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RESUMO

ALVES, E.R. Sistemas de andlises quimicas em fluxo explorando multi-
impulsédo, interface Unica ou quimiometria. 2009. 145f. Tese (Doutorado) - Centro
de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2009.

Os sistemas de analises em fluxo com multi-impulsédo (MPFS) tém como
caracteristica principal o emprego de bombas solendide como unidade propulsora de
fluidos, as quais proporcionam fluxo pulsado. Este regime de fluxo foi avaliado em
funcdo das condicfes de mistura entre as solucdes envolvidas, transferéncia de calor
e difusdo gasosa.

A associacao dos métodos quimiométricos de analises e dos sistemas MPFS foi
demonstrada em relacdo a determinagdo espectrofotométrica de glicose, frutose e
glicerol em vinhos fermentisciveis e caldos de cana-de-acucar. O método se
fundamentou na reacdo dos carboidratos com metaperiodato de sodio e posterior
oxidacdo de iodeto pelo metaperiodato remanescente com monitoramento de [l3]
produzido. O tratamento dos dados envolveu calibracdo multivariada, empregando o
algoritmo PLS e os resultados sdo concordantes com aqueles obtidos por
cromatografia liquida de troca aniénica com deteccdo por amperometria pulsada. O
sistema proposto € simples e robusto, capaz de analisar 120 amostras por hora.

O fluxo pulsado proporcionou melhoria no desenvolvimento reacional no que diz
respeito a transferéncia de calor e difusdo gasosa. Esse aspecto se deve
principalmente ao aumento do transporte de massas no sentido radial. Estes fatos
foram constatados na determinacéo espectrofotométrica de acucares redutores totais
(ART) e etanol. O sistema MPFS proposto para a determinacdo de ART envolveu
hidrélise acida da sacarose e degradacado alcalina dos carboidratos. A natureza do
fluxo pulsado possibilitou o uso de menores temperaturas de um banho
termostatizado durante as etapas de hidrolise e degradacdo, bem como a diminuicao
da alcalinidade.

Para a mecanizacdo da determinacdo espectrofotométrica de etanol envolvendo
a reducdo de Cr(VIl) a Cr(lll) sob condi¢cdes acidas, foi desenvolvido um sistema
MPFS, o qual se demonstrou eficiente e adequado para procedimentos que envolvem

difusdo gasosa. Apds otimizagdo dos principais parametros envolvidos, os mesmos



foram comparados empregando o sistema de multi-comutagéo, cujo fluxo é laminar.
Melhores resultados analiticos foram obtidos no sistema proposto, que resultou em
boa sensibilidade.

Em relacdo aos sistemas de analises em fluxo que exploram interface reacional
Unica (SIFA), foram demonstradas suas potencialidades através da implementacédo de
procedimentos que envolvem determinagdes simultaneas, sem a necessidade de
reconfiguracdes no modulo de analises. Ainda, a simplificacdo da etapa de otimizac&o
foi espectrofotometricamente avaliada através da determinacdo de aluminio, ferro
total e P-PO,4. O sistema proposto é de configuragdo simples e capaz de analisar 130,
140 e 90 amostras de aluminio, ferro total e fosforo por hora, respectivamente.

Palavras-chave: Multi-impulsdo. Analise em fluxo. Minimos quadrados parciais.

Interface Unica. Quimiometria. Espectrofotometria.



ABSTRACT

ALVES, E.R. Flow systems exploiting multi-pumping, single inte rface or
chemometry. 145f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 20009.

Multi-pumping flow systems (MPFES) present as an unique feature the use of
solenoid pumps as fluid propelling devices, which deliver pulsed flows. This flow
regime was evaluated in order to improve mixing conditions between the involved
solutions, heating transfer and gas diffusion.

The association of the chemometric methods of analysis and MPFS systems was
demonstrated in the spectrophotometric determination of glucose, fructose and
glycerol in musts and sugar cane juices. The method involved metaperiodate oxidation
of carbohydrates and further oxidation of remainder metaperiodate iodide yield in the
[Is] complex that was spectrophotometrically monitored. Data treatment involved
multivariate calibration relying on the PLS algorithm and results were in agreement
with liquid anion chromatography with pulsed amperometric detection. The proposed
system is simple and rugged, allowing 120 samples to be run per hour.

The pulsed flow led to a enhanced in heating transfer and gas diffusion, in view of
the enhanced radial mass transport. These aspects were verified in the
spectrophotometric determination of total reducing sugars (TRS) and ethanol. The
proposed MPFS system for TRS determination involved in-line hydrolysis of sucrose
and alkaline degradation of the carbohydrates. The intrinsic characteristic of pulsed
flow allowed the use of lower temperatures in bath thermostatization during hydrolysis
and degradation steps, as well as a lower alkalinity.

The MPFS for spectrophotometric determination of ethanol involving diffusion
towards an acceptor stream, reduction of Cr(VI) to Cr(lll) under acidic condition, and
Crx(111) monitoring proved to be eficient and amenale to analytical procedures involving
gas diffusion. After optimization of the main parameters, the system was compared
with a multicommuted flow system (MCFA) that exploits a laminar flow. Better
analytical results were obtained with the proposed system which demonstrated fair

sensitivity.



Regarding flow systems exploiting a single reaction interface (SIFA), their
potentialities were demonstrated by implementing analytical procedures for
simultaneous determination without requiring reconfigurations in the flow manifold. In
this proposed system the simplification of the optimization step was atained, and the
approach was evaluated in relation to spectrophotometrically determination of
aluminum, total iron and phosphate. The system exhibits simple configuration and
allows 130, 140 and 90 samples of aluminum, total iron and phosphate to be run per

hour, respectivelly.

Key-words: Multi-pumping. Flow analysis. Partial least squares. Single interface.

Chemometry. Spectrophotometry.
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1. INTRODUCAO

A automacdo da analise quimica incluindo a etapa de preparo de amostra, o
gerenciamento de solugbes e o monitoramento do sinal analitico, € realizada
eficientemente em sistemas de analises em fluxo. A crescente busca por aumentar a
confiabilidade dos resultados analiticos tem levado ao aperfeicoamento e
desenvolvimento destes sistemas. A aplicabilidade dos sistemas de andlises em
fluxo aumentou consideravelmente nos ultimos anos devido a sua simplicidade de
operacéo, versatilidade na implementacéo de diferentes metodologias que atendam
a necessidades analiticas diversas, além do eficiente controle temporal e
minimizacdo da manipulacdo de reagentes e amostras. Notadamente, estes
sistemas sao considerados como uma das principais ferramentas analiticas em
laboratérios de analises clinicas (AGUERSSIF et al., 2007), farmacéuticas (LIMA et
al., 2003) e industriais (SAFAVI et al.,, 2006). Em funcédo principalmente da alta
versatilidade e do compromisso com a frequéncia analitica e economia de
reagentes, aliados a pequena quantidade de residuos quimicos gerados nas
determinacdes, um numero crescente de propostas de analisadores cada vez mais
compativeis com as necessidades analiticas tém sido verificado (VICENTE, 2004).
Dentre as diversas modalidades de analisadores em fluxo pode-se mencionar 0s
sistemas que exploram injecéo sequencial (RUZICKA; MARSHALL, 1990), o sistema
de multi-comutacao (REIS et al., 1994), o sistema lab-on-valve (RUZICKA, 2000), o
sistema de multi-impulsdo (LAPA et al., 2002), o sistema de interface Unica
(RIBEIRO et al., 2005), etc.

Estes analisadores uniram os fundamentos do sistema de analises por injecao
em fluxo com as técnicas computadorizadas, resultando em uma automacao
analitica mais robusta e versatil.

A computacado tornou viavel a adaptacao de acessorios comutadores, 0s quais
realizam diversas tarefas quando acoplados aos sistemas de analises em fluxo, tais
como a inser¢cdo da amostra no percurso analitico e homogeneizacao das soluc¢des
com eficécia, facilitando as etapas do procedimento analitico.

Diversas unidades propulsoras foram desenvolvidas para esse fim, sendo
manufaturadas a partir de bombas pistdo, ndo comercialmente disponiveis
(KORENAGA et al.,, 1994; CARLSSON et al.,, 1997). Recentemente tém sido

empregadas bombas solendide como unidade propulsora de fluidos para obtencéo
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de fluxo pulsado (LAPA et al., 2002). Essas unidades de propulsdo tornam os
sistemas de anadlises em fluxo mais versateis e de configuracdo simples, além de
excelentes gerenciadores-comutadores-homogeneizadores de solugdes.

O fluxo pulsado advindo das bombas solendide é resultante da parada de fluxo
por um determinado tempo fixo entre cada pulso gerado. Melhores condi¢cbes de
mistura, necessitando de quantidades minimas de reagentes e amostra para a
obtencdo de uma sensibilidade analitica adequada. Outros beneficios do fluxo
pulsado inerentes aos sistemas de multi-impulsdo (MPFS do inglés “Multi-pumping
Flow System”), tais como a melhoria na transferéncia de calor entre os elementos de
fluido e os processos de difusdo gasosa sédo explorados neste trabalho, visando
melhoria em seletividade, sensibilidade analitica e simplicidade operacional.

Recentemente, foi proposto o sistema de interface unica (SIFA do inglés “Single
Interface Flow Analysis”), que se assemelha aos sistemas de andlises por injecdo
em fluxo e andlise por injecdo sequencial no que se refere a sobreposi¢cdo de zonas
de amostra, entretanto apresenta algumas vantagens adicionais (SILVESTRE et al.,
2008).

Os sistemas SIFA sdo caracterizados pela sobreposicdo mutua de zonas de
amostra e reagente numa interface Unica de reacéo, onde as solu¢cbées de amostra e
reagente se encontram antes da detecgdo. Nestes sistemas, a sobreposicdo das
zonas nunca é€ total, uma vez que elas ndo tém limites definidos (RIBEIRO et al.,
2005). Assim, o desenvolvimento da reacdo depende da extensdo da sobreposicéo
das mesmas e da temporizacdo, tornando-se desnecessaria a etapa de otimizacao
de volumes. Este aspecto possibilita a configuracdo de mddulos de andlises com
maior simplicidade e versatilidade operacional (SILVESTRE et al., 2009).

Como ja mencionado, a utilizacdo desta nova estratégia enfatiza a simplicidade
e torna versatil o modulo de analises. Desta forma, o principal objetivo deste trabalho
foi demonstrar algumas aplicacbes em sistemas MPFS, enfatizando a
implementacdo de métodos que envolvem aquecimento e difusdo gasosa, bem
como a determinacdo simultdnea de aluminio, ferro e P-PO, em sistema SIFA.
Assim, serdo também avaliadas as caracteristicas fluidicas e as principais figuras de

mérito na implementacao dos métodos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo aborda a definicdo dos métodos de analises em fluxo segmentado
e nado segmentado e os regimes de fluidos correspondentes ao fluxo nao
segmentado, bem como abrange a evolugdo dos sistemas de andlises em fluxo. Os
aspectos mais importantes envolvidos nas diferentes formas de impulsdo sé&o
interpretados considerando algumas aplicacdes analiticas. Uma revisdo mais
detalhada sobre fluxo pulsado (MPFS, do inglés “Multi-pumping flow system”) e
sistemas de fluxo de interface Unica (SIFA, do inglés “Single Interface Flow

Analysis”) com suas aplicacdes é também apresentada.
2.1. Métodos de analises em fluxo segmentado e ndo  segmentado

Os métodos de fluxo segmentado foram propostos por Skeggs em 1957 e
estavam associados aos sistemas fabricados pela Technicon®. Estes sistemas eram
caracterizados pela aspiragao sequencial de amostras em diregdo a um percurso
analitico, onde era introduzido um fluxo de ar entre as mesmas, através de
confluéncia (SKEGGS, 1957). A zona de amostra sofria pouca dispersdo, uma vez
que era controlada pelas bolhas de ar, pela vazdo do fluxo transportador e pela
geometria do percurso analitico. Os reagentes eram também introduzidos no
percurso analitico por confluéncias e a zona de amostra era conduzida ao reator. O
fluxo de ar inserido era eliminado antes de atingir o detector.

Com relacdo aos meétodos de analises em fluxo ndo segmentado, a zona de
amostra inserida no percurso analitico ndo eram intercaladas pelo fluxo de ar. Deve-
se aqui salientar que as potencialidades dos métodos de andlises em fluxo néo
segmentado foram evidenciadas primeiramente pela andlise por injecdo em fluxo
(RUZICKA; HANSEN, 1975). Outras estratégias, tais como a analise por injecao
sequencial (RUZICKA; MARSHALL, 1990), a multicomutacéo (REIS et al., 1994), a
andlise por injecdo em fluxo incluindo multi-seringa (CERDA et al., 1999) e, mais
recentemente, a analise em fluxo por multi-impulsdo (LAPA et al., 2002) e analise
em fluxo em sistemas de interface unica (RIBEIRO et al., 2005) enfatizaram também

esse regime de fluxo.



28

2.1.1. Andlise por Injecdo em Fluxo (FIA)

Os sistemas de analises por injecdao em fluxo (FIA, do inglés “Flow Injection
Analysis”) foram propostas em 1975 por Ruzicka e Hansen como uma alternativa
aos métodos de fluxo segmentado (RUZICKA; HANSEN, 1975). Esses sistemas séo
reconhecidos como excelentes “gerenciadores de soluc¢des” (KRUG et al., 1986) e
os procedimentos sdo baseados na insercdo de um volume fixo de amostra em um
fluxo transportador ndo segmentado, o qual a transporta ao detector (RUZICKA;
HANSEN, 1988).

A solucédo transportadora apresenta regime de fluxo laminar e movimento
continuo (VALCARCEL; LUQUE DE CASTRO, 1987; RUZICKA; HANSEN, 1988) e
tem a funcdo de transportar a zona de amostra em direcdo ao detector. Durante o
processo de transporte, a zona de amostra pode reagir com o fluxo transportador, ou
simplesmente dispersar-se nele, podendo ainda ser diluida se outros fluidos forem
adicionados no percurso analitico x (Figura 1).

O volume de amostra é definido pelas dimensfes de alcas de amostragem ou
pelo tempo e vazdo de amostragem (VALCARCEL; LUQUE DE CASTRO, 1987).
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Figura 1. Diagrama de fluxos do sistema FIA. A = amostra; T = solucdo transportadora; R

= reagente; B, = bomba peristaltica; V; = valvula de injecéo; B = bobina de reagéo; D =
detector; x = ponto de confluéncia; W = frasco para coleta e descarte. (Adaptado de
RIBEIRO, 2008)

Na medida em que a zona de amostra se movimenta ao longo do percurso
analitico sdo gerados gradientes de concentracdo motivados pela ocorréncia de
reacdes quimicas ou simplesmente pela dispersao. A dispersdo depende do volume

de amostra, do comprimento do reator, do tempo de residéncia, (intervalo de tempo
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em gue a amostra se mantém no percurso analitico), do local da confluéncia, do
coeficiente de difusdo, da temperatura (RUZICKA; HANSEN, 1988), nas mesmas
condicbes temporais e espaciais. O processo de dispersdo da zona de amostra
ocorre pelos mecanismos de transporte por conveccdo e difusdo radial e axial
(Figura 2) (VALCARCEL; LUQUE DE CASTRO, 1987).

Figura 2. Representacdo dos fenbmenos de conveccgao (A), difusédo axial (B) e radial
(C) em sistemas FIA. (Adaptado de RIBEIRO, 2008).

O formato do sinal analitico em sistemas FIA é uma consequéncia dos
fendmenos de difusédo e conveccéo, e depende da distancia percorrida pela zona de
amostra desde sua injecdo até a deteccdo, bem como das rea¢fes. Assim, o sinal
analitico apresenta um valor constante enquanto a solugéo transportadora atravessa
o detector e transiente na forma de uma curva gaussiana, quando ocorre a
passagem da espécie a ser monitorada (RUZICKA; HANSEN, 1988).

No que diz respeito aos componentes desses sistemas na sua versdo mais
simples, é necessario um dispositivo de propulsdo (geralmente uma bomba
peristaltica multi-canal, a qual impulsiona o fluxo transportador e os reagentes), e um
outro para efetuar a injecdo de amostras (predominantemente uma valvula
cromatografica para a insercéo de aliquota definida). Para a formacdo do gradiente
de concentracdo é necessario um reator, onde a zona de amostra se dispersa
formando as espécies quimicas a serem monitoradas, um detector para efetuar o
monitoramento e um dispositivo responsavel pelo registro do sinal analitico
transiente.

Dentre as principais caracteristicas destes sistemas, tais como a possibilidade
de automacdo e miniaturizacdo, estes se destacam pela simplicidade na
configuracdo, versatilidade e flexibilidade no que diz respeito a adaptacdo de

métodos que atinjam objetivos analiticos especificos.
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2.1.2. Andlise por Injecao Sequencial (SIA)

O crescente avanco tecnologico, aliado a tendéncia de reduzir as dimensdes
dos sistemas de andlises em fluxo, desencadeou o desenvolvimento dos sistemas
de andlises por injecdo sequencial (SIA). Introduzido em 1990 por Ruzicka e
Marshall, a analise por injecdo sequencial (SIA, do inglés “Sequencial Injection
Analysis”) teve como principal objetivo a implementacdo de sistemas mais versateis,
robustos e de baixo custo de manutencéo. Pelas suas caracteristicas favoraveis, tais
como a flexibilidade na implementacdo de diferentes métodos analiticos sem
necessidade de reconfiguracdes, estes sistemas se destacavam pela viabilidade na
implementacdo de um ou mais procedimentos analiticos (GOMEZ et al., 1995) e
determinacdes multiparamétricas (DIAS et al., 2004). Nestes sistemas, ocorre o
acionamento de uma valvula seletora multi-posicdo que opera sob controle
temporizado, promovendo a aspiracdo sequencial da amostra e reagentes em
direcdo a uma bobina retentora. A formac&o da zona de amostra ocorre por inversao
do sentido do fluxo, resultando na sobreposicdo muatua dos segmentos das
diferentes solugfes inseridas no percurso analitico (Figura 3). A seguir, a zona de
amostra é bombeada em direcéo ao sistema de deteccao.

Um aspecto importante a ser salientado é o fato de a inversdo do sentido do
fluxo permitir a obtencdo de diferentes graus de mistura entre as zonas envolvidas
(RUZICKA; GUBELLI, 1991).

Enquanto que nos sistemas FIA o tempo de residéncia é fixado pelo
comprimento do reator e pela vazado, nos sistemas SIA a configuracdo € sempre
mantida e o intervalo de tempo reacional € controlado por alteracdes efetuadas no
programa computacional. O programa executa diferentes fungdes, tais como fixar o
escoamento do fluxo num dado sentido, promover inversdes sucessivas e efetuar a
parada de fluxo (RUZICKA; GUBELI, 1991).

Os principais componentes de um moédulo de analises do sistema SIA (Figura
3), sdo: valvula seletora multiposicdo, dispositivo de propulsdo (geralmente
constituido por uma bomba peristaltica ou seringa, a qual é posicionada no canal

central da valvula seletora com acesso a amostra, reagentes, reatores e detector.
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Figura 3. Diagrama de fluxos do sistema SIA. A = amostra; T = solug&o transportadora; R
= reagente; B, = bomba peristaltica; T, = bobina retentora; Vs = valvula seletora; B = bobina
de reacdo; D = detector; W = frasco para coleta e descarte; |) = aspiracdo de A e R a partir
de Vs II) = sobreposicdo de zonas dirigidas ao detector; S = zona de sobreposicao.
(Adaptado de RIBEIRO, 2008).

Os sistemas SIA incluem ainda um microcomputador que possibilita o controle
sincronizado do dispositivo de propulsdo e da valvula seletora que define
parametros, tais como, o volume, o sentido e a velocidade de escoamento das
diferentes solucoes.

De um modo geral, esses sistemas possibilitam a utilizacdo de um diversos
reagentes nas determinagfes, e um minimo consumo dos mesmos produzindo,

consequentemente um volume inferior de efluentes (CERDA et al., 2001).
2.1.3. Sistemas de andlises em fluxo explorando Mul  ticomutagdo (MCFA)

A automacdo das andlises quimicas aliada a chegada dos computadores nos
laboratorios de anélises associados a versatilidade, proporcionou o desenvolvimento
dos sistemas envolvendo multicomutacdo (ZAGATTO et al, 1999). A
multicomutacdo foi descrita pela primeira vez em 1994 por Reis et al. e é
caracterizada pela utilizacao de dispositivos de comutacgao utilizados como injetores,
direcionadores de fluxos, etc. Estes dispositivos sdo constituidos em geral por
valvulas solendide que sao acionadas individualmente, e utilizadas para o

direcionamento das solu¢des (valvulas eletromecéanicas ativadas por um solendide).
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Potencialidades, limitacdes e aplicagcbes envolvendo sistemas de multicomutagao
foram recentemente revistas (FERES et al., 2008).

As solucdes de amostra e reagentes sao propulsionadas por uma seringa,
bomba peristaltica ou solendide em direcdo as valvulas solendide, as quais podem
ser acionadas em diferentes estagios para a introducdo de uma aliquota da solucéo
em direcdo ao percurso analitico, a partir do intervalo de tempo de abertura da
valvula e da vazdo de bombeamento das soluc¢des. Durante o transporte da zona de
amostra em direcdo ao detector ocorre a dispersdo muatua nas interfaces das
solugdes, possibilitando a obtencdo de uma mistura homogénea.

ApoOs a insergdo da zona de amostra, a mistura € encaminhada ao detector.

Uma das principais vantagens do uso da multicomutacdo € a economia de
reagentes e amostra em funcéo da adicdo de um volume discreto de cada solucao
no percurso analitico. Além disso, € possivel utilizar apenas um canal de
bombeamento para inserir e transportar diferentes solu¢des no percurso analitico.

Com relacdo as vantagens do emprego das valvulas solendide, pode-se inferir
que a insercao de reagentes e amostra se processa com rapidez devido a agilidade
na etapa de comutacdo. Nestes sistemas, 0 mddulo de andlises inclui um conjunto
de valvulas solendide dispostas estrategicamente, de modo a possibilitar a
constituicdo de diferentes percursos analiticos (Figura 4). As diversas formas de

comutacédo das valvulas solendide permitem maior versatilidade ao sistema.
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Figura 4. Diagrama de fluxos do sistema MCFA. A = amostra; T = soluc&o transportadora;
R: e R, = reagentes; V,; = valvulas solendide; B, = bomba peristéaltica; B = bobina de reagéo;
D = detector; x = ponto de confluéncia; W = frasco para coleta e descarte. (Adaptado de
RIBEIRO, 2008)
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A introducdo das aliquotas de reagentes e amostra no percurso analitico pode
ser efetuada por aspiracdo para um unico canal, colocando o sistema de propulséo
apos o sistema de deteccdo e selecionando as posicoes das respectivas valvulas.
Pode-se ainda introduzir as solugfes posicionando o modulo de propulsdo antes das
vélvulas de comutacgéo (OLIVEIRA et al., 1996).

O conceito de multicomutacéo tem sido explorado nas mais diversas aplicacoes
(ICARDO et al., 2002), e sua condicdo de insercdo de aliquotas definidas de
amostra e reagentes resultaram em estratégias como a amostragem binaria (Figura
5) (REIS et al., 1994). Segundo este conceito, por comutagdo da valvula solendide,
segmentos de amostra com volumes em pL sdo intercalados com volumes definidos
de reagente, facilitando a homogeneizacdo da zona de amostra com menor
dispersdo. Um aspecto a ser salientado é que os segmentos de amostra e reagente
guando inseridos no percurso analitico podem ter ou ndo o mesmo volume,
dependendo da vazao e da velocidade de comutacéo da valvula solendide. Por outro
lado, o desenvolvimento mais rapido da reacdo esta associado a este tipo de
amostragem, considerando que a mistura das solu¢des tem inicio durante a etapa
de amostragem (ROCHA et al., 2002). Existem outras estratégias de insercdo de
amostra e reagente tais como, zonas coalescentes (BERGAMIN et al., 1978),
diluicdo em linha (LUCA; REIS, 2004), amostragem binaria (OLIVEIRA et al., 1996),
aprisionamento da amostra (KRUG et al., 1983), parada de fluxos (FERNANDES;
REIS, 2002), etc.
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Figura 5. Representagéo da estratégia de amostragem binaria. a) valvula solendide; b)
segmentos de amostra e reagente intercalados; c¢) transporte das solugdes; d)
homogeneizacdo da zona de amostra, R: reagente; A: amostra. (Adaptado de RIBEIRO,
2008)

2.1.4. Sistemas de analises em fluxo explorando Mul ti-seringa (MSFIA)

A analise por injecdo em fluxo que inclui multi-seringa no modulo de analises
(MSFIA, do inglés “Multisyringe Flow Injection Analysis”) foi descrita em 1999, por
Cerda et al. (Apud ALBERTUS et al., 1999), e é caracterizada pela utilizacdo de um
conjunto de seringas empregadas como dispositivo de propulsdo. Os sistemas
MSFIA apresentam como componente elementar as multi-seringas (Figura 6), o que
permite 0 movimento simultdneo de quatro seringas de diferentes capacidades.
Estas sdo ligadas em bloco a um Unico motor de uma bureta automatica
convencional, que é controlada por um computador. Deste modo, o movimento do
motor propulsiona simultaneamente os émbolos das seringas, operando em modo
multi-canal, de forma semelhante as bombas peristalticas dos sistemas FIA
(HORSTKOTTE et al., 2005).
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Figura 6. Representacdo de uma multi-seringa. B = barra condutora de émbolos; S =

valvulas solendide. (Adaptado de

reservatorio de solucdes; SF = sistema de fluxo; V;
RIBEIRO, 2008)

A utilizacdo de seringas com diferentes volumes associados ao numero de ciclos
do motor da bureta permite que estas apresentem diferentes vazdes, uma vez que
as mesmas s&o0 acionadas simultaneamente com a mesma velocidade
(HORSTKOTTE et al., 2005). No sistema da Figura 6, cada seringa esta acoplada a
uma valvula solendide de trés vias e na extremidade oposta posiciona-se o émbolo
responsavel pelo enchimento ou esvaziamento da seringa.

As vélvulas solendide permitem a ligagdo das seringas ao sistema, ou ao
reservatorio das solucdes (Figura 6).

A introducdo da amostra é efetuada por dispositivos adicionais como valvulas
de injecdo (ALBERTUS et al., 1999), valvulas seletoras (ALBERTUS et al., 2001) ou
valvulas solenodide (SEGUNDO et al., 2000).

Os sistemas MSFIA combinam um modo de operagcdo multi-canal, como nos
sistemas FIA, com a possibilidade de selecdo de volumes exatos de amostra e de
reagentes necessarios para a analise, como nos sistemas SIA, além da
possibilidade de multicomutagao.

A valvula solendide acoplada a extremidade de cada seringa possibilita a
reducdo no consumo de reagentes, uma vez que estes sdo introduzidos no sistema
apenas quando necessarios (MIRO et al., 2002; HORSTKOTTE et al., 2005). De
fato, a presenca da valvula permite o retorno das solu¢cdes aos seus devidos
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reservatorios viabilizando a reciclagem dos mesmos. Apesar das vantagens
mencionadas, o funcionamento da multi-seringa requer que as mesmas sejam
preenchidas periodicamente com as solugdes requeridas, comprometendo a

frequéncia analitica.

2.1.5. Lab-on-valve (LOV)

A evolucdo dos analisadores em fluxo caminha para a miniaturizacao
objetivando o desenvolvimento sistemas portateis, simples, de baixo custo e com
minimo custo de manutencdo. Neste sentido, foi proposta a estratégia LOV por
Ruzicka (RUZICKA, 2000). Os modulos de andlises “Lab-on-valve” (LOV), séo

baseados no mesmo principio de funcionamento dos sistemas SIA (Figura 7).

W

Figura 7. Diagrama de fluxos do sistema Lab-on-valv e (LOV). A = amostra; T = solucéo
transportadora; T, = bobina retentora; F. = Feixe de entrada de radiacdo; Fs = Feixe de
saida de radiagéo; Vs = valvula seletora multiposi¢éo; P, = dispositivo de propulsédo auxiliar;
R = reagente; B, = bomba peristaltica ou seringa; W = frasco para coleta e descarte.
(Adaptado de RIBEIRO, 2008)
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A unidade principal destes modulos € a valvula seletora multi-posicdo que é
controlada por um computador e contém uma porta central ligada a bureta
automatica, através de uma bobina retentora. A bureta automatica € responsavel
pelo transporte das solucdes a bobina retentora, pela mistura das mesmas e pelo
transporte da zona de amostra ao detector. Ainda, esta unidade integra uma porta
de injecdo de amostra, canais de acesso aos reagentes e uma cela de fluxo, que
possibilita 0 acoplamento de diversos sistemas de deteccdo. Os canais de acesso e
a cela de fluxo sdo fabricados como uma estrutura monolitica montada sobre uma
vélvula seletora. Apesar de apresentar-se com dimensoées reduzidas, os médulos de
analise LOV possibilitam diferentes manipulacdes das solugées, tais como diluicao,
adicdo de reagentes, mistura, incubacdo, separacdo e deteccdo, em qualquer
sequéncia, em funcao do regime de fluxo.

