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S6 existem dois dias no ano

que nada pode ser feito.

Um se chama ontem

e 0 outro se chama amanha,

portanto hoje é o dia certo para amar,
acreditar, fazer e principalmente viver.

Dalai Lama
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RESUMO

BRASIL, M. A. S. Desenvolvimento de uma camara flow-batch com
aguecimento direto e de procedimentos analiticos para determinacéo
fotométrica de acUcares redutores em vinhos e de manganés em amostras
vegetais. 2016. 96 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2016.

Neste trabalho foi desenvolvido um sistema analitico tendo como elemento central
uma camara flow-batch com aquecimento direto e fotdmetro acoplado, empregado
para a determinacdo de acgucares redutores em vinhos e de manganés em amostras
vegetais. A instrumentacao foi implementada utilizando o conceito flow-batch e o
processo de multicomutacdo em fluxo. A proposta da camara com aquecimento
direto foi concebida para viabilizar procedimentos analiticos baseados em reacgfes
lentas. Adicionalmente, foi realizada a instalacdo do sistema de deteccéo fotométrica
no proprio corpo da camara, eliminando a necessidade de resfriamento e transporte
da solucéo para outro componente para monitoramento. Esta estratégia possibilitou
a reducao das dimensodes do sistema e o incremento na frequéncia de amostragem.
O controle do sistema € realizado usando aplicativo desenvolvido na linguagem
Visual Basic®, o qual aciona seus componentes e realiza a leitura do sinal analitico
através de uma interface. Para propulsdo dos fluidos é utilizada uma bomba
peristaltica multicanal. A placa de interfface e a bomba peristaltica foram
desenvolvidos dentro do presente trabalho. Para a determinacdo de acucares
redutores em vinho, o método analitico adotado utiliza como reagente cromogénico
o hexacianoferrato (Ill) de potassio em meio alcalino sob aquecimento (50 °C) e
leitura em 420 nm. O sistema apresentou uma faixa de resposta linear entre 0,75 e
6% (m/v) de frutose (R?= 0,999), limite de deteccdo de 0,14% (m/v; n = 11), desvio
padrdo relativo menor que 4%, e frequéncia analitica de 75 determina¢®es por hora.
O procedimento para a determinacdo de manganés foi baseado na reacdo de
oxidagdo a permanganato, utilizando como agente oxidante periodato de sodio em
meio acido, aquecimento a 55 °C, e leitura em 530 nm. Apés estabelecer as
variaveis de controle, o sistema apresentou faixa de resposta linear entre 5 e 30
mg.L}(R2 = 0,997), limite de deteccdo de 2 mgL™ (n = 11) de Mn?*, desvio padrédo
relativo de 5%, e frequéncia analitica de 40 determinacdes por hora. A exatidao dos
resultados foi avaliada aplicando o teste t-Student, no qual foram comparados 0s
resultados obtidos com os procedimentos propostos com aqueles obtidos com
métodos de referéncia, e ndo foram observadas diferencas significativas ao nivel de
confianca de 95 %.

Palavras chave: Instrumentag&o analitica. Analise por injegdo em fluxo. Flow-batch.
AcuUcares redutores. Manganés. Vinho. Amostras vegetais.






ABSTRACT

BRASIL, M. A. S. Development of a flow- batch chamber with direct heating and
analytical procedures for photometric determination of reducing sugars in wine
and manganese in plant samples. 2016. 96 f. Dissertacado (Mestrado) — Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2016.

In this work was developed an analytical system, employing a flow-batch chamber
with direct heating coupled to a LED based photometer, which was tailored for the
determination of reducing sugars in wine and manganese in plant samples. The
instrumentation was implemented using the flow-batch concept and
multicommutation flow analysis process. The proposed camera with direct heating
was designed to enable analytical procedures based on slow reactions. The
photometer coupling to the flow-batch chamber body, eliminated the need for a
cooling step and as well as solution transportation for another component, where
signal would be monitored. This strategy allowed the reduction of the system
dimensions, and enabling an increase in sampling frequency. The system control
was performed using software developed in Visual Basic ® language, which drove
the actives components of the system. For fluid propulsion was used a multichannel
peristaltic pump, which was also developed in the present work. For the
determination of reducing sugars in wine, the analytical procedure was based on the
reaction of potassium hexacyanoferrate (Ill) in an alkaline medium under heating at
50 ° C, which was monitored at 420 nm. The procedure provided a linear response
ranging from 0.75 to 6.00 % (w / v) fructose (R? = 0.999), a 0.14% limit of detection
(wiv, n = 11), a relative standard deviation less than 4.0 %, and an analytical
frequency of 75 determination per hour. The procedure for the determination of
manganese was based on the permanganate oxidation reaction in acid medium,
using sodium periodate solution as an oxidizing reagent. The flow-batch was
maintained at 55 ° C, and signal was monitored at 530 nm. After establishing the
control variables, the procedure provided a linear response ranging from 5.0 to 30.0
mg L (R? = 0.997), a detection of limit 2.0 mg L™ (n = 11) Mn?*, a relative standard
deviation of 5.0 % (n = 8) and an analytical frequency of 40 determination per hour.
The accuracy of the results was assessed by applying the Student t-test between
results obtained employing the proposed procedures and a reference method, and
not significant difference at 95 % confidence level was observed.

Keywords: Analytical instrumentation. Flow injection analysis. Flow-batch. Reducing
sugars. Manganese. Wine. Plant materials.
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1. INTRODUCAO

Nos sistemas de analise por injecdo em fluxo (FIA - Flow Injection Analysis), o
tempo disponivel para o desenvolvimento das reacdes pode ser controlado pela
vazdo de bombeamento e pelo comprimento do percurso analitico [1]. Em vista
disso, no desenvolvimento do procedimento analitico, procura-se estabelecer um
compromisso entre estes dois parametros, visando obter boa sensibilidade sem
comprometer o tempo de analise. Entretanto, quando a reacdo é lenta, torna-se
necessario prolongar o tempo de deslocamento da zona da amostra para o detector.
Este recurso pode ser conseguido diminuindo-se a vazao de bombeamento ou
aumentando o comprimento do percurso analitico. Nos dois casos ocorre reducao da
frequéncia de amostragem. Quando o dispositivo de propulséo de fluido nao dispbe
de meios para reducdo de vazdo, o recuso disponivel € o aumento do percurso
analitico. Este aumento reforca o efeito de dispersdo da zona da amostra, para
minimizar esse efeito é necessario aumentar o volume da zona da amostra, o que
causa reducéo na frequéncia de amostragem [1, 2].

Nesta situacao, a estratégia de fluxo monossegmentado, a qual tem como base
a introducao de bolhas de ar delimitando a zona da amostra no percurso analitico, que
ndo entram em contato com o fluido transportador, pode ser utilizada. O emprego
deste recurso reduz a dispersdo em sistemas com reatores longos, permitindo um
maior tempo para o desenvolvimento de reacdes lentas. Porém, o processo pode
apresentar como inconvenientes a necessidade de um moédulo de analise mais
complexo, para remover as bolhas de ar antes da deteccdo, ou o emprego de
recursos eletrénicos ou de informética para reconhecer o sinal analitico [3].

O emprego de uma etapa de aquecimento [4, 5, 6] € um recurso que tem sido
usado para acelerar o desenvolvimento da reacdo em procedimentos baseados no
processo de analise por injecdo em fluxo, sem diluir a amostra ou reduzir a
frequéncia de amostragem. Alguns dos equipamentos normalmente utilizados para
este fim s&o: banhos térmicos e forno de micro-ondas. O forno de micro-ondas [7]
permite o aquecimento direto da amostra em meio aquoso. Os banhos térmicos por
sua vez, requerem um fluido como trocador de calor, dentre os quais tem sido usado
agua, oleo, glicerina e areia [4, 5, 6]; neste sistema uma bobina de reacdo por onde

circulam as solucgdes, é imersa no fluido. Outra op¢do é o aquecimento da solucao
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dentro da propria tubulacéo, neste caso, é necessario dispor de uma fonte de calor,
e para este fim tem sido utilizado um fio de niquel-cromo submetido a uma diferenca
de potencial elétrico [8].

No entanto, todos esses dispositivos algumas vezes nao sdo adequados em
funcdo de suas dimensdes, que podem ser superiores ao proprio médulo de analise,
e devem ser instalados entre a unidade de inje¢cdo e o detector, o que dificulta o
acoplamento. Acrescentando-se ainda como uma outra desvantagem, 0 consumo
elevado de energia. Portanto, a disponibilidade de um sistema para aquecimento
eficiente com dimenséo reduzida, é de grande utilidade no desenvolvimento de
procedimentos analiticos em fluxo, em que parte das reacdes envolvidas é lenta.

Além das dificuldades de acoplamento, devido as dimensdes dos banhos
térmicos empregados em sistemas FIA, outro problema é liberacao de bolhas de gas
dentro da bobina de reagcédo, as quais ao passarem pela cela de fluxo causam
distor¢bes nos sinais gerados, chegando a comprometer a precisdo dos resultados.
Em vista disso, tem sido empregados banhos com temperaturas inferiores a 50 °C
[5, 6]. Visando também evitar o transtorno causado pelas bolhas de gas liberadas
pelo aquecimento das solugdes, tem sido empregada uma etapa de resfriamento [9],
ou dispositivos para remocao de bolhas de gas [10, 11]. Nos dois casos, aumenta a
complexidade do modulo de andlise.

O emprego de um meio reacional em ambiente aberto, evita o uso de
dispositivo para a remocéo das bolhas gas, permitindo o emprego de temperaturas
mais altas. A estrutura flow-batch, proposta em 1999 [12], tem potencial para
atender a este requisito. Este tipo de sistema tem como principio, a mimetizacdo do
processo manual, empregando recursos de eletronica e de software para inserir de
forma automatica, as aliquotas das solu¢des envolvidas em uma camara de mistura.
Apbs o desenvolvimento da reacdo, o composto formado € transportado para o
sistema de deteccdo. Empregando este processo foram desenvolvidos
procedimentos baseados em titulagdo fotométrica para a determinacao de acidez em
vinhos [13], determinacao fotométrica de ferro em ligas metélicas [14], determinacéo
de cobre em bebidas alcodlicas [15]. Neste ultimo trabalho, o processo flow-batch foi
empregado para automatizar o método da adicao de padréo.

O processo flow-batch tem sido implementado empregando bombas
solenoide para o gerenciamento das solugdes [16], as quais sao chaveadas

seguindo um padrédo liga/desliga, semelhante ao empregando no processo de
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multicomutacéo em andlise em fluxo (MCFA) [17, 18]. Este padréo de funcionamento
facilita o gerenciamento das solugBes usadas no procedimento analitico, pois
mantendo-se a vazao de bombeamento constante € possivel controlar os volumes
de cada aliquota pelo de tempo de acionamento da bomba solenoide.

A deteccdo direta na camara de reacdo é um procedimento que tem sido
realizado empregando LED (Light Emitting Diode — Diodo Emissor de Luz) como
fonte de radiacdo e um fototransistor ou fotodiodo como detector fotométrico [13, 14,
19]. O acoplamento da fonte de radiacdo (LED) e do fotodetector a camara de
mistura, contribui para a reducao das dimensdes do equipamento.

Nesta parte da introducéo, foram abordadas e discutidas as dificuldades de
acoplamento de banhos térmicos aos médulos de analises baseados no processo
FIA, assim como as caracteristicas do processo flow-batch, referentes ao
gerenciamento das solugbes. Neste trabalho, estas observacbes nortearam o
desenvolvimento do dispositivo baseado no conceito flow-batch, tendo meios para
aguecimento direto da amostra sem o uso de um fluido como trocador de calor.

Para construgdo da camara flow-batch foi utilizado um material inerte do
ponto de vista quimico e com boa condutibilidade térmica. A deteccao fotométrica foi
realizada diretamente na camara, empregando-se a mesma como cela de deteccao.
O feixe de radiacdo emitido pelo LED usado como fonte de radiacédo foi conduzido
até a camara e desta até o fotodetector usando cilindros de vidro e cabos de fibra
Optica.

O dispositivo desenvolvido foi empregado para implementacdo de sistemas
analiticos para a determinacdo de acguUcares redutores em vinhos e manganés em
amostras de interesse agronémico. Estes dois procedimentos foram escolhidos para
validar a operacdo da camara por apresentarem significativa dependéncia de
aguecimento para o desenvolvimento das reacoes.

A determinacdo de acUcares redutores foi baseado na reacdo de reducédo do
hexacianoferrato (Ill) de potassio [20]. O composto produzido apresenta absorcao
em torno de 420 nm, e o desenvolvimento da reagdo requer uma etapa de
aguecimento. A determinacdo de manganés foi baseado na reacdo com periodato
de potassio [21], e também requer uma etapa de aquecimento. A deteccao
fotométrica foi realizada, monitorando a absor¢cdo do composto em 520 nm. Nos dois
casos, 0s compostos absorvem radiacdo eletromagnética na regido visivel, portanto

permitiram o emprego de LED como fonte de radiacao.
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Os procedimentos analiticos foram desenvolvidos empregando o processo
MCFA, usando valvulas solenoide para gerenciamento das solu¢des, e uma bomba
peristaltica como propulsor de fluido. As interfaces eletronicas para acionamento das
valvulas solenoide e a bomba peristaltica, foram desenvolvidas como parte do
projeto. A bomba peristaltica controlada por um microcontrolador possui recursos
para variar a vazao, realizar sincronismo da amostragem e fazer parada de fluxo
guando necessario.

Os proximos itens da introducdo abordam com maior detalhamento os dois
analitos, o sistema de analise em fluxo e os componentes que fazem parte do

sistema desenvolvido no trabalho.

1.1 Aclcares Redutores em Vinho

O Regulamento Vitivinicola do Mercosul [22] define vinho como uma bebida
alcodlica, com concentracao a partir de 7% (V/V a 20° C), obtida a partir da acdo de
leveduras sobre o mosto de uvas integras ou maceradas.

A caracteristica organoléptica adocicada do vinho é consequéncia de seus
compostos como acgucares, alcoodis e polidis. A fotossintese nas folhas da videira é
responsavel pelo aclcar presente no fruto e nos vinhos [23].

Os acucares presentes classificam-se em:

e Monossacarideos ou agucares redutores: hexoses e pentoses.

e Dissacarideo e polissacarideo: sacarose e amido.

Para o processo de producédo de vinho, 0s monossacarideos sdo os agucares
mais importantes, pois sdo estes aclUcares que as leveduras fermentam para a
producdo do etanol, durante o processo de producdo denominado vinificacdo. A
maior parte destes acucares transformam-se em etanol, determinando o teor
alcodlico dos vinhos obtidos, e uma quantidade menor permanece na bebida,
promovendo o paladar doce [24].

