultrassom com solugao detergente para remover as partes nao

polimerizadas que originaram os canais (FONSECA, 2008).

1.3.9 Microanalisador em Fluxo-Batelada

Obversando as caracteristicas de analisadores FBA, um novo
analisador foi proposto apresentando mais vantagens e sendo denominado
de microanalisador em fluxo batelada, do inglés (WFBA — micro-flow-batch
analyser). O mesmo foi desenvolvido por Monte Filho et al (2010) pelo
processo de microfabricacao descrito na secao 1.3.8 (MONTE FILHO,
2010). O novo microanalisador automatico possui como principal
caracteristica uma camara de mistura de tamanho bastante inferior
guando comparado ao FBA convencional. Assim, menores sao os volumes
de amostras, de reagentes, de solucdes de limpeza e de residuos por
analise. Adicionalmente, o sistema de deteccdo pode ser acoplado a
microcamara de mistura adequando este sistema para técnicas
espectrofotométricas, fluorescentes, potenciométricas e voltamétricas
(LIMA, 2010).

O analisador YFBA foi adaptado para a determinacao fotométrica
(com tartarato ferroso) e turbidimétrica (com cobre (II) em meio
tamponado) da quantidade de taninos totais em chas verdes e pretos
(FERNANDES; FERREIRA, 2006). Os resultados obtidos mostraram uma
alta velocidade analitica para os dois métodos opticos: 300 analises por
hora para o fotométrico e 200 analises por hora para o turbidimétrico.
Para ambas os métodos os volumes de residuos foram inferiores a 70 pL.

Outra aplicacdo do YFBA foi a determinacao de fosforo em amostas
de biodiesel utilizando azul de molibdénio. Medidas de absorvancia foram
feitas a 850 nm empregando um LED infravermelho integrado a

microcamara de mistura. Esse método apresentou frequéncia analitica de
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cerca de 190 andlises por hora e baixo consumo de reagente por anadlise
(32 pL) (LIMA; BARRETO; ANDRADE; NETA; ALMEIDA; ARAUJO, 2012a).
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Capitulo 2

Experimental



2.1 Preparacao de reagentes, amostras e solucoes

As amostras e solugdes utilizadas para determinacao de sulfitos
foram preparadas empregando reagentes de grau analitico e dgua recém
deionizada (p > 18 MQ cm) pelo sistema Milli-Q Plus® (Millipore). Além
disso, todos as solugdes, padrdoes e amostras, apds suas preparacoes,

foram armazenadas em frascos ambar.

Para o método de referéncia, a destilagdo Monier-Williams, foram
preparadas: solugao padrao aquosa de etanol (C,HsOH) a 5%, solucao de
acido cloridrico (HCI, 4 mol L), solugdo de H,0, (30% v/v), solucdo do
indicador vermelho de metila (Ci5H1sN3O2) a 0,25% v/v e solugao de

NaOH a 0,01 mol L™ padronizada com biftalato de potassio a 0,01 mol L™.

Também foram preparadas, para o método proposto: solucdo de
formaldeido (0,2% v/v) e solucdo de cloridrato de pararosanilina
(C19H18CIN3) em HCI concentrado, 0,04 mol L}, pH = 2.

Foram preparadas amostras pela diluicao de 1,0 mL de bebida
(vinho branco, vinho tinto, cerveja e whisky) em 10,0 mL de agua
destilada totalizando 12 amostras: 3 de vinho tinto, 3 de vinho branco, 3
de cerveja e 3 de whisky. As bebidas foram adquiridas em supermercados

locais da cidade de Jodo Pessoa (Paraiba, Brasil).

2.2 Determinacao de sulfitos

O método proposto baseou-se no processo de reducdo do anion
sulfito até formagao do complexo acido trifeniltriaminometanossulfénico
de cor violeta, o qual apresenta absorbancia maxima em 565 nm. Foram
utilizadas solucdes de formaldeido, de sulfito de sédio, em meio acido e de
cloridrato de pararosanilina originando, por fim, o complexo, a figura 2.1

representa essa reagao.
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Na,SO; + 2HCl - SO, + 2NaCl + H,0 — SO, + HCOH — CH;0S05H

NH,Cl ™

- + -
CH,080,H + ClH3N @*?@N%CI
Cl

NHCH,— O— SO,H

Figura 2.1: Reacdo do formaldeido, sulfito de sddio, em meio acido, e
cloridrato de pararosanilina originando o complexo de cor violeta de
absorbancia maxima em 565 nm.