Dentre as principais vantagens destaca-se a redu¢gédo no consumo de amostra e
reagentes, facilidade de operagdo e a compactacdo dos equipamentos, além do
controle informatizado das etapas do procedimento experimental e a integracdo de
todos os componentes do sistema numa estrutura rigida, que permite melhora em
repetibilidade (RUZICKA, 2000). Entretanto, os médulos de analise LOV apresentam
como desvantagem a baixa frequéncia analitica em funcdo do intervalo de tempo

necessario para que a valvula seletora faca a comutagéo.

2.1.6. Sistemas de analises em fluxo explorando Mul ti-impulsdo (MPFS)

Em sistemas de andlises por injecdo em fluxo, usualmente, as unidades
propulsoras de fluidos sdo bombas peristalticas ou seringas, que fornecem fluxos de
caracteristica laminar (LAVORANTE, 2006). Esse tipo de fluxo apresenta como
desvantagem a baixa homogeneizacdo das solucbes de amostra e de reagente.
Uma nova estratégia de bombeamento, injegcdo, homogeneizagdo e comutacao foi
proposta por Lapa et al. (2002) com objetivo de tornar mais eficiente a etapa de
mistura de solu¢cdes empregando pequenos volumes de solucdes. Os sistemas de
analises em fluxo explorando esta estratégia foram denominados sistemas de multi-
impulsédo, MPFS (do inglés “Multi-Pumping Flow Systems”). Uma bomba solendide é
empregada para o bombeamento individual de cada solucédo envolvida, permitindo a
exploracdo das capacidades propulsoras e comutadoras, bem como a facilidade de

re-direcionamento das solucbes (Figura 8). As bombas solendide possibilitam a



38

implementacéo de sistemas de configuracdo muito simples, reduzindo o niumero de
componentes e, com isso, minimizando a probabilidade de ocorréncia de falhas nos
equipamentos e erros durante a execucéo do procedimento analitico.

A atuacdo das bombas solendide origina fluxos pulsados (causados pelo
deslocamento repentino do diafragma das mesmas), que sdo caracterizados por um
volume (volume de pulso) e uma frequéncia (frequéncia de pulso) que, em
combinacéo estabelecem a vazao individual de cada solucdo. O volume de solucéo
inserido no sistema € definido pelo volume de pulso da bomba solendide e pelo
namero de pulsos selecionados pelo operador, de acordo com a necessidade
analitica. Deste modo, € possivel um controle efetivo de volumes de amostra e
reagentes inseridos, bem como da posicdo da zona de amostra no percurso
analitico. O uso de bombas solendide permite também a parada de fluxos
evidenciando a vantagem na implementacdo de meétodos cinéticos e/ou outras

estratégias de analise (LIMA et al., 2004).

Figura 8. Diagrama de fluxos do sistema MPFS. A = amostra; R = reagente; P;= bombas
solenodide; B = bobina de reacao; D = detector; x = ponto de confluéncia; W = frasco para
coleta e descarte. (Adaptado de RIBEIRO, 2008)

Um aspecto relevante dos sistemas MPFS é entdo o fluxo pulsado, que pode ser
visto como uma cadeia continua de segmentos muito pequenos, em gque cada um
desses segmentos corresponde a um determinado volume de solugcéao (LAPA et al.,
2002). O fluxo pulsado apresenta um movimento desordenado dos elementos do
fluido, possibilitando que a mistura entre amostra e reagente seja mais rapida e
eficaz quando comparada aquela obtida em condi¢des de fluxo laminar, tipicas dos
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procedimentos que empregam fluxo laminar. Isso se deve ao fato de que nos
sistemas com fluxo estritamente laminar, a sobreposicado das solu¢cdées de amostra e
reagente depende exclusivamente de fendmenos de difusdo e conveccéo (LIMA et
al., 2004). Deste modo, em situacOes de fluxo pulsado obtém-se sinais analiticos
cuja magnitude é superior & dos obtidos em condi¢des de fluxo laminar, com
volumes de amostra idénticos e nas mesmas condicoes temporais (LAPA et al.,
2002; LIMA et al., 2004).

O grau de mistura depende também do volume de pulso. Para maiores volumes
de pulsos, a interacdo completa entre segmentos de amostra e reagente €
dificultada quando comparada a um volume de pulso menor, no qual a interacéo
ocorre num menor intervalo de tempo, ndo necessitando o emprego de reatores
maiores (LIMA et al., 2004). O volume de pulso desempenha um papel decisivo no
desenvolvimento da reacdo, influenciando no formato do sinal analitico obtido
durante as medidas (Figura 9). Importante salientar que a natureza pulsada do fluxo
pode ser perceptivel no registro do sinal analitico (formato do tipo escada), o qual
depende do volume e da frequéncia de pulso, do comprimento e diametro interno do

reator e também do volume interno da cela de fluxo do detector.
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Figura 9. Perfis de sinais analiticos obtidos utili zando bombas solendide de volumes

de 8 uL (A) e 25 L (B). (Adaptado de RIBEIRO, 2008)

O fluxo pulsado resultante da atuacdo das bombas solendide em combinacao
com o seu controle individual tornam a estratégia de multi-impulsdo muito atrativa no

que diz respeito a implementacdo de procedimentos analiticos automatizados. De
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fato, a combinacdo do fluxo pulsado com a simplicidade das configuracdes dos
modulos de analises e controle automatizado e individual das bombas, confere a
multi-impulsdo 0s meios necessarios para a implementacdo de metodologias
analiticas caracterizadas por um desenvolvimento rapido da reacdo, um baixo
consumo de amostra e reagentes e consequentemente uma baixa producdo de
efluentes.

As vantagens dessa nova estratégia de propulsdo de fluidos resultou em um

namero significativo de publicacfes (Tabela 1).



Tabela 1. Aplicacdes e caracteristicas analiticas d

os sistemas MPFS.
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Analito Amostra Reagente principal LOD Deteccéo Ve locidade Ref.
analitica (h ™)

Cr(VI) Aguas naturais 1,5-difenilcarbazida - UV-vis 80 Lapa et al., 2002
Acido fitico Extrato de plantas Salicilato de ferro (1lI) 1,0 mg L* UV-vis 150 Carneiro et al., 2002
Dipirona Preparacdes p-dimetilaminobenzaldeido 1,0 mg L* UV-vis 50 Lima et al., 2003

farmacéuticas
Bromexina Preparacdes MBTH/Ce(1V) 2,0 mg L* UV-vis 45 Dias et al., 2003
farmacéuticas
Ambroxol Preparacdes p-dimetilaminobenzaldeido - UV-vis 80 Santos et al., 2005
farmacéuticas
Indometacin Preparacdes CTAB/NaOH 1,6 x10° Fluorimetria 30 Pinto et al., 2005
farmacéuticas
Acido Preparacdes Luminol/H,0, - CL 160 Meneses et al., 2005
ascorbico, farmacéuticas Lucigenina/ H,O, 70
Trolox,
Resveratrol
Carvedilol Preparacdes Luminol/NaCIlO 8,7 x 10° CL 65 Pires et al., 2005
farmacéuticas
Metformina Preparacdes Luminol/H,O,/Cu(ll) 0,94mgL™ CL 95 Marques et al., 2005
farmacéuticas

LOD, limite de detecgdo; UV/vis, espectrofotometria
CTAB, brometo de hexadeciltrimetilaménio.

no ultravioleta visivel; CL, quimioluminométrica;

MBTH, 3-metil -2-benzotiazolinonahidrazona ;
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Analito Amostra Reagente principal LOD Deteccéo Ve locidade Ref.

analitica (h ™)

H,0, - Luminol/Ks[ Fe(CN)g] 4,0x 107 UV/vis 120 Rocha et al., 2005
Amonio - Luminol/NaCIO 6,0 x 10°®
Tensoativos Aguas de lavagem MO/CPC 0,035 mg L* UV/vis 60 Lavorante et al., 2005
anibénicos
FeeV Ligas metalicas lodeto de potassio/Cr(VI) - UV/vis 50 Fortes et al., 2006
Zn Extratos de plantas Zincon 0,10 mg L™ UV/vis 30 Ribeiro et al., 2006
Fluoxetina Formulacdes Luminol/ NaCIO 0,31 mgL™ 136 Marques et al., 2007
farmacéuticas
Peroxinitrito Acido lipoico, acido Luminol/NaOH - CL 200 Ribeiro et al., 2007
dihidrolipdico,

glutationa oxidada e
glutationa reduzida,
Sulindac e Sulindac

sulfona

N-NH,4 Aguas naturais Luminol/NaClO, 0,02mgL™ CL 50 Marques et al., 2007

LOD, limite de deteccéo; UV/vis, espectrofotometria no ultravioleta visivel; CL, quimioluminométrica; MO, alaranjado de metila; CPC, cloreto de hexadecil piridina.



Analito Amostra Reagente principal LOD eteccao locidade Ref.
analitica (h ™)
Gabapentina Preparacdes NQS 11 mgL™ UV/vis 28 Ribeiro et al., 2007
farmacéuticas
Paraquat Aguas naturais Acido desidroascorbico 22 ug L* UV/vis 63 Infante et al., 2008
Sulfato, cloreto Aguas naturais AgNO3, BaNO; 1,30 mg LY, UV/vis 10 Fortes et al., 2008
0,70 mg L* (Turbidimetria)
Nitrito, Aguas Reagente de Griess 0,013 mg L™, UV/vis 27 Pons et al., 2008
nitrato 0,039 mg L™
Levodopa, Formulacdes Luminol/Na,CO; 0,05 mgL™ CL 28 Marques et al., 2008
: farmacéuticas
benzerazida
Sacarose Caldos de cana-de- NaOH/tartarato duplo de sddio 0,018 % UV/vis 65 Alves et al., 2009
acUcar e melagos e potassio (m/v)
Gabapentina Formulacdes Luminol/NaClO 40 pmol Lt CL 41 Manera et al., 2009
farmacéuticas
LOD, limite de detecgdo; UV/vis, espectrofotometria no ultravioleta visivel; CL, quimioluminométrica;

NQS, 1,2-naftoquinoquinona-4-sulfonato.



2.1.7. Sistemas de anélises em fluxo explorando Int  erface Unica (SIFA)

Os sistemas de analises que exploram interface Unica (SIFA, do inglés “Single
Interface Flow Analysis”), foram propostos em 2005, e contituem um dos
desenvolvimentos mais recentes em termos de flexibilidade na configuracdo dos
modulos de analises e formas de impulsdo das solucées (RIBEIRO et al., 2005).
Estes sistemas séo caracterizados pela sobreposicdo mutua de zonas de amostra e
reagente numa interface Unica de reacdo, onde as solu¢bes de amostra e reagente
se encontram antes da deteccdo. O conceito de sobreposicdo de zonas foi
inicialmente proposto por Ruzicka e Hansen (RUZICKA; HANSEN, 1988) para
explicar a formacdo de uma zona composta quando, em duas zonas adjacentes em
movimento continuo, a primeira sofre uma sobreposicdo da segunda, como
consequéncia da velocidade superior do fluxo no centro do tubo, em relacdo a
velocidade média do fluxo.

Nos sistemas SIFA, a dispersédo controlada e a formacédo da zona de amostra
nao sao influenciadas pelos volumes de amostra e reagente, passando a ser
determinados exclusivamente pela extensédo da sobreposicdo de zonas adjacentes
de amostra e reagentes, pelo percurso analitico, tempo, temperatura, viscosidade,
etc. Embora semelhantes aos sistemas SIA no que se refere a sobreposicao de
zonas de amostra, nos sistemas SIFA a sobreposicdo das mesmas nunca € total,
uma vez que elas ndo tém limites definidos. O recurso a mdultiplas inversdées do
sentido do fluxo e a eventual utilizagdo de um fluxo pulsado sao fatores que
contribuem para melhorar a sobreposi¢cao das zonas envolvidas.

Na Figura 10 esta representada a configuracdo basica de um sistema SIFA
(configuragcdes mais complexas podem também ser utilizadas), dependendo das
necessidades analiticas. O médulo de andlises de um sistema SIFA compreende
dispositivos para insercdo e propulsdo das solucdes, representado na figura por
bombas solendide e valvulas solendide para o direcionamento do fluxo. As bombas
e valvulas solendide podem ou ndo estar posicionadas simetricamente ao redor do

detector.
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Figura 10. Diagrama de fluxos do sistema SIFA. A = amostra; R = reagente; P, e P, =
bombas solendide; B, e B, = bobinas de reacédo; V; e V, = valvulas solendide; D = detector;
x = ponto de confluéncia; W = frasco para coleta e descarte. (Adaptado de RIBEIRO, 2008)

A configuracdo do modulo de andlises compreende ainda dois reatores
posicionados em cada lado do detector, o que possibilita algumas intervencdes na
interface de reacdo, tais como, multi-deteccbes da zona de amostra através da
realizacdo de multiplas inversdes do sentido do fluxo (Figura 11). Os sistemas SIFA

podem ou néo ter o detector posicionado no centro do modulo de analises.

Detector
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Figura 11. Representacao da evolucdo do sinal anali  tico em sistema SIFA. A = amostra;
R = reagente; | = interface Unica de reacéo; a) estabelecimento da linha base por introducéo
do reagente; b) insercdo de amostra na extremidade oposta do fluxo de reagente e
estabelecimento da interface Unica; c¢) primeira deteccdo; d) e e) mdltiplas inversbes do
sentido de fluxo. As setas indicam o sentido do fluxo. (Adaptado de RIBEIRO, 2008)
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Em fase inicial de desenvolvimento, existem ainda poucas aplicacdes
envolvendo sistemas SIFA, cujos métodos contemplam a deteccéo
espectrofotométrica e quimioluminométrica. O primeiro método envolvia a reacéo
entre Fe(lll) e &cido salicilico, e a determinacéo de fosfato pela formacédo de azul de
molibdénio. Os produtos das reacdes eram medidos espectrofotometricamente. Na
configuracdo destes sistemas, o detector era localizado na posicdo central
permitindo multiplas deteccbes. Neste trabalho foram ainda mencionadas as
principais caracteristicas dos sistemas SIFA, tais como a possibilidade do emprego
de diferentes médulos de propulséo de solugdes, formato do sinal analitico, uso de
reatores, posicionamento do detector, melhoria nas condicbes de mistura e
repetibilidade das medidas proporcionadas pela reverséo de fluxos (RIBEIRO et al.,
2005). As principais figuras de mérito foram discutidas enfatizando as
potencialidades desses sistemas.

A determinacdo quimioluminométrica de manitol em formulagdes farmacéuticas
e urina humana foi explorada pela medida da inibicAo da quimiluminescéncia
produzida pela reacdo entre mioglobina e luminol, na auséncia de peroxido de
hidrogénio (SILVESTRE et al.,, 2008). O método proposto permitia a detecgcédo de
25,0 mmol L™ de manitol com boa precisdo (r.s.d.< 4,7 %, n=3), e analisava 60
amostras por hora.

Silvestre et al. (2009) desenvolveram um sistema de analises explorando a
interface Unica utilizando acido cloranilico e 2,3-dicloro-5,6-diciano-p-benzoquinona,
para a determinacao espectro-fotométrica dos horménios da tiredide liotiroxina (T3)
e levotiroxina (T4) em formulac¢des farmacéuticas (SILVESTRE et al., 2009). Neste
sistema, eram utilizadas duas buretas automaticas como modulos de impulsdo. Os
complexos reacionais T3-DDQ e T4-CLA eram medidos espectrofotometricamente
em 460 e 538 nm.

2.2. Aplicacbes

Neste item é apresentada uma breve revisdo da literatura referente aos

meétodos selecionados para implementacdo nos sistemas MPFS e SIFA.
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2.2.1. MPFS para a determinacdo espectrofotométrica de glicose, frutose e

glicerol envolvendo calibracdo multivariada

A determinacdo de acUcares redutores e de glicerol se reveste de grande
importdncia na agroinddstria sucro-alcooleira para avaliacdo dos processos de
producdo e fermentativo. Assim, os métodos de analises utilizados para avaliar
esses analitos devem ser conduzidos de forma a permitir um melhor aproveitamento
da matéria-prima.

Frequentemente nota-se a busca por métodos que fornegcam resultados rapidos
e precisos. Dentre os mais utlizados, podem ser citados aqueles conduzidos
manualmente, os quais se baseiam na oxidacao de Cu(ll) (LANE; EYNON, 1934;
ARAUJO et al, 2000), hexacianoferrato (OLIVEIRA; FATIBELLO, 1999),
metaperiodato (ZAGATTO et al., 1988; 1992). Entretanto, a aplicabilidade desses
métodos pode ser limitada pela cinética reacional, sensibilidade, robustez ou por se
tratar de métodos ndo automatizados. Sendo assim, os métodos automatizados
conduzidos em sistemas de analises em fluxo devem ser enfatizados (OLIVEIRA e
FATIBELLO, 1999; ULASOVA et al., 2003; CARNEIRO et al., 2005).

A versatilidade inerente aos sistemas de analises em fluxo permite que os
modulos de anadlises simples e robustos sejam projetados para determinagfes
simultaneas (VALCARCEL; LUQUE DE CASTRO, 1987; WHITMAN et al., 1991).
Esses sistemas associados as técnicas quimiométricas demonstram suas
potencialidades, uma vez que se torna possivel a quantificacdo de analitos que
apresentam cinética reacional semelhante na mesma mistura. Além disso, a
adaptacdo dessa nova estratégia tem o importante papel de resolver problemas
analiticos e ndo mais o de desenvolver novas metodologias (BRERETON, 2000). O
uso de técnicas quimiométricas associado aos sistemas de analises em fluxo com
deteccdo espectrofotométrica é uma estratégia eficiente (NI et al., 2003) para a
determinacdo de acucares redutores e glicerol, em virtude destes apresentarem
cinética reacional semelhante.

A calibracdo multivariada utiliza ferramentas estatisticas e matematicas para
aquisicdo e tratamento de informacdes relevantes, obtidas em procedimentos
analiticos otimizados (CORREIA; FERREIRA, 2007). A possibilidade de minimizacao
e/ou eliminacdo de espécies quimicas potencialmente interferentes, a quantificacéo

de analitos similares numa mistura, a melhoria em seletividade, o reconhecimento de



48

padrbes e a possibilidade de compensagdo de ruidos, sdo consideradas as
principais aplicacdes da calibracdo multivariada (FERREIRA et al., 1999).

Os procedimentos de calibracdo multivariada sdo baseados nas relacdes entre
0s sinais analiticos e as concentracdes dos analitos. Os principais modelos de
calibracdo sdo a regressdo linear mdultipla (MLR, do inglés “Multiple Linear
Regression”), a regressao por componentes principais (PCR, do inglés “Principal
Component Regression”) e a regressdo por minimos quadrados parciais (PLS, do
inglés “Partial Least Squares”). A principal diferenca entre estes procedimentos esta
na forma como os coeficientes de regressao sao obtidos.

PLS extrai informacbes relevantes do conjunto de dados espectrais e faz a
relacdo das mesmas com a variavel de interesse (POPPI, 1993). Este se destaca
dos outros métodos de calibracdo pela simplicidade do algoritmo, excelente poder
de previsdo e robustez, principalmente no que se refere a inclusdo de novas
amostras no conjunto de calibracdo sem alterar os parametros do modelo resultante
(ZAMORA et al., 1997). Entretanto, a inclusdo de um grande numero de variaveis
leva a incorporacao de ruidos estatisticos (“overfitting”). Por outro lado, um numero
reduzido de parametros resulta em um modelo ndo ajustado (“‘underfitting”),
inadequado para a previsao de novas amostras.

A modelagem no PLS consiste na manipulacdo de um conjunto de dados que
representam as propriedades do sistema em estudo. Estas propriedades estdo
representadas por diversas variaveis, as quais sao reduzidas através de
combinacdes lineares, originando um novo conjunto de variaveis, denominados
vetores ou variaveis latentes, que sdo capazes de representar as amostras em
poucas dimensdes. O numero de variaveis latentes utilizado para a construcdo do
modelo de calibracdo deve proporcionar o menor erro possivel de previsao; sendo
assim, a diferenca entre os valores de referéncia e os previstos deve ser a menor
possivel.

Um modelo de calibracdo é uma funcdo matematica que relaciona os grupos de
variaveis X (independentes) e Y (dependentes). A construcdo do modelo é dividida
nas etapas de calibragdo e validacdo. A calibracdo é definida como uma série de
operacdes, que estabelecem, sob condi¢des especificas, uma relacdo entre medidas
instrumentais e valores para uma propriedade de interesse correspondente. A matriz

Xn,m) € composta por espectros ou registros de sinais analiticos, onde cada linha (n)
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representa uma amostra e cada coluna (m) corresponde a uma medida ao longo do

progresso da analise (Figura 12).
m

X

Figura 12. Matriz de dados X.

Na matriz Ynp, O conjunto de dados constituidos (p) correspondem as

concentracdes dos analitos e as linhas (n) a combinacao entre elas (Figura 13).

P

Figura 13. Matriz de dados Y.

As matrizes X e Y sdo decompostas em vetores de “scores” e “loadings”, e em
uma outra matriz de residuos de dados n&o modelados (ruidos estatisticos)
(MORGANO, 2005). Os “scores” sdo as coordenadas das amostras num sistema de
eixos. Os graficos de “scores” permitem a identificagdo destas, bem como a analise
de semelhancas, agrupamentos e “outliers”. Os “loadings” se referem as variaveis
presentes nos conjuntos de dados e, através da andlise grafica é possivel a
identificacdo das variaveis importantes, a classificacdo e a selecdo das mesmas
(Figura 14).
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Figura 14. Decomposicdo das matrizes de dados XeY em

“scores” (T e U), “loadings” (P e Q) e erro estatis  tico (Ee F)

A relacédo entre X e Y € otimizada pelo PLS de forma a produzir fatores em
direcbes ortogonais. Assim, as variaveis latentes sdo construidas de forma que a
primeira variavel latente de X descreva a dire¢do vetorial associada a maxima de
varidncia que também se correlaciona com Y. As demais se apresentam nas
direcbes ortogonais subsequentes até que toda a informacdo relevante seja
extraida. A selecdo do numero de variaveis latentes a serem incluidas no modelo de
regressao € muito importante. Deve-se selecionar um numero de variaveis latentes
com informacdes suficientes para modelar o sistema de forma que o mesmo né&o
seja superajustado e ndo modele ruido. Assim, o numero adequado de variaveis
latentes deve permitir a criacdo de um modelo com boa capacidade de previsao para
amostras externas.

A validacdo consiste na etapa de avaliacdo da habilidade preditiva do modelo
construido e na otimizacdo da relacdo que descreve as espécies de interesse. A
validacdo cruzada (do inglés “cross validation”) do tipo “leave one out” € bastante

empregada, principalmente quando ndo se dispbe de um numero razoavel de
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amostras para compor ambos os conjuntos (MARTENS; NAES, 1989; FERREITA et
al., 1999). Este procedimento se baseia na previsdo de um modelo construido por
parte de um conjunto de dados, onde uma das amostras € deixada de fora de uma
série de n amostras, assim, n-1 amostras sdo usadas na calibracdo e é feita a
previsdo da concentracdo da amostra que ndo foi usada na calibragcdo. O
procedimento se repete até que todas as amostras sejam excluidas. Ao final,
compara-se a concentracdo de cada amostra prevista pelo modelo com o valor de
referéncia e determina-se o erro meédio (erro de previsao) que é avaliado através do
somatorio dos quadrados dos erros de previsdo de todas as amostras (PRESS, do
inglés “prediction residual sum of squares”) (MARTENS; NAES, 1989; LINDGREN et
al., 1994).

PRESS=) (Y-VY,)?
i=1

Onde, Y, € o valor conhecido e Yi € o valor previsto pelo modelo.
O erro padrao das previsdes (RMSEP, do inglés “root mean standard error of

prediction”) é calculado por (THOMAS, 1994):

PRESS
m

RMSEP =

Onde m é o numero de amostras. RMSEP pode ser utilizado como uma
estimativa do desvio padrao relativo das previsoes.

A qualidade do conjunto de amostras selecionadas para a construcdo do
modelo matemético € avaliada pela deteccdo de amostras andmalas ou “outliers”
(MARTENS; NAES, 1989). Estas sdo construidas num conjunto homogéneo e,
depois de serem avaliadas pelas grandezas: residuos de “student” e “leverage”
podem ser removidas por se apresentarem acima dos limites estabelecidos. A
medida da “leverage” indica a influéncia de uma determinada amostra no conjunto
de regressao quando comparada as demais (MASSART et al., 1988). Valores baixos
de “leverage” representam amostras com pouca influéncia no modelo e valores altos
indicam bastante influéncia, ou seja, freqientemente inapropriada, uma vez que
podem se constituir em um “outlier”. O residuo “student” indica o quanto da
informacdo é mantido apos o calculo das variaveis latentes para uma amostra

assumindo que a mesma nao tenha sido usada na construcdo do modelo
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(FERREIRA et al., 1999). O valor de “student” indica que a amostra se diferencia das
demais.

ApoOs a conclusdo das etapas de desenvolvimento e avaliagdo do modelo
matematico construido, este pode ser empregado para 0 monitoramento
espectrofotométrico dos analitos na amostra.

O numero de publicagbes referentes aos procedimentos de calibragédo
multivariada, principalmente PLS, aplicadas aos métodos espectrofotométricos tem
aumentado consideravelmente (ZAMORA et al, 1997). A aplicacdo destes
procedimentos se justifica pela resolucdo de problemas analiticos e ndo mais pelo

desenvolvimento de novos métodos.

2.2.2. MPFS para a determinacdo de acucares redutor es totais (ART)

explorando degradacéo alcalina

O monitoramento de acucares redutores totais (ART) € importante para o
controle da fabricacdo do acucar e do alcool, principalmente para se fazer os
pagamentos de cana-de-agucar em funcdo do teor de sacarose, para andlise dos
estados de maturacdo da cana, e para se avaliar a eficiéncia do processo industrial
(MATTOS et al., 1988). Nas usinas brasileiras, esta determinacdo é realizada por
titulacao visual ou por espectrofotometria UV-Vis, ambas envolvendo a reducéo de
Cu(Il) pelos monossacarideos apoés a hidrélise acida da sacarose.

O método proposto neste trabalho de tese se fundamenta na degradacédo
alcalina de carboidratos sob altas temperaturas (BELITZ; GROSCH, 1986;
AJANDOUZ et al., 2001). Nestas condi¢des, uma mistura de compostos € produzida
e dentre esses, anions denominados enodiodis desempenham importante papel como
precursores dos polimeros marrons responsaveis pela coloragdo mensurada
espectrofotometricamente (WIT et al., 1979; BRUIJN et al, 1986; STRAYER, 1987,
BAISIER; LABUZA, 1992; VOET; VOET, 1995).

Sob condi¢cbes alcalinas e altas temperaturas os carboidratos sofrem reacdes
de ionizacdo, mutarrotacdo e enolizagao, resultando na formag&o de carboidratos
neutros e ionizados, espécies hemiacetais ciclicas e carboidratos interconversiveis,
em equilibrio (BRANDS; BOEKEL, 2001). Durante a etapa de enolizacdo sé&o

também originados acidos carboxilicos de cadeia curta. Essa etapa é conhecida
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como transformacdo de Lobry de Bruyn-Alberda van Erkenstein (DYKE, 1960;
LEDERKREMER; VARELA, 1988).

Outras espécies quimicas, tais como furfural e hidroximetilfurfural também séo
produzidos, as quais podem originar polimeros escuros, denominados melanoidinas,
apos reacdes de condensacao e polimerizacdo (GODSHALL et al., 2002; COCA et
al., 2004). A formacdo de melanoidinas estd associada as rea¢des ndo-enzimaticas
de escurecimento denominadas reacédo de Maillard e de caramelizacdo (AJANDOUZ
et al., 2001). O desenvolvimento destas reacfes depende da combinacdo de alguns
parametros, tais como temperatura, intervalo de tempo disponivel, pH do ambiente
reacional e reatividade caracteristica do carboidrato (PHONGKANPAI et al., 2005).

A degradacao alcalina de carboidratos em sistemas de analises por injecdo em
fluxo se constitui em uma importante potencialidade para a determinacdo de
acucares redutores (AR) e de acgucares redutores totais (ART) por permitirem
monitorar produtos reacionais instaveis (ALVES et al., 2006).

A hidrélise da sacarose também € de relevancia para o processo industrial de
producdo do acucar e do alcool porque o caldo de cana-de-aclcar e o xarope
perdem parte da sacarose quando ndo sdo mantidas as condi¢oes adequadas de pH
e temperatura (HONIG, 1969; MEADE; CHEN, 1977). O termo inversdo da sacarose
ainda € muito utilizado em substituicdo a hidrdlise, em virtude de seus produtos
causarem mudanca na atividade Otica de dextrorrotatoria para levorrotatoria. A
hidrolise da sacarose pode ser tanto enzimatica, como ocorrer na presenca de ions
hidrogénio, resultando em uma mistura tautomérica de ciclos alfa e beta das formas
alifaticas da D-glicose e D-frutose (MEADE; CHEN, 1977).

Essa mistura contém quantidades equimolares dos monossacaridios glicose e
frutose (HONIG, 1969). Outro aspecto importante a ser destacado € que 0 aumento
da temperatura favorece o processo de hidrélise (MEADE; CHEN, 1977). Assim, a
implementacdo da hidrélise e degradacdo alcalina de carboidratos € viavel em
sistemas MPFS. Nestes sistemas, a mistura entre reagente e amostra € eficiente em
funcdo das caracteristicas inerentes ao fluxo pulsado (LIMA et al., 2004), o qual
promove melhor interacdo entre ambos, proporcionando melhor distribuicdo de calor
durante a passagem da amostra através do reator (ALVES et al., 2009).