A avaliacdo da concentracdo de agucares redutores no processo produtivo do
vinho € realizada em todas as etapas, desde a colheita da uva até a classificacédo
final do vinho [25].

A concentracdo de agUcares redutores nos frutos permite acompanhar o

amadurecimento das uvas e estimar a melhor data para sua colheita.
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Os acgucares redutores no mosto (suco da uva esmagado) permite prever o
teor alcodlico possivel e caso legalmente permitido intervir.
A classificacdo dos vinhos e espumantes de acordo com regulamentos

vinicolas, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificacdo de vinhos segundo o Regulamento
Vitivinicola do Mercosul

Conteudo de acucar

1 *
Vinho (g L glicose)

e Seco <4

e Demi-sec ou Meio-seco 4-25
e Suave ou Doce 25-80

Espumantes*

e Nature <3

e Extra-brut 3-8
e Brut 8 -15
e Seco 15-20
e Demi-sec ou Meio-seco 20 - 60
e Suave ou Doce > 60

*Resolucéo 45/96 do Grupo Mercado Comum (GMC) em Buenos Aires 21/04/1996

Os aclcares que apresentam carater redutor presentes no vinho em maior
concentracdo sao a frutose e a glicose [26]. Esta caracteristica é expressa quando
sua estrutura encontra-se na forma de cadeia aberta (aciclica), cujas estruturas sédo
apresentadas na Figura 1, permitindo que seus grupos cetdnico ou aldeidico possam
ser oxidados por fons como o férrico (Fe*") ou ctprico (Cu?*) [28].

A abertura da estrutura ciclica destes monossacarideos pode ser realizada
pela acao de um alcali e aquecimento.

HO-C-H HO-C-H
H-(I:-OH H-é-OH
H-(I.:-OH H-(I3-OH
H-(I:-OH H-(I:-OH

H H
d-frutose d-glicose

Figura 1 — Estrutura da frutose e glicose destacados grupos cetonico e aldeidico.
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O método oficial para a determinacdo de acUcares redutores em vinho utiliza
o reagente de Fehling [69]. Este método titulométrico baseia-se na reducéo do
complexo azul de Cu®"a fon cuproso (Cu*) de coloragdo marrom-avermelhado em
meio fortemente alcalino pelas funcdes aldeidicas e cetbnicas dos acuUcares,
na temperatura de ebulicdo. O ponto final da reagéo é atingido quando todo o cobre
da solucéo, inicialmente azul, é reduzido dando lugar a um precipitado de coloracao
laranja tijolo.

Como indicador auxiliar do ponto final da titulacao, utiliza-se gotas de azul de
metileno, o que permite observar melhor o final da viragem.

Neste trabalho, optou-se pela metodologia que utiliza o hexacianoferrato (I1l)
como agente cromogénico [20, 29], que consiste na reacdo dos acgUcares redutores
em meio alcalino sob aquecimento segundo a Equacdo 1. O método apresenta
significativas vantagens sobre as metodologias utilizando Cu®*, como por exemplo, a
estabilidade da solucdo do reagente que nao estd sujeita a precipitacdo ou
reoxidacdo, apresenta relacdo direta entre a absorbancia e a concentracdo de

acucar, dispensando a determinacgéo do titulo, utiliza apenas reagentes inorganicos.
C=0 + NaOH + [Fe(CN)]* - [Fe(CN)e]* (1)

A determinacdo de acgUcares redutores em sistemas de analise em fluxo,
também foi realizada, utilizando o hexacianoferrato (lll) e 1,10-fenantrolina em
conjunto com Fe (lll), produzindo o complexo denominado azul da Prussia [30]. Este
método é mais complexo, pois produz precipitados que se acumulam nas paredes

dos tubos e apresenta baixa frequéncia analitica.

1.2 Manganés em Amostras Vegetais

O manganés é um micronutriente relacionado com a sintese de clorofila e a
fotossintese, assim como a aceleracdo da germinacdo e a resisténcia a seca das
plantas [31]. Em concentracfes elevadas o manganés é toxico [31, 32], causando
reducdo na nodulacéo e queda da producao. Devido a acidez dos solos brasileiros, o
tema tem alta relevancia. Em novas areas agricolas com baixa fertilidade, ou em

areas mais antigas de uso agricola intensivo e onde tenha sido realizada calagem
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(aplicacédo de calcéario para elevar o pH do solo), sua concentragdo pode tornar-se
insuficiente o que reduz o desenvolvimento da planta e a produgéao [33, 34].

Na Tabela 2 sédo apresentadas as concentracdes de manganés consideradas
deficiente e toxica para a soja de acordo com alguns autores [32].

Tendo vista que o manganés & um micronutriente essencial e a diferenca
entre o nivel essencial e o téxico é ténue, é desejavel um controle de sua
concentracdo. A determinacdo de manganés em material vegetal € um recurso
usado para avaliar o estado nutricional da planta, e para isso € necessario dispor de
procedimentos analiticos. Neste trabalho foi desenvolvido um procedimento
espectrofotométrico, automatizado para a determinacdo de manganés em material

vegetal.

Tabela 2 — Niveis de Mn em folhas de soja em que é provavel a
manifestacéo de deficiéncia e toxidez do nutriente.

Deficiéncia Toxidez
Autor
(Ppm) (ppm)
20 - Cox (1968)
11 - Onhki et al. (1980)
14 250 Ohlrogge &  Kamprath
(1968)
22 140-250 Heenan & Campbell (1980)
18 200 Onhki et al. (1980)
- 300 Miranda et al. (1982)
- 180 Martini & Mutters (1985)

Fonte: Rosolem, C.A., et all. Manganés no solo, sua avaliacdo e toxidez de
maganés em soja. Pesquisa agropecuaria Brasileira, Brasilia, 27(2):277-285, fev
1992.

O método escolhido para determinacdo de manganés neste trabalho é
baseado na reacdo do Mn?* com periodato de sédio (NalOs) produzindo
permanganato (MnO,) [21]. O periodato oxida o manganés, inicialmente na forma

Mn?* para Mn (VI1) segundo a Equac&o 2 representada a seguir:

2Mn?* + 5|04 + 3H,0 — 2MnO, + 5105 + 6H* (2)

MnZ* = Mn™ + 5¢°
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O ion permanganato em meio aquoso apresenta coloracao purpura intensa e
o comprimento de onda indicado na literatura para seu monitoramento é 520 nm
[35].

O meio reacional deve ser mantido acido para garantir o estado de oxidagao
do manganés em Mn (VII). Em temperatura ambiente, a reacéo de oxidacdo do Mn?*
para Mn (VII) é lenta, mas pode ser acelerada com aquecimento [6]. Também, foi
demonstrado que a adicdo de uma pequena concentracdo de permanganato de
potassio no meio reacional atua como catalisador e favorece o desenvolvimento da
reacao [6, 36].

De acordo com a literatura [21], &nions comuns como cloreto, iodeto, brometo,
oxalato, tartarato, citrato, sulfito, nitrito, e arsenito podem interferir na determinacéo
do manganés pelo método espectrofotométrico com periodato, reduzindo a
intensidade da coloragdo monitorada. Este efeito tem sido minimizado utilizando-se
um excesso do reagente oxidante, suficiente para manter o analito em seu estado
oxidacdo mais alto Mn (VII). A interferéncia que pode ser causada por cations
comuns como cuprico, crémico, e férrico, os quais podem alterar a tonalidade da
solucdo, pode ter seu efeito reduzido a niveis aceitaveis, mantendo-se o meio
reacional 4cido (pH < 0,5). Ja a interferéncia de cations comuns como nitrito, sulfito,
sulfato, que podem reduzir a coloragdo do permanganato, pode ser minimizada pelo
processo de oxidacao nitrica no preparo das amostras e com a utilizacdo de excesso
de reagente [21].

Em amostras vegetais, ferro, calcio e magnésio sdo os cations presentes em
concentracbes mais altas, sendo que dentre estes apenas o ferro, elemento de
transicdo com estados de oxidagcédo +2 e +3, cuja presenca situa-se entre 50 e 500
mg kg’ [37], possui potencial para causar interferéncia na determinacdo de

manganés [21].

1.3 Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo — Breve descri¢éo

(N

Um sistema de analise por inje¢do em fluxo (FIA — Flow Injection Analysis)

M-

constituido por tubos de politileno percorrido por um fluido transportador, onde
inserida a aliquota da amostra, até o sistema de detecc¢édo, e deste, para o descarte.

Este sistema tubular de transporte, onde ocorrem as reagbes e a deteccdo, é
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conhecido como percurso analitico [1]. Na Figura 2, é demonstrada a estrutura
bésica de um sistema FIA conhecido como configuragdo em linha Unica.

Os componentes principais do sistema FIA sao:

e sistema de bombeamento

sistema de injecdo da amostra

bobina de reacao

sistema de deteccao

Sistema de Bobina Detector de
bombeamento de reacao absorbancia
{ ) NN
M Injetor
211 /OH\
0
Transportador
N\ /\ Descarte
| |
)
Processamento
de dados

Figura 2 — Estrutura basica de um sistema FIA com configura¢do em linha Unica

No diagrama representado na Figura 2 é possivel verificar que o transporte
das solucdes ocorre através de tubulagbes, ou seja, em um ambiente fechado.
Desta forma, as substancias processadas no seu interior, ndo sdo passiveis de
serem contaminadas ou de causar contaminacfes ao ambiente externo.

Os sistemas analiticos FIA, apresentam frequéncias analiticas que podem
atingir 120 determinacdes por hora [38]. Isto é possivel quando a reacéo envolvida é
rapida, permitindo trabalhar com percurso analitico curto ou com vazdes mais altas.
Outra caracteristica que favorece a frequéncia de amostragem, é a possibilidade da
leitura ser realizada sem completar o desenvolvimento da reac¢éo, sendo que uma

nova injecao pode ser feita com a leitura do sinal ainda em curso [2].
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Para interligagéo dos elementos do sistema e transporte das solugdes, tubos
de polietileno ou Teflon®, com diametros internos normalmente entre 0,5 a 0,8 mm,
sdo utilizados. Um centimetro deste tipo de tubo apresentam volumes da ordem de 2
e 5 uL, respectivamente, portanto os volumes do médulo de analise é muito menor
gue o da vidraria usado em procedimento manual. Em vista disso, os volumes de
amostra e de reagentes utilizados séo significativamente reduzidos em relagdo aos

meétodos classicos de analise, assim como o volume de residuos produzidos.

O dispositivo utilizado com maior frequéncia para a propulséo de fluidos nos
sistemas FIA, é a bomba peristaltica, que possui a caracteristica de proporcionar
fluxo pulsante de pequena amplitude, sendo a vazdo média de bombeamento
constante [39]. Para a insercdo das aliqguotas da amostra e dos reagentes no
percurso analitico, tem sido empregados injetor proporcional, valvulas solenoide de
trés vias, bomba-solenoide, e valvulas de 6 e 8 vias [2, 40].

As funcdes da bobina de reacdo dentro do sistema € proporcionar uma
mistura eficiente entre as solucdes e fornecer tempo para a reacdo se desenvolver
antes de chegar ao detector. Os tipos mais comuns tém geometrias helicoidal,
enovelada, e empacotada (esferas vidro dentro de um tubo). Quanto aos detectores,
encontra-se na literatura uma grande variedade, dentre os mais utilizados estdo os

espectrofotométricos, potenciométricos e os amperométricos [41, 42, 43].

1.3.1 Multicomutacdo em Analise em Fluxo

A estrutura FIA apresentada na Figura 2 é conhecida como “configuracdo em
linha Unica”, esta montagem é considerada como o sistema FIA mais simples, e se
caracteriza por apresentar poucas possibilidades de alteracées no procedimento
analitico.

Nessa configuracdo, normalmente o reagente é adicionado ao fluido
transportador e é consumido de forma continua independentemente da presenca do
analito. Para superar este inconveniente, uma confluéncia pode ser acrescentada ao
percurso, por meio da qual o reagente pode ser inserido de forma controlada.

Com o objetivo de tornar os sistemas FIA mais flexiveis e versateis,
dispositivos que permitem a alteragdo do fluxo das solugbes foram inseridos a sua

estrutura [17, 18]. Estes dispositivos atuam de modo similar aos desvios ferroviarios
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(AMV - Aparelho de mudanca de via), redirecionando as solugfes através de
percursos e em momentos diferentes.

A Figura 3 exemplifica diferentes tipos de comutacdo mecanicas empregadas
em ferrovias. Em “a@”, o fluxo de origem com possibilidade de ser desviado para dois
destinos diferentes, em “b”, dois fluxos de origens diferentes convergindo para o
mesmo destino e, em “c” fluxos de origens diferentes convergindo para um mesmo

destino e, na sequéncia, podendo ser desviado para dois destinos diferentes.

¥ N
-~ e 1
- caady :

> —

R,/

T -

! // \\ [

__ ! T —> — >~ —>
(@) (b)

Figura 3 — Representacdo da mecéanica de manobras ferroviérias através do dispositivo
AMV (Aparelho de mudanca de via). As setas continuas demonstram o
percurso percorrido no momento pela composicdo, e as setas tracejadas o
caminho opcional ap6s a atuacao sobre o sistema de controle do dispositivo.
(a) percursos divergentes; (b) percursos convergentes; (C) percursos
convergentes e divergente

De forma andloga aos exemplos acima, os fluxos de solu¢cdes em sistemas
FIA podem ser comutados utilizando dispositivos especificos para esta finalidade. A
Figura 3c, por exemplo, poderia ser a representacdo ferroviaria de um sistema
analitico com insercao inicial de amostra no fluxo transportador, através do primeiro
dispositivo; convergéncia de outra solugcdo, através do segundo dispositivo; e
possibilidade de uma limpeza rapida na troca de amostra através do desvio do

sistema detector, o qual estaria em um dos percursos apos o terceiro dispositivo.

Os dispositivos mais utilizados para a implementagdo da multicomutacao, sao

as valvulas de trés vias e valvulas pinch (estrangulamento).
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A utilizagcdo da comutag&o dentro dos sistemas FIA tem como objetivo:
e dosar volumes precisos de solucées;

e compatibilizacdo automatica de solucdes (ex.: diluicao);

e agilizar procedimentos (ex.: limpeza apos troca de amostra);

e permitir flexibilidade no procedimento analitico (ex.: especiagéo).

Operacgdes como variagdo da vazdo ou inversao e parada de fluxo, também

podem ser considerados como procedimentos de comutagao [44].