2.3 Método de avaliacao da performance analitica

Foi utilizada a Anadlise de Variancia (ANOVA) para a avaliacdo dos
modelos lineares baseados no Método dos Minimos Quadrados (MMQ).
Adicionalmente, alguns parametros de desempenho do WFBA proposto
foram estimados, como o limite de deteccao (LOD), o limite de

guantificacao (LOQ) e a faixa de trabalho.
2.4 Construcao do yFBA

O microanalisador é constituido de cinco microbombas solendides
(MLP-200TF, Takasago Fluidic System). As cinco microbombas solendides
foram calibradas em termos de volume para cada pulso operacional. As

microbombas de um a quatro (uBi—-pB4), foram calibradas para operar
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com 8 pL de volume por pulso. A quinta microbomba (uBs) foi calibrada
para operar com 20 uL de volume por pulso.

A conducio dos fluidos ocorre através de tubos de Teflon® com 0,5
mm de diametro interno. A agitacdo no microanalisador foi realizada com
a insercao de uma haste de nylon apresentando um diametro de 0,4 mm
e um motor de driver de DVD foi acoplado, modelo MDN3GT3CPAC, com
rotacao de 2000 rpm e tensao 5 V. Para melhor acondionamento dos
dispositivos do microanalisador, uma caixa de montagem universal escura
de tampa em U (100,0 x 80,0 x 40,0 mm) foi utilizada. O microanalisador
apresenta uma fonte de alimentacdo de corrente continua (CC) para o LED
e fototransistor acoplado.

Um LED verde (565 nm) foi empregado como fonte de radiagao
para realizacdo das analises quimicas e para a deteccdo do sinal foi
uilizado um fototransistor.

Para o acionamento das microbombas solendides e do agitador
utilizou-se um controlador de valvulas, além disso, a interconexao desses
componentes ocorreu por meio de um microcomputador e uma interface
USB da National Instruments®, modelo USB6009. O software LabVIEW®
7.1 também da National Instruments foi utilizado no controle dos
equipamentos.

Todos os equipamentos foram controlados via software através de
um programa apropriado para o controle do microanalisador automatico.

As medidas foram realizadas com o sistema fechado, isentando o

detector de interferéncia da radiacdo externa do ambiente.
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Figura2.2: Representacao do micronalisador fluxo batelada para a analise
de sulfitos em bebidas: (a) interface USB, (b) acionador de valvulas, (c)
frascos das solugdes e (d) microbombas solenoides.

2.5 Confeccao da microcamara

Para o desenvolvimento da mascara de /ayout dos canais do
microanalisador empregou-se o programa CorelDRAW® X5. A impress3o
dos layouts em transparéncia para impressoras a /laser foram realizadas
por uma impressora HP LaserJet P2014.

O polimero uretana-acrilato para a confeccdo da microcamara foi
adquirido no comércio de confeccbes de carimbos da Industria de
Carimbos Medeiros Ltda (MacDermid, flex-light trademark MO050).
Também foi empregada uma fotoexpositora, modelo fotolight MD2 A4,
para a realizacdo da fotolitografia no ultravioleta, também adquirida na
industria de Carimbos Medeiros. Para a reacao de polimerizacdo utilizou-
se lampadas negras SCT, modelo T8 BLB de 15 Watts. Ao término da
polimerizagao do substrato, foi utilizado um banho maria com ultrassom
(Unique 800a) para remocgao da resina nao-polimerizada dando origem
aos canais da microcamara.

O processo de confeccdo do pFBA proposto esta ilustrado na figura
2.2. No prototipo para deposicao da resina foram utilizadas duas
transparéncias com o /ayout impresso do microanalisador (figura 2.2(a)),

em seguida ocorrendo o depdsito da resina (figura 2.2(b)). Utilizando as
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l&mpadas negras observou-se que apds cerca de 150 s houve
polimerizacdao da parte superior de ambas as pecas e 350 s para a parte
inferior das mesmas. Para a etapa final ou etapa de selagem, o tempo
utilizado foi de 900 s para ambos os lados garantindo uma selagem
suficiente e irreversivel (Figura 2.2(d)) (PASQUINI; OLIVERIA, 1985).

Figura 2.3: Projeto da confeccao do uFBA. (a) montagem dos moldes e
da camada, (b) polimerizacao da resina nas camadas, (c) canais
gravados, (d) selagem do sistema e (e) microcamara pFBA confeccionado.