2.2.3. MPFS para a determinagéo de etanol

A producédo de bebidas alcodlicas desempenha atualmente um relevante papel
na industria de alimentos (LVOVA et al., 2006). De acordo com World Drink Trends,
nos ultimos anos o consumo de bebidas alcodlicas tem aumentado
consideralvemente (WDT, 2005), bem como a demanda por eficiente controle de
qualidade, com objetivo de garantir a seguranca desse produto, seja para consumo
interno como para exportacao (LAKINS et al., 2004). A determinagao de etanol em
vinhos fermentisciveis é de importancia para o controle de eficiéncia dos processos
de fermentacdo (MATTOS et al., 1988). Métodos para a determinacao de etanol tém
sido freqientemente propostos buscando o fornecimento de resultados rapidos e
confidveis e que empreguem instrumentacdo analitica de baixo custo
(CHOENGCHAN et al., 2006). Véarios métodos tém sido propostos (BORGES et al.,
2006), entretanto ndo satisfazem as condicdes acima mencionadas.
Aproximadamente um pouco mais que duas centenas de publicacdes envolvendo os
sistemas de analises em fluxo e membranas de difusdo gasosa sao descritas na
literatura (Vicente, 2004), e as mais recentes sao mencionadas a seguir (BRYCE et
al., 1997; RANGEL; TOTH, 2000; VICENTE et al., 2006; BORGES et al., 2006).
Estes sistemas sdo considerados como bons gerenciadores de solucbes em
laboratorios de Quimica Analitica, pois permitem automacdo de analises quimicas,
sao eficientes no controle temporal e apresentam simplicidade e versatilidade na
implementacéo de diferentes metodologias. O detalhamento do método empregado

para a determinacéo de etanol esta descrito no item 4.3.

2.2.4. Sistema SIFA polimodal para a determinagdo d e aluminio, ferro e fosfato
(P-POy)

Aluminio € o metal mais abundante na crosta terrestre e esta presente nas
formas insolUveis e atdxicas de aluminosilicatos ou 6xidos. Entretanto, solos com
valores baixos de pH solubilizam e disponibilizam as formas fitotoxicas do elemento,
nomeadamente o fon Al(lll) na forma hexahidratada de [Al(H.O)s]** (KOCHIAN,
1995). A disponibilidade de aluminio solavel em solos tem aumentado

consideravelmente nos ultimos anos em razdo da acidificacdo, da aplicacdo de
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fertilizantes e das atividades industriais (HOWELER, 1991). Além das plantas, o
efeito toxico causado pelo Al(lll) também é observado em muitos organismos tais
como, bactérias, fungos, algas e leveduras (BAKER; SCHOFIELD, 1982; YOSHINO
et al., 1992; ZEL et al., 1993), sendo considerado um fator limitante da produtividade
de muitas culturas.

Embora n&o existam informacdes cientificas definitivas sobre o mecanismo de
acao toxica do ion Al(lll) em sistemas biologicos, este é considerado um inibidor das
hexoquinases em leveduras (WOMACK; COLOWICK, 1979) e da desidrogenase da
glucose-6-fosfato em leveduras de panificagdo, reduzindo a utilizacdo da energia
guimica pelas mesmas (CHO; JOSHI, 1989).

Relativamente ao efeito toxico do Al(lll) sobre a levedura Saccharomyces
cerevisiae utilizada em destilarias para o processo fermentativo, foram observados
efeitos depressivos durante o crescimento e viabilidade celular (BASSO et al., 1989).

Os caldos de cana-de-agucar utilizados no preparo dos mostos podem conter
quantidades expressivas de Al(Ill) por serem provenientes de plantas cultivadas em
solos acidos (BASSO, 1990). Os teores de aluminio em mostos e melacos industriais
empregados na producdo de etanol combustivel variam entre 8,0 e 40,0 mg L™,
podendo atingir 130,0 mg L™ (BASSO; AMORIM, 1997). Outras maneiras de adi¢do
de aluminio aos processos fermentativos é 0 uso de agua tratada com alimen de
potassio ou sulfato de aluminio pelas industrias e a reutilizacdo da levedura,
podendo levar ao efeito cumulativo de Al(lll) (ARANHA, 2002).

Com relacdo a ferro, pode se inferir que € um elemento de origem mineral
classificado como o quarto mais abundante da crosta terreste, podendo ser
encontrado como ions bivalentes ou trivalentes na composicdo de diversos
alimentos e materiais (MARCZENKO, 1976). Ferro é um nutriente essencial aos
seres vivos por atuar principalmente na sintese da hemoglobina e no transporte do
oxigénio para as ceélulas (PHILIP et al., 2009). Dentre as diversas aplicacdes
destaca-se a fabricacdo do aco, do cimento e das ferramentas, bem como no
desenvolvimento de plantas (NEDJADA et al.,, 2009; VIGANI et al., 2009).
Relativamente ao setor sucro-alcooleiro, o ferro participa na composi¢cao de algumas
de suas matérias-primas, tais como caldos de cana-de-aglcar, mostos e melagos
(JORGENSEN et al., 1939). A quantidade de ferro encontrada em caldos e mostos
depende da sua concentracédo disponivel nos solos, que € consequéncia da acidez
dos mesmos (AMERINE; OUGH, 1980).
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Ferro, potéssio, célcio, magnésio, enxofre e fésforo sdo minerais essenciais a
nutricdo e desenvolvimento das leveduras utilizadas no processo fermentativo
(JORGENSEN et al., 1939; AMERINE; OUGH, 1980). A concentrac&o limite de 3,00
pumol L™ de ferro é considerada adequada e requerida ao bom desempenho da
funcdo heme-enzima participante do processo de crescimento das colonias de
leveduras (JONES; GREENFIELD, 1984). Concentragbes acima do valor
mencionado podem causar inibicAo do crescimento das leveduras (AMERINE;
OUGH, 1980; BLUMER, 2002). Deficiéncias ou concentracOes elevadas de tais
minerais podem provocar alteracbes metabdlicas, prejudicando os referidos
processos (BASSO et al., 1996).

Dentre os diversos métodos espectrofotométricos para a determinacéo de ferro,
o procedimento que envolve a reacao entre Fe(ll) e 1,10-fenantrolina € bastante
empregado nas industrias de alimentos por ser um método oficial (MARCZENKO,
1976, AMERINE; OUGH, 1980). A reacao ocorre numa ampla faixa de pH (entre 2,0
e 9,0), a cinética ¢é relativamente rapida e o complexo medido
espectrofotometricamente tem a proporcdo 1:3 (MARCZENKO, 1976). A sequir,
estdo citadas algumas aplicacdes de metodos implementados em sistemas de fluxo
e outros, ambos multi-elementares empregados na determinac¢édo de aluminio e ferro

utilizando diferentes formas de detecc¢éo (Tabela 2).



Tabela 2. Aplicagfes e caracteristicas analiticas d

e métodos empregados para determinagdes simultaneas
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envolvendo ferro e aluminio.

Analito(s) Amostra Reagente principal LOD Deteccéo Ref.
Al Solos - 8,0x 10°, Potenciometria, Miyazawa et al., 1992
Fe total 1,10-fenantrolina 1,20 x 10™ UV/vis
Cu, Al, Fe, Mn Figado bovino (Eluente -Acetonitrilo/5- 3,10 ng mL™, Separacgéo Nagaosa e Sakata, 1998
cloro-8-quinolinol, 4,80 ng mL™, cromatografica e
perclorato de coluna ODS
-1
tetrabuliaménio, sulfato 2,10 ng mL",
de amonio) 3,30 ng mL?,
Al, Fe Digeridos de plantas - 29,0 mg Kg'l, ICP-AES Coscione et al., 2002
70,0 mg Kg™
Al, Fe Fluidos de hemodialises Violeta Solocromo RS, 10,0 pg Lt Voltametria por pulso Locatelli, 2003

e fluidos peritoniais

Negro de Palatino cromo
6BN, Cromazurol S,

Negro de Eriocromo

diferencial adsortivo

LOD, limite de detecgéo; UV/vis, espectrofotometria

emissédo 6tica com acoplamento de plasma induzido.

no ultravioleta visivel; coluna cromatografica ODS

Tosoh TSKGEL (5 pm, 4.6 X 150mm); ICP-AES, espectr ometria de



Analito(s) Amostra Reagente principal LOD Deteccéo Ref.
Li, Al, Fe Refrigerantes, - 1,40 ng L™, ICP-MS Bianchi et al., 2003
bebidas alcoolicas 159 ng L™,
425 ng L™
Fe, Ti, Al Ligas Metélicas 3,5,7,2°,4"- 0,03 pg mL™, 0,04 UV/vis Safavi et al., 2003
pentahidroxiflavona pg mL™, 0,02 pg
mL™
Al, Ca, Fe Compostos de - 0,60 pg g7, GF-AAS Minami et al., 2004
carbono e silicones 0,15 g g'l,
2,50 ug g*
Al, Fe Fluidos de Violeta de pirocatecol 0,044 mg LY, UV/vis Nascimento et al., 2006
hemodialises 0,052 mg L™
Fe, Al, Cu Ligas metalicas Vermelho de alizarina S 450,0 ng L™, UV/vis Safavi et al., 2006
140,0 ng L™,
450,0 ng L™
Al, Fe Agua potavel Cromazurol S 4,9 ug L™, UV/vis Vanloot et al., 2007
5,6 ug L™,

LOD, limite de deteccéo; ICP-MS, espectrometria de

absorgdo atdmica em forno de grafite .

massas acoplado a plasma induzido; UV/vis, espectro

fotometria no ultravioleta visivel; GF-AAS, espectr ~ ometria de
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Analito(s) Amostra Reagente principal LOD Deteccéo Ref.
Al, Fe Plantas e aguas Hematoxilina 0,03 pg LY, UV/vis Niazi et al., 2007
0,02 pug L™
Fe, Al Fluidos de Cromazurol S 0,056 ug L, 0,044 Vle} UV/vis Aguerssif, et al., 2007
hemodialise LY,
Fe, Al Aguas de lagos e Xileno cianol 8,38 x10™ mg LY, UV/vis Cal e Xu, 2008
rios, chas 1,64x10°mgL™
Fe, Al, V Aguas 3,5,7,20,40- 150 ng L™, UV/vis Ghavami et al., 2008
pentahidroxiflavona 230 ng L™,
40,0 ng L™
Al, Fe Fluidos de Violeta de solocromo 1,40 ug Lt ET-AAS Nascimento et al., 2008
hemodialises 1,80 ug L

LOD, limite de detecgéo; UV/vis,

espectrofotometria

no ultravioleta visivel; ET-AAS, espectrometria de

absorcao atdmica eletrotérmica.
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O elemento fésforo comumente encontrado em plantas, sedimentos e aguas
naturais na forma de fosfato (MAHADEVAIAH et al., 2007) é considerado um
macronutriente essencial a nutricdo e ao crescimento de plantas por participar de
processos fisioldgicos e bioquimicos (ALMEIDA et al., 2005). Existe uma variedade
de trabalhos encontrados na literatura referentes a determinagdo de fosfato
abrangendo diversas areas, tais como, agricultura, metalurgia, medicina e ciéncias
ambientais (MARCZENKO; LOBINSKI, 1992; ROBARDS et al., 1994; KRONKA et
al., 1996; NOVAIS; SMYTH, 1999; MOTOMIZU et al., 2005). Recentemente, o0s
niveis de fésforo foram quantificados em amostras de bebidas, detergentes,
fertilizantes, mostos, melacos e caldos de cana-de-agucar (MAHADEVAIAH et al.,
2007).

No setor sucro-alcooleiro, o fosfato participa da etapa de clarificacdo do caldo
utilizado durante a fabricacdo do acucar quando a concentragcdo natural ndo atinge a
faixa entre 300 e 350 mg L™; valores estes considerados adequados ao bom
rendimento do processo (MAHADEVAIAH et al., 2007). As formas organica e
inorganica de fosfato podem também estar presentes em mostos e melagcos em
concentracdes que variam de 50,0 a 900 mg L™. A tabela 3 exemplifica alguns
métodos em fluxo e aplicacdes para a determinacdo simultdnea de fosfato e outros

analitos.
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Tabela 3. Aplicagdes e caracteristicas analiticas de sistemas de fluxo para determinagfes simultaneas envolvendo fosfato.
Analito(s) Amostra Reagente principal LOD eteccao Velocidade Ref.
analitica (h ™)
Fosfato, silicio Aguas Molibdato de aménio, 0,05 mg L™, 0,80 mg L* UV/vis 20 Mas et al., 1991
residuais Rodamina B
Amobnio, Amostras Molibdato de aménio/acido - UV/vis 50, Georgiou e koupparis,
creatinina, fosfato | sintéticas ascorbico 67, 114 1991
Aménio, fosfato Extratos Molibdato de amdnio/acido 73,1 mg L*, 8,30 mg L* UV/vis 80 Kronka et al., 1996
de plantas ascorbico
Fosforo, Aguas Molibdato de aménio,Verde 1,0 ug Lt UV/vis - Motomizu et al., 1997
nitrogénio de malaquita
Fosfato, silicato Aguas Molibdato de aménio, 0,162 mmol L, 1,424 UV/vis 30 Mas-Torres et al., 2000
residuais vanadato de amonio mmol L™
Aménio, fosfato Efluentes Molibdato de aménio 19,8 g LY, UV/vis - Tovar et al., 2001
de &guas 3,60 g Lt
marinhas

LOD, limite de detecgdo; UV/v is, espectrofotometria no ultravioleta visivel.
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Analito(s) Amostra Reagente LOD Deteccéo Velocidade Ref.
principal analitica (h ™)
Amébnio, Aguas naturais Molibdato de 7.0 ug LY, UV/vis 112 Fernandes e Reis, 2002
fosfato amonio, acido 17,0 ug Lt
ascorbico,
Hipoclorito de
sédio, acido
salicilico
Fosfato, arsenato | Aguas ambientais Molibdato de 0,70 nmol L™, UV/vis - Yuchi et al., 2003
amonio 0,60 nmol L™
Fosfato, Extratos de solos Molibdato de - UV/vis 30 Grassi et al., 2004
. amonio/acido
zinco
ascorbico,
Rodamina
6G/tiocianato de
amonio
Fosfato, Aguas naturais, Molibdato de 0,15mg L™, UV/vis 15 Tsoulfanidis et al., 2008
nitrito, aguas residuais amonio/acido 0,17 mg LY,
ascorbico
nitrato 0,09 mg L*

LOD, limite de detecgéo; espectrofotometria no UV/v

is, espectrofotometria no ultravioleta vis

ivel.
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3. MATERIAIS
Os equipamentos, reagentes e acessoOrios empregados na execucao deste

trabalho, foram disponibilizados pelo Laboratorio de Quimica Analitica “Henrique

Bergamin Filho” do Centro de Energia Nuclear na Agricultura.

3.1. Equipamentos e acessorios

Os sistemas de analise em fluxo explorando multi-impulséo e interface Unica

eram constituidos por:

Bombas solendide BIO-CHEM Valve Inc., modelos 090SP12-8 e
120SP1210-4TE com volumes de pulso de 6 e 20 pL, respectivamente;
Valvulas solendide de trés vias, NResearch, modelo 161T031;

Bomba peristaltica de rotacdo variavel Ismatec, modelo IPC-08, com
tubos de Tygon de diversos diametros internos para bombeamento de
solucoes;

Injetor-comutador confeccionado em acrilico operado manualmente
(ZAGATTO et al., 1981);

Espectrofotometro Femto modelo 700 plus (para operagdao em UV),
equipado com célula de fluxo Hellma, modelo 178 OS, com passo optico
de 10 mm e volume interno de 80 pL;

Espectrofotdmetro Ocean Optics USB-4000, equipado com célula de
fluxo Hellma, modelo 178 OS, com passo 6ptico de 10 mm e volume
interno de 80 pL;

Registrador potenciométrico Kipp & Zonen, modelo 111;

Membrana de difusdo gasosa PTFE (50% porosidade, 0.8 um);
Microcomputador provido de interface PCL-711 Advantech e operado
por meio de programa desenvolvido em Quick Basic 4.5;

Balanca analitica Mettler modelo BB204;

Sistema de aquecimento com agua fervente sob refluxo (a) e

desborbulhador de vidro (b) (Figura 15).



a b

Figura 15. Sistema de aquecimento sob refluxo (a) e  desborbulhador de vidro (b).

= Banho termostatizado Fanem modelo 100;

» Reatores e linhas de transmissdo de polietieno (0,8 mm d.i.),
confluéncias de acrilico e conectores;

= Qutros materiais de uso rotineiro em laboratérios de Quimica Analitica,
tais como capela, destiladores, agitadores magnéticos, medidores de

pH, filtros e vidrarias, etc.

3.2. Amostras

3.2.1. Determinacao de glicose, frutose e glicerol
As amostras de caldo de cana-de-agucar e vinhos fermentisciveis foram obtidas
junto a usinas de agucar e alcool locais. As mesmas foram diluidas imediatamente

antes das analises, com agua na propor¢ao de 1:50 (v/v).

3.2.2. Determinacao de acucares redutores totais

As amostras de caldo de cana-de-acucar e de melacos foram diluidas
imediatamente antes das analises, com agua na proporcdo de 1:20 (v/v) e 1:100

(m/v) para caldo e melacgo, respectivamente.
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3.2.3. Determinacéo de etanol

As amostras de cervejas das marcas Super Bock, Sagres, Cergal branca, Cergal
preta e Bohemia foram adquiridas em lojas de bebidas. As amostras foram injetadas
no sistema sem serem diluidas.

As amostras de vinhos fermentisciveis foram coletadas em usinas locais e

analisadas. Estas foram injetadas no sistema sem serem diluidas.

3.2.4. Determinacgdo de aluminio, ferro e fosfato (P -POy)

Amostras de mostos e melagcos foram coletadas em Usinas locais e
armazenadas em frascos de polietileno de 500 mL. Ambas foram submetidas a
acao de acido nitrico e peréxido de hidrogénio (KRUG et al., 2008).

O volume de 1,00 mL de cada amostra de mosto foi colocado em um Erlenmeyer
e, apds a adicdo de 6,0 mL HNO3 20,0 % (v/v) e 2,0 mL H,O, 30,0 % (v/v), as
mesmas foram aquecidas a temperatura de 230 °C durante 15 min. Apoés
resfriamento a temperatura ambiente, as amostras foram transferidas para um balado

volumétrico de 25 mL, cujo volume foi completado com agua (KRUG et al., 2008).

3.2.4.1. Determinagéo de aluminio

Antes de serem analisadas, as amostras de mostos e melacos foram ainda
diluidas na propor¢cdo 1:100 (v/iv e m/v), sendo que a adicdo de aproximadamente
1,50 mL de solucdo 1,0.10% mol L NaOH permitiu a obtencéo de pH 5,0 ajustado

potenciometricamente.

3.2.4.2. Determinacao de ferro

As amostras de mostos e melagos foram diluidas na proporc¢édo 1:100 (v/v e m/v).
Ambas tiveram o pH 5,0 ajustado potenciometricamente com solucdo 1,0.10% mol L™
NaOH.
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3.2.4.3. Determinacéo de fosfato (P-PO )

Relativamente a preparo da amostras de mostos e melagos para a determinacéo
de P-PO,, as mesmas foram diluidas na proporgdo 1:100 (v/v e m/v) até atingirem o

pH 3,0, obtido potenciometricamente.

3.3. Reagentes e solugbes

Para o desenvolvimento dos diversos procedimentos analiticos descritos neste
trabalho, as solucbes foram preparadas com reagentes de grau analitico e agua

destilada/desionizada.

3.3.1. Solugcbes empregadas na determinacao de glico  se, frutose e glicerol

=  Solugbes-padréo estoque 10,0 % (m/v) de glicose e frutose. As mesmas
eram mantidas sob refrigeragdao sendo equilibrada termicamente com o
ambiente imediatamente antes de seu uso.

= Solugbes-padréo 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 % (m/v) de
glicose e frutose de mesmas concentracdes. Preparadas por diluicdes
da solucdo-padrdo estoque acima em agua.

=  Solugéo-padrao estoque 10,0 % (v/v) de glicerol. Preparada medindo-se
10,0 mL de glicerol, transferindo-se para um baldo volumétrico de 100
mL e, apoOs dissolucdo em aproximadamente 50 mL de &gua,
completando-se o volume com agua.

= Solugbes-padréo 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 % (v/v) de
glicerol. Preparadas por diluicdes da solucdo-padrao estoque acima.

= Solugbes 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 % (m/v) metaperiodato de sodio.
Preparadas dissolvendo-se 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 g NalO, em 50 mL de
solugdo tampdo pH 4,3; 6,8 e 9,0. As solugcdes eram transferidas
separadamente para balbes volumétricos de 100 mL e o volume era

completado com a solugcéo tampéao desejada.



67

Solugdes 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 % (m/v) iodeto de potassio. Preparadas
diariamente dissolvendo-se 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 g KI em 50 mL das
solucbes-tampédo pH 4,3; 6,8 e 9,0 (descritas no item 3.3.4.4.). As
solugdes eram transferidas separadamente para baldes volumétricos de
100 mL e o volume era completado com a solugdo tampéao desejada.
Solucbes-padrédo mistas de concentracdes expressas em % (m/v) para
glicose e frutose e % (v/v) para glicerol. Estas solugcbes foram definidas
segundo um planejamento fatorial completo com 2 niveis de
concentracéo para glicose, frutose e glicerol (Tabela 4).

O conjunto de calibracdo e validacdo compreendeu as solucdes

especificadas na Tabela 5.

3.3.2. SolugbBes empregadas na determinacdo de acuca res redutores totais

Para a implementacdo da hidrélise em linha da sacarose, foram preparadas as

seguintes solucgdes:

Solugdes 1,00 mol L™ HCI e 10,0 mol L™* NaOH. Solugdes 0,05; 0,10;
0,25 e 0,50 mol L* HCl e NaOH de mesmas concentracdes foram
preparadas por diluicdes das solu¢gdes acima com agua.

Solucéo 0,10 mol L™ de tartarato duplo de sédio e potassio. Preparada
dissolvendo-se 5,60 g de KNaC4H;O4-4H,O em 200 mL de agua
desionizada.

Solucgbes-padréo estoque 2,00 % (m/v) de glicose e frutose. As mesmas
eram mantidas sob refrigeracdo sendo equilibrada termicamente com o
ambiente imediatamente antes de seu uso.

Solugbes-padréo 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 % (m/v) de glicose e frutose de
mesmas concentracdes. Preparadas por diluicbes das solu¢des-padrao
estoque acima.

Solucdo-padrdo estoque 1,00 % (m/v) de acucar invertido. Preparada
conforme procedimento similar ao proposto por Honig (1969) pesando-
se 9,50 g de sacarose, transferindo-se para um baldo volumétrico de
1000 mL contendo aproximadamente 100 mL de agua. Apdés dissolucao,

foram adicionados 25 mL de solucdo 0,75 mol L™* HCI. A solucéo foi
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aguecida a 65 °C durante 60 min e, posteriormente, resfriada a
temperatura ambiente. Em seguida aproximadamente 25 mL de solugéo
0,75 mol L™ NaOH foram adicionados, até obtencdo de pH 3,0 ajustado
potencio-metricamente. O volume do baldo volumétrico foi completado
com agua e a solucao foi mantida sob refrigeracéo.

» Solugbes-padréo de trabalho 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 % (m/v) de agUcar

invertido. Preparadas por diluicdes da solucéo-padrao estoque em agua.
Solugbes empregadas para melhoria em seletividade:

= Solugbes 1,00 % (m/v) em acido latico e rafinose. Preparadas nas
mesmas condi¢cbes das solugcbes-padrdo e amostras. Solu¢des 0,01,
0,03; 0,05; 0,10 e 0,20 % (m/v) dessas espécies quimicas foram
preparadas por diluicdes das solucbes acima.

= Solugdes 1,00 % (v/v) de etanol e glicerol. Preparadas medindo-se 1,00
mL de etanol e glicerol, transferindo-se para um baldo volumétrico de
100 mL e, apés dissolucdo em aproximadamente 50 mL de &gua,
completando-se o volume com agua. Soluc¢ées 0,05; 0,07; 0,10 e 0,40 %
(v/v) de etanol e glicerol foram preparadas por diluicdbes da solucao
acima.

= Solugbes com ions inorganicos potencialmente interferentes, 1,00 %
(m/v) Al(l, Mg(ll), Fe(lll), Cu(ll), P-PO, e sulfato preparadas nas
mesmas condi¢cbes das solucbes-padrdo e amostras. Solucdes 0,02;
0,05; 0,07; 0,10; 0,20 e 0,40 % (m/v) dessas espécies quimicas foram

preparadas por diluicdes das solugcdes acima.
3.3.3. Solugbes empregadas na determinacao de etano |

» Solucéo-padrao de trabalho 0,01; 0,25; 0,50; 1,00; 2,50; 5,00 % (v/v)
etanol. Preparadas a partir da diluicdo de etanol (ca 96 % v/v) em agua,

com aplicagao de correcdo a 100 % (v/v).
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= Solugdes 0,01; 0,05; 0,10; 0,15 mol L™ dicromato de potassio.
Preparadas pesando-se 0,73; 3,60; 7,35; 11,0 g K,Cr,0-, transferindo-se
para um baldo volumétrico de 250 mL. As mesmas eram dissolvidas
separadamente em solugcbes de &cido sulfdrico de concentracdes que
variaram de 0,10 a 2,00 mol L™

3.3.4. Solucdes empregadas na determinacdo de alumi nio, ferro e fosfato (P-
PO.)
3.3.4.1. Determinacao de aluminio

» Solucdo-padréo estoque 0,50 mg L™ cromazurol S (Co3H13ClOgSNas).
Preparada dissolvendo-se 0,50 mg cromazurol S em 1000 mL de agua.

= Solugdes 0,005; 0,01; 0,02; 0,05, 0,10 mg L* (CaH13ClOgSNaz)
cromazurol S. Preparadas por diluicbes da solucédo estoque em 10 mL
de solucdo 0,10 mol L* HNOs.

= Solucdo-padrdo estoque 1000 mg L™ Al(lll) (Titrisol). Preparada
dissolvendo-se 1000 mg de nitrato de aluminio [AI(NO3)s] em solucdo
0,50 mol L* HNO3. O volume de 1000 mL era completado com agua.

= Solugdes 0,10; 0,30; 0,50; 0,70; 0,90; 1,00 mg L™ Al(lll). Preparadas por
diluicdes da solucéo estoque acima em solucdo 1,0.10° mol L™ HNOs.

= Solugdo 2,00 % (m/v) de hexamina. Preparada dissolvendo-se 2,00 g
hexamina ((CH2)sN4) em 100 mL de agua.

= Solucbes contendo espécies quimicas potencialmente interferentes:
preparadas a partir de solucdes-padrdo estoque 1000 mg L™ Ca(ll),
Mg(ll) e Fe(lll). Estas solu¢des foram diluidas para 0,005; 0,01; 0,03;
0,05; 0,07; 1,00 mg L™ Ca(ll), 0,001; 0,002; 0,005; 0,01 mg L™ Mg(ll) e
0,01; 0,03; 0,05; 0,07 mg L™ Fe(ll).



3.3.4.2.

70

Solugbes empregadas para melhoria em seletividade:

Solucdo em &cido ascoérbico (descrita no item 3.3.4.4.)

Solucdo-padrdo estoque 1,00 % (m/v) em citrato de sodio
(Na3zCsHs07.2H,0). Preparada dissolvendo-se 1,0g NazCgHs07.2H,0 em
100 mL de agua.

Solugdes 0,125; 0,25; 0,50; 1,00 (m/v) NasCsHs07.2H,0. Preparadas por
diluicdes da solucdo estoque acima.

Solucédo 1,00 % (m/v) em glicose. Preparada dissolvendo-se 1,00 g
CeH1206 em 100 mL de agua.

Determinagéo de ferro

Solugéo-padrao estoque 0,50 % (m/v) 1,10-fenantrolina. Preparada
dissolvendo-se 0,50 g 1,10-fenantrolina em 100 mL de agua.

Solugbes 0,01; 0,02; 0,05; 0,10 % (m/v) 1,10-fenantrolina. Preparadas
por diluicdes da solucdo estoque em 100 mL de solucdo 0,10 mol L™
HNOs3.

Solucéo-padréo estoque 1000 mg L™ Fe(lll).Solucées 1,00; 2,50; 5,00;
7,50; 10,0; 12,5; 15,0; 20,0; 25,0 mg L™ Fe(lll). Preparadas por diluicdes
da solucdo estoque acima em solucéo 1.10* mol L* HNOs.

Solugcbes contendo espécies quimicas potencialmente interferentes:
preparadas a partir de solugdes-padrdo estoque 1000 mg L™ Ca(ll), K(I)
e AI(lll). Estas solucdes foram diluidas para 5,00; 7,50; 10,0 mg L™
Ca(ll), 5,00; 10,0; 20,0; 40,0 mg L™ K(l) e 3,00; 5,00; 7,00; 10,0 mg L™
AI(I).

Solucdo em &cido ascoérbico (descrita no item 3.3.4.4.)