Através de recursos como a multicomutacdo os sistemas FIA estdo aptos a
realizar qualquer procedimento analitico classico de maneira versatil. O controle da
atuacdo dos dispositivos de comutacdo, seja antes da realizacdo da analise, ou
mesmo durante o processo, aumenta as possibilidades analiticas e facilita a
adaptacdo do sistema a amostra, permitindo a realizacdo de analises sequenciais
com uma mesma aliquota, como a especiacdo ou determinacdo simultanea de

analitos.

1.3.2 Analisador Fluxo-Batelada

O sistema FBA (flow-batch analysis - analise fluxo batelada) representa uma
variante do sistema FIA. Na configuracdo basica de FBA, exibida na Figura 4, as
aliquotas de amostra e das solu¢cbes dos reagentes, por meio dos componentes do
sistema, séo inseridas na camara, onde ocorre a reacao e, em seguida, a mistura
contendo o composto a ser monitorado é transportada para o detector.

Para a propulsdo dos fluidos, a bomba peristaltica € o dispositivo mais
utilizado. Tal como nos sistemas FIA tradicionais; outros sistemas como bombas
solenoide [45], bomba de seringa [46], e bomba de pistdo [47] também tém sido
empregados. Os tubos de conexdo também sdo os mesmos dos sistemas FIA
convencional.

A comutagao dos fluidos no sistema FBA é realizada empregando valvulas
solenoides de trés vias ou valvulas solenoide pinch (estrangulamento). Quanto a
deteccdo, tém sido empregados principalmente detectores fotomeétricos similares

aos usados em sistemas FIA convencionais.
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Figura 4 — Diagrama de um analisador fluxo batelada (FBA): Bp = bomba peristaltica,

S1, Sy, S3 = solugdes, Vi, V,, Vi, V4, = valvulas solenoide de trés vias,
Ca = camara reacdo, Am = agitador magnético, Ef = Espectrofotdmetro,
De = frasco de descarte

No sistema FBA classico, a solucao ou a mistura preparada na camara, €
enviada para um sistema de detecc¢do fisicamente independente da mesma. Porém,
configuragdes alternativas tém sido desenvolvidas [48, 49, 50]. Nestes sistemas, um
fotbmetro foi montado na camara com a fonte de radiacdo acoplada em uma das
paredes e o detector na parede oposta.

Normalmente, o médulo de andalise FBA é controlado por um computador,
equipado com interfaces para acionar os dispositivos que o compde, incluindo
bomba peristaltica, valvulas solenoides, agitadores, etc. Da mesma forma, através
de uma interface apropriada, pode ser realizada a leitura dos sinais analiticos [51].

Em um procedimento analitico baseado no sistema fluxo-batelada, pode-se
simular todas as etapas de um procedimento manual, as rea¢des envolvidas podem
atingir o estado de equilibrio, se necesséario a amostra pode ser diluida dentro da
camara, assim como a leitura do sinal também pode ser feita na mesma [52]. Todas
estas atividades séo incorporadas ao programa de controle e podem ser executadas

de forma automatizada.
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1.3.3 Propulséo de fluidos

Em sistemas FIA, a formacdo do composto a ser detectado e o
monitoramento do sinal gerado ocorre com as solu¢cdes em movimento, e o sinal
gerado pode ser detectado sem a reacdo alcancar o estado de equilibrio.
Este recurso tem sido explorado para aumentar a frequéncia de amostragem e, na
literatura encontram-se relatados onde frequéncias de amostragem igual ou superior
a 120 determinacdes por hora foram obtidas [38, 53]. Portanto, o intervalo de tempo
para o deslocamento da zona da amostra do injetor ao detector deve ser constante.
Em vista disso, o dispositivo empregado na propulsdo de fluidos, tem sido
considerado o coracdo do sistema de analise por injecdo em fluxo [39].
Em resumo, o dispositivo de propulséo de fluido deve fornecer vazdo constante ao
longo do tempo.

Os trés sistemas de propulsdo mais utilizados em analise em fluxo sao a
bomba peristaltica, a bomba de seringa e a bomba solenoide.

A bomba peristéltica é um tipo de equipamento em que o liquido contido
dentro do tubo flexivel, € pressionado pelo rotor com certo niamero de roletes
dispostos em forma de cilindro contra um anteparo. Devido a rotagdo do rotor, a
parte do tubo sob compressdo € obstruida, forcando assim o fluido através do
mesmo. Tipicamente, sempre havera dois ou mais roletes, pressionando o tubo ao
mesmo tempo, e prendendo entre elas um volume de fluido. A massa de fluido é
empurrada para a saida. Depois da passagem do rolete, o tubo retorna ao seu
didmetro original devido a elasticidade do material com o qual o elemento tubular é
fabricado. O retorno ao estado inicial permite o ingresso de uma nova aliquota do
fluido que serd bombeada no ciclo seguinte, e assim por diante, enquanto o
equipamento estiver habilitado para bombeamento. Nas bombas peristélticas atuais,
o0 comando de habilitacdo de bombeamento pode ser executado diretamente ou
remotamente.

O controle do motor permite que a bomba peristaltica opere de forma continua
ou por determinado periodo, inverta seu fluxo, e varie a velocidade de rotagcdo. Em
determinados modelos, permite a sincronizar a amostragem com a pulsacdo dos
roletes. Este recurso € primordial, quando a inser¢cdo da amostra é controlada por

tempo de bombeamento. Todo o liquido bombeado esta totalmente contido dentro



33

do tubo, impedindo o contato com quaisquer partes méveis e permitindo o
bombeamento de forma isenta de contaminagao.

A bomba peristaltica € um dispositivo de bombeamento de vazdo constante,
com pressao limite de operacdo em torno de 30 PSI. O perfil da vazéo na sua saida
€ pulsante e a amplitude dos pulsos depende do numero de roletes e do
espacamento entre eles. As bombas peristélticas permitem a instalagdo de diversos
canais de bombeamento em paralelo e existem modelos com até 24 canais de
bombeamento. Tubos com diametros internos diferentes podem ser utilizados.

A Figura 5 ilustra o modo de operacao da bomba peristéltica, onde observa-se
que h& somente dois pontos de esmagamento do tubo, e em vista disso, a amplitude

dos pulsos de bombeamento seria grande.

$ 4o 4 0 4 1

Figura 5 — Etapas do processo peristaltico de bombeamento
1.3.4 Sistema de Aquecimento e Controle Temperatura

Os sistemas FIA tém na reprodutibilidade das condicbes de execucdo da
analise uma caracteristica fundamental, diante disto, quando uma determinada
condi¢cdo térmica € utilizada, esta precisa ser criteriosamente controlada, de modo
gue a temperatura selecionada seja constante durante todo o processo.

Em relagdo a questdo dimensional do dispositivo utilizado para produzir
aguecimento no ambiente reacional, preferivelmente deve ser compativel com o da
escala dos sistemas FIA.

Portanto, um sistema de aquecimento com controle de temperatura preciso e
com dimensdes reduzidas € desejavel, pois favorece o desenvolvimento de sistemas

analiticos FIA mais eficientes e compactos. Este sistema de aquecimento deve ser
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capaz de superar alguns obstaculos como a possibilidade de geracdo de bolhas,
comum em aquecimento em tubulacéo fechada, transferéncia térmica e controle de

temperatura eficiente.

1.3.5 Fotdbmetro baseado em LED

Os diodos emissores de luz (light emitting diodes, LEDs) tém sido
empregados com bastante frequéncia em sistemas Opticos de deteccdo [54, 55].
Estes componentes possuem larguras de banda de emissédo estreitas entre 10 e
40 nm, comparaveis as larguras obtidas empregando-se fontes incandescentes
combinadas com filtros Opticos (20-60 nm). Apresentam alta intensidade,
estabilidade de emissao, sem pré-aquecimento, baixo consumo de energia (=z 3mW)
e vida util estimada em 40-50 mil horas. Estas s&do vantagens importantes,
considerando-se que vida util das fontes com lampadas incandescentes é de no
maximo 2 mil horas, e a poténcia de consumo é em torno de 10 W para as lampadas
de tungsténio-halogénio [56, 57]. O emprego de LEDs como fonte de radiacéo
eletromagnética, dispensa o uso de monocromadores, o que simplifica a montagem
do equipamento de deteccdo fotométrica e reduz também o custo. O menor
consumo de energia dos LEDs exige menos das fontes de alimentacdo dos
fotbmetros que empregam esta tecnologia, permitindo a construcdo de
equipamentos mais compactos e portateis.

A deteccdo nos fotdbmetros de LED, normalmente é realizada com o uso de
fotodiodos ou fototransistores. Os fotodiodos apresentam melhor desempenho, pois
sd0 mais rapidos na resposta e operam linearmente em uma maior faixa de radiacéo
[58]. E usual utilizar amplificadores na saida dos fotodetectores para ajustar o nivel
do sinal ao do sistema de leitura. O sinal analdgico digitalizado pode entdo ser

matematicamente convertido em absorbancia [59].
1.3.6 Interface de Controle de Dispositivos e Aquisi¢cao de Dados
Nos ultimos anos, a rapida evolugdo da microeletrdnica, juntamente a

expansdo do campo de aplicagdo, possibilitou a produgcdo de microcontroladores

(microprocessadores dedicados com conversores analdgico/digital, digital/analdgico,
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comparadores diferencias, com resolugcéo acima de 10 bits incorporados) de custo
reduzido, viabilizando assim a utilizagdo destes nos mais variados sistemas [60].

Os microcontroladores sao dispositivos multiuso e para desempenharem uma
determinada funcéo precisam ser programados, para isto, um programa que controla
seu funcionamento e é responsavel pelo desempenho de todas as suas fungoes,
pode ser escrito em linguagens como C, Basic, Pascal, Assembly. Este programa
recebe a denominacao de “firmware”, e é transferido ao microcontrolador com o uso
de um dispositivo denominado programador [61, 62].

A aquisicdo automética de dados, através de sistemas microcontrolados,
simplifica o processo e o torna mais eficiente, pois parte do processamento
responsavel pela aquisicdo e tratamento do sinal € transferida para o sistema
remoto. A partir do momento em que os dados sdo transferidos destes sistemas
para dentro de um computador, sdo inUmeras as possibilidades de sua manipulacgéo,

armazenamento e transferéncia para outros aplicativos ou lugares [63].

1.3.7 Programa de controle

A eletrbnica e a informética sdo ferramentas indispensaveis em qualquer
campo da atividade humana. Nos laboratério de quimica destaca-se por aplicacdes
como a elaboracao de calculos, gréficos, analise de dados, assim como controle de
sistemas analiticos, aquisicdo, tratamento e armazenamento das informacdes.

O controle de sistemas analiticos envolve a captura de sinais do processo,
seguida do seu condicionamento, conversdo analdgica para digital (A/D), leitura pelo
computador, comparagcdo com 0s parametros de controle, acionamento de
atuadores, registro e impressao grafica dos resultados.

O acionamento dos elementos de controle do sistema (valvulas, bombas,
aquecedores, etc) é realizado através do envio de um sinal digital, a partir do
computador, até um dispositivo que serve como interface, neste dispositivo o sinal €
amplificado e/ou convertido em um sinal anal6gico, e este atua sobre os elementos
do sistema como valvulas, atuadores e outros dispositivos.

O controle do sistema é realizado empregando uma linguagem de
programacao compativel com o sistema operacional utilizado no computador, como
C++, Delphi, Visual Basic, Java, e também podem ser utilizados aplicativos como o
LabView e Matlab [64].
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2. PARTE EXPERIMENTAL

Reagentes e Solucdes

2.1 Acglcares Redutores em Vinho

Todas as solucbes foram preparadas com reagentes de grau analitico e agua
ultra-pura com condutividade elétrica menor que 0,18 uS.cm™.

A solugcéo A de Fehling foi preparada dissolvendo-se 34,6 g de sulfato de
cobre pentaidratado (CuS04.5H,0) (Merck, Germany) em agua e completando-se o
volume para 500 mL em baléo volumétrico.

A solucdo B de Fehling foi preparada dissolvendo-se 173,0 g de tartarato
duplo de sddio e potassio tetraidratado (C4H4KNaOs.4H,0) (Merck, Germany) e
50,0 g de hidroxido de sodio (Merck, Germany) em agua e completando o volume a
500 mL em bal&o volumétrico.

A solucdo 0,5% (m/v) de glicose utilizada para padronizar a solucao de
Fehling, foi preparada dissolvendo-se 0,5 g de glicose (CgH1206) (SIGMA, USA),
previamente seca em estufa a 70 °C durante 1 hora, em agua e completado-se o
volume para 100 mL em baldo volumétrico.

A solucdo oxidante 1,8 mmol L™ foi preparada dissolvendo 296,4 mg de
hexacianoferrato (Ill) de potassio (Mallinckrodt, USA) em 50 mL de agua,
adicionando-se 50 mL da solucdo estoque de hidréxido de sédio (10 mol L™) e
completando-se o volume com dgua em um baléo de 500 mL.

As solucbes de referéncia foram preparadas dissolvendo-se 0,75 g, 1,50 g,
3,00 g e 6,00 g de frutose (CgH1206) (Mallinckrodt, USA) em agua, adicionando 1 mL
de glicerol (C3HgO3) e 12 mL de etanol (C,HgO) (Merck, Germany) e completado-se
o volume a 100 mL em baldo (cada padrdo foi individualmente preparado).

Conservados sob refrigeracdo essas solucdes foram utilizadas por uma semana.

2.2 Manganés em Amostras Vegetais

Todas as solugbes foram preparadas com reagentes de grau analitico e agua

ultra-pura com condutividade elétrica menor que 0,18uS.cm™.
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Solucdo estoque de manganés 1000 mg L™ foi preparada dissolvendo-se
0,7912 g de MnO; (Johnson Matthey, UK) em 20 mL de &cido cloridrico concentrado
(Merck, Germany) e completando-se o volume para 500 mL com agua.

Solucdes de referéncia de manganés a 0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 30,0 mg L™
em &cido cloridrico (Merck, Germany) 0,25 mol L™ foram preparadas a partir da
solucado estoque de Mn* 1000 mg L™.

Solucéo estoque de KMnO, (Merck, Germany) 8 mmol L-1 foi preparada em
H,SO,4 10% (v/v). Solucbes de NalO4 (Merck, Germany) contendo 6,0; 8,0 e 10,0%
(m/v) foram preparadas em H,SO, 0,75 mol L™ contendo 0,36; 0,72 e 1 mmol L™ de
KMnO,.