Na microcamara foram fixados tubos de vidro e de Teflon® com o
sistema selado. A segunda etapa, a polimerizagao da resina por meio de
radiacao ultravioleta, foi realizada na fotoexpositora. Adicionou-se, ainda,
uma pequena quantidade de resina com auxilio de um pincel na superficie
de contato dos materiais com a finalidade de adesao irreversivel dos tubos
de vidro e de Teflon® a microcamara. Em seguida procedeu-se a selagem
da resina adicionada empregando o mesmo tempo utilizado na primeira
selagem (900 s) (Figura 2.2(d)).

As dimensodes finais da microcamara foram 7,0 mm de camara
reacional, com uma largura 5,0 mm, sendo esse o comprimento do seu

caminho 6ptico. O volume interno maximo da microcamara corresponde a
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aproximadamente 100 pL, porém com apenas 50 pL preenche-se

completamente o caminho 6ptico.

Tubos de teflon 0,50 mm 7,0 mm de altura

Tubos de vidro 2,0 mm

5,0 mm de largura
(caminho 6ptico)

Figura 2.4: Microcamara gFBA em uretana-acrilato.

2.6 Procedimento analitico

O diagrama do microanalisador automatico para determinacdo

fotométrica de sulfitos em amostras de bebidas é ilustrado na Figura 2.4.

uP, EBMT in/out uP,
— / aw —
S= — | R,

7.
X Q\
Z2
s
=
E
ey

10 mm LPTS geu[LED
F-4t--1  |KPs
5mm —

=W

microcamara; microbombas
fototransistor; motor drive,

Figura 2.5: Diagrama do upFBA - pC
solendides= pB;, uB,, uBs, uB4, pBs; FT
haste de nylon e LED.

As setas representadas no diagrama do uFBA indicam o movimento

dos fluidos. Assim, as microbombas uBi:, uB2, uBs, UB4 injetam amostra,
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reagentes e adgua. A microbomba pBs tem como funcao o descarte de todo
material.

As etapas de operacao do microanalisador para a determinacao de
sulfitos em bebidas encontram-se descritas na tabela 2.1.

Tabela 2.1 Acionamento das microbombas para determinacao de sulfitos em
bebidas no uFBA®.

S(b) Tempo

Etapa Descricao HB: pB> pBs pBs pBs Pulso

()

Adicao da
amostra e
reagente (A e
R1)

1/0 1/0 O 0 0 2 0,8

Homogeneizacao
usando motor na
microcamara

(HC)

Adicao do
reagente (R2)

0 0O 1/0 1/0 O 2 0,8

Homogeneizacao
usando motor na
microcamara

(KC)

Leitura do sinal
analitico

0 0 0 0 0 0 1,0

6 Descarte (D) 0 0 0 0 1/0 3 1,2

Limpeza com
7 agua deionizada O 0 0O 1/0 O 6 2,4

(€)°

Descarte de
limpeza (D)°

8 0 0 0 0 1/0 3 1,2

aCddigo de 1/0 e 0 indicam respectivamente, acionamento e ndao acionamento
das micro-bombas solendides.

® 2 pulsos para cada atuacdo da microbomba.

¢ As etapas 7 e 8 sao repetidas duas vezes para cada amostra.

A etapa 1 indica a configuracao de pulsos das microbombas uB; e

uB2 (amostra e R1 - solucdo de formaldeido) em que sao acionadas,
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simultaneamente, para o enchimento de canais, em

ocorre uma homogeneizacgao da solugcao formada.

Amostra

Reagente 1

Figura 2.6: Acionamento das microbombas puB; e uB, e homogeneizacao,

Reagente 2

Agua

L]

representados pelas etapas 1 e 2.

Na etapa 3 sao acionadas as microbombas pBse uBs (R2 - solugao

de cloridrato de pararosanilina e agua) também para

microcamara.

Amostra

HB4

Reagente 1

=]

HE;

Figura 2.7: Acionamento das microbombas uBs e uBs e homogeneizagao

TN

HBs

=

Homogeneizagdo (2s)

Descarte

Reagente 2

Agua

representados pelas etapas 3 e 4.
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Apds outra homogeneizacao acionada pela etapa 4, a leitura do

sinal analitico ocorre em um tempo de 1 s na etapa 5.