Solucbes empregadas para melhoria em seletividade:

Solucdo-padrdo estoque 2,00 % (m/v) acido etilenodiaminotetracético
(C10H14N20gNa,.2H,0). Preparada dissolvendo-se 2,00 g
C10H14N2OgNa,.2H-0O em 100 mL de égua.
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= Solugbes 0,125; 0,25; 0,50; 1,00 (m/v) CjioH14N20gNaz.2H,0.
Preparadas por diluicdes da solucdo estoque acima.

= Solucdo-padrdao estoque 5,0 % (m/v) tetrafenilborato de sodio
(Co4H20BNa). Preparada dissolvendo-se 5,00 g Cp4H0BNa em 100 mL
de agua.

= Solugbes 0,50; 1,50; 3,00; 5,0 % (m/v) CxsH2oBNa. Preparadas por

diluicdes da solucdo estoque acima.

3.3.4.3. Determinacéo de fosfato (P-PO )

= Solucdo-padrdo estoque 1000 mg L™ P-PO,. Preparada dissolvendo-se
4,39 g KH,PO,4 em 100 mL de &gua e, apos dissolugédo, completando-se
o volume até 1000 mL de agua. Esta solucdo foi mantida sob
refrigeracao.

= Solugdes 2,50; 5,00; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 40,0; 60,0 % (m/v) P-
PO,4. Preparadas por diluicbes da solucdo estoque em 100 mL de
solucdo 0,10 mol L™ HNOs.

» Solucéo estoque reagente 1,00 % (m/v) (NHz)s M07024.4H,0. Preparada
dissolvendo-se 1,00 g (NH4)sM07024.4H,0 heptamolibdato de amdnio
em 100 mL de solug&o 0,10 mol L™* HNOs.

» Solugbes 0,10; 0,25; 0,50; 1,00 % (m/v) (NH4)sM07024.4H,0
heptamolibdato de amonio. Preparadas por diluicbes da solucdo estoque
em 100 mL de solug&o 0,10 mol L™* HNOs.

= Solucdo 2,00 mol L™ HNO3. Preparada diluindo-se 22,3 mL HNO3 (18 %
v/v) em 200 mL de agua. As solugdes 0,05; 0,125; 0,25; 0,50; 1,00 mol L
! HNOj3 foram preparadas por diluicdes da solugdo acima com agua.

» Solucdo em acido ascorbico (descrita no item 3.3.4.4.)
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» Solucdo contendo espécie quimica potencialmente interferente:
preparada a partir de solucdo-padrdo estoque 1000 mg L™ Fe. Esta
solucao foi diluida para 0,10; 0,50; 0,70; 0,90; 1,20 mg L™ Fe.

Solucédo empregada para melhoria em seletividade:

» Solugdo 0,50 % (m/v) em oxalato de potassio (K.C,0,4). Preparada

dissolvendo-se 0,50 g (K2C204) em 100 mL de agua.

Demais solugdes

= Solucdo-tampéo acetato pH 4,3. Preparada misturando-se 25,5 mL de
solucdo 0,20 mol L™ &cido acético (HsCCOOH), 24,5 mL de solucéo 0,20
mol L™ acetato de sédio (HsCCOONa) diluidos em 100 mL de &gua
(PERRIN; DEMPSEY, 1974).

= Solucdo-tampéo fosfato pH 6,8. Preparada misturando-se 24,5 mL de
solucdo 0,20 mol L™ fosfato dibasico de sédio (Na,HPO,), 25,5 mL de
solucdo fosfato monobésico de sdédio dihidratado (NaH,PO4.2H,0)
diluidos em 100 mL de a4gua (PERRIN; DEMPSEY, 1974).

= Solucdo-tampéo borato pH 9,0. Preparada misturando-se 50 mL de
solucdo 0,025 mol L™ tetraborato de sédio (Na,B,O7.10H,0), 4,60 mL
0,10 mol L™ HCI diluidos para 100 mL de &4gua (PERRIN; DEMPSEY,
1974).

= Solucdo 4,0 %(m/v) em &acido ascorbico (CgHgOs). Preparada
diariamente dissolvendo-se 8,00 g CsHsOs em 200 mL de agua. Esta
solugdo era mantida ao abrigo da luz e sob refrigeragdo sendo
equilibrada termicamente com o ambiente imediatamente antes de seu
uso.

= Solugbes 0,05; 0,125; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 % (m/v) acido ascorbico

(CeHgOg). Preparadas por diluigcbes da solucao estoque acima.
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4. METODOS

A seguir, sdo descritos 0s procedimentos analiticos empregados para a
determinacdo de glicose, frutose e glicerol, acucares redutores totais e etanol em
sistemas de multi-impulsdo (MPFS) e a determinacéo de aluminio, ferro e fosfato em

sistemas de interface Unica (SIFA).

4.1. Determinacgao de glicose, frutose e glicerol

O meétodo espectrofotométrico selecionado para a determinacdo de glicose,
frutose e glicerol é baseado na oxidagdo dos acucares redutores e glicerol por
metaperiodato. ApGs a adicdo de solugdo de Kl, o periodato remanescente em
condi¢cBes neutras, oxida iodeto a iodo e, em funcdo da alta solubilidade deste em
solucdo aquosa de iodeto de potassio, ocorre formacdo de ions triiodeto [l3],
espectrofotometricamente monitorados. As equacglOes das reacdes envolvidas sao
apresentadas como: (HERNANDEZ-MENDEZ et al., 1986).

|04 + acucar redutor = 103" + produtos ()
IO4 + 21" + 2H" > O3 + 1, + H,O (”)
L+ 1 >3 (1)

Como o iodato ndo oxida iodeto em meio neutro, este meio deve ser mantido
empregando-se solugdo-tampédo. Sob condicdes onde a reacdo () se processa
estequiometricamente, a quantidade de iodeto consumido é equivalente ao periodato
nao reduzido. Considerando-se que o consumo de iodeto é facilmente avaliado pela
subtracdo da quantidade de iodeto remanescente inicial, é possivel a determinacéo
de 104

Neste trabalho, foi explorada a diferenca em taxas de oxidacdo de glicose,
frutose e glicerol. Assim, um sistema MPFS foi projetado de forma que a
discriminagédo entre os analitos fosse investigada (Figura 16), no qual os principais

parametros reacionais foram avaliados com o intuito de se obter um procedimento
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analitico adequado, que representasse uma contribuicdo significativa para as
determinac¢des multicomponentes. Este sistema compreendia trés bombas solendide
com volumes de 6 pL por pulso, as quais eram acionadas de forma a direcionar as

solucdes correspondentes para um unico ponto de confluéncia.

(D)
A= D J=>w

Figura 16. Diagrama de fluxos do sistema MPFS para  glicose, frutose e glicerol.  A:
amostra; R;: 0,10 % (m/v) NalOy4; R2: 0,05 % (m/v) KI; P; = bombas solendide; B: bobina de
reacdo (25 cm); D: detector (450 nm); x = ponto de confluéncia; W = frasco para coleta e

descarte

Antes de se iniciar o procedimento, todas as bombas solendide eram acionadas
para preenchimento de seu interior e das linhas de transmissédo até o ponto de
confluéncia. Apos preenchimento, P3 era acionada e R, (iodeto de potassio) era
inserido no percurso analitico (30 pulsos, 0.15 s) até a estabilizacdo da linha base.
Em seguida, P, e P4, responsaveis pela insercdo simultanea de R; (metaperiodato
de sodio) e amostra, eram acionadas (5 pulsos, 0.15 s) para a etapa de oxidacao.
Logo em seguida, P3 era novamente acionada (10 pulsos, 0.15 s) para o transporte
da zona de amostra em dire¢cao ao detector passando pelo reator. Os procedimentos
operacionais do sistema estao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Procedimento para a determinacado de glico  se, frutose e glicerol.

Operacao Bomba solendide Pulsos Frequéncia
(volume/pulso) (n) (s)
1. Insercdo do reagente P3 (230 pL) 30 0.15
2. Insercéo da zona de P, (38puL) +P,(38uL) 5 0.15
amostra
3. Transporte ao detector e P3(75 pL) 10 0.15

limpeza do percurso

analitico

Durante o transporte ocorre a dispersdo da amostra, formando gradientes de
concentracdo de R; ao longo desta. A formacdo do produto reacional colorido
predominava no inicio e fim da zona de amostra em fungcdo da menor concentracéo
de R; no centro da mesma, ndo havendo sobreposicdo total destas duas zonas.
Assim, a cada fracdo da zona de amostra correspondia um intervalo de tempo para
o desenvolvimento da reacédo indicadora, concentracdes especificas e um diferente
grau de dispersdo. Desta forma, era permitida a diferenciagdo entre os analitos. A
passagem da zona de amostra pelo detector resultava em um aumento na
absorbancia monitorada registrado sob forma de pico, cuja altura refletia as
concentracdes dos analitos.

Estudos preliminares para a obtencdo dos espectros de cada analito em trés
valores de pH, com objetivo de selecionar o comprimento de onda de trabalho foram
conduzidos. Nestes estudos, foram inseridas no sistema (Figura 16) solucbes 0,10
% (m/v) de glicose, frutose e glicerol.

Outros parametros, tais como a acidez, comprimento de reator, concentragéo
dos reagentes, vazao total, intervalo de tempo disponivel para o desenvolvimento
reacional foram também avaliados. Nestes estudos, um planejamento fatorial foi
necessario. Para a avaliacdo dos parametros mencionados, foram compostas
solucbes-padrao mistas em glicose, frutose e glicerol, cujas concentracdes foram
discriminadas considerando as respectivas faixas de linearidade de cada analito.
Solugbes-padrdo monoanalito de glicose, frutose e glicerol de concentracdes
variando entre 0,10 e 4,0 % (m/v) foram inseridas no sistema (Figura 16) para o

estudo da linearidade.
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O planejamento fatorial completo (2°) foi conduzido explorando-se os niveis
méaximo (+) e minimo (-) de cada parametro reacional, com objetivo de se verificar a
importancia de cada um e suas possiveis interacdes. Desta forma, foram realizados
64 experimentos com trés replicatas cada. Os niveis (+) e (-) adotados em cada
experimento (Tabela 5) foram selecionados levando-se em conta estudos

preliminares conduzidos pelo método univariado.

Tabela 5. Planejamento fatorial completo para 6 var iaveis avaliadas no sistema da
Figura 16. Dados em mL min™, pulsos, cm e %(m/v) para vazdo, volume de amostra e
concentracdes de NalO, e KI, respectivamente

Amostra Vazao Volume Reator NalO; KiI pH
de

amostra
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1 -1 -1
4 1 1 -1 -1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1 -1 -1
6 1 -1 1 -1 -1 -1
7 -1 1 1 -1 -1 -1
8 1 1 1 -1 -1 -1
9 -1 -1 -1 1 -1 -1
10 1 -1 -1 1 -1 -1
11 -1 1 -1 1 -1 -1
12 1 1 -1 1 -1 -1
13 -1 -1 1 1 -1 -1
14 1 -1 1 1 -1 -1
15 -1 1 1 1 -1 -1
16 1 1 1 1 -1 -1
17 -1 -1 -1 -1 1 -1
18 1 -1 -1 -1 1 -1
19 -1 1 -1 -1 1 -1
20 1 1 -1 -1 1 -1
21 -1 -1 1 -1 1 -1
22 1 -1 1 -1 1 -1
23 -1 1 1 -1 1 -1
24 1 1 1 -1 1 -1
25 -1 -1 -1 1 1 -1
26 1 -1 -1 1 1 -1
27 -1 1 -1 1 1 -1
28 1 1 -1 1 1 -1
29 -1 -1 1 1 1 -1
30 1 -1 1 1 1 -1
31 -1 1 1 1 1 -1
32 1 1 1 1 1 -1
Legenda -1* 0,15 3 10 0,05 0,05 4,3
1* 0,25 10 50 0,1 0,1 9,0

*Os nimeros -1 e 1 se referem aos valores menores e  maiores dos
parédmetros avaliados .
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Amostra Vazao Volume Reator NalO, Ki pH
de
amostra

33 -1 -1 -1 -1 -1 1
34 1 -1 -1 -1 -1 1
35 -1 1 -1 -1 -1 1
36 1 1 -1 -1 -1 1
37 -1 -1 1 -1 -1 1
38 1 -1 1 -1 -1 1
39 -1 1 1 -1 -1 1
40 1 1 1 -1 -1 1
41 -1 -1 -1 1 -1 1
42 1 -1 -1 1 -1 1
43 -1 1 -1 1 -1 1
44 1 1 -1 1 -1 1
45 -1 -1 1 1 -1 1
46 1 -1 1 1 -1 1
47 -1 1 1 1 -1 1
48 1 1 1 1 -1 1
49 -1 -1 -1 -1 1 1
50 1 -1 -1 -1 1 1
51 -1 1 -1 -1 1 1
52 1 1 -1 -1 1 1
53 -1 -1 1 -1 1 1
54 1 -1 1 -1 1 1
55 -1 1 1 -1 1 1
56 1 1 1 -1 1 1
57 -1 -1 -1 1 1 1
58 1 -1 -1 1 1 1
59 -1 1 -1 1 1 1
60 1 1 -1 1 1 1
61 -1 -1 1 1 1 1
62 1 -1 1 1 1 1
63 -1 1 1 1 1 1
64 1 1 1 1 1 1

Legenda -1* 0,15 3 10 0,05 0,05 43

1* 0,25 10 50 0,1 0,1 9,0

*Os nimeros -1 e 1 se referem aos valores menores e maiores dos
parédmetros avaliados

A partir dos resultados obtidos no planejamento fatorial, 0 método univariado foi
conduzido com o objetivo de selecionar o volume de amostra e concentracao
hidrogenidénica que melhor condicionasse o0s gradientes de concentracdo e
resultasse num modelo de calibragdo com boa capacidade preditiva. Os modelos
matematicos foram construidos e avaliados.

Para tanto, avaliaram-se os volumes de 25 a 60 uL e as concentracdes cujos
valores de pH correspondiam a 4,3 e 9,0 empregados em ambos R; e R,. Nestes
estudos, foram utilizadas 27 solugbes-padrao mistas contendo os analitos em
diferentes concentracdes (Tabela 6). Para a constru¢cao dos modelos de validagéo e
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calibragéo, foram utilizadas 9 e 18 solucdes-padrao mistas, respectivamente. As

amostras de validacao foram selecionadas aleatoriamente.

Tabela 6. Concentracdes de glicose, frutose e glice

para a calibracdo e validacdo do modelo.

foram empregadas na etapa de validacdo do modelo

rol nas solugbes-padrdo utilizadas

Amostra Glicose Frutose Glicerol

1 0,1 0,1 0,1
2% 0,25 0,1 0,1
3 0,5 0,1 0,1
4 0,1 0,25 0,1
5 0,25 0,25 0,1
6 0,5 0,25 0,1
7* 0,1 0,5 0,1
8* 0,25 0,5 0,1
9 0,5 0,5 0,1
10* 0,1 0,1 0,25
11* 0,25 0,1 0,25
12 0,5 0,1 0,25
13* 0,1 0,25 0,25
14 0,25 0,25 0,25
15 0,5 0,25 0,25
16 0,1 0,5 0,25
17* 0,25 0,5 0,25
18 0,5 0,5 0,25
19* 0,1 0,1 0,5
20 0,25 0,1 0,5
21 0,5 0,1 0,5
22 0,1 0,25 0,5
23 0,25 0,25 0,5
24* 0,5 0,25 0,5
25 0,1 0,5 0,5
26 0,25 0,5 0,5
27 0,5 0,5 0,5

Dados em % (m/v). As solugbes marcadas por *

Esta etapa da otimizacéo foi realizada utilizando-se PLS. Antes de se construir o

modelo, as matrizes X e Y eram centradas na média e avaliadas segundo validacéo

cruzada com o intuito de verificar a habilidade, para posteriores previsdes

(MARTENS; NAES, 1989). O numero de variaveis latentes a ser incluido no modelo

matematico era selecionado considerando-se a porcentagem de variancia

(informacgéo retida em cada variavel associada ao RMSEP). Os modelos foram
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construidos utilizando-se de 2 a 4 variaveis latentes empregando-se valores de
concentracbes e parametros fisicos da Tabela 5, afim de definir a condicao
adequada que resultasse em melhor precisao.

O critério utilizado para o dimensionamento do sistema foi 0 modelo matematico
resultante associado a otimizacdo dos parametros envolvidas. Este deveria
apresentar ou capacidade preditiva que resultasse em erros menores que 5 %.

ApoOs a otimizacdo dos parametros envolvidos, o sistema MPFS proposto foi
aplicado a analise de caldos de cana-de-aclucar e vinhos fermentisciveis, a
capacidade de previsdo dos modelos de calibragdo foi comparada com curvas de
correlacdo entre os valores previstos pelo método proposto e aqueles obtidos por
cromatografia liquida de troca ani6nica com deteccdo por amperometria pulsada
(HPAEC-PAD). Para este estudo, construiu-se um modelo com 28 amostras de
calibragcédo e 9 de validacéo (Tabela 7). As amostras de validac&o foram processadas
em triplicata.



Tabela 7. Concentracdes de glicose, frutose e glice

para a calibracdo e validacdo do modelo empregado e

de-acucar e vinho.

rol nas solu¢cBes-padrdo utilizadas
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m amostras de caldo de cana-

Dados em % (m/v). As solu¢cdes marcadas por * foram empregadas na

etapa de validacdo do modelo

Amostra Glicose Frutose Glicerol

1 0,1 0,1 0,1

2 0,25 0,1 0,1

3 0,5 0,1 0,1

4 0,1 0,25 0,1

5 0,25 0,25 0,1

6 0,5 0,25 0,1

7 0,1 0,5 0,1

8 0,25 0,5 0,1

9 0,5 0,5 0,1
10 0,1 0,1 0,25
11 0,25 0,1 0,25
12 0,5 0,1 0,25
13 0,1 0,25 0,25
14 0,25 0,25 0,25
15 0,5 0,25 0,25
16 0,1 0,5 0,25
17 0,25 0,5 0,25
18 0,5 0,5 0,25
19 0,1 0,1 0,5
20 0,25 0,1 05
21 0,5 0,1 05
22 0,1 0,25 05
23 0,25 0,25 05
24 0,5 0,25 0,5
25* 0,1 0,5 05
26* 0,25 0,5 05
27* 0,5 0,5 0,5
28 0,4 0,30 0,30
20* 0,6 0,30 0,30
30 0,4 0,60 0,30
31* 0,6 0,60 0,30
32* 0,4 0,30 0,30
33+ 0,6 0,30 0,60
34* 0,4 0,60 0,60
35 0,6 0,60 0,60
36* 0,4 0,30 0,60
37 0,6 0,30 0,60
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4.2. Determinagéo de agUcares redutores totais
4.2.1. Andlises por injecdo em fluxo para Agucares Redutores (AR)

O sistema de analises por injecdo em fluxo cujo diagrama de fluxos €
apresentado na Figura 17 foi projetado para se investigar os principais parametros
relacionados as caracteristicas da degradacdo alcalina e a determinacéo
espectrofotométrica de AR. As solucbes-padrao de sacarose foram hidrolisadas

previamente de maneira tradicional (HONIG, 1969).
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Figura 17. Diagrama de fluxos do sistema para deter minacdo de AR. A: amostra (0,00 —
2,00 % m/v glicose, frutose e sacarose invertida); C: agua (0,8 mL min™); R: 2,0 mol L*
NaOH + 0,5 mol L NaKC4H,Os (0,8 mL min™); IC = injetor-comutador; B: bobina de reacéo
(400 cm) imersa em &gua fervente sob refluxo; L = alga de amostragem (500 pL); Db:
desborbulhador; D: detector (420 nm); x = ponto de confluéncia; W = frasco para coleta e

descarte

A amostra era inserida em um fluxo transportador (agua) pelo injetor-comutador,
originando uma zona de amostra, a qual confluia com o reagente no ponto x. Desta
forma, ocorria a alcalinizacdo da zona de amostra e a degradacdo dos acucares
redutores, a qual prosseguia na bobina de reagao imersa em banho termostatizado
contendo agua em ebulicdo a 98 °C (determinada termo-metricamente), onde ocorria
a formacéo dos produtos coloridos da degradacéo alcalina (YANG; MONTGOMERY,
2003). A amostra processada fluia entdo através do desborbulhador e, apos
remocao das bolhas de ar resultantes do aquecimento, passava pelo detector. Isto
resultava em uma variagdo transitoria da absorbancia, a qual era quantificada e
registrada em forma de pico, cuja magnitude era proporcional ao teor de AR. Em

seguida, a amostra era dirigida ao frasco de coleta e descarte.
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Os principais parametros investigados empregando-se o sistema da Figura 17
foram: comprimento de onda, tempo de parada de fluxo, comprimento do reator e
volume de amostra.

Os espectros de absorcao referentes as espécies envolvidas no ambiente
reacional foram obtidos para se definir o comprimento de onda de trabalho. Para
isto, foi realizada uma varredura espectral na faixa de 260 a 440 nm, a fim de se
comparar os coeficientes de absorcdo dos produtos da degradacédo alcalina da
glicose e da frutose. Neste estudo, solu¢des-padrao 0,05 % (m/v) em glicose ou em
frutose foram injetadas em triplicata.

Com objetivo de confirmar a existéncia de varias espécies quimicas como
produtos da degradacdo alcalina, uma analise espectral mais detalhada foi
conduzida. O mesmo sistema foi empregado, e 0s espectros se restringiram a faixa
de 405 a 435 nm. Nestes experimentos, solu¢des-padrao 0,10 % (m/v) de glicose e
frutose eram injetadas em situacdo de “volume infinito” (KRUG et al., 1981), e a
vaz&o total do sistema foi variada entre 4,5 e 13,5 mL min™,

Para avaliacdo da influéncia do tempo disponivel para degradacdo alcalina,
foram realizados experimentos utilizando a estratégia “sample stopping” (RUZICKA,;
HANSEN, 1979). Inicialmente, solu¢bes-padrédo de glicose e frutose 0,50 % (m/v)
eram injetadas no sistema sem interrup¢ao do funcionamento da bomba peristaltica.
Em seguida, a amostra era novamente injetada e, no instante de maior absorbancia
(maximo sinal analitico, ca 50 s apds a injecdo) a bomba peristaltica era desligada
por 10, 30 e 60s interrompendo o fluxo das solugdes.

Alternativamente, o tempo de residéncia da amostra no sistema, proporcional ao
intervalo de tempo disponivel para interacdo amostra / reagente, foi avaliado
variando-se a vazao total entre 4,5 e 13,5 mL min™.

O comprimento do reator estd também relacionado com o intervalo de tempo
disponivel para a degradacdo alcalina e com a dispersdo. Para avaliacdo da
influéncia desse parametro, o comprimento do reator foi variado entre 100 e 500 cm,
0 que corresponde a volumes internos de reatores de aproximadamente 500 e 2500
ML.

Para se investigar a influéncia do volume de amostra os comprimentos das alcas

de amostragem foram variados entre 40 e 80 cm (200 e 400 pL).
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4.2.2. Andlises por injecdo em fluxo para agucares redutores totais (ART)

Como a determinacdo de ART requer hidrélise da sacarose, foi projetado um
sistema incluindo hidrélise em linha da sacarose (Figura 18), sendo 0 mesmo

empregado para se investigar os principais parametros envolvidos.
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Figura 18. Diagrama de fluxos do sistema para deter minacdo de ART. A: amostra; C:
0,50 mol L” HCI (0,8 mL min™); R: 2,0 mol L™ NaOH + 0,5 mol L™ NaKC,H,Os (0,8 mL min™);
IC = injetor-comutador; B; e B,: bobinas de hidrélise e de degradacdo alcalina (250 e 400
cm) imersas em agua fervente sob refluxo; L = alca de amostragem (500 pL); Db:
desborbulhador; D: detector (420 nm); x = ponto de confluéncia; W = frasco para coleta e

descarte

A aliquota da solucdo de sacarose selecionada pela alca de amostragem era
inserida no fluxo transportador. A mistura passava através de B, mergulhada em um
elemento aquecedor contendo agua em ebulicdo, onde ocorria a hidrolise acida
parcial e reprodutivel da sacarose. A seguir, a amostra atingia o ponto de
confluéncia x sendo alcalinizada e participando das etapas j& mencionadas no item
4.2.1.

Neste sistema, foram avaliadas as principais figuras de mérito analitico, tais
como precisdo, consumo de reagente, linearidade da curva analitica e velocidade
analitica.

Com objetivo de se avaliar a influéncia do regime de escoamento no método a
ser proposto, foram comparados os desempenhos do sistema de analises por
injecdo em fluxo da Figura 19 com um sistema similar explorando multi-impulsao
(Figura 20).

Estes sistemas diferiam entre si apenas quanto a unidade propulsora de fluidos,
sendo que os demais parametros foram mantidos. Eles eram caracterizados por

fluxo constante ou pulsado, e por regime de escoamento laminar ou tendendo a



turbulento (FORTES et al., 2009). Ambos os sistemas permitiam a implementacao
de amostragem binéaria (REIS et al., 1994).

No sistema da Figura 19, a bomba peristaltica permanecia ligada, bombeando
continuamente as solucdes reagente e amostra, as quais eram recicladas quando as
vélvulas solendide permaneciam desligadas. Estas eram acionadas individual e/ou
simultaneamente, através de uma interface PCL-711 Advantech. A programacéao era
realizada em linguagem Quick Basic 4.5, que selecionava cada valvula pelo seu
respectivo “bit”, e a acionava durante um intervalo de tempo fixo de 150 ms.

Segmentos de amostra e de reagente (25 uL; 1,74 mL min™) eram inseridos por
amostragem binaria no reator B. Quando a zona de amostra passava por B, sob
aguecimento, ocorria interagcdo eficiente entre os segmentos, resultando em
alcalinizacdo da amostra e degradacdo dos carboidratos. Posteriormente, a amostra
era processada conforme descrito no item 4.2.1. Com esta estratégia, foi possivel

reduzir o consumo de reagente.

Figura 19. Diagrama de fluxos do sistema MCFA para  AR. A: amostra (0,00 — 2,00 % m/v
glicose ou frutose, 2.4 mL min™); R: 0,1 mol L™ NaOH + 0,1 mol L* NaKC,4H4O¢ (2.4 mL min’
: V; e V, = vélvulas solendide; B: bobina de reac&o (400 cm) imersa em agua fervente sob
refluxo; Db: desborbulhador; D: detector (420 nm); x = ponto de confluéncia; W = frasco para

coleta e descarte

No sistema da Figura 20, sucessivos plugues de amostra e de reagente (1,74
mL min™) eram inseridos no reator principal por amostragem binaria empregando-se
bombas solendide. Os demais processos envolvidos eram essencialmente 0s

mesmos referentes ao sistema da Figura 19.
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As bombas solendide utilizadas nesse estudo apresentavam volumes fixos de
pulso de 20 pL, correspondendo & vazdo de 4,10 mL min™ (0.4 s). E importante
salientar que a mistura entre reagente e amostra era melhorada em funcéo do fluxo
pulsado (LIMA et al., 2004; FORTES et al., 2009), o qual promovia melhor interacao
entre ambos proporcionando melhor distribuicdo de calor durante a passagem da
zona de amostra através do reator.

P,
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Figura 20. Diagrama de fluxos do sistema MPFS para  AR. A: amostra (0,00 — 2,00 % m/v
glicose ou frutose, 2.4 mL min™); R: 0,1 mol L™ NaOH + 0,1 mol L* NaKC,4H4O¢ (2.4 mL min’
); P, = bombas solendide; B: bobina de reacéo (400 cm) imersa em agua fervente sob
refluxo; Db: desborbulhador; D: detector (420 nm); x = ponto de confluéncia; W = frasco para

coleta e descarte

Antes de iniciar o procedimento, as bombas eram acionadas inserindo adgua para
preenchimento de seu interior e das linhas de transmissdo. Em seguida, P»,
responsavel pela insercdo do reagente era acionada (100 pulsos) até estabilizacéo
da linha base.

O procedimento analitico se iniciava com a insercdo simultanea de 30 pulsos de
amostra + reagente acionando-se P; e Pa.

Outras estratégias de amostragem foram avaliadas, tais como a insercédo de
uma Unica aliquota de amostra no fluxo transportador / reagente, estabelecendo-se
a seguéncia reagente / amostra / reagente. Independentemente do numero de
pulsos de amostra e de reagente (Tabela 8), essa estratégia resultou em uma
ineficiente interacdo amostra / reagente ocasionando a formacéo de picos duplos,
mesmo quando o reator de 400 cm era empregado. A sensibilidade analitica foi
inadequada em comparac¢ao com o sistema MCFA.
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Tabela 8. Procedimento para a determinacao de ART

Operacao Bomba solendide Pulsos Frequéncia
(volume/pulso) (n) (s)
1. Insercéo do P, (8 pL) 100 0,4
reagente
2. Insercdo da zonade  P; (8 uL) + P, (8 puL)* 30 0,4
amostra
3. Transporte ao P, (8 pL) 100 0,4

detector e limpeza

do percurso analitico

* admissdo amostra / reagente em sequéncia.