Solucdo de limpeza utilizando cloridrato de hidroxilamina (NH,OH-HCI)
(Merck, Germany) 0,1 molL™ para remocdo do precipitado de permanganato, foi
preparada dissolvendo-se 6,9 g do reagente sélido e completando-se o volume a
1000 mL com agua em baldo volumétrico.

Amostras vegetais secas e finamente moidas foram obtidas a partir de
padrdes certificados e amostras armazenadas no laboratério de quimica analitica do
CENA, estas foram mineralizadas (decompostas) empregando a digestdo assistida
por micro-ondas utilizando o sistema de digestado por micro-ondas Milestone Ethos e
peroxido de hidrogénio e &cido nitrico, conforme descrito por Krug et aL [65].

2.3 Camara para aquecimento com fotdbmetro acoplado

Os componentes e materiais utilizados para a construcdo da camara
flow-batch foram os seguintes: um tarugo de aco inox 316 com 57 @ x 50 mm; um
tarugo de Teflon 57 @ x 25 mm; dois cilindros de vidro de 2,54 @ x 30 mm;
duas placas de aluminio de 20 x 35 x 2 mm; uma placa de Celeron de 20 x 35 x 10
mm, o’rings de Viton®: dois de 2,57 x 1,78 e um de 9,12 x 3,53; parafusos de inox,
dois M4 x 15 mm, dois M4 x 25 mm e dois M5 x 25 mm; trés agulhas de 1,8 x 40 mm
em inox; cabo de fibra dptica de 100 cm de comprimento X 5 mm de diametro; um
resistor de poténcia (DENNEX), tipo cartucho, poténcia de dissipacao
166 W (20W x cm?) e 9,5 @ x 65 mm; controlador de temperatura (TIC-17, Full
Gauge) fornecido com sensor de temperatura; fotodiodo com amplificador OPT301
(Texas Instruments); diodo emissor de luz (LED) 5 mm (A max = 535 nm);
amplificador operacional OPQ7; transistor BC547; reguladores de tensdo 78L08 e
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79L08; capacitores e resistores diversos, apresentados no diagrama eletronico do
equipamento desenvolvido.

O metal escolhido para a confeccdo do corpo da camara foi 0 ago inox 316,
devido a sua resisténcia a corrosdo e desprendimento insignificante de metal em

temperatura elevada e baixa reatividade quimica [66].

2.3.1 Construcédo da camara

As Figuras 6 e 7 exibem a vista em corte e explodida da camara, onde é
possivel observar a estrutura e o acoplamento dos dispositivos que constituem este
equipamento. Sua base € um cilindro de aco inox, onde foi usinado no centro uma
cavidade, a qual constitui a cAmara flow-batch. A tampa superior foi construida com
placa de Nylon®, onde foram instaladas agulhas de aco inox para insercao de
solugdes. Para conduzir o feixe de radiacdo emitido pelo LED até o interior da
camara e a partir dela até o cabo de fibra 6tica, foram usados cilindros de vidro que
foram encaixados no corpo da cela em furos usinados no sentido radial de forma
alinhada. Para evitar o vazamento de liquidos, os cilindros de vidros foram fixados
com anéis de Viton®.

O resistor de aquecimento (RA) e o sensor de temperatura (ST) constituem o
sistema de aquecimento e controle de temperatura da camara, tendo sido instalados
no copo da mesma em furos usinados para permitir encaixes sem folga, e para
melhor transferéncia de calor, os dois dispositivos foram untados com pasta térmica.

O equipamento em apreco dispbe de recursos de eletrbnica que permitem
selecionar temperatura e poténcia de operacédo, e a Figura 8 mostra o diagrama de
conexao do controlador de temperatura.

A remocdao da amostra aquecida do interior da cAmara € realizada por succao
a vacuo através de canal situado na parte inferior da cavidade, utilizando para isto
uma bomba de aquario em que as valvulas foram invertidas e um sistema de

aprisionamento (trap) com Erlenmeyers.
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Figura 6 — Vista em corte da camara flow-batch. O-ring ; » 3= Anéis de vedacao de Viton;
LED = Diodo emissor de luz (A = 420 nm); Cv ; , = Cilindros de vidro de 2,54
@ x 30 mm; ST = Sensor de temperatura NTC; Tex = canal de esvaziamento
da cavidade; e RA = resistor de poténcia (DENNEX), tipo cartucho, poténcia
de dissipacdo 166 W (20W x cm?) e 9,5 @ x 65 mm
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Figura 7 — Vista explodida da camara flow-batch
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Figura8 —  Controlador de temperatura da camara TIC-17 Full Gauge®. ST = Sensor de
temperatura NTC; RA = resistor de poténcia (DENNEX), tipo cartucho,
poténcia de dissipacdo 166 W (20W x cm?) e 9,5 @ x 65 mm

2.3.2 Construcao do Fotometro

Com o objetivo de evitar a necessidade de resfriamento do composto
cromogénico formado e seu transporte para outro dispositivo para leitura, foi
incorporado um sistema fotométrico que permite a leitura das amostras diretamente
na camara. Esta solugcédo teve como vantagem a possibilidade da realizacdo das

leituras a temperatura constante e durante o desenvolvimento da reacéo.

Cabo de
fibra ética

7

Acoplador |

+12V ——
GND
-12v

LED;

Figura9 — Diagrama do fotémetro de LED. Det = fotodetector OPT301; AO = amplificador
operacional OPQ7; LED; = diodo emissor de luz (light emitting diode),
max = 420 nm; Try= transistor BC547; RT, , = Reguladores de diferenca de
potencial; Sinal = em mV
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Foi necessaria a construcdo de uma unidade remota para acomodar o
fotodetector e a inclusdo de um cabo de fibra éptica para transferéncia da luz que
atravessou a amostra até este. Esta configuracdo teve como objetivo evitar que o
aguecimento da camara interferisse na operacao do fotodetector. Nas Figuras 6 e 7
€ possivel visualizar a estrutura e montagem do fotémetro na camara.

O fotdbmetro foi construido empregando um LED como fonte de radiagdo, um
fotodiodo como detector e uma malha de amplificacdo de sinal, baseada no

amplificador operacional OP07, o diagrama € mostrado na Figura 9.

2.3.3 Determinacéo do calor especifico da camara

O valor do calor especifico da camara foi obtido através de ensaio utilizando
um calorimetro e agua desionizada como fluido trocador de calor, seguindo os
passos:

a. Com uma balanca de precisdo a massa da camara seca foi obtida e
anotada;

b. A camara foi aquecida em banho-maria até a ebulicdo da 4gua do banho e
a temperatura monitorada com termometro digital foi anotada;

c. A temperatura interna em equilibrio do calorimetro contendo 500 mL agua
desionizada fria foi verificada e anotada,

d. A camara aquecida foi inserida no interior do calorimetro, aguardada a

estabilizacdo térmica, quando entdo a temperatura foi anotada.

De posse dos dados obtidos nos ensaios e utilizando a Equacdo 4 o valor

para o calor especifico da camara foi calculado.

Qinox = -QH20
MCAT = -mcAT (3
Cinox = (MCATH20) / (MAT nOX) 4)

1 petrucci, R.H.; Harwood, W.S.; Herring, G.E. General chemistry: principles and modern
application. 9. ed. Upper Saddle River: Prentice-Hall, 2007.
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Na qual:

Uinox € guzo = quantidade de calor;
m = massa (gramas);

AT = variacao de temperatura (°C);
¢ = calor especifico (calg°C").

Foram realizados trés ciclos de medigcéao, os dados obtidos estao exibidos na

Tabela 3, e os resultados da determinacao na Tabela 4.

Tabela 3 — Temperaturas obtidas para determinag¢é@o do calor especifico da
camara
Massa  Massa _T_er_nperAatura Temperatura Temperatura final
H.O (g) Camara (g9) inicial Camara nicial do do Calorimetro (°C)
(°C) Calorimetro (°C)

500 944 98,1 25,5 38,1

500 944 98,1 36 46,4

500 944 97.8 25,2 37,8

Tabela4 — Resultado obtido na determinacdo do

calor especifico da camara

Valor
Referéncia*

Média 0,117+0,025 0,120 Cal/g °C
*UNIOESTE — Laboratério de Materiais [67]

Parametro Valor Medido Unidade

2.3.4 Determinacdo da capacidade térmica e de transferéncia da camara

Com uma massa de 944 g e calor especifico 0,117+0,003 calg.°C*, a camara

possui de acordo com a Equacao 5 capacidade térmica de 113 cal.°’C™.

C=m.c )
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No célculo da capacidade de transferéncia térmica, utilizou-se a Equacdo 62
empregada para troca de calor por convecgao. Esta forma de transferéncia de calor
se aplica a fluidos (gases ou liquidos), que em contato com superficies com
temperatura diferente dos mesmos, cria movimento desta massa em decorréncia da
diferenca de densidade. A porcdo da massa fluida mais aquecida tende a subir,
dando lugar a por¢des mais frias que descem, processo denominado conveccgéo

natural.

Q = hA(T1 - T2) (6)
Na qual:

Q - Energia térmica (cal);

h - Coeficiente de transferéncia térmica inox (calcm
A - Area da superficie de contato (cm?);

T - Temperatura camara (°C);

T, - Temperatura solucéo (°C).

2-1).

Q =0,038 x 4,92 x 30 = 5,6 cals (7)

A Equacgdo 7 exibe o célculo da capacidade de transferéncia térmica.
O valor utilizado para o coeficiente de transferéncia térmica para o aco inoxidavel
316 foi de 0,038 calscm?*[66], para um volume de solucéo de 1 mL e diferenca de
temperatura de 30 °C (25 para 55 °C), o que resultou em 5,6 cal/s, valor 30 vezes
maior que a do poliuretano [66], material normalmente utilizado para confeccéo de

bobinas imersas em banhos.

> Portal de Engenharia Quimica — Transferéncia de Calor. Disponivel em:
<http://labvirtual.eq.uc.pt/siteJoomla/index.php?option=com_content&task=view&id=248&Itemid=422> .
Acesso em: 22 mar 2016.
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Figura 10 — Curvas correspondentes a transferéncia de calor para 1,0 ml de agua

destilada, inserida na cavidade da camara com temperatura de:
A =50 e B = 70 °C. A temperatura da agua inserida foi previamente
equilibrada em 22 °C

As Figuras 10 A e B apresentam as curvas de aquecimento de 1 mL de agua
destilada inicialmente estavel a uma temperatura de 22 °C, injetada na camara com
temperatura controlada em 50 °C e 70 °C, respectivamente. Analisando as curvas
obtidas, observa-se que para ambas as temperaturas de ensaio, o0 intervalo de
tempo decorrido da injecdo até o ponto onde a agua atingiu o estado de equilibrio
térmico foi de cerca de 35 s.

A Tabela 5 exibe as caracteristicas da camara aquecida com fotémetro
acoplado.
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Tabela 5 — Caracteristicas da camara

Caracteristicas da camara
Material (camara) Inox 316
Material (tampa) Nylon®
Dimensdes 57 @ x 50(h) mm
Massa 944 g
Calor especifico  0,117+0,003 calg®C™
Condutividade térmica* 0,038 calscm®°C™
Capacidade térmica 113 cal
Volume minimo de leitura** 0,6 mL
Volume méximo de amostra 1,6 mL
Taxa de transferéncia térmica*** 5,6 cals™
*[66]
**Volume necessario de solugdo para encobrir as guias de luz da cdmara
*** 1 mL de solugio aquosa com temperatura inicial de 25°C e final de 55°C.

Uma imagem da Camara Aquecida com Fotdometro Acoplado + Detector do

Fotdbmetro + Bomba de Vacuo pode ser vista no Apéndice A (Figura 28).

2.4 Bomba peristaltica

Os componentes e materiais utilizados na construcdo da bomba peristaltica
foram o0s seguintes: um cabecote para quatro canais com seis roletes com
rolamentos e ajuste de pressao independentes (MSTECNOPON); um motor de
passo NEMA 2310 com torque de 10 kgcm™; um microcontrolador AT89S52
(ATMEL); uma interface de transmisséo / recepcdo RS232 HIN202 (INTERSIL);
um display de LCD 16x2, trés botdes tipo Mini Push Button Switch; quatro
transistores BD263, um regulador de diferenca de potencial 7805; um transformador
12+12V x 2A, uma ponte retificadora SKB7/04; um capacitor 5000 pF x 50V.

A bomba é controlada por um microcontrolador AT89S52, produzido pela
ATMEL® que pertence a familia 8051 da INTEL®, programado em Assembly
(linguagem de baixo nivel, instrucdes elementares para computador).

O sistema possui display LCD (liquid crystal display — Mostrador de cristal
liguido), driver (amplificador, acionador) para o motor de passo, trés teclas e
interface serial RS-232. Com as teclas incremento ou decremento, é possivel alterar

a velocidade, sendo o valor de 89% correspondente a vazao nominal para os tubos
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de bombeamento Ismatec®. Na Figura 11, é exibido o diagrama eletrénico da
bomba peristéltica.

A bomba dispde de uma rotina de calibragéo iniciada pelo teclado que quando
executada, aciona o motor por um intervalo de tempo preciso de 300 segundos,
controlado pelo RTC, durante sua execucao o volume de 4gua bombeado é coletado

e posteriormente pesado em balanca analitica para afericdo de vazéao.
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Figura 11 — Diagrama eletronico da Bomba Peristaltica

Uma imagem da bomba peristaltica multicanal microprocessada pode ser

vista no Apéndice A (Figura 29).

2.5 Interface microcontrolada

Os componentes e materiais utilizados na interface microcontrolada foram os
seguintes: microcontrolador PIC18F4553 (MICROCHIP); RS232 interface HIN202
((Transmissor/Receptor RS232 - INTERSIL), Octal Transistor Arrays ULN2803
(Matriz Octaédrica de Transistores - Texas Instruments), Micropower Voltage
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Reference LM385-2.5 (Referencia de tensdo - Texas Instruments), LM35 Precision
Centigrade Temperature Sensor (Sensor de temperatura centigrado de preciséo),
regulador de diferenca de potencial 7805, diodos emissores de luz (LED),
capacitores e resistores.

O microcontrolador PIC 18F4553 possui 35 pinos de 1/0O, A/D de 12 bits e
interface USB. Oito linhas de 1/0 foram conectados no circuito integrado ULN2803A
e utilizados para o acionamento das valvulas solenoide e da bomba de vacuo.