Amogﬁ — I L/ o Reagente 2
i
; Sl I
Reagente 1 |™=P H - Agua
j="—§:‘ % b
1
B -1\
i /l LED
10 mm 3] Leitura do sinal (1s)
FT e | i
5mm —_—

Descarte
ui—

Figura 2.8: leitura do sinala analitico, representado pela etapa 5.

O descarte da solucdo presente na microcamara € representada
pela etapa 6, gasta um tempo de 1,2 s e realizado pela microbomba uBs.

1]

— -—

Amostra Reagente 2

HB,

-~ Agua

HB;

Reagente 1 —

=3 |

Figura 2.9: Descarte da solugdo apos analise da amostra, representado
pela etapa 6.

Apds o descarte ocorrido na etapa 6, a microcAmara é preenchida
com agua deionizada para a limpeza. Esse adicdo de agua é realizado pela

microbomba uB4 na etapa 7 em um tempo médio é de 2,4 s.
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Amostra - i'_"'/ -~ Reagente 2
= [ /_—E
]
2 N E
Reagente 1 |™=> H - Agua
= |4 i A
]
10 mm]'f LED Limpeza (2,4s)
FT F=1r-- BB
5mm —

Descarte

=

Figura 2.10: Limpeza da microcdmara com Aagua deionizada,
representado pela etapa 7.

O descarte final da microcamara é realizado pela etapa 8, o tempo
do gasto é de 1,2 segundos, realizado pela uBs.

E importante destacar que as etapas 7 e 8 ocorrem duas vezes por
cada analise, dessa maneira o tempo médio por analise é de 15 s.

As microbombas solendides sdo acionadas a uma frequéncia de 2,5
Hz. Além disso, cada microbomba foi calibrada para um determinado
volume de acordo o impulsionamento do fluido. As microbombas uB1, uB>,
uBs, uB4 foram calibradas para uma vazdo de 1,2 mL min™t. A microbomba
uBs foi calibrada a uma vaz3do de 9,0 mL min~! para o descarte.

E importante destacar que a leitura do branco é realizado de forma
semelhante aos processos descritos anteriormente pela tabela 2.1.
Entretanto, é adicionado agua em vez da amostra para interior da
microcamara.

Para a troca de amostra o volume morto existente no tubo da
microbomba pB; € acionada simultaneamente com a etapa 7 no momento
da limpeza, posteriormente o tubo da uB; € preenchida com a nova
amostra. Os recipientes contendo as novas amostras sao trocadas
manualmente pelo operador. Em seguida sao repetidos os procedimentos

descritos na tabela 2.1 para uma nova leitura do sinal analitico.
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2.7 Programa de gerenciamento

O programa para o controle e gerenciamento automatico das

microbombas solendides, da homogeinizacao e da leitura do sinal analitico

foi desenvolvido em ambiente LabView™ (National Instruments®), cuja a

interface encontra-se na figura 2.5.

Ligar
° A 1 ' m« ' Reagente ‘ Agitacio ' T. Espera '
Inciar N° Pulsos B1 N° Pulsos B2 N Pulsos B3 Tempo (ms) Tempo 3 (ms)
g2 g g2 o g1 g oo 20000
% Devi/portd ) o 200 o 0 o FHx o o
Sinal Absorbinci Descarte
o Ativar nal a ‘ =
.
Branco 10 Po 10.0091 - ma“ - C:\Users\Marcio\Documents\Marciol
v ’ L Inf a1 o 200 Progl"’amas“LabVieMPro\gmna .
A — . ‘ 3 LaboView Microbombas\Dados
Amostra ,’:10 P 1-0.0001 o 1[.;03—7* dados .txt
Limpeza Tampio Agitagio ’ Descarte ’ 1 ‘
Limpeza
oA | WPbonts O | Tempo2md © | Wrsbesssz O | U7 || st (O
42 g G o4 2000 & T P ¢ O ED
0 o S jo o g2 o o g0

Figura 2. 11: Representacdao da interface construida em ambiente

LabView.

Uma vez iniciado o programa, o operador deve inserir valores como

nimero de pulsos e seu respectivo tempo de duracdo (para cada

microbomba), tempo de agitacdo, tempo de espera e também selecionar a

devida porta serial conectada ao NI-Daq (National Instruments®), o

sistema de aquisicao de dados. Os valores de tempo inseridos devem ser

em milissegundos.

O acionamento dos componentes € administrado de acordo com a

necessidade da analise e é diretamente condicionado ao tempo, que deve

ser inserido em milisegundos pelo operador. A interface de controle para

usuario do UFBA foi desenvolvida exclusivamente para este trabalho.