O efeito da temperatura foi investigado substituindo-se o sistema com agua
fervente sob refluxo por um banho termostatizado contendo glicerina. Para avaliacéo
deste parametro foram utilizadas solucbes-padrdo de glicose e frutose nas
concentragcbes de 0,00; 0,12; 0,25; 0,50 e 1,00 % (m/v). A temperatura do banho
termostatizado na qual o reator era imerso foi investigada entre 70 e 98 °C. Apds
cada modificacdo na temperatura, era necessario um intervalo de 5 min para que o
equilibrio térmico fosse atingido.

A vazao foi selecionada visando se obter o melhor compromisso entre
freqUéncia de amostragem, sensibilidade analitica e consumo de reagentes. Como a
mesma € proporcional a frequéncia de operacdo da bomba solendide, frequéncias
variando entre 0.1 e 0.7 s foram empregadas. Nestes experimentos, solucdes-
padrdo 0,10 % (m/v) de glicose ou frutose foram utilizadas.

Para se investigar a influéncia da concentracdo dos reagentes, concentracoes de
NaOH variando entre 0,01 e 2,50 mol L* foram avaliadas em R. Os demais
parametros foram mantidos constantes.

Para a determinacdo de ART, é desejavel que os sinais analiticos referentes a
frutose e glicose sejam aditivos (MATTOS, et al., 1992). Desta forma, utilizou-se o
sistema de analises em fluxo da Figura 20 utilizado para avaliar a aditividade com
relacdo as solucbes-padréo de glicose e frutose. Neste estudo, solu¢cdes-padrao de
glicose e frutose, individuais ou mistas, e preparadas para cobrir a faixa entre 0,01 e

0,25 % (m/v) ART foram empregadas.
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Um sistema MPFS (Figura 21) semelhante ao sistema MCFIA (Figura 19) foi
proposto para a determinacdo de ART. Ambos diferiam quanto a unidade propulsora
de fluidos. Neste sistema, solu¢cdes-padrao de sacarose 0,05; 0,125; 0,25 e 0,50 %
(m/v) foram utilizadas e processadas em triplicada durante periodos prolongados (6

h) de operacéao.
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Figura 21. Diagrama de fluxos do sistema MPFS para determinagdo de ART. A:
amostra; C: HCI (0,05 mol L™"; 3,8 mL min™; R: 0,1 mol L NaOH + 0,1 mol L™* NaKC,4H,Og;
3,8 mL min'l); P1, P, e Ps: mini-bombas solendide; B;: bobina de hidrélise (100 cm); B,:
bobina de degradacédo (250 cm) imersa em agua fervente sob refluxo; Db: desborbulhador;

D: detector (420 nm); x = ponto de confluéncia; W = frasco para coleta e descarte

Apds o dimensionamento, o sistema proposto (Figura 21) foi aplicado a amostras
de caldo de cana-de-agucar e melagos provenientes do processo de producgdo de

acucar e alcool.

4.3. Determinacgéo de etanol

O método para a determinacéo de etanol em cervejas e vinhos fermentisciveis
foi selecionado para a avaliacdo da difusdo gasosa em sistemas MPFS. A reacao,
sob condi¢des acidas, envolve a reducdo dos ions Cr(VI) por etanol difundido
através da membrana a ions Cr(lll), quantificados espectrofotometricamente. A

equacdao da reacdo quimica é (MATTOS et al., 1998):
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2 Cr,0,4 + 3 CoHsOH+ 16 H > 4 Cr** + 3 CH3COOH + 11 H,0

Os principais parametros reacionais foram avaliados empregando-se 0 sistema
MPFS da Figura 22. O mesmo foi projetado objetivando simplicidade em automacéao
analitica e manuseio, permitindo um controle eficiente das etapas de amostragem e
deteccdo. Este sistema era constituido por duas bombas solenéide com volumes
fixos de 6 pL por pulso, as quais eram acionadas de forma a impulsionar as soluc¢des
de reagente e amostra em direcdo a camara de difusdo gasosa. Apos a etapa de
difusdo gasosa, a bomba solendide responsavel pela impulsdo do reagente era
acionada e direcionava a zona de amostra ao detector. O volume de pulso inerente
as bombas solendide e as suas posi¢cdes no médulo de analises foram selecionadas
em funcdo do compromisso entre simplicidade, seletividade, sensibilidade e
repetibilidade. O sistema permitiu avaliar a influéncia da acidez do ambiente
reacional, a concentracdo do reagente, a temperatura e o tempo de residéncia da

zona de amostra no percurso analitico.
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Figura 22. Diagrama de fluxos do sistema MPFS para a determinacdo de etanol. A =
amostra (0,0 — 20,0 % (v/v) etanol); R = 0,15 mol L™ K,Cr,0; + 2,00 mol L™ H,SOy; P; =
bombas solendide; C = camara de difusdo gasosa com membrana de PTFE; D = detector

(600 nm); W = frasco de coleta e descarte

Inicialmente, testes em “batch” para avaliar a cinética da reacéo e obtencdo dos
espectros do produto reacional foram conduzidos.

As bombas solendide eram acionadas para preenchimento de seu interior, linhas
de transmissdo, camara de difusdo gasosa e detector. Apdés o0 preenchimento, o
procedimento analitico se iniciava com o acionamento de P; (20 pulsos, a uma

frequéncia de pulsagdo de 0.15 s) para a inser¢cdo de R, com objetivo de
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estabilizacdo da linha base (etapa 1). Em seguida, P, era acionada simultaneamente
com P, (5 pulsos, 3.0 s) para a insercao de A + R (etapa 2). Para o envio da zona de
amostra ao detector e reestabilizacdo da linha base, P; era novamente acionada (10
pulsos, 0.15 s) (etapa 3). Os procedimentos operacionais do sistema estado descritos

na Tabela 9.

Tabela 9. Procedimento para a determinacdo de etano |

Operacao Bomba solendide Pulsos Frequéncia
(volume/pulso) (n) (s)

1. Obtencdo e P;(160pL) 20 0.15

estabilizacéo da

linha base

2. Insercdo da zona P; (40 puL) +P,(40puL) 5 3.0

de amostra

3. Transporte ao P;(80pL) 10 0.15

detector e

aquisicdo do sinal

analitico

A estratégia de amostragem binaria (REIS et al., 1994), onde pulsos de amostra
e reagente eram inseridos alternativamente em direcédo ao detector foi avaliada.

O namero de pulsos para a composicédo da zona de amostra foi avaliado entre 5
e 25 pulsos, bem como o nimero de pulsos de reagente para o0 envio da mesma ao
detector. Objetivando melhoria no desenvolvimento reacional, o comprimento do
reator foi avaliado de 10 a 100 cm. Para a avaliacdo do efeito da velocidade de
propulséo dos fluidos no desenvolvimento reacional, frequiéncias de pulsacao entre
0.1 e 4.0 s (correspondendo as vazdes de 4,95 e 1,28 mL min™) foram estudadas.
Visando obter melhor difusdo gasosa a estratégia da mudanca de sentido dos fluxos
foi estudada de modo que a solucdo reagente cruzasse a amostra no interior da
camara de difusédo. Este estudo foi conduzido mantendo-se as mesmas condi¢cdes
de vazdo e numeros de pulsos de A e R do sistema inicial (Figura 22). A influéncia
da concentracdo de dicromato de potassio foi estudada variando-se R de 0,01 a 0,2
mol L. O estudo da acidez do ambiente reacional é um importante parametro a ser
considerado, visto que a reacdo de reducado do Cr(VI) ocorre em condicdo acida

(MATTOS et al., 1998). Assim, a concentracdo de acido sulfurico foi variada de 0,10
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a 2,00 mol L™ H,SO,. Outro parametro relevante a ser avaliado é a temperatura, a
qual pode influenciar tanto no transporte de massa do analito, como na reacao de
reducdo (VICENTE, 2004). Desta forma, a temperatura foi variada de 20 a 60 °C
empregando-se um banho termostatizado, no qual o frasco do reagente era mantido
imerso.

Para a verificacdo da melhoria do processo de difusdo gasosa, o sistema MPFS
foi comparado ao sistema MCFA que emprega fluxo laminar estabelecido pela
bomba peristaltica. Assim, apds otimizacdo do procedimento analitico, 0 mesmo foi
implementado em um sistema de andlise em fluxo explorando multi-comutacéo
(Figura 23). Neste sistema, as bombas solendide foram substituidas por valvulas
solendide e bomba peristaltica ha mesma configuracdo do sistema MPFS. Assim,
apenas a unidade propulsora foi modificada e o procedimento analitico, estratégia de
amostragem, vazao e numero de pulsos foram mantidos. A bomba peristéltica
permanecia ligada bombeando continuamente as solu¢gdes de reagente e amostra e,
para melhor comparacéo, o reagente era inserido a “volume infinito” (KRUG et al.,
1981). Com objetivo de igualar aos volumes de cada pulso das bombas solendide na
etapa de composicao da zona de amostra, o volume dos “plugs” para as solugdes de
amostra e reagente direcionadas por V; e V, foi calculado para 40 pL, fixando-se o
tempo de acionamento das valvulas solendide em 15 s com uma vazao de 0,16 mL
min™. Desta forma, as valvulas solenéide V; e V, eram acionadas simultaneamente
inserindo 5 pulsos de 40 pL de reagente e amostra e, era realizado um reciclo das
mesmas quando as valvulas solendide permaneciam desligadas. Desta forma,
ambos 0s sistemas apresentaram as mesmas caracteristicas fisicas e temporais,

com mudancas apenas na unidade propulsora de fluidos.
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Figura 23. Diagrama de fluxos do sistema MCFA para  a determinacdo de etanol. A =
amostra (0,0 — 20,0 % (v/v) etanol); Bp = bomba peristaltica; R = 0,15 mol L™ K,Cr,0; + 2,00
mol L™ H,SOy; V; e V, = valvulas solendide; C = cAmara de difusdo gasosa com membrana
de PTFE; D = detector (600 nm); W = frasco de coleta e descarte



91

ApOs otimizacao das variaveis envolvidas, o sistema MPFS foi aplicado a analise

de cervejas e vinhos fermentisciveis do setor sucro-alcooleiro.

4.4. Sistema SIFA polimodal para a determinacdo de  aluminio, ferro e fosfato
(P-POy)
4.4.1. Determinagédo de aluminio

O método empregado na determinacéo espectrofotométrica de aluminio  em
mostos e melacos se baseia na formacgéo de complexo ternério entre cromazurol S e
AIl(IIN. A complexacéo entre Al(lll) e cromazurol S é fortemente influenciada pelo pH,
notando-se entdo variagcbes pronunciadas em sensibilidade analitica quando
pequenas alteracdes na acidez do meio reacional sdo efetuadas (MARCZENKO,
1976). O comprimento de onda foi selecionado como 570 nm onde se verificou maior
intensidade de absorgéo.

Este método foi implementado no sistema SIFA (Figura 24) para a verificacao
da influéncia da interface uUnica na melhoria em sensibilidade e repetibilidade
analitica e menor consumo de reagente e amostra. O sistema de interface Unica era
constituido por trés bombas solendide de 6 pL para A, R e Ry, respectivamente. O
procedimento analitico envolvido esta descrito na Tabela 10. Antes do mesmo ser
iniciado, todas as linhas de transmissdo, bombas e valvulas solendide eram

preenchidas com as solucdes de reagentes e amostra.
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ﬁ Va ﬁ

B4 P3
Vi B2 V3

Figura 24. Diagrama de fluxos do sistema SIFA polim odal para a determinacdo de
aluminio, ferro e fosfato. A = amostra; R; e R, = reagentes; P; = bombas solendide; V; =

valvulas solendide; B;= bobinas de reacéo; D = detector; W = frasco de coleta e descarte

Apoés, P; + P, (60 pulsos, 0.15 s) responsaveis pela insercdo simultanea de
amostra e R; e estabilizagédo da linha base, eram acionadas e a zona de amostra era

encaminhada em dire¢céo ao frasco de descarte conectado em V3, sem passar por B,
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(etapa 1). Em seguida, as valvulas solendide Vi, V2 e V3, juntamente com P3 (20
pulsos, 0.15 s), responsavel pela insercdo de R, eram acionadas e a zona de
amostra era transportada em direcdo ao descarte (conectado em V) passando pelo
detector, sem passar por B, (etapa 2). Para a limpeza do percurso analitico e
substituicdo da amostra, Vi, V,, V3 e P3 eram desligadas e P; + P, (60 pulsos, 0.15 s)

eram novamente acionadas (etapa 3).

Tabela 10. Procedimento para a determinacao de alum  inio no sistema SIFA (Figura 24)

Operacao Bomba solendide Pulsos Frequéncia
(volume/pulso) (n) (s)

1. Obtencgéo e P, (480 pL) + P, (480 pL) 60 0.15

estabilizacéo da linha

base

2. Insercdo da zona P53 (160 puL) 20 0.15

de amostra e

Transporte ao

detector

3. Limpeza do P; (480 pL) + P, (480 pL) 60 0.15

percurso analitico e

substituicdo de

amostra

Diferentes estratégias de amostragem, tais como zonas coalescentes,
amostragem binaria e volume Unico, cuja insercao era sequencial, foram exploradas.
Neste estudo, eram inseridos 10 pulsos de A e 10 pulsos R;. Como garantia da
passagem da zona de amostra pelo detector, o volume da solu¢do de cromazurol S
foi avaliado em R, variando-se o numero de pulsos de 10 a 50 pulsos (80 pL a 400
pL). Para a obtencdo de melhores condi¢cdes para o desenvolvimento reacional, a
influéncia da vazéo foi avaliada variando-se a freqiiéncia de pulsacéo de 0.10 a 0.70
s (4,95 mL min® e 0,67 mL min™). Visando confirmar a cinética da reacéo, foram
conduzidos estudos injetando-se no sistema solu¢des-padrao de Al(Ill) e, no instante
de maior absorbéancia (maximo de sinal analitico, ca 10 s ap0s a injecdo da
amostra), P3; era desligada interrompendo o fluxo das soluc¢des. O tempo médio de

residéncia da zona de amostra pode ser modificado em funcédo das dimensdes do
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reator. Assim, foram estudados comprimentos de reatores referentes as duas etapas
reacionais do método proposto, variando-se de 10 a 100 cm para a reagao entre A e
acido ascorbico e, posteriormente os mesmos comprimentos foram avaliados para a
avaliacdo da interface unica (reacdo entre Al(lll) e cromazurol S). O numero de
pulsos para a limpeza do percurso analitico foi variado entre 40 e 100 pulsos. A
concentracdo de cromazurol S também foi avaliada, para tanto, solu¢cdes aquosas
de concentracdes variando entre 0,005 a 0,10 mg L™ foram inseridas em R,. Em
seguida, foi avaliada a acidez em R, dissolvendo-se inicialmente cromazurol S em
agua, hexamina e solugdo-tampdo acetato em diferentes valores de pH que
variaram entre 1,0 e 9,0, ajustados potenciometricamente. Diferentes concentracdes
de acido ascorbico de 0,05 a 2,00 % (m/v) foram investigadas em R; com objetivo de
minimizar o efeito interferente causado por ferro nas amostras. As espécies
quimicas interferentes em potencial Fe, Ca e Mg foram testadas, bem como a adicao
de agentes mascarantes. Ap0s a otimizacdo dos parametros no sistema SIFA,
amostras de mostos e melagcos foram analisadas e os resultados comparados aos
obtidos em espectrometria de emissdo Otica com plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES).

4.4.2. Determinagao de ferro

O método para a determinagéo espectrofotométrica de ferro é fundamentado na
reacdo entre Fe(ll) e 1,10-fenantrolina (MARCZENKO, 1976). Esse método foi
escolhido por ser tradicionalmente utilizado em laboratérios de analises de rotina. O
comprimento de onda foi selecionado como 510 nm.

Os principais parametros referentes ao método proposto foram estudados
visando sua implementacdo no sistema de interface Unica (SIFA) a ser proposto
(Figura 24). Este sistema era constituido por trés bombas solendide de 6 pL de
volume estrategicamente posicionadas para A, R e Ry, respectivamente (Figura 24).
Antes de iniciar o procedimento analitico descrito na Tabela 12, todas as linhas de
transmissao, bombas e valvulas solendide eram preenchidas com as respectivas
solucbes de reagentes e amostra. Inicialmente, P; + P, (20 pulsos, 0.15 s),
responsaveis pela insercao simultanea de amostra e R; eram acionadas e a zona de
amostra era encaminhada em direcdo ao descarte posicionado em V3. Apds a
estabilizacdo da linha base (etapa 1), P; e P, eram desligadas e todas as vélvulas
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solendide eram acionadas juntamente com P3 (15 pulsos, 0.15 s) responsavel pela
insercéo de R,. A zona de amostra era entéo transportada em dire¢cdo ao detector e
ao frasco de descarte (etapa 2), sem passar por B,. A seguir, P3 era desligada e P +
P, (20 pulsos, 0.15 s) eram novamente acionadas para a etapa de limpeza do
percurso analitico e substituicdo da amostra (etapa 3).

Para a exploracdo da cinética reacional, foram injetadas no sistema solucéo-
padrao de Fe(ll) e, no instante de maior absorbancia (maximo de sinal analitico,
ca.10 s ap0s a injecdo da amostra) a bomba solendide era desligada interrompendo
o fluxo das solugbes. A mesma permanecia desligada por 30s e, em seguida, era

novamente ligada.

Tabela 11. Procedimento para determinacdo de ferro  no sistema SIFA (Figura 24)

Operacao Bomba solenodide Pulsos Frequéncia

(volume/pulso)

") ()

1. Obtencdo e P;(160pL)+P,(160 L) 20 0.15
estabilizacdo da

linha base

2. Insercdo da P3(120pL) 15 0.15

zona de amostra

e Transporte ao

detector

3. Limpeza do P; (160 L)+ P,(160 uL) 20 0.15
percurso

analitico e

substituicdo  de

amostra

As estratégias de amostragem, tais como zonas coalescentes, amostragem
binaria e pulsos sequenciais foram avaliadas objetivando melhoria em sensibilidade
e repetibilidade. A influéncia do niumero de pulsos para a formacdo da zona de
amostra foi estudada variando-se entre 10 e 25 pulsos (80 pL a 200 pL); bem como
0 numero de pulsos correspondentes a limpeza do percurso analitico. O estudo do
comprimento dos reatores foi conduzido variando-se entre 10 e 100 cm tanto para a

etapa reacional entre A e R;, quanto para o melhor desenvolvimento da interface
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Unica. Para avaliacdo da influéncia das concentragbes de acido ascorbico e 1,10-
fenantrolina, os parametros fisicos otimizados foram mantidos e as concentracdes
foram variadas entre 0,05 e 3,0 % (m/v) e 0,01 e 0,10 % (m/v), respectivamente. A
influéncia do pH do reagente foi investigada preparando-se solucdes de 1,10-
fenantrolina de maneira a conferirem valores de pH na faixa de 4,6 a 9,0. Estudos
referentes a seletividade analitica e adicdo de agentes mascarantes foram
conduzidos. Apds o dimensionamento do sistema, a curva analitica foi estabelecida
e as amostras de mostos e melacos foram analisadas de forma a serem estimadas

as principais figuras de mérito do procedimento proposto.

4.4.3. Determinacéo de fosfato (P-PO 4)

O método selecionado é baseado na reagdo em condi¢do acida entre fosfato e
heptamolibdato de amobnio, resultando na formagdo do heteropoliacido
fosfomolibdico (amarelo) que é reduzido pelo acido ascorbico a azul de molibdénio
(DICKMAN; BRAY, 1940; MURPHY, 1962; MARCKZENCO, 1976; SOMMER, 1989).
A cinética da reacéo é relativamente lenta e a etapa de reducgéo é determinante da
velocidade. O comprimento de onda foi selecionado como 617 nm (MOTOMIZU; LI,
2005).

O sistema SIFA apresenta a mesma configuracdo daquele empregado na
implementacdo dos métodos para a determinagdo de aluminio e ferro (Figura 24).
Apés as linhas de transmissdo, bombas e valvulas solendide serem preenchidas
com solucdes de reagentes e amostra, P; + P, (30 pulsos, 0.15 s), responsaveis
pela insercdo simultdnea de amostra e R; eram acionadas para estabelecimento da
linha base (etapa 1). Assim, a zona de amostra era encaminhada em direcdo ao
frasco de coleta e descarte acoplado em V3. Em seguida, as trés valvulas solendide
e P3 (15 pulsos, 0.15 s) responsavel pela insercdo de R, eram acionadas e a zona
de amostra era transportada em direcdo ao detector e ao frasco de descarte (etapa
2), passando pela bobina de reacdo B,. A seguir, P; era desligada e P; + P, (30
pulsos, 0.15 s) eram novamente acionadas para a etapa de limpeza do percurso

analitico e substituicdo da amostra (etapa 3) (Tabela 12).
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Tabela 12. Procedimento para determinacdo de fosfat o (P-PO,) no sistema SIFA
(Figura 24)

Operacao Bomba solendide Pulsos Freqiéncia
(volume/pulso) (n) (s)
1. Obtencéo e P; (240 pL) + P, (240 30 0.15

estabilizacdo da linha base L)

2. Insercdo da zona de P3(120pL) 15 0.15
amostra e Transporte ao

detector

3. Limpeza do percurso P; (240 pL) + P, (240 30 0.15

analitico e substituicdo de pL)

amostra

O dimensionamento do sistema objetivou maximizagc&do da sensibilidade sem que
houvesse perdas em repetibilidade. As estratégias de amostragem ja mencionadas
nos itens 4.4.1. e 4.4.2. foram também estudadas. O volume de solucdo de acido
ascorbico foi estudado variando-se o numero de pulsos entre 10 e 30 (80 e 240 pL).
A quantidade de pulsos para a limpeza do percurso analitico foi avaliada variando-se
0 numero de pulsos entre 20 e 40 pulsos (160 e 320 pL). A vazéo é proporcional a
frequéncia de pulsacdo das bombas solendide. Neste sentido, a influéncia da
frequéncia de pulsacéo foi variada entre 0.15 e 0.50 s (correspondendo a vazoes
entre 3,20 mL min® e 0,93 mL min™) objetivando-se melhor desenvolvimento
reacional. Diferentes comprimentos de reatores referentes as etapas reacionais
foram avaliados entre 10 e 100 cm. Relativamente a otimizacdo dos parametros
quimicos do sistema, foram avaliadas concentracdes entre 0,10 e 1,00 % (m/v) e
0,05 e 2,00 mol L™ para molibdato de aménio e acido ascorbico, respectivamente. A
acidez em R; foi avaliada empregando-se valores de concentracdes entre 0,05 e
1,50 mol L™* em HNO3. Para o estudo da seletividade analitica e adicdo de agentes
mascarantes, as solu¢des descritas no item 3.2.4.3. foram empregadas. As espécies
quimicas possivelmente interferentes seriam Cu e Fe (MARCZENKO, 1976), sendo
que Fe apresentava-se em alta concentracdo nas amostras (110 mg L'l).

Assim, para esta confirmacdo foram conduzidos estudos variando-se a

concentracdo de Fe de 50,0 a 250,0 mg L™ e cobre de 0,10 a 2,00 mg L. Apés
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otimizacdo dos parametros envolvidos no dimensionamento do sistema de interface
Unica, as amostras de mostos e melagos foram analisadas e comparadas com 0s

resultados obtidos em ICP-OES e as principais figuras de mérito foram obtidas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Determinacao de glicose, frutose e glicerol

Os resultados reprodutiveis demonstraram que o meétodo foi eficientemente
implementado no sistema MPFS. Derivas de linha base ndo foram observadas.

Com relacdo aos espectros de absor¢céo do produto reacional (&nion complexo
[I3]), estes sao idénticos entre si para as trés condicbes de pH estudadas, sendo
assim, a construcdo de um modelo baseado nas diferencas espectrais foi
descartada. Os espectros ndo apresentaram resolugcdo bem definida e sé&o
caracterizados por uma faixa de absorcao de 350 a 500 nm, de forma que a melhor
razao sinal analitico/ruido foi obtida em 450 nm, ficando este valor selecionado para
0os demais estudos. Foi necessario utilizar calibragdo multivariada para a
discriminag&o das concentracdes de cada componente da mistura.

O planejamento fatorial 2° (Tabela 5) foi realizado e os valores de absorbancia
foram avaliados. A analise do mesmo indicou que 0s parametros apresentaram
efeito significativo a um nivel de confianca de 95%, definidos pela linha vertical
tracejada (Figura 25). Observou-se que o0 volume de amostra, concentracoes
hidrogenibnicas e de NalO, apresentaram efeitos significativos nas alturas dos sinais
analiticos. Ainda, o volume de amostra e a concentracdo de NalO, apresentaram
efeitos positivos indicando que o aumento dos mesmos resultaria em melhoria na
magnitude dos sinais analiticos. O efeito significativo, porém negativo relativamente
a concentracdo hidrogenidnica, indicou que a diminuicdo do pH resultaria em
maiores sinais analiticos. Efeitos de interacdo significativos foram verificados entre
as concentracdes de Kl e hidrogeniénica. Os demais parametros ndo apresentaram
efeitos de interacdo indicando a possibilidade da utilizacdo do método univariado de

maneira eficaz.
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VA (2) U ]3,23
(5) X (6) ! ] -3,00
Nal O4 (4) . ] 2.64
pH (6) . ] -2,07
(2 X(6) ]-1,61
@A X©) ] 156
XA ] 15¢
X4 ] 1.46
R (3) ] 1.30 |
XA 118
X 117
(1) X (6) ] 1.06
@ X5 Jo.o1
(X[ ———]0%66
(ORIC) m——
X3 ] 0.48
KI5 [ | 0,44
(1) X (5) 0,36
Vz (1) 035
(4) X (6) ] 0,32
(3) X (6) 0,14

Variaveis

Efeito estimado

Figura 25. Grafico de Pareto do planejamento fatori  al completo para a determinacéo

de glicose, frutose e glicerol

Embora o comprimento de reator ndo tenha apresentado efeito significativo, o
mesmo foi avaliado. Sinais analiticos néo reprodutiveis foram verificados com o
reator de 10 cm, constatando-se que as condi¢bes de mistura eram inadequadas e
que o tempo médio de residéncia era insuficiente para a formacdo do complexo
colorido em quantidades adequadas para 0 monitoramento. Boa dispersao entre
amostra e reagente foi observada com emprego do reator de 50 cm, entretanto, os
sinais analiticos eram menores. Comprimentos maiores resultaram em tempo médio
de residéncia da zona de amostra elevado, minimizando ainda mais 0s sinais
analiticos. O reator de 25 cm de comprimento foi selecionado considerando a boa
reprodutibilidade e magnitude dos sinais analiticos. A concentracdo em R, e a vazao
foram fixadas em 0,05 %(m/v) e 3,2 mL min™, respectivamente. Estes valores foram
selecionados levando-se em conta o baixo consumo de reagente e boa frequéncia
analitica. Relativamente a concentracdo em R;, foi observado um efeito significativo
e positivo, entretanto, este parametro foi fixado em 0,10 %(m/v) NalO,4 visando a

diminuicdo do consumo de reagente.
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A influéncia da variagdo de volume de amostra foi avaliada entre 25 e 60 pL.
Para os volumes de 25 e 40 uL, a magnitude dos sinais analiticos era aumentada
(ca 6,5 %) quando ocorria a inser¢cdo de volumes maiores. O volume de amostra
correspondente a 60 pL resultou em pico duplo, demonstrando a auséncia de R, nas
porcdes centrais da zona de amostra, originando duas interfaces independentes
(Ribeiro et al., 2005). A insercdo deste volume era inviavel para a constituicdo do
modelo por ndo conter informacdes relevantes. O volume de 40 pL foi selecionado
para os demais estudos por resultar em valores previstos mais proximos dos reais
(Figura 26).



Figura 26. Valores previstos (preto) e reais (cinza

% (M)

% (M)

% (miv)

1,0 Glicose (25 pL)

Glicose (40 pL)

M valores previstos O valores reais

10 Glicose (60 pL)

amostra

Frutose (25 pL)

Frutose (40 pL)

M valores previstos O valores reais

1,0 Frutose (60 pL)

amostra

) obtidos para sele¢&o de volume de amostra

Glicerol (25 pL)

Glicerol (40 pL)

W valores previstos O valores reais

Glicerol (60 L)

amostra
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A acidez do ambiente reacional mostrou ser um parametro que influencia
significativamente a reacdo, sendo que sua diminuicdo resultou em aumento em
sensibilidade e reprodutibilidade. Observou-se que o emprego da solucdo tampéo
pH 4,3 resultou em sinais analiticos reprodutiveis, além de que a absorbancia em
relacdo a linha base nédo se alterou. Nestas condi¢fes, as taxas de oxidag¢do foram
satisfatorias. Por outro lado, o efeito Schlieren foi constatado com o uso da solucéo
tampéao pH 6,8. O mesmo se intensificou limitando a medida de absorbancia quando
a solucédo tampao pH 9,0 era inserida. Ficou selecionada a solucdo tampéo pH 4,3

para ambos R; e R, (Figura 27).