O circuito integrado de referéncia de tensdo LM385-2.5 foi conectado ao pino
de referéncia positivo do conversor analdgico/digital do microcontrolador visando
melhorar a precisdo de leitura analdgica. Dois pinos de entrada analdgicos foram
disponibilizados em conectores do tipo borne para leitura dos sinais do fotodetector
e do sensor de temperatura da camera (LM35). O driver HIN202 compatibiliza os
niveis de tensdao TTL de saida do microcontrolador aos do protocolo de

comunicagdo RS232 e foi conectado a um conector delta de nove pinos.
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Figura 12 — Diagrama eletronico da placa de interface microprocessada PC -

Sistema Analitico
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A placa conta também com os pinos da interface ISP (In-System
Programming - Programacéo no Sistema) disponibilizados em um conector, para a
realizacdo da reprogramacdo do microcontrolador sem a necessidade de sua
remocao da placa. O diagrama eletrénico da placa de interface € mostrado na Figura
12.

Uma imagem da placa de interface microprocessada pode ser vista no
Apéndice A (Figura 30).

A listagem do aplicativo desenvolvido em mikroBasic® para o controle da

placa de interface microprocessada encontra-se no Apéndice B

PROCEDIMENTOS

2.6 Acucares Redutores (AR) em Vinho

O procedimento para determinacdo de acUcares redutores em vinhos foi
desenvolvido empregando o método baseado na oxidacdo do analito com
hexacianoferrato de potassio [20]. O monitoramento da absorcdo de radiacdo
eletromagnética é realizado em 420 nm.

O modulo de andlise exibido na Figura 13 é baseado no processo de
multicomutacdo em analise em fluxo (MCFA), e foi projetado para trabalhar com
pressdo positiva, ou seja, as solucdes utilizadas sdo bombeadas a partir da bomba
peristaltica para os outros componentes do sistema. Na condicdo mostrada na
figura, todas as solucbes estdo sendo bombeadas em circuito fechado e
recuperadas (recicladas). A funcdo da bobina B; € favorecer a mistura entre a
amostra e a solucdo do reagente. A transferéncia por linha Gnica da zona de
amostra até a camara propicia reducdo do volume morto de solu¢des nas tubulacées
e permite a mistura das solucfes. Para o descarte da amostra analisada € utilizado
vacuo produzido pela bomba de aquario modificada, que realiza aspiragdo por um
canal localizada na parte inferior da camara até um sistema “trap” (aprisionamento).
O controle é realizado por um Computador Pessoal (PC — Personal Computer)
utilizando aplicativo desenvolvido em linguagem Visual Basic® que atua sobre os

componentes do sistema através da placa de interface microcontrolada.
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2.6.1 Operacdo do modulo de analise para determinagcdo AR

Na Figura 13 é apresentado o diagrama do modulo de analise para
determinacdo de acUcares redutores. O procedimento para inicio de operagcédo €
realizado apenas uma vez em cada periodo de trabalho e comeca com o
acionamento escalonado (incremento de velocidade) da bomba peristaltica com
duracdo de 4 s, que tem como objetivo de portar o sistema da inércia para o valor
nominal de forma suave. Um intervalo de tempo de 12 s é necessario para que 0s
tubos de bombeamento das solugcbes sejam preenchidos até as valvulas. Na
sequéncia, as valvulas V; e V, (amostra e reagente respectivamente) sado acionadas
durante 4 s para o preenchimento da tubulacdo até a confluéncia. Em seguida a
valvula V3 (transportador) € acionada durante 12 s para a limpeza do canal de
transporte até a cAmara de aquecimento. A partir deste instante a bomba peristaltica
permanece acionada e as valvulas Vi, V, e V3 desligadas e o ciclo analitico pode ser

iniciado.
Bp
gperagéo V1| B1
v JHHL
V2
|
N &y LED Fd

A 4
Des cal’[e
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<

Figura 13 — Diagrama do mddulo de analise para determinacdo de AR. Bp = Bomba
peristaltica Vi, V,, V3 = Vélvulas 3 vias 161T031 12VDC NResearch;
B: = Bobina misturadora; Ca+Det = Céamara flow-batch aquecida +
Fotodetector; LED = diodo emissor de luz, A = 420 nm; Fd = Fotodetector
OPT301 Burr-Brown; Bv = Bomba de vacuo (aquério)
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A sequéncia para inser¢do de uma aliquota de amostra tem inicio com o
acionamento alternado das valvulas de trés vias V; e V,, em intervalos de tempo de
0,1: 0,9 s e oito ciclos de amostragem (tempo total de 8 s). Esta acéo é realizada
para preencher a bobina (B;) com uma mistura da solucdo da amostra e do
reagente. Ao fim desta etapa, a bomba de vacuo € acionada para esvaziar a camara
de aquecimento, onde ocorrera a reacdo. Em seguida a valvula V3 é ligada durante
10 s para transportar a mistura armazenada na bobina (B;) até a camara aquecida.
Enquanto a mistura amostra/reagente é aquecida e a reacdo se desenvolve no
interior da camara, o sinal gerado pelo fotdmetro em fungéo do composto formado, é
monitorado pelo computador e um grafico deste sinal em fungdo do tempo, é exibido
na tela do computador, permitindo um acompanhamento visual em tempo real. As
etapas descritas neste paragrafo sao repetidas até completar o nimero de replicatas
programadas.

A Tabela 6 e a Figura 14 mostram a sequéncia de acionamento dos
dispositivos do sistema para a determinacdo de acucares redutores e a
temporizacdo dos mesmos.

O procedimento para a troca de amostra € analogo ao de inicializacdo. Apos a
troca do frasco de amostra, o sistema aguarda um intervalo de 12 s para garantir
que a nova solucdo alcance a valvula Vi, quando entdo o tubo de recuperacado de
solucéo pode ser inserido no frasco. A V; é acionada durante 4 s para preencher a
tubulacéo até a confluéncia.

ApGs cada troca de amostra € realizado um ciclo de limpeza, que tem inicio
com o acionamento da bomba de vacuo para extracdo da amostra analisada,
seguido do acionamento da valvula V3 para inserir uma aliguota de transportador e
novamente o acionamento da bomba de vacuo. Em cada uma destas etapas, a

duracéo do acionamento do dispositivo foi de 10 s.
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Tabela6 — Sequéncia de acionamento dos dispositivos do sistema para
determinacdo de AR. Bp = Bomba peristéltica; Vi, Vo, V3 = Valvulas
de trés vias 161T031 12VDC NResearch; Bv = Bomba de
vacuo home made. Digito 1 = componente do sistema acionado;
digito 0 = componente do sistema desligado

Etapa Evento Bp Vi Vo V3 By, Tempo (s) Obs
Velocidade
S Incremento gradual 1 00 0O 4 20. 50, 90%
On
I Enchimentos tubos 1 00 0O 12 quba ©
% valvulas
S Enchlmentoﬁtul_)os ate 11100 4 Reagente e
£ confluéncia amostra
Limpeza canal transporte 1 0011 12
Dosagem 1 11 00 8 8 ciclos
° 3 alternados
S 1% Sucgdo camara 1 0001 10
© S Transporte 1 0010 10
Leitura 1 00 00O 10
© Succédo camara 1 0 0 01 10
qéi Transportador 1 0010 10
= Succgdo camara 1 00 0 1 10
- Enchimentos tubos 1 00 00O 12 B(?mba ©
o S valvulas
[SIRT)) . ,
E g EnchlmentoAtut_)os ate 11000 4 Reagente e
= confluéncia amostra
Limpeza canal transporte 1 00 11 12
AMOSTRA [/ SD1
REAGENTE / SD2
TRANSPORTADOR ) — SD3
BOMBA VACUO ] [ 1.SDh4
AMOSTRAGEM INJECAO LEITURA DESCARTE LIMPEZA DESCARTE
Figura 14 — Diagrama de tempos de acionamento do sistema para determinacéo de AR.

Legenda: SD,, SD,, SD3, SD, = Saidas digitais do sistema

Uma imagem do sistema completo para andlise de acucares redutores em

vinhos pode ser vista no Apéndice A (Figura 31).
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2.6.2 Software de Controle

O aplicativo para controle do sistema foi desenvolvido em Visual Basic® 6.0 o
qgual comunica-se com a placa de interface e bomba peristaltica por conexées USB
(Universal Serial Bus — Barramento Serial Universal).

Na Figura 15 é possivel ver a janela principal do aplicativo de controle
desenvolvido.

No quadro configuracdes do sistema, sdo selecionadas as portas para
comunicacdo com a bomba e com a placa de interface, e sao selecionados o0s
valores para os parametros: numero de ciclos e replicatas, tempos (de dosagem) do
analito, solvente, reagente, injecdo na camara, e limpeza (descarte).

No quadro configuragcGes analiticas, sdo armazenados 0s parametros para
calibragdo do fotbmetro, assim como o nome do arquivo criado para o
armazenamento dos dados adquiridos.

A area gréfica exibe o registro dos sinais adquiridos. O diagrama de tempos
(localizado abaixo da area gréafica) sinaliza através da mudanca de cor a etapa do
ciclo e as saidas digitais que estdo sendo executadas no momento.

O quadro Sistema Analitico ilustra dinamicamente (mudanca de cor ou
animacao) o status do elemento acionado do sistema em tempo real.

No quadro Auto Controle, sdo apresentados o valor para sinal analitico lido
(em mV e Absorbancia), o ciclo e replicata em execu¢do, bem como os valores
maximos em Absorbéancia dos picos registrados.

Quando o programa de controle é carregado, automaticamente sé&o
recuperados os valores dos parametros de configuracées do sistema utilizados na
operacdo anterior, e se for necessario, estes podem ser atualizados. As
configuragbes analiticas (0%T, 100%T, luz espuria) também sdo recuperadas
automaticamente e podem ter seus valores inseridos manualmente ou ainda serem
atualizados através de leitura direta do sistema pressionando-se 0s botdes

correspondentes.
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Imagem da tela principal do aplicativo em Visual Basic 6 para controle do
Sistema Analitico

Figura 15 —

O sistema possui trés modos de operagcdo: manual — basta clicar no botao
correspondente ao elemento desejado, apresentado na tela do computador, para
aciona-lo; semi-automatico — clicando nos botdes sob o diagrama de tempo, a
etapa correspondente do ciclo é executada (esta opcédo € muito Gtil na configuracéo
inicial e otimizacdo do sistema); automatico — executa o ciclo completo, de acordo

com as opcdes de ciclo e replicatas.

Todos os valores adquiridos sdo armazenados em arquivo, juntamente com
0s parametros analiticos do sistema, para posterior analise e/ou construcdo de
graficos. O programa conta ainda com uma ferramenta que possibilita a abertura de
arquivos de dados das curvas analiticas geradas, eliminando a necessidade da
utilizagdo de algum outro programa para visualizagfes rapidas. Neste ponto, vale a
pena destacar o fato de que este aplicativo realiza de forma completa, sincronizada
e integrada, a tarefa de controlar os elementos do modulo de analise, adquirir dados,

gerar o grafico e armazenar todas as informacdes.
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2.6.3 Avaliacdo do comprimento de onda de absor¢do maxima

O procedimento analitico em apreco é baseado na reacdo de oxidacdo do
hexacianoferrato (Ill) em solucdo alcalina. A literatura consultada indica que a
deteccdo fotométrica é realizada em 420 nm [20, 29]. Como detector € empregado
um fotémetro de LED construido no laboratério. O LED adquirido no mercado local
nao foi fornecido com especificacbes do comprimento de onda e da largura de
banda de emissdo, entdo foi necessario realizar medicbes para avaliar estes
parametros, bem como confirmar o comprimento de onda de méxima absorc¢éo do
composto a ser monitorado. A varredura de comprimento de onda de absorcao foi
realizada, usando uma solucdo do composto, obtida misturando-se uma solucao
padrdao de frutose 3 % (m/v) com igual volume de uma solucdo do reagente
hexacianoferrato (1,8 mmolL™) em meio alcalino (hidréxido de sédio 0,5 molL™). A
obtencdo do espectro de absorcdo do composto foi realizada utilizando o
espectrofotometro USB4000 da Ocean Optics Inc, uma fonte de radiacdo modelo
PX2 pulsed xenon, cubeta de quartzo com passo 6ptico de 10 mm. O mesmo
equipamento foi utilizado para obtencdo do espectro de emissdo do LED. Os
registros dos dois espectros sdo mostrados na Figura 16.

70000 -
2.10
60000 - A 1.80
g |
é 50000 - 1.50
B
E 40000 - 1.20 §
S S
g 30000 - 0.90 §
7] 0
c <
3 20000 - 0.60
[=]
10000 - 0.30
O 1 T T 1 1 O
300 350 400 450 500 550  ———Emiss3o LED
Comprimento de onda (nm) iAbs Complexo
Figura 16 — Espectros de emissdo e de absorcdo. A = Espectro de emissdo do LED

(maximo em 420 nm) e B = espectro de absorcdo do complexo formado
entre hexacianoferrato(lll) e frutose. Espectros produzidos com USB4000
Miniature Fiber Optic Spectrometer Ocean Optics Inc, Fonte de luz PX2
pulsed xenon, Software SpectraSuite
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Em primeira vista, observa-se que o espectro de emissdo do LED estéa contido
inteiramente no espectro de absor¢cdo do complexo, portanto este LED pbde ser
usado como fonte de radiacdo para monitoramento deste composto. Além disso, o
maximo de emissdo do LED esta proximo do maximo de absor¢cdo do complexo,
garantindo maior precisdo das medidas. Adicionalmente, ha outras consideracdes
gue corroboram para esta escolha: medicdes destes registros mostram que a largura
de meia banda do espectro de emisséo do LED é de aproximadamente 22 nm e a do
espectro de absorcdo do complexo € 45 nm, dado relevante, pois quanto mais
estreita a janela do espectro de emissdo, menor a possibilidade de ocorrer

interferéncias advindas de outras espécies quimicas concomitantes

2.6.4 Efeito da variacao da concentracédo do reagente

Esta avaliagdo teve como objetivo determinar o efeito da concentragcdo do
reagente hexacianoferrato(lll) de potassio (Ks[Fe(CN)s]) sobre a sensibilidade do
procedimento. Os experimentos foram realizados usando solu¢des padrdo contendo
0,0; 0,75; 1,5; 3,0 e 6,0 % (m/v) de frutose. As solucbes do reagente oxidante foram
preparadas nos dias de uso com as seguintes concentracdes 0,3; 0,9 e 1,8 mmol L™,
Para estes ensaios, a temperatura no reator foi ajustada para 50 °C. Os resultados
obtidos séo exibidos no Figura 17.