Marcio Rennan Santos Tavares
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2.8 Método de referéncia

O método utilizado para fins comparativos com o desempenho do
WMFBA foi a destilagdo Monier-Williams. Esse procedimento é considerado
um dos métodos oficiais de andlise mais utilizados na determinacdo de
sulfitos em bebidas (AOAC, 1997).

A metodologia para determinacdo desses aditivos é realizada
adicionando 6,25 mL de amostra de bebida, 100 mL de dgua deionizada e
25 mL de solucdo aquosa de C;HsOH a 5% (v/v) em um baldo de trés
vias, mantendo-o aquecida com o auxilio de uma manta aquecedora. Além
disso, adiciona-se gas nitrogénio para manter o resfriamento no interior
do baldo de trés vias, como também o ambiente livre de gas oxigénio,
evitando a oxidagdo da amostra. Uma solugdo de HCl a 4 mol L™ também
é introduzida no baldo pelo funil de adicao, o tempo de destilagao resulta
um total de 2 horas, lembrando que o fluxo de nitrogénio, no interior do
baldo, € mantido durante todo o processo de destilagao.

Dessa forma, a destilagdao da amostra ocorre com a liberacao de
SO, o qual é recolhido no frasco coletor contendo uma solugao de H,0, a
3% (v/v). O objetivo dessa solucao € oxidar o SO;, resultando como
produto final H,SO,. E importante destacar que a concentracdo de SO, é
diretamente proporcional a quantidade de H,S04 produzido.

Apds o processo de destilacao, procedeu-se a titulacdo do H,SO4
formado com solucdo de NaOH 0,01 mol L' até o ponto de viragem

amarelo brilhante devido a presenca do indicador vermelho de metila.

2.9 Teste de recuperacao

A aplicagdo de um teste de recuperagao é sugerido como um
método para determinar a presenca de interferentes e para avaliar a
exatiddo do método proposto (GAPPER; FONG; OTTER; INDYK;

WOOLLARD, 2004). Esse procedimento consiste em adicionar quantidades
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conhecidas de analito em amostras em triplicata. A taxa de recuperagao

(R) é calculada de acordo com a equacdo 1.2:

-
I

(C1 _ CZ) .100% (1.2)

C3

Onde c; é a concentragao total do analito na amostra apos adicao de
uma quantidade conhecida do mesmo analito; c, é a concentragdo original
do analito sem adicdo e c3 é a concentracdo do analito adicionada na

amostra.
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Capitulo 3

Resultados e
Discussao



3.1 Otimizacao dos parametros do pFBA

A concentragao e o volume dos reagentes e amostras, como
também, o tempo de residéncia da mistura no interior da microcamara
foram avaliados com objetivo de aperfeicoar a sensibilidade e a
reprodutibilidade do sinal analitico. A selecdo dos valores para o PFBA foi
feita de modo univariado, os quais foram avaliados conforme estudos
realizados anteriormente (GAPPER; FONG; OTTER; INDYK; WOOLLARD,
2004; PISTON; MOLLO; KNOCHEN, 2011). Esses valores sdo apresentados
na tabela 3.1 e exibem esses parametros.

Tabela 3.1: Parametros selecionados do WFBA proposto para a
determinacao de sulfitos em amostras de bebidas.

Valor
selecionado

Parametros Faixa estudada

Solucao de cloridrato de

pararosanilina (mg L™%) 100 - 500 400

volume da amostra (pL) 8 - 32 16

Volume do reagente
cloridrato pararosanilina 8 - 32 16
volume (pL)

Volume do reagente
formaldeido (pL)

O objetivo de avaliar esses parametros é o de minimizar,
principalmente, o consumo de amostras, reagentes e a geragao de
residuos provenientes das analises, bem como maximizar o sinal analitico.

A figura 3.1 representa os graficos do efeito das concentragbes
avaliadas de acordo com a intensidade do sinal analitico. Foi empregada
uma solugdo padrdo com concentracdo de 5,0 mg L™! de sulfito para todas
as etapas de otimizagcao (ABDEL-LATIF, 2006).