% (M)

% (miv)

% (VIV)

Figura 27. Valores previstos (preto) e reais (cinza

1,0 Glicose (pH 4,3)
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

Glicose (pH 6,8)

M valores previstos O valores reais

1,0 Glicose (pH 9,0)
0,8
0,6
04
0,2
0,0

% (m/v)

amostra

) obtidos para sele¢édo da concentracéo hidrogenioni

Frutose (pH 4,3)

Frutose (pH 6,8)

M valores previstos O valores reais

1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

Frutose (pH 9,0)

amostra

ca

Glicerol (pH 4,3)

Glicerol (pH 6,8)

M valores previstos O valores reais

Glicerol (pH 9,0)
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amostra
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O critério de escolha do numero de variaveis latentes foi baseado no menor
valor de RMSECV. O modelo matematico desenvolvido para avaliacdo do volume de
amostra demonstrou que 5, 2 e 5 variaveis latentes para glicose, frutose e glicerol,
respectivamente, eram capazes de descrever ca 94,31 a 97,56 % da variancia total.
Relativamente ao pH, o numero de variaveis latentes foi selecionado como 3,4 e 5
para os mesmos analitos, tendo sido descrito ca 94,95 a 98,45 % da variancia total.

ApOs a otimizacdo dos principais parametros envolvidos, o modelo foi
construido com 5, 3 e 5 variaveis latentes para glicose, frutose e glicerol,
respectivamente, descrevendo a variancia total entre 94,6 e 98,7 %.

A construcdo do modelo foi realizada de forma que o compromisso entre a
calibracdo e a capacidade preditiva fosse cumprido. Para isto, o procedimento de
validacdo externa foi utilizado. Os resultados para as amostras de validacéo
constam na Figura 28 e para as amostras de caldo de cana-de-agucar (Tabela 13) e

vinhos fermentisciveis (Tabela 14).

Glicose

W valores previstos O valores reais

1,0
0,8
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amostra

Frutose

B valores previstos O valores reais

1,0
0,8
0,6
04
0,2
0,0

% (M)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
amostra
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Glicerol
W valores previstos O valores reais

1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

% (VIV)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
amostra

Figura 28. Valores previstos e reais de amostras de  validacéo

Os valores de RMSEP e de desvio confirmaram a boa capacidade preditiva do
mesmo.

Os resultados obtidos apresentaram concordancia ao nivel de 95 % de
confiangca com os obtidos por cromatografia liquida de troca aniénica com deteccdo
por amperometria pulsada. As amostras de caldos de cana-de-acUcar nao
apresentaram teores de glicerol quando analisadas por HPAEC-PAD, desta forma,

constam na Tabela 13 os resultados referentes aos teores de glicose e frutose.

Tabela 13. Resultados comparativos obtidos na deter  minacao de glicose e frutose em
caldos de cana-de-agucar. Os dados, em % (m/v) para glicose e frutose foram valores
estimados para as médias e os desvios-padrao dos resultados obtidos em triplicata com o
sistema proposto (Figura 16) e por cromatografia liquida de troca anidnica com deteccdo por
amperometria pulsada (HPAEC-PAD)

Amostra Glicose Frutose
Ca!do de cana-de- % (Mm/v) % (m/v) % (m/v) % (m/v)
aclcar

MPFS HPAEC-PAD MPFS HPAEC-PAD
1 0,45 +£0,01 0,47 £0,01 0,38 £0,02 0,39 +£0,01
2 0,47 £0,02 0,49 +£0,01 0,45 £ 0,02 0,48 £ 0,02
3 0,45 +£0,01 0,46 +£0,01 0,43 £0,01 0,45 +0,01
4 0,50 £0,01 0,53 £0,02 0,48 £0,03 0,49 £0,01
5 0,52 £0,04 0,54 £0,02 0,45 £ 0,02 0,46 £ 0,03

6 0,43 +£0,02 0,46 0,02 0,42 £0,01 0,45 £ 0,02
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Tabela 14. Resultados comparativos obtidos na deter minacdo de glicose, frutose e

glicerol em vinho. Os dados, em % (m/v) para glicose e frutose e % (v/v) para glicerol sdo
valores estimados para as médias e os desvios-padrdo dos resultados obtidos em triplicata
com o sistema proposto (Figura 16) e por cromatografia liquida de troca anibnica com

deteccdo por amperometria pulsada (HPAEC-PAD).

Amostra Glicose Frutose Glicerol
Vinho % (M/v) % (M/v) % (Mm/v) % (M/v) % (vIv) % (VvIv)
MPFS HPAEC- MPFS HPAEC- MPFS HPAEC-
PAD PAD PAD

1 0,38+001 0,37+001 030001 029+001 030+0,01 0,32+0,01
2 0,27+0,01 0,24+001 0,15+0,02 0,18+0,03 042+0,02 0,43+0,01
3 0,33+0,03 0,36 £0,02 0,23 +£0,01 0,25 +£0,02 0,50 0,02 0,49 £ 0,02
4 0,18+0,04 0,23+0,03 0,37+001 039+0,01 045+0,03 0,46+0,01
5 0,33+0,01 035+001 037+001 036001 047001 0,48+0,01
6 0,35+0,01 0,36 + 0,02 0,34 +0,01 0,35 + 0,03 0,43+0,01 0,44 +0,01

Figuras de mérito

O sistema MPFS é de configuracdo simples e robusto, fornecendo resultados
repetitivos (d.p.r. < 5 %). Derivas de linha base néo foram observadas para o valor
de pH selecionado. O sistema permite a determinacdo de 120 amostras por hora, e
o consumo de 0,15 mg de iodeto de potassio e 0,3 mg de periodato de sédio por

determinacgao.

5.2. Determinacao de acucares redutores totais

5.2.1. Andlises por injecdo em fluxo para Acucares Redutores (AR)

Com relacdo a definicho do comprimento de onda, verificou-se que o0s
coeficientes de absortividade molar dos produtos da degradacao alcalina da glicose
e da frutose sdo similares e um maximo de absorbéncia foi verificado entre 270 e
310 nm para a regiao UV e 420 nm para a regido espectral Vis (Figura 29).

Sinais analiticos referentes as solu¢ées-padréo 0,01 - 0,06 % (m/v) em glicose e
frutose foram detectados na regido UV, mas nao foram observados em 420 nm.
Conclui-se, portanto que melhor sensibilidade analitica poderia ser obtida

explorando-se absor¢do na regiao UV, entretanto, foi notada intensa oscilacdo na
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linha base quando esta regido espectral foi explorada. Isto levou a comprometimento
do limite de deteccéo e precisdo analitica.

Como a sensibilidade ndo se constituiu em fator limitante, o comprimento de
onda foi selecionado como 420 nm, o que resultou em significativa melhoria na

estabilidade da linha base, em que pese a redugao em sensibilidade.

AO03
0,2 r
a
01
b
O 1 1 1 J
250 300 350 400 450
nm

Figura 29. Espectros de absor¢cdo em UV-UVvis dos pr  odutos da degradacédo alcalina
da glicose e frutose. As curvas se referem a solugdes-padréo 0,05 % (m/v) de frutose (a) e

de glicose (b) processadas no sistema da Figura 17

O estudo detalhado dos espectros de absorcdo referentes aos produtos de
degradacdo destes carboidratos evidenciou a presenca de diversas espécies
guimicas instaveis componentes da mistura produzida.

Este aspecto foi salientado nos experimentos envolvendo parada da zona de
amostra. Os resultados (Figura 30) mostraram que 0s espectros referentes a glicose
e a frutose sdo semelhantes e confirmaram a instabilidade dos produtos da mistura
provenientes da degradacgdo alcalina tornando inviavel a condicdo manual desse

procedimento.
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Figura 30. Sinais analiticos referentes aos produto s da degradacdo alcalina da glicose

e frutose

Com relacdo a influéncia do intervalo de tempo disponivel para as reacfes
quimicas, foi verificado que a reducdo da vazéao total e consequente aumento deste
intervalo de tempo levou a uma reducdo em sensibilidade. Isto se explica em fungao
da instabilidade dos produtos de degradacdo. Neste sentido, quando a vazéo foi
reduzida de 8,90 para 6,70 mL min™®, a sensibilidade foi reduzida em ca 25 %.
Entretanto a melhor repetibilidade das medidas foi observada para vazéao de 11,2 mL
min™. Exploracdo de vazbes acima deste valor prejudicaram a repetibilidade das
medidas, provavelmente em funcdo de limitacdes na etapa de aguecimento e/ou
estabelecimento de excessiva pressdo hidrodinamica. Foi entdo selecionada a
vaz&o de 11,2 mL min™.

O comprimento do reator se mostrou um parametro importante no projeto do
sistema, sendo fixado em 400 cm. Para reatores menores, diferentes sinais
analiticos eram produzidos processando-se solucbes-padrédo 0,10 % (m/v) de

glicose, frutose ou sacarose invertida. Sinais equivalentes foram obtidos para
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comprimentos de reator entre 400 a 500 cm; ainda, boa repetibilidade das medidas
(d.p.r. < 0,0006 %) e estabilidade na linha base (< 0,03 A por hora) foram
observadas. O emprego de reatores maiores (500 — 800 cm) levou a piora em
sensibilidade, devido a instabilidade dos produtos monitorados.

Com relacdo a selecdo do volume de amostra injetada foram empregadas
solugbes-padrao 1,00 % (m/v) em glicose, frutose e sacarose. A melhor relagcéo
entre sensibilidade e faixa de resposta linear foi obtida com alca de amostragem de

70 cm (350 pL).
5.2.2. Anadlises por injecao em fluxo para acucares  redutores totais (ART)

Os resultados a seguir se referem ao sistema da Figura 18.

Alteracbes na temperatura enfatizaram a diferenca entre as taxas de oxidacéo
dos carboidratos provocando variacdes significativas em sensibilidade (Figura 31), o
gue demonstra a relevancia desse parametro. Sinais analiticos foram observados
apenas para T > 70 °C. O sistema se mostrou sempre estavel apesar das variacdes
em temperatura, o que demonstra sua robustez. Foi entdo selecionada a

temperatura de 98 °C.

A02 r a
01 f b
0 1 J
70 80 90 100
T (°C)

Figura 31. Influéncia da temperatura. A figura se refere a solucdo 0.25 % (m/v) de glicose
processada no sistema da Figura 18. As curvas a e b se referem a impulsdo dos fluidos por

bombas solendide e bomba peristaltica

A frequéncia de pulsacdo 0.4 s resultou em sinais analiticos equivalentes para
as solucdes-padrao de glicose e frutose (Figura 32). Valores menores do que 0.4 s
reduziram o tempo de injecdo entre cada amostra resultando em ineficiente limpeza

do percurso analitico. Frequéncias de pulsacdo acima de 0.4 s ocasionaram
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diminuicdo na magnitude dos sinais analiticos além de serem inviaveis em funcao da

diminuicdo da taxa de amostragem. Desta forma, a frequéncia de 0.4 s foi

selecionada.
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Figura 32. Influéncia da frequiéncia de pulsacdo.  As curvas a e b se referem a solu¢fes-
padrdo 0,10 % (m/v) de frutose e glicose, respectivamente, processadas no sistema da

Figura 18 (insercdo de 30 pulsos de A + R)

Relativamente a influéncia da alcalinidade, melhor sensibilidade e equivaléncia
nas alturas dos sinais analiticos referentes as soluc¢des 0,05 % (m/v) de glicose foi
verificada quando a concentracdo era de 0,10 mol L™* NaOH (Figura 33). Resultados
analogos foram obtidos relativamente a frutose e sacarose. Para maiores
concentracbes de NaOH, observou-se aumento nos sinais analiticos referentes a

glicose, porém diminuicdo daqueles referentes a frutose.
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Figura 33. Influéncia da alcalinidade. A figura se refere a solu¢bes-padréo de glicose
(0,05; 0,10; 0,20 e 0,40 % m/v) processadas no sistema da Figura 18 sob diferentes
alcalinidades

Boa aditividade de sinais analiticos referentes a glicose e frutose foi sempre
observada, conforme se depreende da Tabela 15. Desta forma, o procedimento
pode ser aplicado a determinacdo de ART sem a necessidade do emprego de

fatores de correcéo ou de algoritmos para analise multivariada.

Tabela 15. Aditividade de glicose e frutose

Solugdo-  Glicose* Frutose* Padrao composto*  Aditividade
padréo % (m/v) (%)
0,00 0,00 0,00 0,00 100,0
0,05 0,093 0,092 0,180 102,0
0,10 0,103 0,111 0,208 98,5
0,25 0,212 0,209 0,442 99,6

* valores expressos em absorbancia

O sistema proposto se mostrou bastante estavel, variacbes em linha base
menores do que 0,02 A sendo observados apds periodos prolongados (6 h) de
operacdo. A curva analitica se mostrou linear (Tabela 16) e o coeficiente de

correlacéo linear apresentou pouca variagao no intervalo de tempo mencionado.
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Tabela 16. Estabilidade do sistema

Curva analitica Intervalo de tempo Equacéo* r
(h)
1 0 y = 0,9897x-0,0154 0,9487
2 2 y = 0,9806x-0,0172 0,9548
3 4 y = 0,9810x-0,0181 0,9543
4 6 y = 0,9887x-0,0178 0,9559
*y = altura de pico; x = concentracdo do carboidrato

Apés avaliacdo dos parametros no sistema da Figura 18, as principais figuras de
mérito referentes ao sistema proposto (Figura 21) foram avaliadas. Neste sistema,

foram inseridas amostras de caldos de cana-de-acucar e melacos (Tabela 17).

Tabela 17. Resultados obtidos na determinacdo de AR  T. Os dados, em % (v/iv e m/v)
para caldos de cana-de-aglcar e melagos, sao valores estimados para as médias e 0s

desvios-padrao dos resultados obtidos em triplicata com o sistema proposto (Figura 21)

Amostra Caldo Caldo Melago Melago
MPFS Cromatografia MPFS Cromatografia
ibnica ibnica
(mg L™ (mg L™ (mg L™ (mg L™
1 21,06 +0,01 21,09 +0,01 56,02 + 0,02 56,05 + 0,01
2 20,04 +0,02 20,10 +0,03 54,08 + 0,04 54,10 + 0,02
3 21,01 +0,03 21,05 +0,02 55,02 + 0,05 55,08 £0,01
4 22,04 +0,01 22,08 +0,03 53,01 +0,04 53,06 + 0,01
5 21,05 + 0,02 21,07 +£0,01 56,05 + 0,01 56,07 £ 0,02

Pode-se comprovar que o sistema apresenta resposta linear entre 0,05 e 0,50 %
(m/v) ART, frequéncia analitica de 65 determinacdes por hora e consumo de 10 mg
NaOH e 76 mg NaKC4H;06.4H,O por determinagcédo. Os resultados sdo precisos
(d.p.r. < 0,006) e a exatidao foi comprovada empregando-se como técnica alternativa
a cromatografia de ions com deteccdo por amperometria pulsada (MONTERO et al.,
2005).

5.3. Determinacao de etanol
Relativamente aos testes em “batch” foi verificado que o tempo para se

completar a reacdo de reducédo de Cr(VI) foi de 5 min e o comprimento de onda

correspondente & maxima absorcdo foi o de 600 nm. Para as estratégias de
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amostragem avaliadas, o nimero de pulsos de A e R foram variados de 30 a 150 pL
(5 a 25 pulsos) durante a passagem pela camara de difusdo gasosa. A estratégia de
amostragem onde A e R eram inseridos simultaneamente a um numero de pulsos
igual a 5, resultou em maiores sinais analiticos. O niumero de pulsos para o envio da
zona de amostra ao detector foi variado de 5 a 40 (30 a 240 uL), ficando selecionado
30 pulsos em funcdo da melhor limpeza do percurso analitico. Com relagdo ao
comprimento de reatores, ndo foram observadas diferencas nas alturas dos sinais
analiticos quando estes foram variados. Optou-se pelo ndo emprego de reator,
mantendo-se entdo o compromisso com a frequéncia analitica. A diminuicdo da
vazao total do sistema ocasionava um aumento em sensibilidade analitica (Figura
34). Foi selecionada a frequéncia de pulsacdo 3.0 s (correspondente a vazao de
0,28 mL min™), sendo que valores maiores néo foram testados por comprometerem

a freqiiéncia analitica.
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Figura 34. Influéncia da vazdo na determinacdo de e tanol. A figura se refere & solugcdo

7,0 % (v/v) de etanol processada no sistema da Figura 22

A estratégia da mudanca de sentido de fluxo das solucdes de reagente e de
amostra durante o processo de difusdo gasosa foi estudada, mantendo-se as
condicbes descritas anteriormente. Essa alteracdo ndo resultou em melhora
significativa em sensibilidade, portanto, optou-se pela forma de inser¢cdo de amostra
anteriormente explorada.

Para a avaliacdo da concentracdo de K,Cr,O; em R, foi mantido o valor de 1,0
mol L™ H,SO,. Foram observadas variacées significativas na magnitude dos sinais

analiticos conforme a concentracdo de K,Cr,O; era aumentada, sendo que
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concentracdes maiores que 0,15 mol L* K,Cr,O; resultaram em valores de
absorbéancia que ultrapassavam a 1,0 A, ficando ent&do selecionada a concentragéo
de 0,15 mol L™ K,Cr,O; para os demais estudos (Figura 35). Quanto & acidez do
ambiente reacional, a concentracdo de 2,0 mol L™ H,SO, foi selecionada, sendo que
concentragbes menores ocasionavam diminuicAo nos sinais analiticos. Valores
maiores que 2,0 mol L™ eram invidveis pelo aumento da viscosidade da solucdo e
intenso efeito Schlieren (ZAGATTO et al., 1990).
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Figura 35. Influéncia da concentracdo de K ,Cr,05. A figura se refere & solucao-padréo de

etanol 7,0 % (v/v) processada no sistema da Figura 22

Relativamente a temperatura, verificou-se diminuicdo em sensibilidade quando
valores acima de 30 °C foram experimentados (Figura 36). Para temperaturas acima
de 40 °C, foi observada frequente instabilidade na linha base e aparecimento de
bolhas de ar, dificultando o monitoramento. Deste modo, foi selecionada a

temperatura de 20 °C pela facilidade de operacao e boa sensibilidade analitica.
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Figura 36. Influéncia da temperatura na determinacd o de etanol . A figura se refere a

solugao 7,0 % (v/v) de etanol processada no sistema da Figura 22

Apés a otimizagdo de todos os parametros do sistema MPFS, o fluxo pulsado foi
entdo comparado ao sistema que emprega fluxo laminar (Figura 23). A arquitetura
do sistema MPFS foi mantida e os melhores resultados obtidos referentes aos
parametros fisicos e temporais foram implementados no sistema MCFS, sendo que
somente a unidade propulsora foi modificada. Assim, curvas analiticas empregando
solucdes-padrao de etanol (0,5 — 5,0 % v/v) foram obtidas para ambos os sistemas
nas mesmas condicdes, observando-se piora em sensibilidade analitica para o
sistema multi-comutacdo (Figura 23). A agitacdo proporcionada pelo fluxo pulsado
resulta em melhores condigcbes de disperséo radial dos elementos do fluido,
favorecendo desta forma o processo de difusdo gasosa.

Dimensionados o0s principais parametros envolvidos na determinacéo
espectrofotométrica de etanol, as amostras de cervejas e vinhos fermentisciveis
foram processadas no sistema MPFS. Os resultados das analises e as estimativas

de desvios-padrao baseadas em trés repeticbes constam na Tabela 18.
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Tabela 18. Resultados obtidos na determinacdo de et anol. Os dados, em % (v/v) para
cervejas e vinhos fermenticiveis, sdo valores estimados para as médias e 0os desvios-padrao
dos resultados obtidos em triplicata com o sistema proposto (Figura 22) e por método
comparativo (AOAC, 1995; SILVA et al., 2003)

Amostra Cerveja Cerveja Vinho Vinho
MPES AOAC fermenticivel fermenticivel

MPES AOAC

1 3,33+0,01 3,37 £0,02 8,76 + 0,03 8,73 £0,05

2 4,68 +£0,01 4,70 £0,01 8,70 £ 0,04 8,69 £ 0,02

3 9,70 £ 0,05 9,73+0,01 8,75 +0,03 8,78 £0,04

4 4,45 + 0,02 4,46 + 0,03 8,73 +0,02 8,76 +0,03

5 4,65+ 0,01 4,67 £0,02 8,76 £ 0,01 8,76 £ 0,03

A sensibilidade analitica do método proposto foi estimada e a curva analitica se

apresentou linear, sendo representada por:

y = 0,0552x + 0,2223 para cervejas e vinhos fermentisciveis, onde:
y = altura de pico expressa em absorbancia, x = concentragéo de etanol (v/v), r =
0,9998, n =5 até 20,0 % (v/v) de etanol.

O limite de quantificacdo do método proposto foi estimado em 5,0 % (v/v) e a

frequéncia analitica foi de 28 determinacdes por hora.

5.4. Sistema SIFA polimodal para a determinacdo de  aluminio, ferro e fosfato
(P-POy)

5.4.1. Determinacado de aluminio

O método espectrofotométrico no qual é formado um complexo de coloragéo
azul como produto da reacdo entre cromazurol S e Al(lll) foi implementado no
sistema polimodal de interface Unica descrito na Figura 24.

A implementacdo deste método teve inicio com a aplicacdo de diferentes
estratégias de amostragem, das quais amostragem bindria e zonas coalescentes
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apresentaram boa capacidade de homogeneizacdo em relacdo a estratégia de
volume uUnico. Entretanto, maiores sinais analiticos foram observados empregando-
se a estratégia de zonas coalescentes em relacdo a amostragem binaria (ca 10%),
sendo entdo adotada para os estudos posteriores.

Quanto a variacdo do volume de amostra inserido no sistema, foi verificado que
a insercdo de 20 pulsos (120 pL) resultava em sinais analiticos 15 % maiores do que
a insercao de 10 pulsos. Assim, o volume de amostra foi selecionado como 120 pL.
A vazéao total do sistema foi estudada objetivando as melhores condi¢cbes para o
desenvolvimento reacional. O aumento da mesma de 3,25 mL min™* para 4,0 mL min’
ocasionava uma discreta variacdo em sensibilidade (ca 8%), resultando em maiores
sinais analiticos. A vazdo total 4,0 mL min™ (0.15 s) foi entdo selecionada. Com
relacdo ao estudo da cinética reacional observou-se sinal analitico constante quando
o0 modulo de impulséo das solucdes era desligado. Isso se deve ao fato de o produto
reacional ter sido formado rapidamente, confirmando entdo que a cinética da reacao
é relativamente rapida.

O comprimento dos reatores B; e B, referentes as etapas de mistura entre
amostra e acido ascorbico e a de formagéo da interface de reagdo Unica foram
avaliados de 10 a 100 cm. Para a mistura entre amostra e acido ascorbico observou-
se um aumento significativo nos sinais analiticos quando o mesmo foi variado de 10
para 25 cm. O reator de 25 cm foi selecionado para os demais estudos por resultar
em sinais analiticos maiores e com melhor repetibilidade. Reatores maiores
ocasionaram decréscimo nos sinais analiticos. Para a etapa reacional entre Al(lll) e
cromazurol S ndo foram observadas alteracdes nas alturas dos sinais analiticos com
a variacdo dos comprimentos dos mesmos. De fato, a cinética da reacao entre Al(ll)
e cromazurol S é rapida (MARCZENKO, 1976) ndo necessitando de otimizacéo
temporal. Foi entdo selecionado o reator de 10 cm.

A etapa de limpeza do percurso analitico foi estudada variando-se o nimero de
pulsos de 40 e 100 pulsos. Eficiente limpeza do percurso analitico foi constatada
quando 60 pulsos (360 uL) eram inseridos.

Relativamente & concentracdo em R,, esta foi variada entre 0,005 e 0,10 mg L™,
verificando-se que os sinais analiticos aumentavam significativamente (ca 50 %)
quando a mesma era aumentada de 0,005 para 0,02 mg L™ (Figura 37). Valores
maiores ocasionavam decréscimo nos sinais analiticos, ficando selecionado o valor

de 0,02 mg L™ cromazurol S.
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Figura 37. Influéncia da concentracdo de cromazurol S . A figura se refere a solucao-

padrdo de Al(Ill) 1,50 mg L™ + 1,0.10* mol L™ HNO3, processada no sistema da Figura 24

Quanto a concentracdo hidrogenibnica (pH) em R,, esta foi avaliada
dissolvendo-se cromazurol S em agua, hexamina ou solucdo tampao acetato em
valores de pH que variaram entre 1,0 e 9,0 para hexamina. Com relacdo a variagdo
do pH avaliado na presenca de hexamina, foi verificado que o pH 5,0 resultou em
maiores sinais analiticos, embora a repetibilidade analitica fosse comprometida.

Sinais analiticos maiores e com melhor repetibilidade foram observados quando
da utilizacdo de cromazurol S dissolvido em agua e em solugéo-tampéo acetato em
valores de pH acima de 3,5. Para assegurar as melhores condi¢cdes reacionais,

optou-se pelo preparo de R, em solugcédo tampao acetato pH 5,0 (Figura 38).
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Figura 38. Influéncia da concentracdo hidrogenidnica no reagen te cromazurol S. A
figura se refere & solucdo-padrao de Al(lll) 1,50 mg L™ + 1,0.10* mol L* HNO; processada

no sistema da Figura 24
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Solugdes contendo espécies quimicas interferentes em potencial foram inseridas
no sistema. Para tanto, solucdes de Fe(ll) de concentracdes que variaram de 10,0 a
70,0 mg L™ foram avaliadas. Outras espécies interferentes, tais como Ca(ll) e Mg(ll)
foram também estudadas. Neste estudo, foi verificada interferéncia positiva de ferro
(25,8 %) a partir da concentracdo 40,0 mg L™. Calcio e magnésio interferiram
negativamente a partir de concentracées 0,05 mg L™ (0,8 %) e 0,01 mg L™ (2,5 %),
respectivamente. Foi entdo constatada a necessidade de mascaramento dos
mesmos. Avaliou-se entdo, o efeito do emprego de solugéo 1,00 % (m/v) glicose
como agente mascarante para o calcio, solucdo 0,25 % (m/v) citrato de sodio e
0,125 % (m/v) acido ascoérbico para manganés e ferro, respectivamente
(MARCZENKO, 1976). Antes das amostras de mostos e melacos serem inseridas no
sistema, foi realizado ainda o estudo do mascaramento de fésforo, nitrogénio e
potéssio para a confirmacéo do possivel efeito interferente dos mesmos, em virtude
da alta concentracdo destes concomitantes presentes nas amostras (em geral na
faixa de 450,0 mg L™). Foi verificado que essas espécies quimicas n&o interferiram
no método proposto por ndo formarem complexos coloridos com cromazurol S
(MARCZENKO, 1976).

Apés a otimizacdo de todos os parametros do sistema SIFA na determinagéo
espectrofotométrica de aluminio, as amostras de mostos e melagcos foram
processadas. Os resultados das analises e as estimativas de desvios-padrao

baseadas em trés repeticbes constam na Tabela 19.

Tabela 19. Resultados obtidos na determinacdo de al uminio em sistemas de interface
Unica. Os dados, em %(v/v) para mostos e %(m/v) para melagos, sdo valores estimados
para as médias e os desvios-padrao dos resultados obtidos em triplicata com o sistema

proposto (Figura 24)

Amostra Mosto Mosto Melago Melaco
SIFA ICP-OES SIFA ICP-OES
(mg L™ (mg L™ (mg L™ (mg L™

1 27,62 +0,04 27,65 +0,01 20,75 +£0,02 21,12 +0,01

2 27,60 £ 0,02 27,68 +£0,03 23,65 0,01 23,72 £0,02

3 16,30 £ 0,02 16,37 £ 0,02 29,12 + 0,02 29,70 £0,01

4 21,58 +0,01 21,43 +0,03 22,80 £ 0,03 22,23 +0,01

5 17,51 £0,02 17,54 £ 0,01 25,24 +0,01 25,28 + 0,03
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A sensibilidade analitica do método proposto foi estimada e a curva analitica se
apresentou linear, sendo representada por:

y = 0,7865x + 0,0093 para mostos e melacos, onde:
y = altura de pico expressa em absorbancia, x = concentracdo de aluminio (mg L™), r
=0,997, n = 3 até 0,70 mg L™ de Al(III).

O limite de quantificacdo do método proposto foi estimado em 0,1 mg L™ (m/v) e

a freqiiéncia analitica foi de 130 determinac¢des por hora.

5.4.2. Determinacao de ferro

Experimentos para o dimensionamento dos principais parametros envolvidos no
desenvolvimento da reacédo, tais como, comprimento de reatores, concentracao,
natureza e constituicdo do sistema tampao, pH e vazdo foram realizados. Maiores
sinais analiticos foram observados quando as estratégias de amostragem binaria e
zonas coalescentes foram exploradas, no entanto, esta ultima resultou em melhoria
em sensibilidade e repetibilidade, sendo entdo adotada para continuidade dos
estudos.

Os resultados obtidos variando-se o numero de pulsos para a composi¢do da
zona de amostra demonstraram aumento em sensibilidade analitica conforme o
volume era aumentado. A insercdo de 25 pulsos de amostra resultou em picos
duplos indicando ineficiente interacdo entre amostra e reagente. Este parametro foi
entdo fixado em 20 pulsos (120 pL). A quantidade de pulsos para a completa
limpeza do percurso analitico foi selecionada como 30 pulsos (180 pL).