As curvas do Figura 17 e a Tabela 7, mostram que o0 aumento da
concentragdo do reagente, incrementou a sensibilidade de forma progressiva.
Analisando os dados da Tabela 7, podemos deduzir que a sensibilidade teve um
aumento em torno de 300 % quando comparamos a curva obtida com a
concentracdo do reagente em 0,3 mmolL? com 1,8 mmolL?, enquanto que o
aumento da interseccdo foi em torno de 50 %, o que é vantajoso, pois nao
compromete a faixa de reposta linear do fotdmetro em detrimento do aumento em
sensibilidade. Em fotdmetro de LED sem correcdo da radiacdo espuria, a faixa de
resposta linear € de até 1 absorbancia [68], portanto um procedimento analitico com

leitura de branco alta (intercepto) pode limitar a faixa de resposta linear.
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1.8 mmol
0.9 mmol
1 0.3mmol
0 1 2 3 4 5 6 7
Concentragdo de Frutose % (m/v)
Efeito da concentracdo do reagente hexacianoferrato(lll) na reacdo com

solugdes padrédo com 0,0; 0,75; 1,5; 3,0 e 6,0 % (m/v)

Os parametros obtidos utilizando regressdes lineares das curvas mostradas

na Figura 17 s&o exibidos na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados do estudo da concentragéo do reagente

Parametro Concentracdo do reagente (mmol L™)
0,3 0,9 1,8

Coef. Angular -0,0122 -0,0239 -0,0401

Correlacao 0,9967 0,9961 0,9971

Interseccao 0,1281 0,1959 0,2878
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2.6.5 Efeito da variacdo da concentracdo de NaOH

Conforme apresentado na introducdo, a alcalinizacdo da amostra é
necessaria para produzir a abertura da estrutura ciclica dos agucares redutores, e
promover seu carater redutor responsavel pela descoloracdo do reagente
cromogénico. Em trabalho anterior [29], foi utilizada uma solucdo de hidréxido de
s6dio com concentracéo de 1,0 mol L™ . Neste experimento, o reagente foi preparado
em solucdes de hidréxido de s6dio com concentracées de 0,3, 0,5 e 1,0 mol L™.

O efeito percebido relacionado ao aumento da concentragéo foi a aceleragao
do desenvolvimento da reacdo, no entanto o numero de ciclos para estabilizacédo
das leituras entre solucdes com concentracdes diferentes, também aumentou
proporcionalmente, o que reduzia a frequéncia de amostragem. Este efeito foi
observado com a concentracdo de 1,0 molL™. Com a concentracéo de 0,3 molL™, o
desenvolvimento da reacdo era mais lento, requerendo um tempo mais longo,
causando também reducdo da frequéncia de amostragem. O melhor resultado foi
obtido com o reagente preparado em uma solucdo de hidroxido sédio com
concentracdo de 0,5 molL™. Nesta condicdo, a curva analitica apresentou coeficiente
angular de -0,0401, coeficiente linear de 0,2878 com correlacdo de 0,998 e tempo de
limpeza aproximadamente 50% menor que o usado para solu¢cdo com concentracao
1,0 molL™?, entdo a solucdo 0,5 molL™foi selecionada para dar continuidade ao

trabalho.
2.6.6 Efeito da variacdo da temperatura

A taxa de oxidagcdo dos carboidratos é significativamente favorecida pelo
aumento da temperatura [30], provocando entdo ganho relevante em sensibilidade.
Isto demonstra a importancia desse parametro e a escolha desta reacdo para a
consecucdo deste trabalho, envolvendo o uso de céamara aquecida. Foram
realizados ensaios com temperaturas entre 30 °C e 60 °C, e os resultados s&o
mostrados no Figura 18.

As curvas desta figura correspondem aos seguintes coeficientes angulares
(sensibilidade): Y; = -0,0267; Y, =-0,0381; Y3 = -0,053; Y4 = -0,0531. Nos quais Y,
Y, Yz e Y4580 os coeficientes angulares obtidos com as temperaturas de 30, 40, 50

e 60 °C respectivamente. O aumento significativo dos coeficientes angulares das
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curvas analiticas, com os incrementos em temperatura, demonstram a aceleracéo do
desenvolvimento da reacdo, sem prejuizo da resposta linear. Comparando-se ainda
os coeficientes angulares e com uma inspecéo visual no Figura 18, nota-se que as
curvas relacionadas as temperaturas de 50 e 60 °C sdo as que possuem maior
coeficiente angular e portanto sensibilidade. Além disto ambas sdo praticamente
paralelas (mesmo coeficiente angular), isto significa que as sensibilidades sao
equivalentes. Tendo isto em vista, a temperatura de 50 °C foi selecionada, pois a
curva de 60 °C apresenta o ponto com concentragdo de 6% muito préximo ao valor

zero de absorbancia.

0,450 -
0,400 -
0,350 -
0,300 -
K]
£ 0250
3 30°C
20,200
< 40°C
0,150 -
0,100 -
0,050 50°C
T 60°C
0,000 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Concentragio de Frutose % (m/v)
Figura 18 - Efeito da temperatura no desenvolvimento da reacdo para determinacdo da

concentracao de frutose

2.6.7 Avaliagcao de potenciais espécies quimicas interferentes

Etanol e glicerol sdo espécies quimicas presentes nas amostras de vinho em
maior concentracao [26], entdo estas foram avaliadas quanto a possibilidade de
causar interferéncia na determinacdo de AR. Neste estudo, foram adicionadas
quantidades destes dois possiveis interferentes a solugdo com o acgucar redutor.
Foram preparados trés conjuntos de solu¢cdes padrdo com frutose nas

concentracbes de 0,75; 1,5; 3,0 e 6,0 % (m/v), um em agua (sem interferentes),
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0 segundo em meio contendo 12% (v/v) de etanol, e o terceiro em meio contendo

12 % (v/v) de etanol e 1 % (v/v) de glicerol [27]. Os resultados sdo mostrados no

Figura 19.
0,300
0,250 -
0,200 -
8
<2 0,150
o
8
<
0,100 -
A
0,050 - B
C
0,000 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 7
Concentragdo de Frutose % (m/v)

Figura 19 - Avaliagdo de possiveis espécies interferentes na determinacdo de AR.
A = Solucdo de amostra contendo Frutose + Etanol + Glicerol; B = Solugédo
de amostra contendo apenas Frutose; C = Solugdo de amostra contendo
Frutose + Etanol

Tabela 8 — Resultados do grafico de avaliacdo de interferentes
Coeficiente Intersepto R2
Angular
A) Frut+Et+Glicerol -0,037 0,298 0,9980
B) Frutose -0,042 0,298 0,9978
C) Frutose+Etanol -0,043 0,283 0,9997
Média > 0,0396 Média > 0,0424
A-B D.P.> 0,0030 B-C D.P.> 0,0010
C.V.> 7,69 C.V.> 2,33

Os dados obtidos a partir das curvas de avaliacdo de possiveis espécies

interferentes na determinacdo de acUcares redutores no vinho, Figura 19, estdo

organizados na Tabela 8. Analisando os dados nao foi observada diferenca

significativa nos parametros da curva preparada apenas com frutose e da obtida a
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partir de frutose + etanol. A curva obtida apenas com frutose e a obtida a partir de
frutose + etanol + glicerol foi observada uma diferenga de aproximadamente 8 % na
sensibilidade o que poderia ser considerado interferéncia. Portanto o etanol e
glicerol nas concentracdes avaliadas passaram a fazer parte dos padroes,

objetivando a compatibilizagéo da matriz.

2.6.8 Determinacdo de AR em amostras de vinho

Tendo sido estabelecidas as condigcbes operacionais, um conjunto de
amostras de vinho foram analisadas, visando comprovar a aplicabilidade do sistema
desenvolvido e do procedimento proposto. O conjunto de solu¢cdes padrdo com
concentracfes de 0,75; 1,5; 3,0 e 6,0 % (m/v) de frutose, foram preparadas em meio
contendo etanol (12 %, v/v) e (glicerol (1 % v/v). A temperatura do reator foi
ajustada para 50 °C, relacdo de volumes amostra/reagente de 10:220 pL
(determinados no estudo do reagente). A partir dos maximos de absor¢céo dos picos
registrados foi tracada a curva exibida no Figura 20, a qual foi usada para calcular as

concentracOes de frutose nas amostras.
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Figura20 —  Curva de calibragéo. Equacéo da reta: y = -0,0400x + 0,2946 (R = 0,9991)
Parametros do sistema: temperatura 50°C, volume amostra/reagente de
10:220 pL
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As amostras foram introduzidas no sistema de analise sem tratamento prévio,
nao tendo sido observados desvios em decorréncia da cor em algumas destas por
conta da diluicdo de 22 vezes a que foram submetidas. As amostras de vinhos
frisantes foram mantidas em banho ultrassom por 5 minutos para eliminacdo da fase
gasosa.

Visando avaliar a exatiddo do procedimento proposto, as amostras foram
processadas empregando a titulacdo com o reagente Fehling [69]. As concentracdes
obtidas com a volumetria e com o procedimento proposto estdo expressas na Tabela
9. Também nesta tabela é apresentada a classificacdo dos vinhos segundo o
percentual de AR (Tabela 1 - Regulamento Vitivinicola do Mercosul).

Tabela 9 — Concentracfes de acucar redutor em amostras de vinho

Procedimento Método
Amostra Proposto Fehling Classificacdao* Cor
% (m/v) % (m/v)
1 1,61+0,04 1,58+0,09 Demi-sec Branco
2 2,57+0,05 2,56+0,06 Suave Branco
3 3,84+0,11 3,69+0,25 Suave Branco
4 0,49+0,04 0,49+0,06 Demi-sec Branco
5 2,38+0,04 2,36+0,17 Demi-sec Rose
6 2,92+0,04 2,87+0,29 Suave Rose
7 0,44+0,07 0,43+0,07 Demi-sec Tinto
8 4,13+0,05 4,35+0,13 Suave Tinto

*Resolucdo 45/96 do Grupo Mercado Comum (GMC) em Buenos Aires

21/04/1996.

O resultado da aplicacdo do teste-t pareado entre os resultados obtidos pelo
método oficial e os resultados obtidos pelo procedimento proposto resultou em
t = 0,17, sendo que o valor critico para sete graus de liberdade e nivel de confianca
de 95% é de 2,36, indicando ndo existir diferenca significativa entre os conjuntos de

dados.
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2.6.9 Figuras de mérito — AR

A Tabela 10 exibe as caracteristicas obtidas com o sistema analitico para

determinacao de acguUcares redutores em vinho.

Tabela 10 — Figuras de mérito

Parametro Valor
Tempo para inicio de operagdo 15 min
Temperatura de operagdo 50 °C
Frequéncia de amostragem 75 h™ (48 s det™)
Volume de amostra / reagente 10 pL / 220 pL
Faixa linear 0,75 % -6 % (m/vn =4)
Limite de deteccdo 0,14 % (m/v n =11)
Coeficiente angular -0,0402
Correlacao () 0,999
d.p.r. <4% (n=4)

O tempo para inicio de operacado é o intervalo médio necessério para que a
temperatura da camara atinja o valor de 50 °C a partir de uma temperatura ambiente
em torno de 25 °C. O desvio padréo relativo foi calculado utilizando a solucéo padrdo
de 3 % de frutose.

Na Tabela 11 é exposta uma comparacdo de caracteristicas analiticas do
presente sistema com as de outros trabalhos existentes para a determinacdo de
acucares redutores por analises em fluxo. Comparando-se essas caracteristicas,
observa-se que o sistema desenvolvido com a utlizacdo da camara com
aguecimento direto e fotbmetro acoplado, tem como pontos fortes a dimenséo
reduzida, frequéncia analitica elevada, dispensa o pré-tratamento da amostra
(processo demorado e que consome volume significativo das amostras) e reduzidos

volumes de amostra e de residuo.
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Tabela 11 — Comparagdo de métodos de analise por injecdo em fluxo para

determinacao de acguUcares redutores

Trabalho/ Sistema Limite Faixa. RSD Amostra Frequéncia Pré
referéncia Detec (%) (uL) (/h) Tratamento
FIA Sonicacéo
Presente o 0,25% 0,75-6 (%) <4 10 75 amostras
Fotométrico .
frisantes
FIA Secagem,
70 = s 0,12% 0,2-0,8 (%) <2 32 moagem,
otométrico A
solubilizacéo
L FIA 0,14-16,25 (%) 2,3  30-125 >10 Nenhum
otométrico
0,025 0,025-1,5 300 50
72 FIA 0,0007 0,004-0,04 5 300 40 Diluicéo e
Fotométrico 0,003 0,08-0,6 20 30 clarificacéo
(g L-1) (L™
73 FIA i 0,15-0,72 1,72 143 40 Clarificacéo
Fotométrico (%)
0,3-2,75 2,88 40
74 FIA i 0,05-7,0 1,61 230 50 Diluicéo e
Fotométrico 1,0-6,0 3,13 40 clarificacéo
QL™
FIA 2,5-20 <4 150 50 Sonicagao
75 Potenciomé - (%) em todas
--trico solucdes

2.7 Manganés em Amostras Vegetais

Para a determinacdo de manganés, foi empregada a estrutura do modulo de
analise desenvolvido para a determinacdo acucares redutores com algumas
modificacdes. O software de controle de dispositivos e aquisicdo de dados
também foi modificado para acompanhar as mudancas na estrutura. Foi realizada a
incorporacao de dispositivo para dosagem de solucdo para limpeza (cloridrato de
hidroxilamina) diretamente a camara, com a insercdo da valvula de trés vias
V4 (161T031 12VDC NResearch) e um tubo de bombeamento cinza/cinza
(na bomba peristaltica). Foi alterado o sistema transportador de amostra com a
(225P091-11 12VDC NResearch)

permitir o transporte das solugdes com ar, evitando assim a diluicdo do complexo

insercdo da valvula pinch Vs para

formado e aumentando assim a sensibilidade, e por fim, foi realizada modificacdo no
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trap do sistema de extracdo com a incorporacdo de um erlenmeyer adicional
para possibilitar a retencdo de substancias volateis da reacdo. O LED do fotdmetro
foi substituido por outro com 520 nm de comprimento de onda de maxima emissao.

Na Figura 21 é possivel ver a estrutura do sistema analitico.