Com relagao a solugao de cloridrato de pararosanilina, foi verificado,
figura 3.1(a), que a absorbancia aumentou consideravelmente até a

concentracdo de 400 mg L', em que valores de concentracdes maiores
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ndo aumentavam o sinal analitico. Assim, o valor de 400 mg L da solucdo

de pararosanilina foi selecionado como 6timo para o presente estudo.

a)

0,350
0,300
0,250
0,200
0,150

0,100

Absorbancia (565nm)

0,050

® o o
[ ]
[ ]
®
100 200 300 400 500
Solugdo de paratrosanilina (mg L)

Para os estudos da variacao das concentragoes da amostra, da

solucdo de formaldeido e de cloridrato de pararosanilina, determinadas

pelos respectivos volumes adicionados, nao houve aumento do sinal

analitico em valores de concentracdo para volumes maiores do que 16 pL

(figura 3.1(b), figura 3.1(c), figura 3.1(d).

0,320
0,315
0,310
0,305
0,295
0,290
0,285
0,280
0,275

Absorbancia (565nm)

10

30

Volume da amostra (uL)
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0,310
0,308
0,306
0,304
0,302

0,300 -

Absorbancia (565nm)

0,298

0 10 20 30 40
Volume de formaldeido (uL)

o
~

Figura 3.1: Efeito das concentracdes dos reagentes sobre o sinal
analitico. (a) solugdo de cloridrato de pararosanilina (mg L), (b) volume
da amostra (uL), (c) volume de cloridrato de pararosanilina (pL) e (d)
volume da solugao de formaldeido (uL).

3.2 Determinacgao de sulfitos em bebidas

A curva analitica foi construida de acordo com os seguintes niveis
de concentragdo: 0,1; 1,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 10,0 mg L de sulfitos. A
Figura 3.2 exibe um comportamento linear entre a resposta analitica e a

concentracao do analito em suas solucdes de calibragao.

0,4500 1 R? = 0,914
0,4000 -
0,3500 -
0,3000 -
0,2500 -
0,2000 -
0,1500 -

0,1000 -

Absorbancia (565nm)

0,0500 -

0,0000 T T T T
0,5 2,5 4,5 6,5 8,5 10,5

Concentragdo de Sulfitos (mg L)

Figura 3.2: Curva de calibragao puFBA.
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A Figura 3.3 representa o grafico dos residuos deixado pelo modelo
de calibracdo. E observado que os residuos se distribuem de maneira
aleatodria, isto €&, nao exibem nenhuma estrutura sistematica que

demonstre uma eventual falta de ajuste.

uFBA
0,0020
® °
1
00015 & o o
00010 ® o °
o 0,0005 o ° ° o
5 o ¢
= 0,0000
g:-» 0,31 ' 2,01 4,01 ' 6,01 8,01 10,01
-0,0005 o
-0,0000 @ @ : s
-0,0015 ¢ °
-0,0020

Concentragio (mg L7

Figura 3.3: Grafico dos residuos para o modelo de calibracao de sulfitos
para o método uFBA.

Na Tabela 3.2 sao apresentados os resultados da ANOVA, utilizada

para a validagcao do modelo de calibracao proposto.

Tabela 3.2: Tabela ANOVA para o modelo linear das curvas de calibragao
de sulfitos a um nivel de 95% de confianca (a = 0,05).

Modelo SQreq = 0,0096 1 MQreq = 0,0096
Residuos SQr = 0,0110 10 MQ, = 0,0008
Falta de ajuste SQ¢; = 0,0077 2 MQsi = 0,0025
Erro puro SQep = 0,0032 8 MQ<, = 0,0003

O Teste F foi aplicado para a analise de falta de ajuste e para de

significancia de regressao, considerando o nivel de confianca de 95% e os

mesmos graus de liberdade, cujos estao na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3: Resultados dos testes de falta de ajuste e significancia de
regressao para um nivel de 95% de confianca (a = 0,05).

I:estatistico I:critico

. _ _ F3,10 = 0,062 >
Falta de ajuste MQfsi/MQep = 2,6667 37081 0,05
Significancia de _ Fi,13 =
regressdo MQreg/MQr = 11,4284 46667 0< 0,05

Conforme a Tabela 3.3 nao houve falta de ajuste, pois Festatistico
<F3,10 ou Valor-p> 0,05. Dessa maneira, ndo se rejeita a hipétese nula de
que as variancias associadas a falta de ajuste e ao erro puro decorrem da
mesma variancia populacional dos erros aleatérios que afetam o sinal
analitico. Do mesmo modo, foi verificada a relacdo linear entre a variavel
resposta e a independente, pois Festatistico > F1,13 ou Valor-p < 0,
rejeitando-se a hipdtese nula de que B; = 0.