Quando o comprimento do reator referente a etapa de reducéo de Fe(lll) a Fe(ll)
foi aumentado de 10 para 25 cm, verificou-se um aumento nos sinais analiticos (ca
17,5 %). O reator de 25 cm foi escolhido para esta etapa do procedimento analitico.
Quanto ao reator para a etapa de formacéo da interface Unica entre Fe(ll) e Ry, 0
comprimento de 10 cm foi selecionado em virtude da cinética de formacao do

complexo colorido ser relativamente rapida (Figura 39).
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Figura 39. Influéncia do comprimento do reator na e tapa de formacdo de interface
nica. A Figura se refere a inser¢do de 15 pulsos de 5,0 mg L™ Fe(ll) + 1,0.10* mol L™

HNO;z no sistema da Figura 24

Relativamente aos experimentos envolvendo variagbes da concentragdo de
acido ascorbico, verificou-se que este parametro se mostrou bastante influente no
meétodo proposto. O aumento na concentragcdo em R; resultava no aumento dos
sinais analiticos. Verificou-se, entretanto que as concentracdes de 0,50 e 1,00 %
(m/v) resultaram em sinais analiticos de alturas similares. Tendo em vista a reducéo
do consumo de reagentes e a geragdo de residuos, a concentracao de 0,50 % (m/v)
foi selecionada. Valores maiores implicaram em freqiente oscilacdo na linha base e
maior dificuldade para a limpeza do percurso analitico. O efeito da concentracdo de
1,10-fenantrolina também se mostrou relevante para a implementacdo do método
(Figura 40). Quando a mesma era aumentada de 0,01 para 0,05 % (m/v) a
sensibilidade aumentava significativamente (ca 25 %). A concentracdo de 0,05 %

(m/v) 1,10-fenantrolina foi entdo selecionada como solucao de trabalho.
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Figura 40. Influéncia da concentracdo de 1,10-fenan trolina. A figura se refere a solucéo-

padrdo de Fe(lll) 5,0 mg L™ + 1,0.10“ mol L™ HNO; processada no sistema da Figura 24

Com relacao aos experimentos para a avaliagéo da influéncia da variagéo de pH
em R;, pode-se constatar que a formagdo do complexo colorido é influenciada pela
variacdo do mesmo (Figura 41), uma vez que este teve um melhor desenvolvimento

em condicao 4cida (pH ca 4,6).
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Figura 41. Influéncia da concentracdo hidrogenibnica no reagen te 1,10-fenantrolina. A
figura se refere & solucdo-padréo de Fe(lll) 5,0 mg L™ + 1,0.10” mol L™ HNO; processada

no sistema da Figura 24

A seletividade analitica foi investigada empregando-se solu¢des de aluminio,
calcio e potassio nas concentracdes que variaram entre 0,25 e 4,50; 5,00 e 20,0 e
5,00 e 40,0 mg L respectivamente.

Observou-se que as concentragcbes de calcio e potassio interferem
positivamente a partir de 10,0 mg L* e 5,00 mg L™, e que a concentracdo de
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aluminio interfere negativamente a partir de 0,50 mg L™. Com o intuito de se
minimizar o efeito interferente causado por estas espécies, solucbes de EDTA e
tetrafenilborato de sodio foram utilizadas. As concentracdes de 2,00 % (m/v) EDTA e
1,50 % (m/v) tetrafenilborato de sodio foram suficientes para suprimir o efeito
interferente de calcio e potassio nas amostras. Visto que as espécies interferentes
tiveram seu efeito minimizado, as amostras de mostos e melagos foram processadas
e as principais caracteristicas analiticas foram avaliadas. Os resultados encontram-
se na Tabela 20, a qual fornece também as estimativas de desvios-padrdo dos

resultados baseadas em trés repeticoes.

Tabela 20. Resultados obtidos na determinacéo de fe rro. Os dados, em mg L™ para
mostos e melacos, sdo valores estimados para as médias e o0s desvios-padrao dos

resultados obtidos em triplicata com o sistema proposto (Figura 24)

Amostra Mosto Mosto Melago Melago
SIFA ICP-OES SIFA ICP-OES
(mg L™ (mg L™ (mg L™ (mg L™

1 547,5+0,01 547,9 +0,01 461,0 £0,02 462,2 £0,01

2 556,5 + 0,02 558,4 £ 0,03 453,5 0,04 454,1 £ 0,02

3 638,2 + 0,03 638,5 + 0,02 537,5 £ 0,05 540,2 + 0,01

4 578,4 + 0,01 580,1 £ 0,03 523,8 £ 0,04 524,1 + 0,01

5 645,2 + 0,02 645,8 +0,01 546,2 +0,01 546,7 + 0,03

Estimou-se a sensibilidade analitica do método proposto. Para tanto, uma curva

analitica foi obtida, sendo esta representada como:

y = 0,0126x + 0,0022
onde: y = altura de pico expressa em absorbancia, x = concentracdo de fosforo
(m/v) em mostos e melacos, r = 0,9975, n = 3 até 10,0 mg L™ de ferro.

O limite de quantificacdo do método proposto foi estimado em 2,50 mg L™ e a

frequéncia analitica foi de 140 determinacdes por hora.
5.4.3. Determinacéo de fosfato (P-PO )
A avaliacdo do sistema SIFA na determinacdo de P-PO, teve inicio com a

arquitetura do sistema que possibilitasse a formacdo de uma Unica interface entre

amostra e reagente (Figura 24).
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Diferentes estratégias de amostragem foram avaliadas, tais como amostragem
binaria, zonas coalescentes e volume Unico, sempre objetivando compromisso com
sensibilidade analitica, boas condicbes de mistura e repetibilidade analitica. Assim, a
estratégia de zonas coalescentes resultou em sinais analiticos de maior magnitude e
boa repetibilidade. Nesta estratégia, 20 pulsos de amostra e R; eram inseridos
simultaneamente, resultando em uma porcdo de zona de amostra, a qual era
encaminhada em direcdo a R, para formacao da interface Unica. Este parametro foi
avaliado variando-se de 10 a 30 pulsos de A + Ry, resultando em zonas de amostra
de 60 a 180 pL. Nao foram observados sinais analiticos com a insercao de 10 pulsos
de A + Rj, entretanto, melhoria em sensibilidade analitica (12,3 %) foi notada pela
insercdo de 20 pulsos. Valores maiores resultaram em sinais analiticos de mesma
magnitude (ca 1,34 %). Para a limpeza do percurso analitico, foram variados os
nameros de pulsos entre 20 e 40 (120 uL e 240 pL), ficando selecionado o valor de
30 pulsos para esta etapa. A vazao total do sistema foi avaliada e, para tanto, a
freqiiéncia de pulsacao foi variada entre 0.15 e 0.5 s (4,0 e 2,5 mL min™) (Figura 42).
Como a segunda etapa reacional é relativamente lenta, ficou selecionada a vazao de
2,5 mL min™ (0.5 s).
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Figura 42. Influéncia da vazado na determinacdo de P -PO,. A figura se refere a solucéo
20,0 mg L-1 P-PO, + 0,01 mol L-1 HNO; processada no sistema da Figura 24

Quanto ao comprimento do reator na primeira etapa reacional, ndo foram
verificadas diferencas significativas nos sinais analiticos para valores investigados,
ficando selecionado e fixado o reator de 25 cm para os estudos posteriores.

Reatores maiores ndo resultaram em alteragfes na magnitude dos sinais analiticos,
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ficando selecionado o reator de 25 cm. Com relacdo a segunda etapa reacional,
reatores maiores que 40 cm promoviam aumento dos sinais analiticos em ca 15 %
(Figura 43). De fato, a reacdo de formacédo do azul de molibdénio € relativamente
lenta, o que explica o fato de comprimentos maiores serem requeridos. Cabe
ressaltar que reatores maiores que 50 cm deterioram muito a freqiiéncia analitica.

Ficou selecionado o reator de 40 cm para a consecucao da metodologia proposta.

Al10 r

L

cm

Figura 43. Influéncia do comprimento do reator na r eacdo de formacdo de azul de
molibdénio. A Figura se refere & insercéo de 18 pulsos de solu¢do-padréo 20,0 mg L™ P-

PO, + 0,01 mol LYHNO; processada no sistema da Figura 24

Quanto a influéncia da concentragdo de HNO3; em R;, este parametro se
mostrou ser importante para o desenvolvimento reacional. Na medida em que se
aumentava a concentracdo, a sensibilidade analitica era melhorada e os sinais
analiticos se tornavam mais repetitivos (Figura 44). A concentracéo 1,0 mol L™ HNO3

foi escolhida para os demais estudos.



126

A10 r
0.7 F a
S ¥
04 F
0,1 1 1 1 ]
0,0 0,4 0,8 1,2 16
mol/L

Figura 44. Influéncia da concentracdo hidrogeniodnic a na determinacdo de P-PO 4. A
Figura se refere & insercdo de 18 pulsos de solugdo-padrdo 20,0 mg L' P-PO4+ 0,01 mol L™

HNO; processada no sistema da Figura 24

Com relacdo ao efeito da variagdo da concentracdo em Rj, foi verificada uma
variacao significativa na magnitude dos sinais analiticos (ca 35 %) quando a mesma
era aumentada de 0,25 a 0,50 % (m/v). Para valores de concentragdo maiores que
0,50 % (m/v), ndo foram observadas variagdes significativas em sensibilidade.
Verificou-se que a concentracdo em R, € um parametro de extrema importancia no
desenvolvimento reacional (Figura 45). Melhor sensibilidade analitica foi observada
a medida que a concentracdo do agente redutor era aumentada de 0,25 e 1,00 %
(m/v). No entanto, o efeito Schlieren foi observado causando entdo alteragbes no
perfil dos sinais analiticos quando a concentracdo 1,00 % (m/v) era utilizada. Isso se
deve provavelmente, ao fato do acido ascérbico aderir as paredes dos tubos e
conectores do sistema. A concentracdo de 0,50 % (m/v) foi escolhida como
concentracéo de trabalho.
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Figura 45. Influéncia da concentracao de acido ascé  rbico. A figura se refere & solucéo-

padrdo 20,0 mg L™ P-PO, + 1,0 mol L™ HNO; processada no sistema da Figura 24

Relativamente a seletividade analitica, os elementos cobre e ferro foram
avaliados como as principais espécies quimicas interferentes em potencial. Como a
concentracdo de cobre nas amostras de mostos e melacos é inferior a 0,5 mg L™,
concentracdo na qual este elemento comeca a interferir na determinacao de fosfato
(DIAS, 2006), ndo houve a necessidade da utilizacdo de agente mascarante.
Avaliou-se 0 emprego de 0,50 % (m/v) de oxalato de potassio como agente
mascarante para o ferro, sendo adicionado a solucdo de molibdato de aménio (Ry).
Verificou-se que a solugdo oxalato de potassio 0,50 % (m/v) foi suficiente para inibir
a interferéncia de ferro presente nas amostras.

ApoOs o0 estudo da seletividade analitica e selecdo do agente mascarante,
estimou-se a sensibilidade analitica do método proposto. Para tanto, uma curva

analitica foi obtida, sendo esta representada como:

y = 0,0125x + 0,1436
onde: y = altura de pico expressa em absorbancia, x = concentracao de fosforo (mg
L) em mostos e melacos, r = 0,9987, n = 3 até 60,0 mg L™ de P-PO..

O limite de quantificacdo do método proposto foi estimado em 25,0 mg L™ e a
frequéncia analitica foi de 90 determinag8es por hora.

Os resultados referentes as amostras processadas encontram-se na Tabela 21,
a qual fornece as estimativas de desvios-padrao dos resultados baseadas em trés

repeticdes.



Tabela 21. Resultados obtidos na determinacdo de P-

128

PO,. Os dados, em mg L™ para

mostos e melagos, sdo valores estimados para as médias e os desvios-padrdo dos

resultados obtidos em triplicata com o sistema proposto (Figura 24)

Amostra Mosto Mosto Melago Melaco
SIFA ICP-OES SIFA ICP-OES
(mg L™ (mgL™) (mgL™) (mg L™

1 64,28 + 0,06 65,40 £ 0,01 71,64 +0,01 73,20 +0,02

2 35,30 +0,04 35,72 £0,02 80,71 + 0,05 81,22 +0,01

3 82,30 £ 0,02 81,50 + 0,03 37,21 +0,01 37,79 £0,01

4 63,56 + 0,03 64,21 + 0,03 47,20 £0,03 47,34 £0,02

5 64,56 + 0,04 64,92 + 0,04 46,38 £ 0,04 46,42 + 0,03
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6. CONCLUSOES

A associacdo da estratégia de calibracdo multivariada aos sistemas de analise
em fluxo para determinacdo de analitos que apresentam comportamento cinético
similar na mesma amostra foi demonstrada. As vantagens e limitagfes da estratégia
de associacao foram avaliadas e boas figuras de mérito foram obtidas permitindo-se
concluir que o método é recomendavel a analises quimicas rotineiras.

Embora a otimizacdo multivariada tivesse sido inicialmente objetivada, a
avaliacdo dos resultados demonstrou ndo haver interacdo significativa entre as
principais variavies envolvidas. Por outro lado, os resultados apresentados pela
otimizacdo univariada se mostraram mais adequados para as determinacdes
simultaneas. Cabe ressaltar que as variaveis mais significativas foram o volume de
amostra e a concentracdo hidrogenidnica, através das quais foram constatados
valores previstos pelo modelo préximo dos reais.

Uma das desvantagens foi a necessidade do preparo de um grande numero de
amostras para a constru¢cdo do modelo matematico. Finalmente deve-se ressaltar
gue o método proposto se constitui em importante alternativa para analise de
mistura de acucares e glicerol.

Relativamente as determinagbes de ART e etanol, os procedimentos
automatizados se mostraram viaveis. As caracteristicas do fluxo pulsado referentes
a transferéncia de calor e difusdo gasosa foram demonstradas. Os procedimentos
propostos apresentaram as figuras de mérito superiores aqueles envolvendo fluxo
laminar e suas potencialidades e limitacdes foram ressaltadas. Deve ainda ser
mencionado que um dos principais atrativos do método proposto para a
determinacdo espectrofotométrica de etanol é a boa seletividade. Assim, os
sistemas MPFS desenvolvidos para a determinagcéo espectrofotométrica de ART e
etanol se mostraram eficazes e podem ser recomendados a andlises rotineiras na
indUstria sucro-alcooleira.

Dentre os parametros estudados, a temperatura foi o mais importante para
comprovar esses sistemas sdo eficientes com relacdo a impulsdo de fluidos em
procedimentos que envolvem aquecimento. O emprego de fluxos pulsados
desempenha um papel mais relevante em aquecimento de bobinas de reacéao,
relativamente a fluxos laminares. Esse fato se deve a transferéncia de calor entre os

elementos de fluido e o superior transporte radial de massas foram constatados.
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Além de facilidade de implementacdo e operacao, robustez e versatilidade, foi
possivel reduzir os volumes de reagentes e de amostras (menos efluentes gerados),
resultando em menor custo por determinacao.

O sistema SIFA desenvolvido para a determinacdo espectrofotométrica de
aluminio, ferro e P-PO, se mostrou eficaz apresentando robustez e flexibilidade,
além de proporcionar a expansao de aplicabilidade analitica. A utilizacdo de bombas
solendide como médulo de impulsdo resultou em boa repetibilidade dos sinais
analiticos.

O desenvolvimento de um modulo de analises simples sem a necessidade de
reconfiguracdo permitiu condicionar diferentes estratégias adequadas a
determinacdo de cada analito confirmando a viabilidade do sistema polimodal para
determinacdes simultaneas.

A baixa dispersédo da zona de amostra e a simplicidade na etapa de otimizacéo
em fungdo da ndo necessidade da avaliagdo de volumes evidenciaram as
caracteristicas inerentes aos sistemas SIFA.

E importante destacar que o uso de bombas solendide como unidades
propulsoras de fluidos resulta em métodos com boas caracteristicas analiticas e
figuras de mérito, tais como, versatilidade, sensibilidade analitica e baixo consumo
de reagentes. Isso se deve as melhores condigcbes de mistura devido ao superior
transporte radial dos elementos de fluido, comparativamente aos sistemas com fluxo
laminar. Entretanto, algumas limitacdes referentes ao tempo de uso e volumes de
pulsos provocam aquecimento das mesmas, prejudicando a precisdo e exatidao
volumétrica, em funcdo destas exigirem uma corrente elétrica mais intensa.

Estudos posteriores focalizando outros aspectos sdo recomendados.



131

REFERENCIAS

AGUERSSIF, N.; BENAMOR, M.; KACHBI, M.; DRAA, M.T. Simultaneous
determination of Fe(lll) and Al(lll) by first-derivative spectrophotometry and partial
least-squares (PLS-2) method - Application to post-haemodialysis fluids. Journal of
Trace Elements in Medicine and Biology, Jena, v.22, p.175-182, 2008.

AJANDOUZ, E.H.; TCHIAKPE, L.S.; ORE, F.D.; PUIGSERVER, A. Effects of pH on
Caramelization and Maillard Reaction Kinetics in Fructose-Lysine Model Systems.
Food and Chemical Toxicology, Amsterdam, v.66, p.926-931, 2001.

ALBERTUS, F.; CLADERA, A.; BECERRA, E.; CERDA, V. A robust multi-syringe
system for process flow analysis - Part 3. Time based injection applied to the
spectrophotometric determination of nickel(ll) and iron speciation. The Analyst,
Cambridge, v.126, p.903-910, 2001.

ALBERTUS, F.; HORSTKOTTE, B.; CLADERA, A.; CERDA, V. A robust multisyringe
system for process flow analysis. Part I. On-line dilution and single point titration of
protolytes. The Analyst, Cambridge, v.124, p.1373-1381, 1999.

ALMEIDA, M.1.G.S.; SEGUNDO, M.A.; LIMA, J.L.F.C.; RANGEL, A.0.S.S. Multi-
syringe flow injection system for the determination of available phosphorus in soil
samples. International Journal of Environmental Analytical C hemistry,
Abingdon, v.85, p.51-62, 2005.

ALVES, E.R.; FERES, M.A.; ZAGATTO, E.A.G.; LIMA, J.L.F.C. Exploiting pulsed
flows for heating improvement: application to determination of total reducing sugars
in molasses and sugar-cane juices. Current Analytical Chemistry,  Dordrecht, v.5,
p.65-69, 2009.

ALVES, E.R.; FORTES, P.R.; BORGES, E.P,, ZAGATTO, E.AG.
Spectrophotometric flow-injection determination of total reducing sugars exploiting
their alkaline degradation. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.564, p.231-235,
2006.

AMERINE, M.A.; OUGH, C.S. Methods for Analysis of Musts and Wines. Nova
lorque: Wiley, 1980. 341p.

ANDREWS, L.S.; GODSHALL, M.A.; MOORE, S., Sucrose degradation under model
processing conditions, Food and Chemical Toxicology, = Amsterdam, v.67, p.1621-
1624, 2002.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official methods of
analysis . Method 945.09. Arlington: AOAC International, 1995. cap. 27, p.4-5.

ARANHA, D.A.D. Efeitos do aluminio sobre a fermentacao alcodlica. 2002. 86 f.
Tese (Mestrado em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos) — Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de Sao Paulo, 2002.



132

ARAUJO, A.N.; LIMA, J.L.F.C.; RANGEL, A.0.S.S.; SEGUNDO, M.A. Sequential
injection system for the spectrophotometric determination of reducing sugars in
wines. Talanta, Amsterdam, v.52, p.59-66, 2000.

BAISIER, W.M.; LABUZA, T.P. Maillard browning kinetics in a liquid model system,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, California, v.40, p.707-713, 1992.

BAKER, J.P.; SCHOFIELD, C.L. Aluminum toxicity to fish in acidic waters. Water Air
Soil Pollut , Dordrecht, v.18, p.289-309, 1982.

BASSO, L.C. Efeitos do aluminio no crescimento do fermento . In: REUNIAO
ANUAL FERMENTEC, 1990, Piracicaba: FEALQ/ESALQ/USP, 1990.

BASSO, L.C. Efeitos tdxicos do aluminio na fermentacdo alcodlic a. In:
REUNIAO BRASILEIRA DE FISIOLOGIA VEGETAL, 2., 1989, Piracicaba. Anais.
Piracicaba: SBFV/ESALQ, 1989.P.243.

BASSO, L.C.; ALVES, D.M.G.; AMORIM, H.V. Processos de producéo de alcool:
controle e monitoramento . 2. ed. Piracicaba: FERMENTEC/FEALQ/ESALQ, 1996.
103p.

BASSO, L.C.; AMORIM, H.V. Toxic action of aluminum toward yeast fermentation. In:
Euroconference, 1997, Sesimbra.

BELITZ, H.D.; GROSCH, W. Food Chemistry, Berlin: Springer-Verlag, 1986.774p.

BERGAMIN FILHO, H.; ZAGATTO, E.A.G.; KRUG, F.J.; REIS, B.F. Merging zones in
flow injection analysis.1. Double proportional injector and reagent consumption.
Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.101, p.17-23, 1978b.

BIANCHI, F.; CARERI, M.; MAFFINI, M.; MANGIA, A.; MUCCHINO, C. Use of
experimental design for optimisation of the cold plasma ICP-MS determination of
lithium, aluminum and iron in soft drinks and alcoholic beverages. Rapid
Communications in Mass Spectrometry,  London, v.17, p.251-256, 2003.

BLUMER, S.A.G. Enriquecimento com ferro em levedura Saccharomyces
cerevisiae. 2002. 53 f. Tese (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de S&o Paulo, 2002.

BORGES, S.S.; FRIZZARIN, R.M.; REIS, B.F. An automatic flow injection analysis
procedure for photometric determination of ethanol in red wine without using a
chromogenic reagent. Analytical and Bioanalytical Chemistry, Heidelberg, v.385,
p.197-202, 2006.

BRANDS, C.M.J.; BOEKEL, M.A.J.S. Reactions of monosaccharides during heating
of sugar-casein systems: building of a reaction network model, Journal of
Agricultural and Food Chemistry, = Amsterdam, v.49, p.4667-4675, 2001.



133

BRERETON, R.G. Introduction to a multivariate calibration in analytical chemistry.
Analyst , Cambridge, v.125, p.2125-2154, 2000.

BRUIJN, J.M.; KIEBOOM, A.P.G.; BEKKUM, H. Reactions of monosacharides in
aqueous alkaline solutions, Sugar Technology Reviews , Amsterdam, v.13, p.21-52,
1986.

BRYCE, D.W.; IZQUIERDO, A.; LUQUE DE CASTRO, M.D. Continuous microwave
assisted pervaporation/atomic fluorescence detection: na approach for speciation in
solid samples. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.324, p.69-75, 1996.

CAL, L.; XU, C. Simultaneous determination of trace iron and aluminum by catalytic
spectrophotometry based on a novel oxidation reaction of xylene cyanol FF.
Analytical Sciences, Tokyo, v.24, p.775-778, 2008.

CARLSSON, K.; JACOBSEN, H.S.; JENSEN, A.L.; STENSTROM, T.; KARLBERG,
B. Micro-continuous flow system for wet chemical analysis. Analytica Chimica Acta,
Amsterdam, v.354, p.35-42, 1997.

CARNEIRO, J.M.T.; DIAS, A.C.B.; ZAGATTO, E.A.G.; SANTOS, J.L.M.; LIMA,
J.L.F.C. An improved sampling approach in multi-pumping flow systems applied to
the spectrophotometric determination of glucose and fructose in syrups. Analytica
Chimica Acta, Amsterdam, v.531, p.279-284, 2005.

CARNEIRO, J.M.T.; ZAGATTO, E.A.G.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C.
Spectrophotometric determination of phytic acid in plant extracts using a multi-
pumping flow system. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.474, p.161-166, 2002.

CERDA, V.; CERDA, A.; CLADERA, A.; OMS, M.T.; MAS, F.; GOMEZ, E.; BAUZA,
F.; MIRO, M.; FORTEZA, R.; ESTELA, J.M. Monitoring of environmental parameters
by sequential injection analysis. Trends in Analytical Chemistry, London, v.20,
p.407-418, 2001.

CERDA, V.; ESTELA, J.M.; FORTEZA, R.; CLADERA, A.; BECERRA, E.; ALTIMIRA,
P.; SITJAR, P. Flow techniques in water analysis, Talanta, Amsterdam, v.50, p.695-
705, 1999.

CHO, S.W.; JOSHI, J.G. Inactivation of bakers—yeast glucose-6-phosphate-
dehydrogenase by aluminum. Biochemistry , Washington, v.28, p.3613-3618, 1989.

CHOENGCHAN, N.; MANTIMA, T.; WILAIRAT, P.; DASGUPTA, P.K.; MOTOMIZU,
S.; NACAPRICHA, D. A membraneless gas diffusion unit: Design and its application
to determination of ethanol in liquors by spectrophotometric flow injection. Analytica
Chimica Acta, Amsterdam, v.579, p.33-37, 2006.

COCA, M.; GARCIA, M.T.; GONZALEZ, G.; PENA, M.; GARCIA, J.A. Study of
coloured components formed in sugar beet processing, Food Chemistry,
Amsterdam, v.86, p.421-433, 2004.



134

CORREIA, P.R.M.; FERREIRA, M.M.C. Reconhecimento de padrbes por métodos
ndo supervisionados: Explorando procedimentos quimiométricos para tratamento de
dados analiticos. Quimica Nova , Sao Paulo, v.30, p.481-487, 2007.

COSCIONE, A.R.; ANDRADE, J.C.; POPPI, R.J. PLS regression using real sample
calibration for aluminum and iron determination in plant extracts. The Analyst,
Cambridge, v.127, p.135-139, 2002.

DIAS, A.C.B.; CARNEIRO, J.M.T.; GRASSI, V.; ZAGATTO, E.A.G. High-sensitivity
methods for sequential injection determination of the main constituents of alloys.
Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.514, p.253-257, 2004.

DIAS, A.C.B.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C.; QUINTELLA, C.M.; LIMA, AM.V;
ZAGATTO, E.A.G. A critical comparison of analytical flow systems exploiting
streamlined and pulsed flows. Analytical and Bioanalytical Chemistry, Heidelberg,
v.388, p.1303-1310, 2007.

DIAS, A.C.B.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C.; ZAGATTO, E.A.G. Multi-pumping
flow system for spectrophotometric determination of bromhexine. Analytica Chimica
Acta, Amsterdam, v.499, p.107-113, 2003.

DICKMAN, S.R.; BRAY, R.H. Colorimetric determination of phosphate. Analytical
Chemistry, Washington, v.15, p.665-668, 1940.

DYKE, S.F. The chemistry of natural products, Interscience Pub., Nova lorque,
1960. v.5, 232p.

FERES, M.A.; FORTES, P.R.; ZAGATTO, E.A.G.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C.
Multi-commutation in flow analysis: Recent developments and applications.
Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.618, p.1-17, 2008.

FERNANDES, R.N.; REIS, B.F. Flow system exploiting multicommutation to increase
sample residence time for improved sensitivity. Simultaneous determination of
ammonium and ortho-phosphate in natural water. Talanta, Amsterdam, v.58, p.729-
737, 2002.

FERREIRA, M.M.C.; ANTUNES, A.M.; MELGO, M.S.; VOLPE, P.L.O. Quimiometria
I: calibracdo multivariada, um tutorial. Quimica Nova, S&o Paulo, v.22, p.724-731,
1999.

FORTES, P.R.; FERES, M.A.; SASAKI, M.K.; ALVES, E.R.; ZAGATTO, E.AG,;
PRIOR, J.AV.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C. Evidences of turbulent mixing in
multi-pumping flow systems. Talanta, Amsterdam, v.79, p.978-983, 2009.

FORTES, P.R.; FERES, M.A.; ZAGATTO, E.A.G. An expert flow system involving in-
line prior assay for turbidimetric determination of chloride and sulphate in natural
waters. Talanta, Amsterdam, v.77, p.571-575, 2008.



135

FORTES, P.R.; MENESES, S.R.P.; ZAGATTO, E.A.G. A novel flow-based strategy
for implementing differential kinetic analysis. Analytica Chimica Acta, Amsterdam,
v.572, p.316-320, 2006.

GEORGIOU, C.A.; KOUPPARIS, M.A. Construction and evaluation of an automated
flow injection-stopped flow analyzer for multipoint reaction rate spectrophotometric
methods. Determination of ammonia nitrogen, creatinine and phosphate. Journal of
Automatic Chemistry, New York, vol.13, p.199-207, 1991.

GHAVAMI, R.; NAJAFIA, A, HEMMATEENEJAD, B. Chemometrics-assisted
spectrophotometric methods for simultaneous determination and complexation study
of Fe(lll), Al(ll) and V(V) with morin in micellar media. Spectrochimica Acta Part A,
Oxford, v.70, p.824-834, 2008.

GOMEZ, E.; TOMAS, C.; CLADERA, A.; ESTELA, J.M.; CERDA, V. Multicomponent
techniques in sequential injection. The Analyst, Cambridge, v.20, p.1181-1188,
1995.

GRASSI, V.; DIAS, A.C.B.; ZAGATTO, E.A.G. Flow systems exploiting in-line prior
assays. Talanta, Amsterdam, v.64, p.1114-1118, 2004.

HERNANDEZ-MENDEZ, J.; MATEOS, A.A.; PARRA, M.J.A.; GARCIA-MARIA, C.
Spectrophotometric flow-injection determination of ascorbic acid by generation of
triiodide. Analytica Chimica Acta , Amsterdam, v.184, p.243-250, 1986.

HONIG, P. Principios de tecnologia azucarera . México: Continental, 1969. 3v.

HORSTKOTTE, B.; ELSHOLZ, O.; CERDA, V. Review on automation using
multisyringe flow injection analysis. Journal of Flow Injection Analysis, Tokyo,
v.22, p.00-109, 2005.