2.7.1 Operacdo do médulo de andlise para determina¢cdo de manganés

O modulo de anélise mostrado na Figura 21 opera da seguinte forma: quando
o programa de controle € iniciado, a bomba peristaltica inicia um acionamento
escalonado (incremento de velocidade) com duracéo de 4 s, que tem como objetivo
de portar o sistema da inércia para o valor nominal de forma suave. Um intervalo
adicional de 12 s é necessario para preencher os tubos de bombeamento com as
solucBes até as valvulas. Na sequéncia, as valvulas V; e V, (amostra e reagente
respectivamente) sdo acionadas durante 4 s para o preenchimento das linhas de
fluxo até a confluéncia. Em seguida, as valvulas V3 e V5 sdo acionadas por 12 s
para a limpeza, com solucao transportadora, do canal de transporte até a camara. A
bomba de vacuo € mantida ligada nesta etapa para manter a camara vazia.

O ciclo analitico € iniciado com a inser¢cdo da aliquota da amostra e da
solucdo do reagente via o acionamento alternado das valvulas V; e V,. O volume
dessas aliquotas é funcédo da vazdo de bombeamento e do intervalo de tempo de
acionamento da respectiva valvula solenoide. O intervalo de tempo para o
acionamento das valvulas foi mantido em 1 s para cada valvula por 20 s e foram
programados dez ciclos de amostragem. Em vista disso, o volume interno da alga de
amostragem € preenchido com uma sequéncia de aliquotas da amostra em tandem
com aliquotas da solucdo de reagente. Em seguida, a bomba de vacuo é acionada
durante 12 s para secar a camara. Apés esta etapa, é acionada a valvula V3 durante
10 s, deslocando com ar a solugdo armazenada na bobina para a camara. No
interior da camara, a mistura das solucdes da amostra e do reagente € aquecida,
favorecendo o desenvolvimento da reagcao. Ao mesmo tempo, o sinal produzido pelo
fotdmetro em funcdo do composto formado, é monitorado pelo computador e exibido
no video, permitindo o acompanhamento visual da formagdo composto em tempo

real, esta etapa tem a duracéo de 40 s.
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peragao V1
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Figura21 — Diagrama do sistema analitico para determinagdo de manganés. Legenda:
Bp = Bomba peristaltica home made; Vi, V,, V3 V. Vs = Valvulas 3 vias
161T031 12VDC NResearch; Vs = Valvulas pinch 225P09 12VDC
NResearch; B; = Bobina misturadora; Ca+Det = Camara flow-batch
aquecida + Fotodetector; LED = Diodo emissor de luz 520 nm; Fd =
Fotodetector OPT301,Texas Instruments; Bv = Bomba de vacuo home
made

A etapa de succéo de solucdo da camara é realizada mediante o acionamento
da bomba de vacuo por 12 s, seguido de um periodo de espera de 10 s para
estabilizacao da presséo dentro dos frascos do trap que armazenam os residuos e a
solucéo para neutralizagéo de vapores.

Na etapa de lavagem, uma aliquota de solugéo transportadora € inserida na
camara. Isto é realizado acionando-se as valvulas V3 e Vs, e ap0s 5 s a valvula Vs é
desligada, permanecendo apenas a valvula V3 acionada por mais 30 s, a solucéo
permanece na camara por um intervalo de 20 s e em seguida um ciclo de succao de
22 s é realizado.

A Tabela 12 ilustra a sequéncia de acionamento dos componentes do

sistema, e 0s respectivos tempos em cada uma das etapas do processo analitico.
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Tabela 12 — Sequéncia de acionamento dos componentes do sistema para
determinacdo de manganés. Bp = Bomba peristaltica; Vi, V2, V3, Vg,
Vs = Vélvulas de trés vias; Bv = Bomba de vacuo. Digito 1 =
componente do sistema acionado; digito O = componente do sistema
desligado
Etapa Evento Bp V. Vo, Vi3 V, Vs B, Tempo (s) Obs
Incremento Velocidade 20,
gradual 1 000000 4 50 e 90%
o .
8 Enchimentos 1 00 0 0 0 0 12 Bgmba e
Q tubos valvulas
% Enchimento Reagente e
3 tubosatta 1 1 1 0 0O 0O O 4 g
2 e amostra
£ confluéncia
Limpeza canal
transporte t 001 011 12
Dosagem 111 0 0 0 0 20 10 ciclos
9 alternados
2= Succdocamara 1 0 0O O 0 0 1 22
)y ©
© S Transporte 1 0 0 1.0 O O 10
Leitura 1 0 0 0 0 0 O 40
2 Sucgdocdmara 1 O O O O 0 1 12
On
(8]
A Espera 10 0 0 0 0 O 10
Solugao 1 0 1 0 0 8
Limpeza
N Espera 1 0 0 0 0 0 O 6
Q.
£ ~ (qonf. etapa
E Etapa Succao 22 indicada)
Etapa de (conf. etapa
77 S
Lavagem indicada)
£ Transportador 0 O 0O 1 0O 5
g Espera 0 O 0 0 O 50
g Sucgéo 1 0 0 0 0 O 22

Devido a deposicdo de sélidos nos cilindros de vidro usados como guias de

onda para a transmissao da radiacdo para dentro da camara e desta para o detector,

a intensidade do sinal lido do fotbmetro é reduzida. Quando a intensidade referente

a leitura do branco se reduz a 50% do valor obtido na calibragéo inicial, é realizada

uma etapa de limpeza destes componentes. Ela consiste no acionamento da valvula

V, durante 8 s, introduzindo assim a solugdo de limpeza na camara, apos um

intervalo de tempo de 6 s € realizado um ciclo de suc¢do da camara, seguido de

uma etapa de lavagem, conforme descritas anteriormente.
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2.7.2 Avaliacdo dos comprimentos de onda de absor¢cdo e emissao maximos

O procedimento analitico em apreco é baseado na reacdo de oxidacdo do
manganés (Mn®") para permanganato, utilizando periodato de sédio como agente
oxidante. A literatura consultada [21] indica 0 comprimento de onda em torno
de 522 nm como adequado para determinagcdo espectrofotométrica de
permanganato. Em vista disso, neste trabalho foi realizado um estudo preliminar
para confirmar o comprimento de onda de maxima absor¢cdo do complexo, visando a
selecdo adequada do LED usado como fonte de radiacdo. Este estudo foi realizado
com uma varredura espectrofotométrica, utilizando uma solu¢do do composto
colorido, obtida misturando 2 mL de uma solucdo de manganés (15 mgL™)
com 2 mL™? da solucdo do reagente oxidante (10,0% (m/v) de NalO, preparado em
H,S04 0,75 mol L™ contendo 0,36 mmolL™ de KMnQy).

O espectro de absorcdo do permanganato foi obtido empregando-se um
espectrofotometro modelo USB4000 (Ocean Optics Inc) configurado no modo
absorcao, utilizando como fonte de radiagcdo uma lampada de halogénio/tungsténio
(LS-1 tungsten halogen) e uma cubeta de vidro Optico com caminho Optico
de 10 mm. Usando o mesmo equipamento foi realizada uma varredura do espectro
de emisséo do LED. Os resultados referentes aos dois espectros sao mostrados na
Figura 22.

Observa-se que o espectro de emissdo do LED estd contido dentro de
espectro de absorcado do complexo gerado na reagdo do manganés com o periodato,
portanto este LED pode ser usado como fonte de radiacdo. Além disso, 0 maximo de
emissdo do LED estd proximo do méaximo de absorcdo do complexo.
Adicionalmente, ha outras consideracbes que corroboram para esta escolha. A
largura de meia banda do espectro de emissdo do LED é de 40 nm e esti
centralizada em relacdo ao espectro de absor¢cdo do complexo que é de 84 nm,
dado relevante, pois quanto mais estreita a janela do espectro de emissao, menor a
possibilidade de ocorrerem interferéncias de outras espécies quimicas

concomitantes.
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Figura22 —  Espectro de absorgéo e emissdo. A = Espectro de emisséo do LED 520 nm
e B = Espectro de absor¢do do complexo reagente contendo

Mn?+NalO,+KMnO.. Espectros produzidos com USB4000 Miniature Fiber
Optic Spectrometer Ocean Optics Inc, Fonte de luz LS-1 tungsten halogen,
Software SpectraSuite

2.7.3 Efeito da concentracao do reagente

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da concentragdo do reagente
periodato de sddio (NalO,4) sobre a sensibilidade do método. Os experimentos foram
realizados utilizando soluces padréo contendo 10, 20 e 30 mgL™ de manganés (l).
As solucdes do reagente oxidante foram preparadas nos dias de uso com as
seguintes concentracdes 6, 8 e 10% (m/v) de periodato de sbédio. Para estes
ensaios, a temperatura na cAmara foi ajustada para 55 °C (estudado apresentado no
tépico 2.7.5). Os resultados sdo mostrados no Figura 23.

As curvas do Figura 23 e a Tabela 13 demonstram um aumento da
sensibilidade com o incremento da concentracdo do reagente oxidante, sem prejuizo
para a linearidade. A concentracdo de 10 % (m/v) do reagente colorimétrico oxidante
utilizado, representa a maxima solubilidade do mesmo possivel de se obter em meio
aquoso a temperatura de 25 °C, portanto solucdes mais concentradas ndo foram
avaliadas. A solucdo com concentracdo de 10 % (m/v) foi entdo escolhida para os

experimentos subsequentes.
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Figura 23 — Efeito da concentracdo em padrdes de Mn na faixa entre 0 a 30 mgL™
reagindo com concentragdes variaveis de NalO,: 6, 8 e 10 % (m/v)

Tabela 13 — Dados da curvas do estudo de concentracao de NalO,

Conc. NalOs 6% 8% 10%
C. Angular 0,009 0,012 0,015
C. Linear 0,164 0,187 0,199
Correlacdo 0,998 0,999 0,999

2.7.4 Efeito da variacao da concentracado do catalisador

As curvas da Figura 24 mostram que a adicdo de MnO, na solucdo do
oxidante (104), acelera o desenvolvimento da reacdo de oxidagao.

Com objetivo de encontrar a concentracdo de permanganato adequada,
experimentos foram realizados variando-se as concentracdes de permanganato na
solucdo do oxidante (10% (m/v) KIO4 em meio H,SO4 0,75 mol.L™) e utilizando uma

solucdo padréo de 15 mgL™ de Mn*".
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Figura24 — Estudo do efeito catalitico do permanganato na determinacdo de Mn

utilizando uma solucdo de 10% (m/v) de KIO, em meio H,SO, 0,75 mol.L ™.
Os graficos de A a D representam as concentragbes de permanganato

by

adicionadas a solugdo oxidante em concentracdo de 0, 0,36, 0,72 e
1,0 mmolL™, respectivamente

Observa-se que € significativa, a reducao do intervalo de tempo necessario
para reacdo de oxidacdo alcancar o estado de equilibro, e que a absorbancia
registrada em equilibrio tende para um valor constante com as concentracfes de
0,36 a 1,00 molL™. Observa-se que ha uma reducéo significativa da magnitude do
sinal com o0 aumento da concentragdo do catalisador na condigcdo de equilibrio.

Um outro efeito secundario e indesejavel também foi observado no sistema, a
deposicdo de precipitado nas guias de luz do fotdmetro. Esta deposicdo causa a
reducdo do sinal analitico, exigindo limpeza periédica. As solugbes com
concentracdes de 0,72 e 1,00 mmoL™, produziram proporcionalmente maiores
deposicBes. Vistas estas observacdes, a solucdo de 0,36 mmoL™ (KMnO,) foi

selecionada.
2.7.5 Efeito da temperatura sobre o tempo da reacao

O aumento da temperatura do meio reacional e a adicdo de permanganato
(KMnQ,), aceleram o desenvolvimento da reacdo de oxidacdo do manganés (Mn?Y).
Tendo em vista estes aspectos, foi avaliado o desenvolvimento do composto
formado em funcdo da temperatura da camara flow-batch com a adicdo de

permanganato a solucdo do reagente oxidante. Os experimentos foram realizados
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empregando-se uma solucdo padrdo de manganés (Mn**) com concentracdo de
15 mg.L? e solucdes de NalO; 10 % (v/v) com e sem adicdo permanganato,

preparadas em H,SO, 0,75 mol.L™, os resultados sdo mostrados no Figura 25.
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Figura 25 —  Efeito da temperatura e da adicdo de KMnO, sobre o tempo de reacao: curva
A = temperatura de 60 °C + KMnQ,; curva B = temperatura de 26 °C +
KMnQy; curva C = temperatura de 60 °C; curva D = temperatura de 26 °C

As curvas A e B da Figura 25 foram obtidas utilizando a solugcéo reagente
10% (m/v) KIO4 com a adicdo de 0,36 mmolL™* de KMnO, em meio H,SO4
0,75 mol.L™, padrdo de manganés com concentracdo de 15 mg.L™” e temperatura
camara de 26 e 60 °C respectivamente. Elas demonstram uma acentuada reducéo
no tempo, com o aumento da temperatura, para que a magnitude do sinal gerado
atinja o equilibrio de aproximadamente 7,5 para 2,5 min.

As curvas C e D da Figura 25 foram obtidas utilizando a solucéo reagente
10% (m/iv) KIO, em meio H,SO, 0,75 mol.L?, padrdo de manganés com
concentracdo de 15 mg.L™" e temperatura camara de 26 e 60 °C respectivamente.
Analogamente elas demonstram que o tempo para que a magnitude do sinal gerado
atinja o equilibrio, com o aumento da temperatura, sofre uma reducdo de
aproximadamente 27 para 7,5 min.

Observou- se que esse aumento na temperatura (34 °C) acelerou a reacao
da solucdo que continha permanganato assim como a que ndo continha em

cerca de 3x.
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A aceleracdo da reacdao por aquecimento possibilitou a obtencdo de uma
frequéncia analitica de 40 amostras por hora contra 15, sem a utilizagcdo dos

recursos, mantendo-se uma sensibilidade equivalente.
2.7.6 Avaliacéo da estabilidade da solugéo reagente

Este estudo teve como objetivo avaliar eventuais variacées no sinal analitico
em decorréncia do tempo de preparo da solucéo reagente. Os experimentos foram
realizados usando como oxidante uma solucdo contendo 10% KIO, + 0,36 mmoL™
KMnO; em meio H,SO, 0,75 molL” e solucbes padrdo de manganés com
concentracédo de 5, 15 e 30 mg.L™. A temperatura cAmara de foi mantida em 55 °C.

O estudo foi realizado entre os meses de junho e julho de 2015, em que a
temperatura média do laboratério apresentava valores na faixa de 18-26°C. A
solucado ficou armazenada no laboratério em frasco recoberto com papel aluminio e
sem refrigeracao.