Além disso, os parametros do modelo obtido pela regressao pelos
MMQ (Figura 3.2) estdo apresentados na Tabela 3.4. Na mesma tabela
estao os resultados dos testes de significancia para os parametros e seus
respectivos intervalos de confianca.

Tabela 3.4. Resultados dos testes de significancia dos coeficientes linear
e angular do modelo para um nivel de 95% de confianca (a = 0,05).

Modelo

estimado t estatistico

yi= bo + bix,

Significancia do

o ) bo = 0,2625 14,8711 0 < 0,05
coeficiente linear
Significanciado ' _ 5 578 3,3515 0,0052 < 0,05
coeficiente linear
Intervalos Modelo linear
limites a 95% Erro-padrao
de confianca Y=o+ Bix + &
. Bo = bo *t13 . Sho
Co?f|C|ente Spo = 0,0176
inear Bo = 0,5242 + 0,0007
. B1 = by +t13 . Sp1
Coeﬂu;ante Sp; = 0,0053
angular B; = 0,1598 + 0,0325
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A curva analitica do pFBA foi usada para a determinacao de sulfitos
em amostras reais. A Tabela 3.5 apresenta os resultados com os valores
médios de trés repeticdes para o UFBA proposto. O desvio padrdo relativo
(DPR%) foi inferior a 1,5% para SO..

Assim, observa-se uma aceitavel precisdo dos resultados para o
microanalisador proposto, podendo ser observado de acordo com valores
dos intervalos de confianca e de DPR (VERGER; CHAMBOLLE; BABAYOU;
BRETON; VOLATIER, 1998).

Os resultados da avaliagao da performance do microanalisador
sugerido, no que concerne as analises de calibracdo univariada, apontam

para a viabilidade pratica e confiabilidade das medidas realizadas.

Tabela 3.5: Valores médios e incertezas das concentracdes das amostras
de bebidas (n=3 para vinho branco, vinho tinto, whisky e cerveja) para a
determinacdo de sulfitos (mg L) usando método de referéncia o uFBA
proposto.

Referéncia
Amostras
Concentragao = DPR %  Concentragao = DPR %
DP @ b DP @ b
5,71 + 0,05 0,80 5,64 + 0,03 0,56
Vinho 4,89 + 0,04 0,72 4,85 + 0,03 0,52
branco
4,38 + 0,04 0,86 4,45 + 0,04 0,92
5,98 + 0,06 1,02 6,05 + 0,05 0,81
Vinho 7,69 0,06 0,76 7,55 = 0,06 0,77
tinto
4,76 + 0,04 0,84 4,80 + 0,04 0,80
2,63 + 0,03 0,96 2,56 + 0,02 0,82
Whisky 2,38 + 0,03 1,24 2,34 + 0,01 0,47
1,96 + 0,02 0,99 2,03 £ 0,01 0,59
1,75 + 0,02 1,17 1,69 + 0.02 0,89
Cerveja 3,67 £ 0,03 0,84 3,65 + 0.02 0,68
2,81 + 0,02 0,78 2,87 + 0.02 0,66
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Também foi aplicado um teste t pareado e identificou-se que nao
houve diferenca significativa entre os resultados apresentados na tabela
3.5 ao nivel de 95% de confianga.

O PFBA proposto teve seu desempenho avaliado em precisao e
sensibildade estimados pelo LOD e LOQ. Os resultados sao mostrados na
tabela 3.6 e seus valores analisados mostram que o instrumento proposto

apresentam LOD e LOQ iguais a 0,08 e 0,29 mg L™, respectivamente.

Tabela 3.6: Resulados LOD e LOQ (mg L) para a determinacdo de
sulfitos em amostras de bebidas no instrumento proposto (UFBA).

Analito

3.3 Teste de recuperacao

Os testes de recuperacao também foram realizadas, e, neste caso,
foram utilizadas duas amostras de vinho branco, vinho tinto, whisky e
cerveja. O volume de 1,0 mL de solugcao padrao com concentracoes
conhecidas de sulfito no total de 0,5, 1,0 e 2,0 mg L™ foi adicionado a 1,0
mL das bebidas. Os valores de recuperacao obtidos estao apresentados na
Tabela 3.7. Como se pode ser visto, as recuperacoes obtidas por cada

uma das amostras estavam dentro da faixa 96,8 a 102,6%.
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Tabela 3.7: Teste de recuperacao de sulfitos em amostras de bebidas.