HOWELER, R.H. Identifying plants adaptable to low pH conditions. In: WRIGHT,
R.J.; BALIGAR, V.C.; MURRMANN, R.P. (Ed.). Plant-solil interactions at low pH
Dordrecht: Kluwer Academic, 1991.p.885-904.

ICARDO, M.C.; MATEO, J.V.G.; CALATAYUD, J.M. Multicommutation as a powerful
new analytical tool. Trends in Analytical Chemistry, London, v.21, p.366-378,
2002.

INFANTE, C.M.C.; MORALES-RUBIO, A.; de LA GUARDIA, M.; ROCHA, F.R.P. A
multicommuted flow system with solenoid micro-pumps for paraquat determination in
natural waters. Talanta, Amsterdam, v.75, p.1376-1381, 2008.

INSTITUTE OF ALCOHOL STUDIES. World Drink Trends 2005. London: WARC,
2005. 184p.

JONES, R.P.; GREENFIELD, P.F. A review of yeast ionic nutrition. Part I: Growth
and fermentation. Process Biochemistry, Barking, v.19, p.48-60, 1984.



136

JORGENSEN, A.; HANSEN, A.; LUND, A.; MITCHELL, C.A. Micro-organisms and
fermentation . 6. ed. London, C. Griffin and Co., 1939. 416p.

KOCHIAN, L.V. Cellular mechanisms of aluminum and resistance in plants. Annual
Review Plant Physiology, Stanford, v.46, p.237-260, 1995.

KORENAGA, T.; ZHOU, X.; MORIWAKE, T.; MURAKI, H.; NAITO, T.; SANUKI, S.
Computer-controlled micropump suitable for precise microliter delivery and complete
in-line mizing. Analytical Chemistry, Washington, v.66, p.73-78, 1994.

KRONKA, E.A.M.; REIS, B.F.; KORN, M.; BERGAMIN FILHO, H. Multicommutation
in flow analysis. Part 5: binary sampling for sequential spectrophotometric
determination of ammonium and phosphate in plant digests. Analytica Chimica
Acta, Amsterdam, v.334, p.287-293, 1996.

KRUG, F.J. Métodos de Preparo de Amostras. 1. ed. Piracicaba, 2008. 340p.

KRUG, F.J.; BERGAMIN FILHO, H.; ZAGATTO, E.A.G. Commutation in flow
injection analysis. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.179, p.103-118, 1986.

KRUG, F.J.; REIS, B.F.; GINE, M.F.; ZAGATTO, E.A.G.; FERREIRA, JR;
JACINTHO, A.O. Zone trapping in flow-injection analysis. Spectrophotometric
determination of low levels of ammonium ion in natural waters. Analytica Chimica
Acta, Amsterdam, v.151, p.39-48, 1983.

LAKINS, N.E.; WILLIAMS, G.D.; YI, H. SMOTHERS, B.A. Apparent per capita
alcohol consumption:  national, state, and regional trends, 1977-2002. Bethesda:
National Institute of Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA), 2004. (Surveillance
Report, 66).

LANE, J.H.; EYNON, L. Determination of reducing sugars by Fehling’s solut ion
with methylene blue indicator . London: N.Rodger, 1934. 8p.

LAPA, R.A.S,; LIMA, J.L.F.C.; REIS, B.F.; SANTOS, J.L.M.; ZAGATTO, E.A.G. Multi-
pumping in flow analysis: concepts, instrumentation, potentialities. Analytica
Chimica Acta, Amsterdam, v.466, p.125-132, 2002.

LAVORANTE, A.F. Desenvolvimento de instrumentacdo e procedimentos
analiticos automaticos para a determinacdo espectro  fotométrica de
tensoativos em aguas. 2006. 171f. Tese (Doutorado em Ciéncias-Quimica na
Agricultura e no Ambiente - Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP),
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2006.

LAVORANTE, A.F.; PIRES, C.K.; MORALES-RUBIO, A.; de la GUARDIA, M.; REIS,
B.F. A spectrophotometric flow procedure for the determination of cationic
surfactants in natural waters using a solenoid micro-pump for fluid propulsion.
Analytical and Bioanalytical Chemistry, Heidelberg, v.381, p.1305-1309, 2005.



137

LEDERKREMER, R.M.; VARELA, O. Hidratos de carbono , Programa Regional de
Desarrollo cientifico y Tecnoldgico. Washington, DC: OEA, 1998. 144p. (Monografia
OEA, 32).

LIMA, J.L.F.C.; SA, S.M.O.; SANTOS, J.L.M.; ZAGATTO, E.A.G. Multi-pumping flow
system for the spectrophotometric determination of dipyrone in pharmaceutical
preparations. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Oxford, v.32,
p.1011-1017, 2003.

LIMA, J.L.F.C.; SANTOS, J.L.M.,; DIAS, A.C.B.; RIBEIRO, M.F.T.; ZAGATTO, E.A.G.
Multi-pumping flow systems: an automation tool. Talanta, Amsterdam, v.64, p.1091-
1098, 2004.

LINDGREN, F.; GELADI, P.; WOLD, S. Kernel-based PLS regression; Cross
validation and applications to spectral data. Journal of Chemometrics , Chichester,
v.8, p.377-389, 1994.

LOBINSKI, R., MARCZENKO, Z. Recent advances in ultraviolet-visible
spectrophotometry. Critical Reviews in Analytical Chemistry, Boca Raton, v.23,
p.55-111, 1992.

LOCATELLI, C. Simultaneous determination of aluminum and iron in high salt
content matrices by adsorptive stripping voltammetry. application to dialysis fluids.
Electroanalysis, New York, v.15, p.1397-1402, 2003.

LOPES, C.M.P.V.; ALMEIDA, A.A.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C. Automatic flow
system for the sequential determination of copper in serum and urine by flame atomic
absorption spectrometry. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.555, p.370-376,
2006.

LUCA, G.C.; REIS, B.F. Simultaneous photometric determination of albumin and total
protein in animal blood plasma employing a multicommutated flow system to carried
out on line dilution and reagents solutions handling. Spectrochimica Acta Part A —
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, Oxford, v.60, p.579-583, 2004.

LVOVA, L.; PAOLESSE, R.; NATALE, C.D.; D’'AMICO, A. Detection of alcohols in
beverages: An application of porphyrin-based electronic tongue. Sensors and
Actuators B , Lausanne, v.118, p.439-447, 2006.

MAHADEVAIAH, M.S.; YOGENDRA, K.; MANSOUR, S.A.G.; SURESHA, M.S;
SATHISH, M.A.; NAGENDRAPPA, G. A Simple spectrophotometric determination of
phosphate in sugarcane juices, water and detergent samples. E-Journal of
Chemistry, Tamil Nadu, India, v.4, p.467-473, 2007.



138

MANERA, M.; MIRO, M.; RIBEIRO, M.F.T.; ESTELA, J.M.; CERDA, V.; SANTOS,
J.L.M.; LIMA, J.L.F.C. Rapid chemiluminometric determination of gabapentin in
pharmaceutical formulations exploiting pulsed-flow analysis. Luminescence,
Canada, v.24, p.10-14, 20009.

MARCZENKO, Z. Spectrophotometric determination of elements. John Wiley &
Sons, 1976. 620p.

MARQUES, K.L.; PIRES, C.K.; SANTOS, J.L.M.; ZAGATTO, E.A.G.; LIMA, J.L.F.C.
A multi-pumping flow system for chemiluminescent determination of ammonium in
natural waters. International Journal of Environmental Analytical C hemistry,
Abingdon, vol.87, p.77-85, 2007.

MARQUES, K.L.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C. A catalytic multi-pumping flow
system for the chemiluminometric determination of metformin. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, Heidelberg, v.382, p.452-457, 2005.

MARQUES, K.L.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C. Application of pulsed flow analysis
for chemiluminescent screening of fluoxetine counterfeit pharmaceuticals. Analytical
Letters, New York, v.40, p.2241-2251, 2007.

MARQUES, K.L.; SANTOS, J.L.M.; LOPES, J.A.; LIMA, J.L.F.C. Simultaneous
chemiluminometric determination of levodopa and benserazide in a multi-pumping
flow system with multivariate calibration. Analytical Sciences, Tokyo, v.24, p.985-
991, 2008.

MARTENS, H.; NAES, T. Multivariate calibration . Chichester: John Wiley, 1989.

MAS, F.; ESTELA, J.M.; CERDA, V. Simultaneous spectrophotometric determination
of silicate and phosphate by flow injection analysis. International Journal
Environmental Analytical Chemistry,  London, v.43, p.71-78, 1991.

MASSART, D.L.. VANDEGINSTE, B.G.M.: DEMING, S.N.; MICHOTE, Y.
KAUFMAN, L. Chemometrics: a textbook. Amsterdam: Elsevier, 1988.

MAS-TORRES, F.; MUNOZ, A.; ESTELA, JM.; CERDA, V. Simultaneous
spectrophotometric determination of phosphate and silicate by a stopped-flow
sequential injection method. International Journal Environmental, London, v.77,
p.185-202, 2000.

MATTOS, IL.; SARTINI, R.P.; ZAGATTO, E.A.G.; REIS, B.F. Spectrophotometric
flow injection determination of ethanol in distilled spirits and wines involving
permeation through a silicon tubular membrane. Analytical Sciences, Tokyo, v.14,
p.299-313, 1988.

MEADE, G.P.; CHEN, J.C.P. Cane sugar handbook : A manual for cane sugar
manufacturers and their chemists. 10.ed. New York: John Wiley, 1977. 947p.



139

MENESES, S.R.P.; MARQUES, K.L.; PIRES, C.K.; SANTOS, J.L.M.; FERNANDES,
E.; LIMA, J.L.F.C.; ZAGATTO, E.A.G. Evaluation of the total antioxidant capacity by
using a multipumping flow system with chemiluminescent detection. Analytical

Biochemistry, Amsterdam, v.345, p.90-95, 2005.

MINAMI, H.; YADA, M.; YOSHIDA, T.; ZHANG, Q.; INOUE, S.; ATSUYA, I
Simultaneous direct determination of aluminum, calcium and iron silicon carbide and
silicon nitride powders by slurry-sampling graphite furnace AAS. Analytical
Sciences, Tokyo, v.20, p.455-459, 2004.

MIRO, M.; CERDA, V.; ESTELA, J.M. Multisyringe flow injection analysis:
Characterization and applications. Trends in Analytical Chemistry, = London, v.21,
p.199-210, 2002.

MIYAZAWA, M.; PAVAN, M.A.; CHIERICE, G.O. Determinacdo simultanea de
aluminio por potenciometria e ferro por espectrofotometria em sistema FIA. Quimica
Nova, Séo Paulo, v.15, p.193-198, 1992.

MORGANO, M.A. Aplicacdo de métodos quimiométricos em analise de
alimentos. 2005. 110f. Tese (Doutorado em Quimica Analitica — Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, 2005.

MOTOMIZU, S.; LI, Z.H. Trace and ultratrace analysis methods for the determination
of phosphorus by flow-injection techniques, Talanta, Amsterdam, v.66, p.332-340,
2005.

MOTOMIZU, S.; OSHIMA, M.; MA, L. On-site Analysis for phosphorus and nitrogen
in environmental water samples by flow-injection spectrophotometric method.
Analytical Sciences, Tokyo, v.13, p.401-404, 1997.

MURPHY, J.; RILEY, J.P. A modified single solution method for the determination of
phosphate in natural waters. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.27, p.31-36,
1962.

NAGAOSA, Y.; SAKATA, K. Salting-out extraction technique for pretreatment in the
liquid chromatographic determination of copper(ll), aluminum(lll), iron(lll) and
manganese(ll) in biological samples. Talanta, Amsterdam, v.46, p.647—654, 1998.

NASCIMENTO, P.C.; FABRO, L.D.; BOHRER, D.; CARVALHO, L.M.; ROSA, M.B;
NOREMBERG, S.M. Al(lll) and Fe(lll) balance in hemodialysis treatment assessed
via fluid analysis by adsorptive stripping voltammetry and UV sample digestion.
Electroanalysis, New York, v.20, p.1078-1084, 2008.

NASCIMENTO, P.C.; JOST, C.L.; GUTERRES, M.V.; FABRO, L.D.; CARVALHO,
L.M.; BOHRER, D. Simultaneous determination of Al(lll) and Fe(lll) in post-
hemodialysis fluids by spectrophotometry and multivariate calibration. Talanta,
Amsterdam, v.70, p.540-545, 2006.



140

NEDJADA, S.H.; AHMADABADI, M.N.; FURUHACAR, T. Annealing behavior of an
ultrafine-grained Fe—Ni—Mn steel during isothermal aging. Materials Science and
Engineering A, Lausanne, v.503, p.156-159, 2009.

NI, Y.; HUANG, C.; KOKOT, S. A kinetic spectrophotometric method for the
determination of ternary mixtures of reducing sugars with the aid of artificial neural
networks and multivariate calibration. Analytica Chimica Acta , Amsterdam, v.480,
p.53-65, 2003.

NIAZI, A.; ZOLGHARNEIN, J.; DAVOODABADI, M.R.; Simultaneous determination of
aluminum and iron with hematoxylin using spectrophotometric and orthogonal signal
correction-partial least squares in plant and water. Annali di Chimica, Roma, v.97,
p.1181-1190, 2007.

NOVAIS, R.F.; SMYTH, T.J. Fosforo em solo e planta em condi¢des tropicais.
Vicosa: Universidade Federal de Vicosa, 1999. 399p.

OLIVEIRA, A.F.; FATIBELLO FILHO, O. Flow injection spectrophotometric
determination of reducing sugars using a focalized coiled reactor in a domestic
microwave oven. Talanta, Amsterdam, v.50. p.899-904, 1999.

OLIVEIRA, C.C.; SARTINI, R.P.; REIS, B.F.; ZAGATTO, E.A.G. Multicommutation in
flow analysis. Part 4. Computer assisted splitting for spectrophotometric
determination of copper and zinc in plants. Analytica Chimica Acta, Amsterdam,
v.332, p.173-178, 1996.

PERRIN, D.D.; DEMPSEY, B. Buffers for pH and Metal lon Control. 1. ed. London,
1974. 170p.

PHONGKANPAI, V.; BENJAKUL, S.; TANAKA, M. Effect of pH on antioxidative
activity and other characteristics of caramelization products, Journal of Food
Biochemistry, Westport, v.30, p.174-186, 2006.

PINTO, P.C.A.G.; SARAIVA, M.L.M.F.S.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C. A pulsed
sequential injection analysis flow system for the fluorimetric determination
findomethacin in pharmaceutical preparations. Analytica Chimica Acta, Amsterdam,
v.539, p.173-179, 2005.

PIRES, C.K.; LAVORANTE, A.F.; MARCONI, L.M.T.; MENESES, S.R.P.; ZAGATTO,
E.A.G. A multi-pumping flow system for chemiluminometric determination of ascorbic
acid in powdered materials for preparation of fruit juices. Microchemical Journal,
Amsterdam, v.83, p.70-74, 2006.

PIRES, C.K.; MARQUES, K.L.; SANTOS, J.L.M.; LAPA, R.AS.; LIMA, J.L.F.C,;
ZAGATTO, E.A.G. Chemiluminometric determination of carvedilol in a multi-pumping
flow system. Talanta, Amsterdam, v.68, p.239-244, 2005.

PONS, C.; FORTEZA, R.; CERDA, V. Multi-pumping flow system for the
determination, solid-phase extraction and speciation analysis of iron. Analytica
Chimica Acta, Amsterdam, v.550, p.33-39, 2005.



141

PONS, C.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C.; FORTEZA, R.; CERDA, V. Multi-
pumping flow system for the determination of nitrite and nitrate in water samples.
Microchimica Acta, Netherlands, v.161, p.73-79, 2008.

PONS, C.; TOTH, L.V.; RANGEL, A.0.S.S.; FORTEZA, R.; CERDA, V. Multi-pumping
flow system for the determination of dissolved orthophosphate and dissolved organic
phosphorus in wastewater samples. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.572,
p.148-154, 2006.

POPPI, R.J. Construcdo de um espectrofotbmetro com transformada de
Hadamard e sua aplicagdo na andlise por injecdo em fluxo. 1993. 187f. Tese
(Doutorado em Ciéncias - Quimica Analitica — Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Campinas, 1993.

PRIOR, J.A.V.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C. Exploiting kinetic spectrophotometric
determination of captopril, an angiotensin-converting enzyme inhibitor, in a multi-
pumping flow system. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.600, p.183-187, 2007.

RANGEL, A.0.S.S.; TOTH, I.V. Enzymatic determination of ethanol and glycerol by
flow injection parallel multi-site detection. Analytica Chimica Acta, Amsterdam,
v.416, p.205-210, 2000.

REIS, B.F.; GINE, M.F.; ZAGATTO, E.A.G.; LIMA, J.L.F.C.; LAPA, R.A.S.
Multicommutation in flow analysis. Part 1. Binary sampling: concepts, instrumentation
and spectrophotometric determination of iron in plant digests. Analytica Chimica
Acta, Amsterdam, v.293, p.129-138, 1994.

RIBEIRO, M.F.T. Sistemas de fluxo continuo baseados em novos concei tos de
gestao de fluidos. 2009. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade
de Farmécia da Universidade do Porto, Portugal, 2008.

RIBEIRO, M.F.T., SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C.; DIAS, A.C.B.; ZAGATTO, E.A.G.
Fully Automated spectrophotometric method for the determination of buspirone in
pharmaceutical preparations. Analytical Letters, New York, v.39, p.2243-2253,
2006.

RIBEIRO, M.F.T.; DIAS, A.C.B.; SANTOS, J.L.M.; FERNANDES, E.; LIMA, J.L.F.C,;
ZAGATTO, E.A.G. A Multipumping flow system for in vitro screening of peroxynitrite
scavengers. Journal of Biomolecular Screening, Singapura, v.12, p.875-880,
2007.

RIBEIRO, M.F.T.; DIAS, A.C.B.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C.; ZAGATTO, E.A.G.
Fluidized beds in flow analysis: use with ion-exchange separation for
spectrophotometric determination of zinc in plant digests. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, Heidelberg, v.384, p.1019-1024, 2006.

RIBEIRO, M.F.T.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C. Piezoelectric pumping in flow
analysis: Application to the spectrophotometric determination of gabapentin.
Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.600, p.14-20, 2007.



142

RIBEIRO, M.F.T.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C.; DIAS, A.C.B.; ZAGATTO, E.A.G.
Single interface in flow analysis. Talanta, Amsterdam, v.68, p.351-358, 2005.

ROBARDS, K.; McKELVIE, I.D.; BENSON, R.; WORSFOLD, P.J.; BLUNDELL, N.J.;
CASEY, H. Determination of carbon, phosphorus, nitrogen and silicon species in
waters. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.287, p.147-190, 1994.

ROCHA, F.R.P.; INFANTE, C.M.C.; MELCHERT, W.R. A Multi-purpose flow system
based on multi-commutation. Spectroscopy Letters, London, v.39, p.651-668,
2006.

ROCHA, F.R.P.; REIS, B.F.; ZAGATTO, E.A.G.; LIMA, J.L.F.C.; LAPA, RA.S;
SANTOS, J.L.M. Multicommutation in flow analysis. Concept, applications and
trends. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.468, p.119-131, 2002.

ROCHA, F.R.P.; TORRALBA-RODENAS, E.; REIS, B.F.; MORALES-RUBIO, A.; de
la GUARDIA, M. A portable and low cost equipment for flow injection
chemiluminescence measurements. Talanta, Amsterdam, v.67, p.673-677, 2005.

RUZICKA J.; HANSEN, E.H. Stopped flow and merging zones. A new approach to
enzymatic assay by flow injection analysis. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.
106, p.207-224, 1979.

RUZICKA, J. Lab-on-valve: universal microflow analyzer based on sequential and
bead injection. The Analyst, Cambridge, v.125, p.1053-1060, 2000.

RUZICKA, J.; GUBELLI, T. Principles of stopped-flow sequential injection analysis and
its application to the kinetic determination of traces of a proteolytic enzyme.
Analytical Chemistry, Washington, v.63, p.1680-1685, 1991.

RUZICKA, J.; HANSEN, E.H. Flow injection analyses 1. New concept of fast
continuous flow analysis, Analytica Chimica Acta , Amsterdam, v.78, p.145-157,
1975.

RUZICKA, J.; HANSEN, E.H. Flow injection analysis. 2. ed. New York: John Wiley
& Sons, 1988. 498p.

RUZICKA, J.; MARSHALL, G.D. Sequential injection: a new concept for chemical
sensors, process analysis and laboratory assays. Analytica Chimica Acta,
Amsterdam, v.237, p.329-343, 1990.

SAFAVI, A.; ABDOLLAHI, H.; MIRZAJANI, R. Simultaneous spectrophotometric
determination of Fe(lll), Al(lll) and Cu(ll) by partial least squares calibration method.
Spectrochimica Acta Part A, Oxford, v.63, p.196-199, 2006.

SAFAVI, A.; MIRZAEE, M.; ABDOLLAHI, H. Simultaneous spectrophotometric
determination of iron, titanium, and aluminum by partial least-squares calibration
method in micellar medium. Analytical Letters, New York, v.36, p.699-712, 2003.



143

SANTOS, J.L.M.; CLAUSSE, A.; LIMA, J.L.F.C.; SARAIVA, M.L.M.F.S.; RANGEL,
A.O.S. Determination of ambroxol in an automated multi-pumping pulsed flow
system. Analytical Sciences, Tokyo, v.21, p.461-464, 2005.

SEGUNDO, M.A.; RANGEL, A.0.S.S.; CLADERA, A.; CERDA, V. Multisyringe flow
system: determination of sulfur dioxide in wines. The Analyst, Cambridge, v.125,
p.1501-1505, 2000.

SILVA, L.F.L.F.; BERNARDINO, C.D.; RE, F.E.; FURTADO, C.H.F.F.; AMORIM,
H.V. Métodos analiticos para o controle da producdo de a  cucar e alcool. 3. ed.
Piracicaba: FERMENTEC/ESALQ, 2003. 85P.

SILVESTRE, C.I.C.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C.; ZAGATTO, E.A.G. Single
reaction interface flow system for chemiluminescent monitoring of mannitol based on
its hydroxyl radical scavenger activity. Talanta, Amsterdam, v.77, p.518-521, 2008.

SILVESTRE, C.I.C.; SANTOS, J.L.M.; LIMA, J.L.F.C.; ZAGATTO, E.A.G. Exploiting
1-acceptors for the determination of thyroid hormones (T3 and T4) using a single
interface flow system. Talanta, Amsterdam, 2009. doi:10.1016/j.talanta.2009.01.043.

SKEGGS JUNIOR, L.T. An automatic method for colorimetric analysis. American
Journal of Clinical Pathology , Chicago, v.28, p.311-322, 1957.

SOMMER, L. Analytical absorption spectrophotometry in the visi ble and
ultraviolet; the principles. Amsterdam: Elsevier, 1989, 310p.

STRAYER, L. Biochemistry, 3. ed. New York, 1988. 1089p.

THOMAS, E.V. A primer on multivariate calibration. Analytical Chemistry |,
Washington, v.66, p.796A-804, 1994.

TOVAR, A.; MORENO, C.; VEZ, M.P.M.; VARGAS, M.G. Simultaneous
determination of nutrients (ammonium and phosphate) in marine aquaculture
effluents by flow analysis. Quimica Analitica, S&o Paulo, v.20, p.37-45, 2001.

TSOULFANIDIS, LLA.; TSOGAS, G.Z.; GIOKAS, D.L.; VLESSIDIS, A.G. Design of a
field flow system for the on-line spectrophotometric determination of phosphate,
nitrite and nitrate in natural water and wastewater. Microchimica Acta, Wien, v.160,
p.461-469, 2008.

ULASOVA, E.A.; MICHELI, L.; VASIL, L.; MOSCONE, D.; PALLESCHI, G,
VDOVICHEV, S.V.; ZORIN, A.V.; KRUTOVERTSEV, S.A.; KARYAKINA, E.E,;
KARYAKIN, A.A. Flow-injection analysis of residual glucose in wines using a
semiautomatic analyzer equipped with a Prussian blue-based biosensor.
Electroanalysis , New York, v.15, p.447-451, 2003.

VALCARCEL, M.; LUQUE DE CASTRO, M.D. Flow injection analysis . Principles
and applications. Chinchester: Ellis Horwood, 1987.



144

VANLOOT, P.; BRANGER, C.; MARGAILLAN, A.; PAPA, C.B.; BOUDENNE, J.L.;
COULOMB, B. On-line solid-phase extraction and multisyringe flow injection analysis
of AIl(lII) and Fe(lll) in drinking water. Analytical and Bioanalytical Chemistry,
Heidelbert, v.389, p.1595-1602, 2007.

VICENTE, S. Uso de membranas de difusdo gasosa para amostragem em
sistemas de andlises em fluxo. 2004. 94 f. Tese (Doutorado em Energia Nuclear
na Agricultura)-Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), Universidade
de S&o Paulo, Piracicaba, 2004.

VICENTE, S.; ZAGATTO, E.A.G.; PINTO, P.C.A.G.; SARAIVA, M.L.M.E.S.; LIMA,
J.L.F.C.; BORGES, E.P. Exploiting gas diffusion for non-invasive sampling in flow
analysis: determination of ethanol in alcoholic beverages. Anais da Academia
Brasileira de Ciéncias, Rio de Janeiro, v.78, p.23-29, 2006.

VIGANI, G.; MAFFI, D.; ZOCCHI, G. Iron availability affects the function of
mitochondria in cucumber roots. New Phytologist, London,v.182, p.127-136, 2009.

VOET, D.; VOET, J.G. Biochemistry, 2. ed. Nova Yorque, John Wiley & Sons, 1995.
1361p.

WHITE, P.J.; BROADLEY, M.R. Biofortification of crops with seven mineral elements
often lacking in human diets — iron, zinc, copper, calcium, magnesium, selenium and
iodine. New Phytologist, London, v.182, p.49-84, 2009.

WHITMAN, D.A.; SEASHOLTZ, M.B.; CHRISTIAN, G.D.; RUZICKA, J.; KOWALSKI,
B.R. Double-Injection flow injection analysis using multivariate calibration for
multicomponent analysis, Analytical Chemistry , Washington, v.63, p.775-781,
1991.

WIT, G.; KIEBOOM, A.P.G.; BEKKUM, H. Enolisation and isomerisation of
monosaccharides in aqueous, alkaline solution, Carbohydrate Research,
Amsterdam, v.74, p.157-175, 1979.

WOMACK, F.C.; COLOWICK, S.P. Proton — dependent inhibition of yeast and brain
hexokinases by aluminum in ATP preparations. Proceedings of the National
academy of Sciences of the USA, Washington, v.76, p.5080-5084, 1979.

YOSHINO, M.; MURAKAMI, K.; KAWANO, K. Interaction of aluminum ion with ATP.
Mechanism of the aluminum inhibition of glycerol kinase and its reversal by spermine.
Biometals , v.11, p.63-67, 1998.

YUCHI, A.; OGISO, A.; MURANAKA, S.; NIWA, T. Preconcentration of phosphate
and arsenate at sub-ng mL™' level with a chelating polymer-gel loaded with
zirconium(lV). Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.494, p.81-86, 2003.



145

ZAGATTO, E.A.G., BERGAMIN FILHO, H.; BRIENZA, S.M.B.; ARRUDA, M.A.Z,,
NOGUEIRA, A.R.A., LIMA, J.L.F.C. Multisite detection in flow-analysis. 1. relocation
of spectrophotometric detector. Analytica Chimica Acta , Amsterdam, v.261, p.59-
65, 1992.

ZAGATTO, E.A.G.; ARRUDA, M.A.Z.; JACINTHO, A.O.; MATTOS, I.L.
Compensation of the Schlieren effect in flow-injection analysis by using dual-
wavelenght spectrophotometry. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v.234, p.153-
160, 1990.

ZAGATTO, E.A.G.; JACINTHO, A.O; REIS, B.F.; KRUG, F.J.; BERGAMIN FILHO,
H.; PESSENDA, L.C.R.; MORATTI, J.; GINE, M.F. Manual de anélises de plantas e
dguas empregando sistemas de analises de inje¢cdo em fluxo, Piracicaba:
CENA/USP, 1981.

ZAGATTO, E.A.G.; MATTOS, I.L.; JACINTHO, A.O. Determination of sucrose in
sugar-cane juice and molasses by flow-injection spectrophotometry. Analytica
Chimica Acta , Amsterdam, v.204, p.259-270, 1988.

ZAGATTO, E.A.G.; REIS, B.F.; OLIVEIRA, C.C.; SARTINI, R.P.; ARRUDA, M.A.Z.
Evolution of the commutation concept associated with the development of flow
analysis. Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v. 400, p.249-256, 1999.

ZAMORA, P.P.; PONCE, L.C.; NAGATA, N.; POPPI, R.J. Alternativas
quimiomeétricas para a resolucdo de problemas analiticos classicos. Determinacéo
espectrofotométrica de misturas de zircoénio e hafnio. Quimica Nova , Sdo Paulo,
v.20, p.469-474, 1997.

ZEL, J.; SVETEK, J.; CRNE, H. Effects of aluminum on membrane fluidity of the
mycrorrhizal fungus Amanita muscaria. Physiology Plantarum, Kobenhavn, v.89,
p.172-176, 1993.