Os resultados de absorbancia x tempo de armazenamento do reagente

obtidos sao exibidos na Figura 26.
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Figura 26 — Efeito do tempo sobre o reagente armazenado

Os coeficientes de variagdo entre as medidas ao longo do periodo de estudo
(30 dias), para cada uma das trés concentracdes avaliadas apresentaram variagao
inferior a 2%, demonstrando a estabilidade desta solugéo reagente no periodo.
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2.7.7 Avaliagcdo da estabilidade do fotbmetro x numero de ciclos analiticos

Este estudo teve como objetivo avaliar eventuais mudancas no sinal analitico,
causadas pela deposicdo de precipitado sobre os guias de onda do fotdbmetro
acoplado a camara. Os ensaios foram realizados utilizando a solugdo do reagente
oxidante (10% m/v KIO, + 0,36 mmolL™ KMnO,4) em meio &cido (0,75 molL™ H,S0,),
e solucdo padrdo de manganés com concentracdo de 30 mgL™. A temperatura da
camara foi mantida em 55 °C.
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Figura 27 — Efeito do nimero de ciclos analiticos sobre o sinal de transmitancia

Os valores de sinal apresentados na Figura 27 referem-se a leitura em mV da
solucéo de referéncia (utilizada para o ajuste do valor de 100 % de transmitancia do
fotbmetro), cujo valor inicial foi fixado em 2000 mV.

Ap6s 80 ciclos analiticos, utilizando a solucdo padrdo de 30 mgL™, o sinal
produzido pelo fotbmetro para o branco apresentou uma atenuacdo de
aproximadamente 50%. O estudo propositalmente utilizou a solucdo padrdo de
maior concentracdo da faixa analitica com objetivo de intensificar o efeito,
determinando assim o pior caso.

Durante a operagdo do sistema, sempre que a intensidade do sinal recebido
do fotbmetro sofre uma reducdo de 50 % em relagcédo ao valor da calibracéo inicial
com branco, € realizada uma etapa de limpeza utilizando a solugéo de cloridrato de
hidroxilamina 0,1 molL™?, este procedimento é descrito em detalhes no item 2.7.1

(operacao do modulo).
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2.7.8 Efeito de potenciais interferentes

Os ions ferro, calcio e magnésio sdo os elementos quimicos potencialmente
interferentes que se apresentam em maiores concentracdes em amostras vegetais
[37]. Visando avaliar se estes elementos causam ou néo interferéncia, experimentos
foram realizados usando solucées padrdo de Mn®* com concentracées de 5, 15 e
30 mgL™, com e sem a presenca destes, em concentracdes atingindo os valores

maximos indicados pela literatura [37].

Tabela 14 — Avaliacdo da interferéncia de ferro na determinacdo de manganés

Padréo Interferente (Fe*")

Mn OmgL™ 50 mgL™ 100 mgL™* 150 mgL™
5mgL'1 0,2489+0,007 0,2470+0,003 0,2504+0,002 0,2547+0,017
15 mgL'l 0,3650+0,003 0,3711+0,016 0,3695+0,005 0,3709+0,014

30 mgL™ 0,5584+0,012 0,5627+0,012 0,5662+0,014 0,5659+0,018

Tabela 15 — Avaliacdo da interferéncia de calcio na determinacdo de manganés

Padréo Interferente (Ca®")

Mn OmgL™ 1000 mgL™ 2500 mgL™ 5000 mgL™
5ppm 0,2574+0,007 0,2527+0,004 0,2582+0,007 0,2445+0,008
15 ppm 0,3669+0,009 0,3793+0,011 0,3757+0,010 0,3614+0,015

30 ppm 0,5740+0,015 0,5757+0,002 0,5688+0,002 0,5625+0,025

Tabela 16 — Avaliacéo da interferéncia de magnésio na determinacédo de manganés

Padréo Interferente (Mg?*)

Mn OmgL™ 500 mgL®? 1000 mgL™* 2000 mgL™*
5 ppm 0,2559+0,003 0,2620+0,004 0,2648+0,008 0,2648+0,003
15 ppm 0,3733+0,006 0,3715+0,003 0,3657+0,001 0,3707+0,001

30 ppm 0,5538+0,001 0,5512+0,004 0,5547+0,005 0,5433+0,006

As Tabelas 14, 15 e 16 compilam os resultados do estudo de interferéncia de
ferro, célcio e magnésio na determinacdo das concentragdes de manganés.
Normalmente, a metodologia utilizada para avaliar se ocorreu interferéncia

envolve o processamento de uma solucéo padrédo do analito com e sem adicao da
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espécie quimica interferente. O critério para decidir se a espécie quimica investigada
interfere no resultado é uma variacao de sinal em uma faixa mais ampla que + 5 %,
considerando como referéncia, o sinal obtido com a solucdo do analito sem o
possivel interferente. Aplicando este crirtério aos dados das Tabelas 14, 15 e 16,
observa-se que ndo ocorreu variacdo significativa de sinais para os trés cations
investigados, portanto essas espécies quimicas, nas concentracdes estudadas, nao
causaram interferéncia na determinacdo de manganés proposta neste trabalho.

Em amostras digeridas em meio acido, o magnésio encontra-se em seu
estado maximo de oxidacdo (Mg®"), portanto n&do seria esperado atuasse como
interferente na reacao de oxidacdo do manganés [21]. Entretanto, o ferro possui dois
estados de oxidacdo, podendo ser, portanto um potencial interferente quando no seu
estado de oxidacdo Fe?. O recurso recomendado na literatura para evitar
interferéncias dessa natureza, é a operacdo em meio acido. No presente trabalho, o
meio reacional € 4cido, portanto ndo seria viavel a formacao de hidréxido a partir do
fon Fe?*, que poderia absorver radiacdo e causar interferéncia. Ja o calcio (Ca**)
poderia apresentar interferéncia pelo efeito matriz e, portanto a relevancia da
avaliacdo do seu possivel efeito, que n&o foi verificado nas concentracoes
estudadas.

2.7.9 Determinacao de Mn em Amostras Vegetais

Tendo sido selecionadas as condicées operacionais, Mn?* foi determinado em
um conjunto variado de digeridos de amostras vegetais e o0s resultados sao
apresentados na Tabela 17. A exatiddo foi averiguada comparando-se esses
resultados com os obtidos por espectrometria de emissdo Optica com plasma
acoplado indutivamente. A aplicacdo do teste-t pareado entre 0os conjuntos de dados
obtidos onde foi encontrado o valor de 0,61, sendo o valor tabelado para oito graus
de liberdade igual a 2,31, indicando que nao héa diferenca significativa para um nivel
de confianca de 95%. Outras caracteristicas favoraveis, tais como frequéncia
analitica de 40 determinacdes por hora, consumo da solugcédo reagente de 332 uL
(33 pg de NalO,) por determinacéo e limite de deteccdo de 2 mg L™ também foram

obtidas.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-40422004000100010&script=sci_arttext#tab3
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Tabela 17 — Concentragdes de manganés nos digeridos de amostras vegetais
analisadas pelo procedimento proposto e pelo método de referéncia

Procedimento Referéncia

Amostras Proposto ICPOES

(mgL™) (mgL™)
Folha de Palmeira 654,1 +47,9 596,3 +02,8
Folha de Codia 608,8 £16,4 602,3 £15,8
Gréo de Soja 038,7 £01,2 029,6 £00,7
Folha de Arroz 507,6 +06,3 482,1 +05,8
Folha de Cana de Acucar 084,3 £00,4 086,0 £01,7
Folha de Soja 2245 +04,0 235,3 +02,6
Folha de Café 305,6 +12,2 298,0 +03,9
Folha de Banana 647,9 £08,4 694,7 £12,0
Folha de Milheto 046,4 +01,5 041,7 +00,3

2.7.10 Figuras de mérito — Mn

A Tabela 18 apresenta as caracteristicas analiticas do procedimento

proposto.

Tabela 18 — Figuras de mérito do sistema para determinacédo de manganés

Figuras de mérito

Valor

Tempo para inicio de operacdo 20 min
Temperatura de operagdo 55 °C
Frequéncia amostragem 40 h*

Volume amostra / reagente
Limite de deteccao
Faixa linear

Correlacao (r) 0,998

d.p.r.

332/166 pL
2,0mgL™ (n=11)
5,0 — 30,0 mgL™

5% (n = 4)

O tempo para inicio de operacdo é o intervalo médio necessario para que a

temperatura da camara atinja o valor de 55 °C a partir de uma temperatura ambiente

em torno de 25 °C. O desvio padrdo relativo foi calculado utilizando o padrdo

de 15 mgL™ de manganés.

Na Tabela 19 é realizada uma comparacdo de caracteristicas analiticas do

presente procedimento com outros existentes para determinacdo de manganés por

analise em fluxo. Comparando-se as caracteristicas, observa-se que 0 sistema

desenvolvido com a utilizacdo da camara com aquecimento direto com fotdmetro
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acoplado e demais estratégias adotadas apresentou uma frequéncia amostragem

significativamente mais alta, volume de amostra médio entre os demais, faixa linear

e limite de deteccdo adequados a proposta.

Tabela 19 — Comparagdo de métodos de andlise por injecdo em fluxo para
determinacdo de manganés em amostras vegetais

Limite

Trabalho/ Sistema Deteccio Faixa RSD Amostra Frequéncia
referéncia (mg L-1) (mg L-1) (%) (uL) (h)
Presente FIA - 1.36 5-30 5 410 40
Fotomeétrico
76 . FIA 0031 0.047-450 <1,85 20 24
otométrico )
FIA 5 3x107 a 15
[ Fotométrico  2X10 3x10° 1000
78 FIA - 0,38 1-20 <135 20 -
Fotométrico .
FIA 9 55x10~ & 10
79 Fotométricor  >>X10 550x107° 3 11000

*com fotomultiplicadora
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3. CONCLUSOES

O sistema para determinacdo de acucares redutores em vinho desenvolvido
com a utlizagdo da camara flow-batch com aquecimento direto e fotdbmetro
acoplado, demandou um volume de amostra reduzido e obteve uma frequéncia de
amostragem significativamente mais elevada em comparagcao a outros sistemas que
operam com a mesma técnica, além de dispensar o prévio tratamento da amostra.

Da mesma forma o sistema para determinacdo de manganés em amostras
vegetais apresentou uma frequéncia de amostragem superior a outros sistemas com
as mesmas caracteristicas. Vale destacar que ambos 0s sistemas propostos
dispensaram qualquer tipo de dispositivo de desborbulhamento, permitindo ainda
gue as leituras sejam realizadas a temperatura constante sem a necessidade de
resfriamento ou transporte da solugéo para outro componente do sistema.

A qualidade dos resultados apresentados pelos sistemas indica que as
estratégias previstas quando do projeto inicial foram extremamente positivas.

O que leva a concluir-se que a camara representa uma solucéo eficiente para
sistemas analiticos baseados em reacdes lentas e adequada para operacao em

sistemas de analise em fluxo.
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APENDICE A - Imagens dos componentes e sistema desenvolvidos para o
trabalho.
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Figura 28A - Camara de aquecimento direto com fotbmetro acoplado.
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Figura 28B e Figura 28C - Detector do fotdmetro com conexao para fibra optica;
bomba de aquario com valvulas modificadas para vacuo.
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Figura 29 — Bomba peristéltica multicanal microprocessada.
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Figura 30 — Placa de interface microprocessada.



Figura 31 — Sistema para andlise de acucares redutores em vinho.
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APENDICE B - Listagem do aplicativo desenvolvido em mikroBasic® para o
controle da placa de interface microprocessada.

program FIA_Ctrol_MB2

"* Nome do Projeto: FIA Ctrol MB2

' MCU: P18F4550 ou ‘4553

" Dev.Board: PIC_FIA

" Oscillator: HS, 8.0 MHz

' SW: mikroBasic PRO for PIC
"* NOTES: brasilmas@terra.com.br

‘Variaveis Globais

dim recebido as string[16]
dim textoO as string[6]
dim textol as string[6]

' Declarations section - Prot6tipo de funcéo
sub procedure comando() 'Liga e desliga saidas digitais
if (recebido[1]="W") then
select case recebido[2]

case "A"

if (recebido[3] = "0") then portd.rd0 = 0 else portd.rd0 = 1 end if
case "B"

if (recebido[3] = "0") then portd.rd1 = 0 else portd.rd1 = 1 end if
case "C"

if (recebido[3] = "0") then portd.rd2 = 0 else portd.rd2 = 1 end if
case "D"

if (recebido[3] = "0") then portd.rd3 = 0 else portd.rd3 = 1 end if
case "E"

if (recebido[3] = "0") then portd.rd4 = 0 else portd.rd4 = 1 end if
case "F"

if (recebido[3] = "0") then portd.rd5 = 0 else portd.rd5 = 1 end if
case "G"

if (recebido[3] = "0") then portd.rd6 = 0 else portd.rd6 = 1 end if
case "H"

if (recebido[3] = "0") then portd.rd7 = 0 else portd.rd7 = 1 end if
case "I"

if (recebido[3] = "0") then portd = 0 else portd = 255 end if

end select
end if

if (recebido[1]="R") then 'Leitura canais analégicos
select case recebido[2]
case "J"
‘Converte canal O
wordtostr(adc_read(0), texto0)
uartl_write("{")
uartl_write("J")
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uartl_write_text(textoQ)
uartl_write("}")

case "K"

‘Converte canal 1
wordtostr(adc_read(1), textol)
uartl_write("{")
uartl write("K")
uartl_write_text(textol)
uartl_write("}")

end select
end if

pirl.rcif =0 ‘Limpa flag da interrupcéo de recebimento serial
recebido =""

end sub
main:

'Main program
‘Configuragdes de 10

trisb =0 'PortB como saida
trisd =0 'PortD como saida
trise =0 'PortE como saida

trisa.ra0 =1  'Entrada analdgica O

trisa.ral =1  'Entrada analdgica 1

trisa.ra3 =1  'Entrada analdgica 3 = Ref Ext
portd =0 'Inicializa PortB em O;

'Entradas analdgicas

cmcon =cmcon or 7 'Config entradas analogicas (ou l6gico)

adconl = %00011101 'Configura ANO e AN1 e demais como IO e Ref Ext /
Int OV

'Inicializacao Serial
UARTZ1_Init(9600) 'Inicializa UART com 9600 bps
Delay_ms(100)

while TRUE
if UART1_Data_Ready() =1) then 'if data is received
UART1 Read_Text(recebido, "}", 10) 'reads text until 'OK" is found
comando()
end if
wend

end.

Obs.: A listagem do aplicativo de controle do sistema, escrito em Visual Basic® 6,
bem como o programa de controle da bomba peristaltica, escrito em Assembly
‘51, sdo muito extensos para serem incorporados a este trabalho, podendo ser
solicitados ao autor.