Recuperacoes

Concentracao -1 -1 -1
Amostras inicial (mg L) 05(mglL™”) 1,0(mglL™") 2,0(mglL™)
Vinho 5,64 98,9 +2,3 99,3+22  102,3 £2.5
branco
4,45 99,5+2,5 101,6+2,4 97,8 2.3
Vinho 755 975+23 1025+19 101,6 % 2.1
tinto
4,80 998 +2,4 979+22  102,4 £ 2.3
Whisky 2,56 97,6 £2,0 968+2,1  102,6 £ 2.4
2,03 101,8+1,9 99,3+2,3  101,5 + 2.1
Cerveja 3,65 99,1 +2,2 985+23 100,8 £ 2.5
1,69 102,2 £2,4 98,9 +2,4  102,4 + 2.1

3.4 Comparacao do pFBA proposto com outos sistemas

As caracteristicas do uFBA sugerido, com outros trabalhos utilizando

analise por
SATIENPERAKUL,
(TZANAVARAS;

2010),

injecao em

THIAKOULI,;

fuxo, FIA
analise por
THEMELIS;

(ALAMO; TANGKUARAM;
injecao sequencial, SIA
HYBRID, 2009), para

determinacao de sulfitos em amostras de bebidas sao apresentados na

Tabela 3.8.
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Tabela 3.8: Comparacdo das caracteristicas analiticas do uFBA proposta e
outros procedimentos de fluxo a partir da determinagdao de sulfito em
bebidas.

Parametros (Tzaﬁg\.\la ras :: ‘a\l.(glg‘::)(;
et al. 2009)
Limite de deteccdo (mg L™') 0,08 0,3 0,40
Faixa de trabalho (mg L™) 0,1 -10,0 1,0 -40 0,5-50
Desvio padrdo relativo (%) < 1,4 (n=5) 2,2(n=12) < 2’5)(n -
Frequéncia analitica (h™) 240 10 11
Consumo de amostra (pL) 16 50 300
Método Pararosanilina  O-ftaladeido = CuHCF-CNT®
Deteccao integrada Presente Ausente Ausente
Fluido carregador Ausente Presente Presente

@ Um eletrodo de pasta de carbono modificado com hexacianoferrato de cobre (CuHCF-
CNT).

O analisador proposto apresentou uma frequéncia analitica de 240
amostras por hora para o método utilizado, com uma producdao de
residuos de 64 pJdL por anadlise. Apresentando entdo parametros
satisfatoérios, tais como limite de deteccao, frequéncia analitica e auséncia

de fluido transportador.
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Capitulo 4

Consideracoes Finais e
Perspectivas



4.1 Conclusoes

Nesse trabalho foi desenvolvimento uma metodologia automatica
para determinacdo fotométrica de sulfitos em bebidas. Com isso, uma
microcamara para o microanalisador em fluxo batelada foi confeccionado
com uma resina comercial de uretana-acrilato.

O método de determinacdao desses aditivos em bebidas baseou-se
na reacao dos sais de sulfitos com solucao de formaldeido e solucdo de
cloridrato de pararosanilina, em meio &cido, originando um complexo
colorido de cor violeta com maxima absor¢cdo em 565 nm.

Todos os resultados das andlises mostraram-se estatisticamente
satisfatérios e foram devidamente ajustados e validados. O teste t
pareado, com confianca estatistica de 95%, tanto a ANOVA para falta de
ajuste do modelo, além do teste de recuperacao, nao confirmaram desvios
significativos com os resultados obtidos pelo microanalisador quando
comparados ao método de referéncia.

O WFBA proposto permitiu a determinagao dos teores de sulfitos em
amostras de bebidas com um consumo reduzido de reagentes e amostras
e, consequentemente, gerando um volume minimo de residuos, com
frequéncia analitica foi de 240 amostras por hora.

Dessa forma, JFBA é potencialmente util como uma alternativa para
determinacOes fotométricas de sulfitos como parametros de qualidade em
bebidas.

4.2 Perspectivas

Este trabalho tem como perspectivas futuras aplicacdes do pFBA
para determinacao de outros aditivos como fosfatos, nitratos, sacarina e

aclimato em bebidas nao alcdolicas e alcodlicas destiladas.
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Também pretende-se pesquisar avancos do HFBA visando a
implementacdo de uma etapa de pré-tratamento de amostras,

principalmente para técnicas de microextracoes.
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